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Одним из механизмов формирования лекарственной устойчивости бактерий является экспорт ле-
карственных соединений эффлюксными помпами (ЭП) различных семейств. Интерес к изучению
механизмов регуляции работы эффлюксных помп M. tuberculosis (МБТ), а в частности ингибирова-
ния, продиктован стремительным распространением лекарственно устойчивых штаммов, особенно
у пациентов с иммунодефицитными состояниями. В обзоре подробно представлены все основные
классы ЭП прокариотических клеток, особый раздел отведен описанию строения и механизмам ин-
гибирования ЭП МБТ. Обобщены имеющиеся в литературе данные о генах, кодирующих ЭП МБТ,
экспортируемых субстратах, а также об известных ингибиторах. Проведенный анализ позволяет
сделать вывод о том, что использование ингибиторов ЭП МБТ в качестве терапевтических средств
сопряжено с множеством сложных, в настоящее время не решенных вопросов, однако это никоим
образом не должно влиять на понимание важности тех преимуществ, которые дает современной ме-
дицине использование данных соединений.

Ключевые слова: эффлюксные помпы, M. tuberculosis, ингибиторы эффлюксных помп
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ВВЕДЕНИЕ
В современной литературе, посвященной ис-

следованиям устойчивости бактерий к антибио-
тикам, большое внимание уделяется эффлюксным
помпам (ЭП), как одному из основных механиз-
мов формирования лекарственной резистентно-
сти. Интерес к их изучению продиктован стреми-
тельным распространением резистентных штам-
мов возбудителей инфекционных заболеваний у
человека, особенно микроорганизмов с множе-
ственной лекарственной устойчивостью (МЛУ).

В настоящем обзоре представлены данные о
существующей системе ЭП у бактерий в целом и
у Mycobacterium tuberculosis (МБТ) в частности,
обобщена информация об известных ингибито-
рах ЭП (ИЭП) и о перспективах их использова-
ния в клинической практике.

При подготовке настоящего обзора были ис-
пользованы данные 224 литературных источни-
ков, из которых 223 представлены публикациями
на английском, испанском и китайском языках и
только 1 на русском, что может свидетельствовать
о недостаточной освещенности проблемы эф-

флюксных помп в русскоязычной литературе.
Также для анализа использовались международ-
ные базы данных белков-транспортеров: Trans-
porter Classification Database, Uniprot, Mycobrows-
er, String.

СТРОЕНИЕ, ВИДЫ И ФУНКЦИИ 
ЭФФЛЮКСНЫХ ПОМП БАКТЕРИЙ

ЭП представляют собой комплексы белковых
молекул, встроенных в клеточную стенку и спо-
собных транспортировать молекулы субстрата
различных размеров (в том числе токсичные ве-
щества, ксенобиотики, антибиотики большин-
ства известных классов) из внутриклеточного
пространства во внешнюю среду [1, 2]. Впервые
описание ЭП в научной литературе появилось в
1990-х годах, к настоящему времени у прокариот
описано пять основных семейств [3], хотя данный
биохимический механизм формирования рези-
стентности бактерий продолжает активно изу-
чаться [1, 4–8].

УДК 579.61
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Поскольку ЭП осуществляют транспорт суб-
страта против градиента концентрации, он явля-
ется энергозависимым. В соответствии с типом
энергообеспечения все помпы разделяются на
две категории: получающие энергию путем ак-
тивного гидролиза ATP (семейство ABC) и ис-
пользующие энергию протон-движущей силы
(семейства MFS, SMR, MATE и RND) [7].

Следует отметить, что ЭП грамотрицательных
бактерий имеют более сложное строение, по-
скольку молекулы белков транспортной системы
располагаются как во внешней, так и в цитоплаз-
матической мембране и связаны между собой пе-
риплазматическим пространством, формируя
трехкомпонентную структуру [7, 9]. ЭП могут
быть как субстрат-специфичными транспортера-
ми, экспортирующими только один вид/класс
антибиотиков, так и транспортерами для широ-
кого спектра субстратов.

Семейства эффлюксных помп
прокариотических клеток

Семейство ЭП ATP-binding cassette (ABC).
Трансмембранные белки данного семейства от-
носятся к первично-активным транспортерам,
использующим гидролиз ATP для осуществления
переноса субстрата через мембрану против элек-
трохимического градиента [10]. Впервые роль
данного семейства транспортеров в формирова-
нии МЛУ была описана еще в 1986 году для кле-
ток опухолевых тканей [11, 12]. В настоящее время
хорошо изучена роль транспортеров этого семей-
ства в формировании МЛУ как у грамположи-

тельных, так и грамотрицательных бактерий [13].
Структурно помпа представлена четырьмя белко-
выми субъединицами: две из них являются гидро-
фобными мембранными доменами, которые,
как предполагают, формируют канал в цитоплаз-
матической мембране; другие две субъединицы –
цитоплазматические нуклеотид-связывающие до-
мены, отвечают за энергообеспечение активного
транспорта веществ путем связывания и гидро-
лиза ATP (рис. 1) [14, 15]. У большинства бакте-
рий данные четыре домена представлены незави-
симыми полипептидами, кодируемыми генами
одного оперона или генами, расположенными в
одном и том же хромосомном регионе. Транспор-
теры семейства ABC могут осуществлять как экс-
порт, так и импорт веществ, однако способность
импортировать вещества описана только для про-
кариотических клеток [15]. В литературе отмече-
на роль этого семейства в осуществлении импор-
та широкого спектра физиологически важных
субстратов, среди которых питательные веще-
ства, от небольших по размеру молекул углеводо-
родов, аминокислот и пептидов до металлов, си-
дерофоров и витамина B12 [14, 16]. АВС-белки
способны экспортировать различные соедине-
ния, такие как липиды, холестерин, стероидные
гормоны, цитокины, хемокины, простагланди-
ны, ионы тяжелых металлов, пептиды, ксенобио-
тики и химиопрепараты [17]. Активный экспорт
токсичных соединений ЭП семейства ABC играет
важную роль в формировании вирулентности
микроорганизмов [18].

ЭП Major Facilitator superfamily (MFS). Транс-
мембранные белки суперсемейства MFS – самый

Рис. 1. Семейства эффлюксных помп прокариотических клеток на примере грамположительных бактерий. P – фос-
фат, ABC – ЭП семейства ATP-binding cassette, AcrA – периплазматический вспомогательный белок, AcrB – транс-
портный белок внутренней мембраны, MATE – ЭП семейства Multidrug and toxic compound extrusion, MFS –суперсе-
мейство ЭП Major facilitator superfamily, NBD – нуклеотид-связывающий домен, RND – ЭП типа “Resistance-nodula-
tion-cell division”, SMR – семейство ЭП Small Multidrug Resistance, TMD – гидрофобный трансмембранный домен,
TolC – белковый канал внешней мембраны.
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большой класс вторично-активных транспорте-
ров, широко представленный во всех живых клет-
ках. Это суперсемейство включает более 70 раз-
личных подсемейств, каждое из которых связано
с транспортом субстрата определенного типа [19].
В настоящее время описано более 15000 генов,
кодирующих трансмембранные белки этого се-
мейства [20], в прокариотических клетках к дан-
ному семейству относится около 25% всех транс-
портных пептидов [21]. В человеческом геноме
описаны гены, кодирующие, по меньшей мере,
110 транспортных белков MFS [22]. Несмотря
на ограниченное сходство последовательностей,
различную субстратную специфичность и меха-
низмы связывания, структурно представители
данного суперсемейства высоко консервативны.
Помпа представлена двумя доменами, каждый из
которых состоит из шести трансмембранных спи-
ралей. Домены связаны между собой длинной ци-
топлазматической петлей или двумя трансмем-
бранными спиралями в плоскости мембраны
(рис. 1) [23–27]. Они состоят из 400–600 амино-
кислотных остатков, которые складываются в
12–14, иногда в 24 трансмембранных α-спирали
[20, 28]. ЭП MFS необходимы бактериальной
клетке как для экспорта, так и для импорта ве-
ществ. Первоначально считалось, что основная
функция помп этого семейства – импорт олигос-
ахаридов, но дальнейшие исследования показали
их способность экспортировать лекарственные
вещества, метаболиты, аминокислоты и оксиани-
оны. Транспортеры MFS, участвующие в форми-
ровании МЛУ, широко распространены среди
микроорганизмов и обычно функционируют как
однокомпонентные помпы, способные перено-
сить низкомолекулярные соединения. У грамот-
рицательных бактерий MFS-транспортеры пред-
ставлены трехкомпонентным комплексом [19, 29,
30], кодирующие гены которого расположены в
одном опероне. В частности, за геном, кодирую-
щим белок внешней мембраны, следуют гены,
кодирующие периплазматический адаптер и
внутренний мембранный транспортер. Чаще все-
го регуляторный ген, активатор или репрессор,
находится рядом и транскрибируется независимо
от генов, кодирующих саму ЭП.

Белки семейства MFS демонстрируют три ки-
нетически различных механизма осуществления
транспорта субстратов: унипортеры – транспор-
тируют только один тип субстрата и активируют-
ся исключительно за счет его трансмембранного
градиента; симпортеры – перемещают два или
более субстратов в одном направлении одновре-
менно, используя электрохимический градиент
одного из них в качестве движущей силы; анти-
портеры – транспортируют два или более суб-
стратов через мембрану, но в противоположных
направлениях [20, 31–35]. Таким образом, транс-
портеры данного семейства для осуществления

экспорта могут использовать как трансмембран-
ный ионный градиент, так и электрохимический
протонный градиент.

Семейство ЭП Small Multidrug Resistance (SMR).
ЭП этого семейства наименее изучены, ряд ис-
следователей полагает, что это семейство эволю-
ционно более молодое и сформировалось у бакте-
рий в связи с началом активного использования
антибактериальных препаратов [36, 37]. Струк-
турно помпа представлена небольшим пептидом,
состоящим из 100–200 аминокислот, уложенных
в α-спираль с короткими гидрофильными петля-
ми (рис. 1) [37].

Аминокислотный состав белков, формирую-
щих помпы типа SMR, включает в себя глутамат,
серин, триптофан и тирозин. Предполагается,
что именно глутамат участвует в связывании
протонов катионных субстратов при экспорте ле-
карственного вещества. В отличие от белков-
транспортеров других семейств, SMR-пептиды
осуществляют транспорт только липофильных
субстратов, в первую очередь четвертичных ам-
мониевых соединений, а также различных анти-
биотиков [38, 39], антисептиков и детергентов [36].
Подобно белкам суперсемейства MFS, транспор-
теры SMR для экспорта лекарственных соедине-
ний используют электрохимический протонный
градиент [31].

ЭП семейства Multidrug and toxic compound ex-
trusion (MATE). Помпы семейства MATE способны
транспортировать по электрохимическому гради-
енту метаболиты и ксенобиотики в катионной
форме. Интересным представляется способность
этих ЭП переносить молекулы лекарственных
препаратов разных типов, формируя лекарствен-
ную устойчивость бактерий к структурно разно-
образным антибиотикам и химическим соедине-
ниям. Показано, что мутации в генах, отвечающих
за работу помпы, ассоциированы с появлением
резистентности к аминогликозидам, цетилпириди-
ния хлориду и сульфамидным препаратам [37, 40].
Известно, что у некоторых штаммов грамотрица-
тельных бактерий ЭП MATE играют важную роль
в формировании устойчивости к препаратам
группы хинолонов [41, 42].

ЭП семейства Resistance-nodulation-cell division
(RND). ЭП данного семейства представлены трех-
компонентной структурой, состоящей из транс-
портного белка внутренней мембраны (AcrB), пе-
риплазматического вспомогательного белка (AcrA)
и белкового канала внешней мембраны (TolC)
(рис. 1) [43]. Организация оперонов, кодирующих
трехкомпонентные транспортеры RND, проти-
воположна организации оперонов, кодирующих
трехкомпонентные помпы семейства MFS: ген,
кодирующий транспортер, всегда расположен в
проксимальном к промотору положении, за ним
следует ген, кодирующий периплазматический
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белок, а затем, если он присутствует, ген, кодиру-
ющий компонент внешней мембраны [44].

Трансмембранные белки этого семейства луч-
ше всего описаны для грамотрицательных бакте-
рий [45, 46], однако известны представители дан-
ного семейства и у микобактерий [47, 48]. Эф-
флюксные помпы семейства RND, так же как и
белки семейств MFS, MATE и SMR, являются ан-
типортерами, осуществляющими экспорт лекар-
ственных соединений за счет использования
электрохимического протонного градиента [49].
Среди всех семейств экспортеров RND обладают
самой широкой субстратной специфичностью
[50, 51]. Эти помпы способны экспортировать как
гидрофильные, так и гидрофобные вещества, на-
пример, антибиотики, антисептики, токсичные
красители, анионные, катионные, цвиттер-ион-
ные и нейтральные соединения [9, 50, 52]. Инте-
ресно, что несмотря на широкую субстратную
специфичность, помпы семейства RND не спо-
собны экспортировать питательные вещества или
нетоксичные метаболиты, такие как глюкоза или
аминокислоты [53]. Также имеются данные о
том, что RND-экспортеры играют важную роль в
осуществлении Quorum sensing – способности
микроорганизмов взаимодействовать за счет сек-
реции сигнальных молекул [54, 55].

Виды эффлюксных помп у M. tuberculosis

Согласно информации международных баз
данных транспортных белков [56], геном M. tuber-
culosis референсного штамма H37Rv кодирует
267 различных трансмембранных белков и ион-
ных каналов, из которых 129 – это ATP-зависи-
мые транспортеры семейства ABC, 31 – помпы
суперсемейства MFS, 14 – транспортеры семей-
ства RND, и по одному трансмембранному кана-
лу для семейств SMR и MATE [17, 57].

В ряде исследований было показано, что в
клинических изолятах экспрессия генов, кодиру-
ющих ЭП, в несколько раз выше, чем в референс-
ных штаммах, что объясняется экспозицией про-
тивотуберкулезных препаратов [47, 58].

Подавляющее большинство ЭП МБТ относит-
ся к семейству ABC [59], около 2.5% генома мико-
бактерий отвечают за синтез и активность этих
трансмембранных белков. Все ЭП данного се-
мейства можно разделить на кодируемые одним,
двумя или тремя генами (табл. 1).

В сравнении с другими микроорганизмами для
микобактерий характерно относительно неболь-
шое количество помп-импортеров (за исключе-
нием импортеров фосфатов), что косвенно харак-
теризует способность микобактерий сохранять
жизнеспособность и полноценно функциониро-
вать в среде с низким содержанием питательных
веществ. Интересно, что среди помп данного се-

мейства были идентифицированы системы, отве-
чающие за экспорт факторов, необходимых для
прикрепления микобактерий к клеткам хозяина
[14, 59]. Также некоторые представители данного
семейства играют немаловажную роль в регуля-
ции активности роста микобактерий путем взаи-
модействия универсального стресс-белка Rv2623
с ЭП Rv1747, отвечающего за экспорт липооли-
госахаридов, в частности обладающих иммуно-
модулирующим действием фосфатидил-мио-
инозитол маннозидов [60–63]. Публикации
2021 года свидетельствуют о том, что трансмем-
бранные белки данного семейства также содер-
жат эпитопы цитотоксических Т-лимфоцитов,
что в будущем может быть использовано при со-
здании новой вакцины [64].

В табл. 1 представлены известные в настоящее
время наиболее клинически значимые трансмем-
бранные экспортеры всех семейств, играющие
важную роль в формировании МЛУ МБТ.

Семейство помп “Major Facilitator superfamily”
(MFS). В современной литературе для M. tubercu-
losis H37Rv описан и классифицирован 31 транс-
мембранный белок семейства MFS, все они
сгруппированы в 9 подсемейств (Transporter Clas-
sification Database). Транспортеры данного се-
мейства являются вторыми по численности и со-
ставляют около четверти всех трансмембранных
белков микобактериальной клетки. Транспорте-
ры каждого из подсемейств способны переносить
как катионные, так и анионные молекулы (табл. 1).
Известно, что белки различных помп подсе-
мейств MFS могут функционировать как унипор-
теры, симпортеры и антипортеры, что обуславли-
вает их высокую субстратную специфичность.
В то же время основную роль в экспорте лекар-
ственных веществ транспортерами MFS отводят
системе сопряженного обмена с ионами H+ и/или
Na+, при этом одновалентные катионные моле-
кулы субстрата экспортируются из клетки в об-
мен на протоны [65–67]. Также имеются данные о
значительном повышении уровня экспрессии
мРНК помпы Rv1250 микобактерий на фоне про-
тивотуберкулезной терапии [68]. В последние го-
ды появились публикации о том, что некоторые
транспортеры данного семейства содержат эпи-
топы, однако, в отличие от белков семейства ABC,
они взаимодействуют как с T-, так и с B-лимфо-
цитами [69], что позволяет рассматривать их в ка-
честве потенциальных антигенов для создания
поливалентной вакцины.

Resistance-nodulation-cell division (RND). Геном
M. tuberculosis содержит 14 генов, кодирующих
MmpL (микобактериальный мембранный белок
большой) и пять вспомогательных белков MmpS
(микобактериальный мембранный белок малый)
(табл. 1). ЭП MmpL отвечают за транспорт липи-
дов, в основном миколовых кислот, необходимых
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Таблица 1. Наиболее значимые при формировании МЛУ трансмембранные белки M. tuberculosis

Семейство Название гена Номер Rv Экспортируемый субстрат Ссылка

ATP-binding cassette

Семейство 
АВС-типа, 
кодируемое 
одним геном

bacA Rv1819c RIF, INH, BL, CHL, TET, VAN, 
MAC, NOV, AGs, AP

 [83–89]

– Rv0194 BL, CHL, STR, TET, VAN, 
MAC, NOV, EMB, EtBr

 [83, 89, 90]

pstB Rv0933 FQS, INH, RIF, EMB  [84, 91–96]

– Rv 1473 MAC  [57, 84]

– Rv2477c MAC, FQs  [84, 89, 97]

Семейство 
АВС-типа, 
кодируемое 
двумя генами

– Rv1218c-
Rv1217

BL, NOV, BP, PD, PR, BSP, PA, 
INH, RIF

 [84, 98–100]

– Rv1668c-
Rv1667c

MAC, Z  [101, 102]

– Rv1687c-
Rv1686c

MAC  [14, 103]

Семейство 
АВС-типа, 
кодируемое 
тремя генами

– Rv1458c-
Rv1457-
Rv1456c

RIF, INH, STR, EMB  [14, 103]

– Rv2688c-
Rv2687c-
Rv2686c

FQs  [83, 89, 104]

drrA-
drrB-
drrC

Rv2936
Rv2937
Rv2938

TET, EMB, MAC, AGs, CHL, 
RIF
EtBr, NOR, PUR, BCEСF, DAU 
DOX

 [83, 105–107]

Major Facilitator Superfamily

MFS – Rv0191 RIF  [84, 100, 108]

emrB Rv0783 Многие 
лекарственные препараты

 [84, 88, 89, 96, 
100, 109, 110]

– Rv0842 RIF  [82, 106]

– Rv0849 BL, INH, RIF  [82, 100, 111]

– Rv1250 INH  [82, 90, 106]

– Rv1258c TET, FQs, RIF, CFZ, INH, EMB, 
ERY, EtBr, SPE, Z

 [82, 86, 93, 100,
112–115]

P55 Rv1410c TET, AGs, RIF, INH, CFZ  [82, 86, 106, 110,
114, 116–119]

– Rv1634 INH, FQs, SKI  [82, 88, 106, 120]

– Rv1877 RIF, EtBr, ACR, ERY, KAN, TET  [82, 88, 121–123]

Stp Rv2333c SPE, TET, RIF  [77, 82, 91]

– Rv2459 INH, EMB, RIF, EtBr  [82, 84, 88, 106, 
114, 124–126]

efpA Rv2846c INH, RIF, EtBr, ACR, ERY, FQs  [82, 84, 106, 114,
121, 125–128]

– Rv2994 STR, RIF  [82, 84, 122]

– Rv3728 RIF  [82, 84, 126]
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для построения уникальной клеточной стенки
микобактерий и играющих ключевую роль в па-
тогенезе туберкулеза, а также за транспорт гема
[53, 70–74]. Экспрессия белков MmpL у M. tuber-
culosis контролируется сложной регуляторной се-
тью, которая включает регуляторы транскрипции
TetR (Rv1816 и Rv3249c) и MarR (Rv0678) [53, 75, 76].
Из всех транспортеров семейства RND, описан-
ных у M. tuberculosis, MmpL3 (Rv0206c) особенно
важен с точки зрения выживания, поскольку
именно он обеспечивает экспорт мономиколовых
соединений [72]. Более того, MmpL3 рассматри-
вается в качестве новой терапевтической мишени
для таких антибактериальных препаратов как
пиррольные производные BM212, SQ109, индол-
карбоксамиды, тетрагидропиразоло-пиримидин-
3-карбоксамид и адамантилмочевина [77]. Други-
ми чрезвычайно важными для M. tuberculosis
транспортерами лекарственных препаратов явля-
ются MmpS5-MmpL5, сверхэкспрессия которых
ассоциирована с устойчивостью к азолам [78], бе-
даквилину и перекрестной устойчивостью к кло-
фазимину [79], и MmpL7, отвечающий за экспорт
изониазида [80]. Остальные трансмембранные
белки данного класса участвуют в формировании
вирулентности, обеспечении внутриклеточного
выживания, а также вносят непосредственный

вклад в диалог между иммунной системой орга-
низма хозяина и микобактерией [62].

Семейство помп “Multidrug and toxic compound
extrusion” (MATE). DinF (Rv2836c) является един-
ственным транспортером семейства MATE, пред-
ставленном на мембране M. tuberculosis (табл. 1).
Гомолог данной помпы присутствует у M. smeg-
matis (Mmp), но отсутствует в геноме M. leprae
[81]. С суперэкспрессией гена Rv2836c связывают
устойчивость M. tuberculosis к сульфамидным пре-
паратам, аминогликозидам, флеомицину и це-
тилпиридин хлориду [81, 82].

Small Multidrug Resistance (small MDR, SMR).
Геном M. tuberculosis содержит только один ген,
кодирующий помпу семейства SMR – mmr
(Rv3065). Mmr контролируется TetR-подобным
репрессором транскрипции Rv3066 [83], располо-
женным сразу после гена mmr. Было доказано, что
сверхэкспрессия Mmr снижает чувствительность
M. smegmatis и M. tuberculosis к интеркалирующим
красителям, соединениям четвертичного аммо-
ния и нескольким классам антибактериальных
препаратов – изониазиду, макролидам, фторхи-
нолонам, а также к этидию бромида (табл. 1) [84].

Примечание. ACR – акрифлавин, AGs – аминогликозиды, AP – антимикробные пептиды, AZ – азолы, BCECF – 2,7-бис-(2-карбок-
сиэтил)-5(6)-карбоксифлуоресцеин, BDQ –бедаквилин, BL – β-лактамы, ВР – байрилпиперазин, BSP – бизанилинопири-
мидины, CFZ – клофазимин, СНL – хлорамфеникол,CMB – карбоксимикобактин, CPC – цетилпиридиниум хлорид,
DAU – даунорубицин, DOX – доксорубицин, EMB – этамбутол, ERY – эритромицин, EtBr – этидиумбромид, FQs – фторх-
инолоны, IA – индоламины, INH – изониазид, KAN – канамицин, MAС – макролиды, MB – микобактин, NOR– норфлок-
сацин, NOV– новобицин, PA – пиразолоны, PD – пиридины, Phleo – флеомицин, PR – пирролы, PUR – пуромицин, PY –
пиронин Y, RIF – рифампицин, SKI – имидазолин SKI-356313, SPE – спектиномицин, STR – стрептомицин, TET – тетра-
циклин, TPP – тетрафенилфосфоний, VAN – ванкомицин.

Resistance-nodulation-cell division

RND mmpL3 Rv0206c SQ109, BM212, AU, IA  [77, 82, 104, 129]

mmpS4-
mmpL4-

Rv0451c-
Rv0450c

CMB, MB, RIF  [82, 130, 131]

mmpS5-
mmpL5

Rv0677c-
Rv0676c-

AZ, BDQ, CFZ, TET  [78, 82, 124, 132]

mmpL7 Rv2942 INH  [72, 80, 82, 114, 127, 133]

mmpL8 Rv3823c SQ109  [77, 82, 134]

mmpL9 Rv2339 SQ109  [77, 82]

Multidrug and toxic compound extrusion (MATE)

dinF – Rv2836c AGs, Phleo, CRC  [42, 82]

Small Multidrug Resistance (SMR)

Mmr – Rv3065 ACR, EtBr, INH, MAC, FQs, 
TPP, PY

 [38, 82, 100, 114,
127, 135]

Семейство Название гена Номер Rv Экспортируемый субстрат Ссылка

Таблица 1.  Окончание
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МЕХАНИЗМЫ ИНГИБИРОВАНИЯ 
ЭФФЛЮКСНЫХ ПОМП

Общая информация
Поскольку экспорт антибиотиков из бактери-

альной клетки является основным механизмом,
способствующим формированию лекарственной
устойчивости патогенных микроорганизмов, ин-
гибирование ЭП, ведущее к накоплению анти-
бактериальных препаратов (АБП) внутри возбу-
дителя, может стать важным потенцирующим
компонентом антибактериальной терапии.

Механизмы ингибирования ЭП можно под-
разделить на две большие группы:

– непрямые механизмы ингибирования, влия-
ющие на энергозависимые химические процес-
сы, необходимые для экспорта веществ ЭП;

– ингибирование путем прямого связывания с
трансмембранными белками.

В первом случае ингибитор воздействует на
энергозависимые процессы, обеспечивающие
выброс веществ из бактериальной клетки (про-
тонный градиент, гидролиз ATP). При этом пря-
мого взаимодействия ингибитора с помпой нет.
Поскольку для большинства помп экспорт ве-
ществ происходит за счет протонного градиента,
этот механизм ингибирования считается универ-
сальным.

Во втором случае ингибитор связывается с
трансмембранными белками помпы, снижая их
способность к взаимодействию с субстратом. Раз-
личают два вида связывания: конкурентное и не-
конкурентное [136].

Соединения, ингибирующие ЭП
Снижение активности или полное ингибиро-

вание трансмембранных транспортеров может
быть достигнуто следующими способами:

• подавление экспрессии кодирующих генов;
• изменение строения антибиотика, приводя-

щее к нарушению распознавания его как субстра-
та ЭП;

• ингибирование сборки трансмембранных
пептидов в единую функционирующую систему;

• снижение активности насоса путем блокиро-
вания центра связывания;

• коллапс энергетического механизма, обеспе-
чивающего работу помпы.

Реализация первых трех механизмов в настоя-
щее время описана только в теории, нам не уда-
лось найти практических подтверждений и при-
меров.

Поиск и изучение химических соединений,
обладающих способностью ингибировать ЭП
бактерий, начался еще 20 лет назад, когда был от-
крыт пептидомиметик MC-207,110 (фенилала-

нил-аргинил-β-нафтиламид (PaβN)), потенциру-
ющий эффекты левофлоксацина и эритромицина
в отношении P. aeruginosa, сверхэкспрессирую-
щих помпу MexAB-OprM19 [115]. Однако с тех
пор ни один ИЭП так и не был внедрен в клини-
ческую практику. Это обусловлено чрезвычайно
высокими требованиями, предъявляемыми к
ИЭП [7, 137]. Молекула не должна обладать анти-
бактериальной активностью. Наличие данной ак-
тивности в конечном итоге приведет к селекции
мутантных штаммов, что серьезно снизит эффек-
тивность молекулы в качестве ИЭП. Соединение
должно быть селективным и не взаимодейство-
вать с какими-либо помпами клеток организма-
хозяина. Поскольку ЭП распространены повсе-
местно и их основные функциональные аспекты,
как правило, одинаковы для всех форм жизни,
избирательное подавление экспорта из бактери-
альной клетки является сложной задачей.

Одним из самых известных ИЭП, влияющих
на энергетическое обеспечение процесса экспор-
та АБП, является карбонил цианид м-хлорфени-
лгидразон (CCCP). Это ионофор, уменьшающий
величину протон-движущей силы [138], что инак-
тивирует не только ЭП, но и метаболические про-
цессы клетки в целом. Есть данные о синергии
CCCP с тетрациклинами и карбапенемами [139, 140],
однако высокая токсичность вещества ограничи-
вает его использование только лабораторными
экспериментами.

Другим, более перспективным в отношении
клинического использования ИЭП, влияющим
на мембранный потенциал бактериальной клет-
ки, является синтетическая молекула IITR08027.
Группой ученых из Индии было доказано его по-
тенцирующее действие при использовании сов-
местно с ципрофлоксацином [138]. Поскольку
данная молекула не имеет собственной антибак-
териальной активности и проявляет низкую ток-
сичность по отношению к клеткам животных, ис-
следователи считают IITR08027 перспективным
для клинического использования.

Альтернативный механизм потенцирования
действия АБП реализован через прямое связыва-
ние ингибитора с трансмембранными белками
помпы, что приводит к снижению их способно-
сти взаимодействовать с субстратом. Однако в
бактериальной популяции довольно быстро по-
являются мутантные штаммы с модифицирован-
ными сайтами связывания, что делает использо-
вание ИЭП малоэффективным.

К ИЭП, реализующим свою активность через
связывание с помпой, относится уже упомянутое
выше соединение PAβN (MC-207,110) – синтети-
ческий ИЭП, инактивирующий помпы семейства
RND. Показано, что данная молекула способна
потенцировать эффект левофлоксацина, эритро-
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мицина и хлорамфеникола и в меньшей степени
тетрациклина и карбенициллина [137].

Верапамил – небольшая синтетическая моле-
кула, блокатор кальциевых каналов, широко при-
меняемый в кардиологии, одновременно являет-
ся одним из самых изученных ИЭП. Механизм
действия верапамила реализован через его конку-
рентное связывание с активным сайтом транс-
мембранных белков семейства MATE, что приво-
дит к ингибированию экспорта ряда противоту-
беркулезных препаратов у M. tuberculosis [141, 142].
Было установлено, что верапамил по-разному
взаимодействует с двумя типами транспортеров
семейства MATE, DinF и NorM, однако общий
эффект ингибирования активности помпы оди-
наковый [143]. Более подробно о данном ИЭП
будет написано далее в разделе, посвященном
M. tuberculosis.

Другое соединение данной подгруппы ИЭП –
1-(1-нафтилметил)-пиперазин (NMP). Этот ин-
гибитор потенцирует действие оксациллина, ри-
фампицина, хлорамфеникола и кларитромицина
и, в меньшей степени, фторхинолонов, азитро-
мицина, клиндамицина, нитрофуранов и докси-
циклина [144]. NMP вызывает конформацион-
ные изменения в транспортере AcrB, что ведет к
неконкурентному ингибированию связывания
[145]. Однако данная молекула также обладает
собственной антибактериальной активностью в
концентрации, в четыре раза превышающей ту,
которая используется в качестве ИЭП, что позво-
ляет предположить существование вторичной
мишени.

Известно множество соединений, обладаю-
щих способностью ингибировать трансмембран-
ные помпы, однако механизм действия большин-
ства из них неизвестен, и их трудно отнести к тому
или иному классу. Вследствие этого в литературе
чаще можно встретить классификацию, базирую-
щуюся на происхождении соединений: расти-
тельное, синтетическое и бактериальное.

ИЭП растительного происхождения. Химиче-
ские соединения растительного происхождения
включают широкий спектр адъювантов, повыша-
ющих эффективность антибактериальных препа-
ратов в несколько раз [146]. Основные подклассы
растительных ИЭП представлены ниже.

Алкалоиды. Резерпин, соединение, извлекае-
мое из корней Rauwolfia serpentina, ингибирующее
ЭП суперсемейства MFS и RND [147]. Резерпин
усиливает антимикробную активность антибио-
тиков за счет непосредственного взаимодействия
с аминокислотными остатками белка-перенос-
чика Bmr, который опосредует экспорт тетрацик-
лина. Кроме того, было доказано, что резерпин
полностью нивелирует NorA-опосредованную
устойчивость S. aureus к норфлоксацину [147] и
повышает чувствительность к тетрациклину [148].

Исследование Viveiros и соавторов показало, что
резерпин повышает чувствительность M. tubercu-
losis к изониазиду в 100 раз, что свидетельствует о
наличии у микобактерии системы (систем) эф-
флюкса, чувствительной к резерпину [149]. Одна-
ко в клинической практике резерпин пока не на-
шел применения в качестве ИЭП в связи с неже-
лательными нефротоксическими эффектами [150].

Пиперин, соединение, получаемое из Piper ni-
grum – алкалоид, ингибирующий человеческий
P-гликопротеин трансмембранных белков супер-
семейства ABC через цитохром P450-опосредо-
ванный путь. В литературе описана способность
пиперина и его производного, пиперидина, инги-
бировать ЭП ряда патогенных микроорганизмов,
включая S. aureus и Mycobacteria spp. [151]. Иссле-
дование, проведенное на S. aureus, показало, что
пиперин усиливает накопление ципрофлоксаци-
на, ингибируя NorA-опосредованный экспорт.
Также сообщалось, что у M. tuberculosis H37Rv и
некоторых клинических изолятов пиперин усили-
вает активность рифампицина, ингибируя транс-
портер Rv1258c (суперсемейство MFS) [152]. Дру-
гой потенциально полезный эффект использова-
ния пиперина связан с тем, что он способствует
пролиферации T- и B-клеток, усиливая Th1-ответ
и повышая активность макрофагов. Также пипе-
рин индуцирует дифференцировку Т-клеток
CD4/CD8, повышает секрецию интерферона-
гамма и интерлейкина-2 у мышей, инфициро-
ванных МБТ. Это позволяет предположить, что
пиперин может повышать эффективность проти-
вотуберкулезной терапии как за счет ингибирова-
ния ЭП МБТ, так и за счет иммуномодулирующе-
го эффекта [153].

Флавоноиды. Байкалеин, выделенный из ли-
стьев тимьяна (Thymus vulgaris) 5,6,7-тригидро-
флавон, обладающий слабой антибактериальной
активностью, повышает чувствительность мети-
цилин-резистентных штаммов S. aureus к ципро-
флоксацину и β-лактамным антибиотикам, вклю-
чая оксациллин, цефметазол тетрациклина и ам-
пициллин [154, 155].

Имеются данные о том, что 5'-метоксигидно-
карпин, флаволигнан, получаемый из Berberis fre-
montii, а также ряд изофлавонов, выделяемых из
Lupinus argenteus, повышают эффективность нор-
флоксацина и берберина, путем ингибирования
протонной помпы NorA у S. aureus и M. smegmatis.
Однако вследствие токсичности данных соедине-
ний, перспективы их клинического применения
весьма сомнительны [156, 157].

Полифенолы. Способность ингибировать ЭП
была описана для группы фенольных метаболи-
тов – катехин галлатов. Имеются данные о том,
что эти полифенолы являются слабыми ингиби-
торами NorA-опосредованного экспорта. Инте-
ресно, что эти соединения обладают различными
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эффектами в зависимости от их концентрации.
В низких концентрациях они усиливают экспорт
субстратов, а в высокой – ингибируют [158].
В связи с этим было высказано предположение,
что молекулы ИЭП имеют два разных сайта свя-
зывания с разной степенью сродства. При низких
концентрациях катехины занимают сайты связы-
вания с высокой аффинностью, что приводит к
увеличению экспорта субстрата. Ингибирующая
активность катехинов наблюдается только при
высоких концентрациях. Также было доказано,
что эпигаллокатехина галлат повышает эффек-
тивность тетрациклина, эритромицина и ципро-
флоксацина в отношении грамположительных
стафилококков, сверхэкспрессирующих TetK, и
грамотрицательных Campylobacter spp. Однако из-
за токсичности этих соединений дальнейшие ис-
следования in vivo и доклинические испытания не
проводились [159].

Фенольные дитерпены. Представителями дан-
ного класса соединений являются карнозная
кислота и карнозол, выделенные из розмарина
(Rosmarinus officinalis). Они повышают эффек-
тивность тетрациклина и эритромицина в отно-
шении макролид-резистентного штамма S. aureus,
сверхэкспрессирующего транспортеры суперсе-
мейства ABC (MsrA) и эффлюксные помпы TetK
[160]. Также есть данные о том, что гераниол (мо-
нотерпеноидный спирт), выделенный из Helichry-
sum italicum, модулирует лекарственную устойчи-
вость у нескольких видов грамотрицательных
бактерий путем ингибирования трансмембран-
ной помпы AcrAB-TolC [161].

Основные подклассы ИЭП 
синтетического происхождения

Пептидомиметики. Дипептид-амидное соеди-
нение PAβN, уже упомянутое выше, было одним
из первых синтетических ИЭП. В ряде исследова-
ний было показано, что данное соединение уси-
ливает активность многих антибиотиков, вклю-
чая фторхинолоны, макролиды и хлорамфени-
кол, в отношении грамотрицательных бактерий
за счет ингибирования RND-опосредованного
экспорта [137, 162]. В связи с высокой токсично-
стью соединения, клинического применения
данная молекула не нашла, и был предпринят ряд
попыток синтезировать менее токсичное, более
стабильное производное; однако ни один из ак-
тивных аналогов не смог значительно улучшить
характеристики исходной молекулы. Таким об-
разом, PAβN и его производные в настоящее
время используются только в лабораторных усло-
виях [163].

Производные хинолина. Производные хиноли-
на, такие как пиридохинолоны, могут восстанав-
ливать активность норфлоксацина в отношении
штаммов E. aerogenes, сверхэкспрессирующих

трансмембранные белки AcrAB-TolC посред-
ством конкурентного связывания с активным
центром помпы семейства RND [164]. Сообща-
лось, что некоторые другие синтетические аналоги,
такие как 4-замещенный тиоалкил-, алкилами-
но- и алкокси-хинолон, усиливают активность
тетрациклинов, норфлоксацина и хлорамфени-
кола в клинических изолятах K. pneumoniae и
E. aerogenes [165]. Ряд производных, синтезиро-
ванных путем модификации флавонового карка-
са, являются мощными ингибиторами NorA-за-
висимого экспорта у S. aureus [166].

Арилпиперидины и производные арилпиперази-
на. Арилпиперидин и его производные, восста-
навливают чувствительность к линезолиду и уве-
личивают его внутриклеточную концентрацию у
E. coli [167]. Другие аналоги – фенилпиперидины,
являющиеся селективными ингибиторами обрат-
ного захвата серотонина, подавляют экспорт ле-
карственных веществ у штаммов S. aureus и ча-
стично ингибируют активность транспортеров
AcrAB-TolC у E. coli [168].

Одно из наиболее известных соединений дан-
ной группы, NMP, восстанавливает чувствитель-
ность штаммов E. coli, сверхэкспрессирующей
AcrAB и AcrEF, к левофлоксацину и этидию бро-
мида за счет ингибирования RND-опосредован-
ного экспорта. Однако вследствие способности
арилпиперазинов ингибировать обратный захват
серотонина, данные соединения могут быть ток-
сичными для клеток млекопитающих [144].

Производные пиридопиримидина и пиранопири-
дина. Соединения D2 и D13-9001, являющиеся
специфическими ингибиторами эффлюксной
помпы MexAB штаммов P. aeruginosa, проявляют
свою активность как в условиях in vitro, так и in vi-
vo [163, 169]. Другое соединение – MBX2319, син-
тетический пиразолопиридин, потенцирует ак-
тивность ципрофлоксацина, левофлоксацина и
пиперациллина до восьми раз на штаммах E. coli
AB115729. Кроме того, MBX2319 также приводил
к увеличению внутриклеточного накопления
красителя Hoechst в E. coli как дикого типа, так и
со сверхэкспрессией AcrAB-TolC [145].

В литературе описано множество синтетиче-
ских и полусинтетических соединений, обладаю-
щих способностью ингибировать эффлюксные
помпы. Sharma и соавторы в своей обзорной ста-
тье [7] отмечают, что таких соединений известно
более сотни.

ИЭП бактериального происхождения. Хотя
данный подкласс соединений довольно неболь-
шой, однако мы считаем, что необходимо о нем
упомянуть в связи с перспективностью его изуче-
ния. В настоящее время имеются данные о не-
скольких соединениях, бактериального проис-
хождения, обладающих свойствами ИЭП: соеди-
нения EA-371α и EA-371d, полученные путем
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ферментации экстракта культуры Streptomyces spp.,
являются специфическими ингибиторами Mex-
AB-OprM-опосредованного эффлюкса у P. Aerugi-
nosa, грибковые метаболиты энниатины и бове-
рицины ингибируют транспортеры семейства
ABC, мильбемицины были повторно открыты
как мощные ингибиторы CDRI-помпы C. Albi-
cans, потенцируя, таким образом, действие флу-
коназола [170]. Структурно новые молекулы от-
крывают возможности синтезировать более эф-
фективные, биодоступные и менее токсичные
производные.

ИЭП для M. tuberculosis

Для M. tuberculosis описаны ИЭП, реализую-
щие свою работу через оба основных механизма
ингибирования: путем воздействия на энерго-
обеспечение работы помпы и путем прямого свя-
зывания с трансмембранными пептидами. При
этом помпы суперсемейства АВС ингибируются
преимущественно путем воздействия на энерго-
зависимые процессы, а помпы семейств MFS,
MATE и RND путем связывания с субстратом.
Известны ИЭП МБТ как синтетического, так и
растительного происхождения. Все основные со-
единения, обладающие способностью ингибиро-
вать трансмембранные помпы МБТ, их мишени и
основные эффекты представлены в таблице 2.

Верапамил является наиболее изученным ИЭП
МБТ. Эксперименты с клиническими штамма-
ми, устойчивыми к изониазиду и рифампицину
показали, что комбинированное использование
данных противотуберкулезных препаратов (ПТП) с
верапамилом приводит к снижению минималь-
ной ингибирующей концентрации (МИК) обоих
препаратов, что ведет к реверсии лекарственной
устойчивости возбудителя [106, 114, 171, 172].

Аналогичным образом показано, что при сов-
местном применении верапамил снижает МИК
левофлоксацина (в 2–8 раз), бедаквилина (в 8–
16 раз), моксифлоксацина и клофаземина в кли-
нических изолятах МБТ, устойчивых к данным
препаратам, тогда как в чувствительных культу-
рах никакого эффекта не наблюдается [79, 141,
142, 173]. Также показано, что верапамил способ-
ствует накоплению ПТП внутри МБТ и по своему
эффекту он превосходит такие более токсичные
соединения как CCCP, резерпин и хлорпрома-
зин [174].

Кроме того, исследования на животных моде-
лях показали, что верапамил ускоряет элимина-
цию МБТ из инфицированных макрофагов, ин-
гибирует рост и резистентность внутриклеточно
расположенных МБТ, позволяет снизить дози-
ровку препарата и сократить продолжительность
химиотерапии [171, 173, 175]. Так же использова-
ние верапамила в комбинированной химиотера-

пии было ассоциировано со снижением частоты
рецидивов [175]. Полученные данные позволяют
предположить, что верапамил может стать эф-
фективным дополнением противотуберкулезной
терапии.

Ионофоры представляют собой жирораствори-
мые комплексы, осуществляющие транспорт
ионов через клеточную мембрану [176] путем ак-
тивного переноса или посредством формирова-
ния канала. Поскольку трансмембранные гради-
енты концентраций ионов необходимы для под-
держания мембранного потенциала, ионофоры
играют важную физиологическую роль [177].
К числу ионофоров, обладающих потенциальной
противотуберкулезной активностью, относятся
CCCP, 2,4-динитрофенол (DNP) и валиномицин.

Изучение активности CCCP в качестве ИЭП
МБТ начались еще 20 лет назад, Silva и соавторы
стали первыми, кто описал эффективность СССР
в комбинациях со стрептомицином и тетрацик-
лином за счет ингибирования MFS-опосредован-
ного экспорта [117]. Позднее ряд исследователей
доказали его эффективность с точки зрения пре-
одоления лекарственной устойчивости к изониази-
ду, рифампицину, этамбутолу, офлоксацину и
клофазимину на различных штаммах микобакте-
рий [106, 112, 125, 142, 178]. Кроме того, было дока-
зано, что СССР ингибирует не только MFS-опо-
средованный экспорт, но и блокирует работу
помп семейств ABC и RND [78, 105, 174]. DNP,
как и СССР, активен в отношении эффлюксных
помп семейств MFS и ABC и снижает МИК хино-
лоновых препаратов для резистентных клиниче-
ских изолятов МБТ [142]. Несмотря на высокую
активность данных соединений в качестве ИЭП,
клиническое использование их не представляется
возможным в связи с токсичностью в отношении
клеток животных.

Валиномицин является высокоселективным
переносчиком калия [179, 180]. Различными авто-
рами было доказано, что он активен в отношении
эффлюксной помпы P55, что ведет к внутрикле-
точному накоплению изониазида и пиразинами-
да [133, 181], а также повышает чувствительность
МБТ к рифампицину и новобиоцину [118, 179].

Производные фенотиазина давно используются
в психиатрической практике, однако с точки зре-
ния антибактериальной активности в отношении
МБТ хорошо изучены только два препарата –
хлорпромазин и тиоридазин. Впервые ингибиру-
ющее действие хлорпромазина на МБТ было опи-
сано Crowle и соавторами еще в 1992 году. Было
показано, что ингибирующая активность хлор-
промазина в отношении МБТ, расположенных
внутри макрофагов выше, чем в отношении вне-
клеточных бактерий [182]. Это наблюдение было
подтверждено другими исследователями, описав-
шими схожую активность тиоридазина [183]. При
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Таблица 2. Ингибиторы эффлюксных помп M. tuberculosis
Ингибиторы ЭП Ингибируемые ЭП Основной эффект Ссылка

Ингибиторы синтетического происхождения
Верапамил
Норверапамил

ABC: DrrAB, PstB
Rv2686c-2687c-2688c

MFS: lfrA, Rv1634, Rv1258c,
Rv1877, Rv2846c

RND: Rv1145, Rv1146, 
Rv0678

SMR: Rv3065 (mmr)

– Снижает МИК ПТП
– Снижает необходимую 

дозу ПТП
– Синергический 

эффект с ПТП
– Способствует 

накоплению ПТП в МБТ
– Способствует 

элиминации МБТ 
из макрофагов

– Подавляет рост 
и устойчивость МБТ

– Сокращает 
продолжительность 
терапии

 [79, 106,
114, 141, 
142, 
171–175, 
200, 201]

И
он

оф
ор

ы

Карбонил-цианид-м-хлор-
фенилгидразон (CCCP)

ABC: Rv2936-Rv2937 
(DrrAB), Rv0933 (PstB), 
Rv2686c-2687c-2688c

MFS: lfrA, Rv2459 (jefA), 
Rv1410c(P55), Rv1634, 
Rv1258c, Rv1410c, Rv1877, 
Rv2846c

RND: Rv1145, Rv1146, Rv0676c-
Rv0677c(MmpS5-MmpL5)

SMR: Rv3065(mmr)

– Снижает МИК ПТП
– Уменьшает дозировку АБП
– Синергический 

эффект с ПТП

 [78, 84,
105, 106,
112, 117, 
118, 142, 
174, 177]

Валиномицин MFS: Rv1410c (P55) – Способствует 
накоплению ПТП в МБТ

– Повышает чувствительность 
МБТ к ПТП

 [118, 133,
179–181]

2,4-динитрофенол 
(DNP)

ABC: Rv2936-Rv2937 (DrrAB),
Rv2686c-2687c-2688c, 
Rv0933(PstB)

– Снижает МИК ПТП  [117, 118, 
142]

MFS: lfrA, Rv1634, Rv1258c

Ф
ен

от
иа

зи
ны

Хлорпромазин RND: Rv1145, Rv1146

MFS: Rv1877, Rv2846c

SMR: Rv3065 (mmr)

– Бактерицидная активность 
в отношении лекарственно 
чувствительных/
устойчивых МБТ

– Синергический 
эффект с ПТП

– Повышает 
чувствительность МБТ к ПТП

 [114,
182–188, 
202]

Тиоридазин RND: Rv3160c-Rv3161c – Проявляет бактерицидную 
активность в отношении 
лекарственно-чувствительных/ 
устойчивых МБТ

 [106, 114, 
182–188, 
202]
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Капурамицин и его аналоги Транслоказа I
(фосфор- N-ацетилмурамил-
пентапептид-транслоказа)

– Бактерицидная активность 
в отношении МЛУ 
и не МЛУ штаммов МБТ

– Снижает 
бактериальную нагрузку

– Синергический 
эффект с ПТП

 [190–195, 
203]

Genz-10850 (GEQ-соединение) RND: Rv2942 (MmpL7) Ингибирует рост МБТ  [196]

Phe-Arg-β-
нафтиламид

MC-207110
MC-02595
MC-04124
BU-005

CmlA (cmlR1)
FloR (cmlR2)

RND-тип левофлоксацин-
специфические 
эффлюксные помпы

– Снижает МИК ПТП
– Ингибирует резистентность 

штаммов МБТ к ПТП

 [198, 199]

Спектинамиды MFS: Rv1258c – Синергический 
эффект с ПТП

– Снижает 
бактериальную нагрузку

– Бактерицидное действие 
на МБТ при острой 
туберкулезной инфекции

 [197, 200]

SILA-421 mdr-1 – Синергический 
эффект с ПТП

– Стимулирует бактерицидную 
активность макрофагов 
в отношении МБТ

– Подавляет резистентность МБТ 
к ПТП

 [189–191]

Тимкодар ABC: DrrAB, PstB
Rv2686c-2687c-2688c

MFS: lfrA, Rv1634, Rv1258c

P-гликопротеин и/или МЛУ-
ассоциированный белок

– Синергический
эффект с ПТП

– Подавляет рост МБТ
– Снижает 

бактериальную нагрузку

 [142, 204]

Ингибиторы растительного происхождения

Резерпин ABC: Rv2936-Rv2937-
Rv2938 (DrrABC)
Rv0933 (PstB)
Rv2686c-Rv2687c-Rv2688c

RND: Rv0678, Rv1145, 
Rv1146
Rv2942 (mmpL7)

MFS: Rv1410c(P55), Rv1877
Rv2846c

SMR: Rv3065 (mmr)

– Снижает МИК ПТП
– Снижает/устраняет 

устойчивость МБТ к ПТП
– Повышает 

концентрацию ПТП в МБТ

 [79, 80, 
146, 148, 
149, 174, 
189–191, 
195, 204, 
205]

Ингибиторы ЭП Ингибируемые ЭП Основной эффект Ссылка

Таблица 2.  Продолжение



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 5  2021

ПЕРСПЕКТИВЫ И ПРЕПЯТСТВИЯ ДЛЯ КЛИНИЧЕСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ 329

этом эффективность оценивалась при концен-
трации препаратов более чем 1 мг/л, что не может
быть достигнуто в клинической практике, одна-
ко, было доказано, что фенотиазины способны
накапливаться в макрофагах, что позволяет полу-
чить необходимую концентрацию без каких-либо
токсических эффектов на клеточные процессы
in vitro [184, 185]. Дальнейшие исследования по-
казали, что хлорпромазин также является синер-
гистом многих противотуберкулезных препара-
тов, включая изониазид, рифампицин, рифабу-
тин, стрептомицин, пиразинамид и потенцирует
эффект этих препаратов в отношении располо-
женных внутриклеточно МБТ даже при наличии
МЛУ [114, 183, 186]. Таким образом, фенотиази-
ны (хлорпромазин и тиоридазин) имеют значи-
тельный потенциал для использования в комби-
нированной химиотерапии туберкулеза. В то же
время их антипсихотические побочные эффекты
и возможность сочетания с противотуберкулез-
ными препаратами требуют дополнительных ис-
следований [187, 188].

Запатентованный более 10 лет назад дисилок-
сан SILA-421 инициирует трансформацию макро-
фагов, инфицированных штаммом МБТ H37Rv с
МЛУ, с появлением бактерицидной активности
последних [189]. Эксперименты in vitro продемон-
стрировали, что данное соединение обладает соб-
ственной антимикробной активностью, завися-
щей от концентрации и времени воздействия, а

механизм действия SILA-421 сходен с действием
тиоридазина. Было доказано, что SILA-421 уси-
ливает бактерицидную активность макрофагов в
отношении МБТ, ингибируя Mdr-1-опосредо-
ванный экспорт, а также является синергистом
изониазида и рифампицина, подавляя развитие
устойчивости МБТ [190, 191].

Остальные ИЭП синтетического происхожде-
ния, представленные в таблице 2, в настоящее
время активно изучаются, каждый из них облада-
ет потенциалом в отношении МБТ, однако дока-
зательная база и знания о механизмах их действия
пока недостаточны, чтобы перейти к клиниче-
ским экспериментам [192–200].

ИЭП растительного происхождения, эффек-
тивные в отношении МБТ, представлены весьма
широким спектром соединений. Резерпин и пи-
перин уже были описаны выше, и мы не станем
на них останавливаться. Прямых доказательств
активности берберина в отношении МБТ в совре-
менной литературе найти не удалось, однако с
высокой долей вероятности можно предполагать
ее наличие, поскольку доказано, что берберин
ингибирует NorA- и RamR-опосредованный экс-
порт у МЛУ штаммов S. aureus. Аналогичные ЭП
присутствуют на мембране МБТ, что позволяет
считать берберин перспективным соединением,
требующим дальнейшего изучения [156, 208, 209].

Кверцетин относится к флавоноидам и при-
сутствует во многих овощах, фруктах и листьях,

Пиперин MFS: Rv1258c – Снижает МИК ПТП
– Снижает 

бактериальную нагрузку
– Стимулирует 

клеточный иммунитет

 [152, 173, 
205–207]

Берберин NorA, RamR – Ингибирует резистентность 
МЛУ штаммов МБТ

 [156, 208, 
209]

Кверцетин SMR: Rv3065(mmr), 
изоцитратлиаза

– Подавляет рост МБТ  [208,
210–212]

Тетрандрин MFS: Rv2459(jefA), Rv3728
SMR: Rv3065 (mmr)

– Синергический
эффект с ПТП

– Снижает МИК ПТП

 [213, 214]

Фарнезол Не определены – Синергический
эффект с ПТП

– Повышает накопление ПТП 
внутри бактериальной клетки

 [215]

Фенилпропаноиды RND: Rv1145, Rv1146

MFS: Rv1877, Rv2846c

SMR: Rv3065 (mmr)

– Снижает МИК ПТП
– Повышает накопление ПТП 

внутри бактериальной клетки

 [174,
216–218]

Compound 1 MurE-лигаза, NorA – Подавляет рост МБТ  [219]

Ингибиторы ЭП Ингибируемые ЭП Основной эффект Ссылка

Таблица 2.  Окончание
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используется в качестве биологически активной
добавки, обладающей антиоксидантными свой-
ствами. Последние исследования показали, что
кверцетин способен связываться с ЭП микобак-
терий (Mmr) и E. coli (EmrE), и молекулярное вза-
имодействие между ним и трансмембранными
белками оказалось более стабильным, чем с вера-
памилом, резерпином и хлорпромазином [210].
Другими авторами было доказано, что кверцетин
блокирует глиоксилатный шунт МБТ H37Rv пу-
тем ингибирования изоцитратлиазы [211, 212].

Ряд других растительных ИЭП, таких как тет-
рандрин, фарнезол и фенилпропаноиды пред-
ставлены в таблице 2 [213–219].

РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТОВ
С ИЭП IN VIVO

Имеющиеся данные об активности всех выше-
перечисленных соединений в качестве ИЭП в ос-
новном базируются на результатах эксперимен-
тов in vitro, в то время как данные об эффективно-
сти ИЭП in vivo немногочисленны. Зачастую
авторам не удается зарегистрировать повышения
эффективности противотуберкулезных препара-
тов при добавлении в схему лечения ИЭП на экс-
периментальных моделях у животных. Так авто-
ры, изучавшие активность соединения SILA-421
в качестве компонента комплексной терапии,
включающей изониазид, рифампицин и пирази-
намид, констатировали отсутствие повышения
терапевтической эффективности химиотерапии
при моделировании туберкулезного процесса у
мышей [190]. Группа исследователей, изучающих
потенциал использования спектинамидов в ком-
плексной противотуберкулезной терапии смогла
доказать эффективность одного из представите-
лей данного класса (соединение 1599) при моде-
лировании острой туберкулезной инфекции у
мышей. В то же время, в модели с хронической
туберкулезной инфекцией повышение бактери-
цидной активности противотуберкулезных пре-
паратов зарегистрировано не было [200].

Тем не менее, группа ученых из Китая и США
в совместном исследовании показала, что верапа-
мил повышает биодоступность бедаквилина и его
антибактериальную активность в отношении
M. tuberculosis в экспериментальной модели ту-
беркулеза у мышей. Однако сами авторы отмеча-
ют, что достигнутый эффект вероятнее всего был
связан именно с повышением биодостопности
бедаквилина после перорального приема, а не с
его воздействием на бактериальные ЭП [220].
Группа других исследователей смогла доказать
потенцирование бактерицидной активности бе-
даквилина в сочетании с верапамилом в экспери-
менте на мышах, они также установили, что ком-
бинированная терапия ассоциирована с мень-
шим числом лекарственно-устойчивых штаммов

и более ранней бактерицидной активностью бе-
даквилина [221].

ПЕРСПЕКТИВЫ И ПРЕПЯТСТВИЯ 
КЛИНИЧЕСКОГО ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ИЭП

В эпоху стремительного распространения
множественной лекарственной устойчивости
M. tuberculosis фармацевтическая индустрия ката-
строфически не успевает восполнять растущую
потребность в новых противотуберкулезных пре-
паратах. В тот же день, когда вновь созданное со-
единение появляется на рынке, начинается се-
лекция лекарственно-устойчивых штаммов, и эту
гонку человечеству никогда не выиграть. Исполь-
зование ИЭП дает шанс использовать давно из-
вестные АБП, восстанавливая восприимчивость
патогенов к ним [222]. Эта стратегия позволит
экономить время, усилия и финансы, а клиници-
стам – использовать уже хорошо изученные АБП.

Одним из преимуществ ИЭП является чрезвы-
чайно низкая частота генерации устойчивых
штаммов. Таким образом, комбинация антибио-
тика и ИЭП эффективна не только для борьбы с
уже устойчивыми бактериями, но также предот-
вращает дальнейшее развитие резистентности.

Однако необходимо отметить и препятствия,
связанные с внедрением ИЭП в широкую клини-
ческую практику, как научные, так администра-
тивные и экономические.

Соединения растительного происхождения
имеют сложную и громоздкую структуру, что за-
трудняет их синтез и масштабное производство, а
синтетические молекулы зачастую характеризу-
ются токсичностью, плохой растворимостью или
низким уровнем проникновения в клетки. Тера-
пия с использованием ИЭП является комбиниро-
ванной, что ставит еще один вопрос о совмести-
мости ИЭП и партнера-антибиотика. Для успеш-
ной терапевтической комбинации необходимо
одновременное достижение высоких концентра-
ций обоих препаратов в тканях органов-мише-
ней, но при этом не должно происходить потен-
цирования токсических эффектов [223]. Одним
из примеров является совместное использования
верапамила и кларитромицина, ведущее к разви-
тию почечной недостаточности, гипотонии и воз-
можному летальному исходу в связи с тем, что
мишенью кларитромицина является цитохром,
который отвечает за метаболизм верапамила.
Совместное использование обоих препаратов мо-
жет привести к накоплению верапамила в чрез-
вычайно токсичных концентрациях [224]. Другим
примером может быть возможное потенцирова-
ние кардиотоксических эффектов при совмест-
ном использовании верапамила и бедаквилина,
поскольку оба эти соединения ведут к удлинению
интервала QT.
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Однако основная проблема самих ИЭП, как
терапевтических агентов, заключается в их мише-
нях. ЭП являются одним из механизмов форми-
рования лекарственной устойчивости, но далеко
не всегда это единственный механизм. Помимо
эффлюкс-опосредованной резистентности суще-
ствует ряд других путей, реализуемых, например,
посредством возникновения точечных мутаций
или формирования обходного метаболического
пути [225]. Также необходимо учитывать тот
факт, что потенцирование эффекта одного АБП в
присутствии ИЭП не означает, что такой же эф-
фект будет достигнут и для других АБП, даже если
они экспортируются той же самой ЭП, они могут
иметь разные сайты связывания [137]. Это значи-
тельно сужает спектр применения ИЭП, делая
его специфичным для ограниченного числа со-
единений. При этом комбинированная терапия
АБП + ИЭП становится индивидуализирован-
ной, что ставит под сомнение ее эффективность
на популяционном уровне.

Другой проблемой, стоящей на пути широкого
внедрения ИЭП в клиническую практику, явля-
ется отсутствие достаточного количества докли-
нических и клинических данных, формирующих
доказательную базу. Доступных в настоящее вре-
мя публикаций об использовании ИЭП на моде-
лях у животных очень мало, а данных об исполь-
зовании у пациентов практически нет. Необходи-
ма огромная дополнительная работа, которая
позволит вывести исследования ИЭП на новую
ступень.

Хотя использование ИЭП в качестве терапев-
тических средств сопряжено с множеством слож-
ных, в настоящее время не решенных вопросов,
это никоим образом не должно влиять на пони-
мание важности тех преимуществ, которые они
имеют.
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Prospects and Obstacles for Clinical Use of the Inhibitors
of Mycobacterium tuberculosis Efflux Pumps
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One of the mechanisms for the development of drug resistance in bacteria is the export of medicinal com-
pounds by various eff lux pumps (EP). The study of the mechanisms of regulation and inhibition of EP in My-
cobacterium tuberculosis (MTB) is caused by the rapid spread of drug-resistant strains, especially in immuno-
compromised patients. This review details main EP families in prokaryotic cells; a special section is devoted
to the description of the EP structure and mechanisms of the EP inhibition in MTB. The published data on
genes encoding EPs in MTB, substrates exported by EPs, and known inhibitors of EPs are summarized. The anal-
ysis shows that, although the use of EP inhibitors as therapeutic agents is associated with many complex, currently
unresolved problems, nevertheless, these compounds remain important and useful in modern medicine.

Keywords: efflux pumps, M. tuberculosis, eff lux pump inhibitors
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Трансмембранный белок 119 (TMEM-119) – охарактеризованный сравнительно недавно белок
плазматической мембраны микроглиальных клеток с неизвестными функциями. Целью работы
стало изучение особенностей распределения TMEM-119 в микроглиоцитах коры головного мозга
человека при развитии патологии альцгеймеровского типа. Материалом для исследования служили
образцы коры головного мозга людей (мужчин и женщин) в возрасте от 85 до 98 лет (n = 7) с нали-
чием амилоидных бляшек. С применением методов световой и конфокальной лазерной микроско-
пии показано, что в условиях формирования амилоидных бляшек популяция микроглиоцитов ха-
рактеризуется морфологической гетерогенностью при иммуноокрашивании на TMEM-119. Боль-
шинство клеток имеет выраженную дискретность распределения TMEM-119 в отростках, что
придает последним характерный вид “бусин на нитке”. Часть микроглиоцитов коры вне амилоид-
ных бляшек имеет признаки активации, такие как увеличение тела и утолщение отростков, которые
утрачивают дискретность распределения TMEM-119, но приобретают нитевидные выросты – фи-
лоподии. В области амилоидных бляшек выявляются преимущественно отростки микроглиоцитов,
которые плотно оплетают бляшку, частично заходя в нее и формируя интенсивно окрашенные
утолщения в области центрального кора. Проявлением фагоцитарной активности микроглии явля-
ется наличие “фагоцитарных мешочков”, обнаруженных на концах отростков клеток с помощью
конфокальной лазерной микроскопии и метода трехмерной реконструкции. При иммунофлуорес-
центном выявлении TMEM-119 эти структуры выглядят как булавовидные расширения, часто со-
держащие неокрашенную область в центре. С применением функции сверхвысокого разрешения
Airyscan показано, что TMEM-119 присутствует в мембране тела и отростков микроглиоцитов в виде
дискретных микроструктур. С использованием двойной иммунофлуоресцентной реакции на
TMEM-119 и GFAP (маркерный белок астроглии) отмечено, что во всех исследованных образцах
коры головного мозга присутствует астроглиальная реакция. Она выражается в накоплении GFAP
в астроцитах, ассоциированных с амилоидными бляшками, и утолщении их отростков, что свиде-
тельствует в пользу нейровоспалительной активации. Обнаруженная пространственная ассоциация
реактивных астроцитов и активированных микроглиоцитов может быть морфологическим свиде-
тельством сложного функционального взаимодействия этих клеток и их взаимного влияния, внося-
щего вклад в развитие нейровоспаления.

Ключевые слова: TMEM-119, микроглия, кора головного мозга человека, амилоидные бляшки,
болезнь Альцгеймера
DOI: 10.31857/S0233475521040058

ВВЕДЕНИЕ
Микроглиальные клетки (или микроглия) –

это особая популяция клеток центральной нерв-
ной системы (ЦНС), которые выполняют в ЦНС
множество функций, связанных с поддержанием

гомеостаза, развитием иммунного ответа и ло-
кального воспалительного процесса [1]. В насто-
ящее время очевидна важная роль микроглии в
регуляции состояния и работы нервной системы
в норме и при патологии, в том числе при разви-

УДК 616.8-091.943



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 5  2021

ОСОБЕННОСТИ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ТРАНСМЕМБРАННОГО БЕЛКА 341

тии нейродегенеративных заболеваний [2]. Ре-
зультаты многочисленных исследований свиде-
тельствуют о ключевой роли микроглии в па-
тогенезе болезни Альцгеймера – хронического
прогрессирующего нейродегенеративного забо-
левания, характерным гистопатологическим при-
знаком которого является накопление в тканях
головного мозга амилоидных (сенильных) бля-
шек. Сходные патоморфологические изменения
могут наблюдаться в головном мозге человека
при нормальном старении [3]. Формирование
амилоидных бляшек как в ходе старения, так и
при развитии болезни Альцгеймера сопровожда-
ется активацией микроглии, функции которой в
этом случае остаются предметом дискуссий [4].

Одной из существенных проблем, возникаю-
щих при исследовании микроглии в условиях
развития нейродегенерации, является правиль-
ная идентификация микроглиоцитов и коррект-
ная оценка их функционального статуса. Наибо-
лее широко используемым иммуногистохимиче-
ским маркером микроглии сегодня остается
кальций-связывающий белок Iba-1 (Iionized cal-
cium-binding adapter molecule 1) [5, 6]. Недостат-
ком этого маркера является то, что, помимо мик-
роглии, Iba-1 присутствует также в тканевых
макрофагах мозга – менингеальных макрофагах,
периваскулярных макрофагах и макрофагах сосу-
дистого сплетения, которые отличаются от мик-
роглии происхождением и функциями [7]. При
развитии патологии мозга и повреждении гемато-
энцефалического барьера макрофаги мигрируют
в очаг воспаления и способны привлекать в него
циркулирующие моноциты, которые впослед-
ствии дифференцируются в новые макрофаги,
также экспрессирующие Iba-1. Это сильно за-
трудняет исследование микроглии в условиях
развития патологии мозга, так как с помощью
иммуногистохимического окрашивания на Iba-1
различить между собой клетки активированной
(амебоидной) микроглии и моноциты/макрофа-
ги не представляется возможным.

В 2016 г. был предложен новый высокоспеци-
фичный микроглиальный маркер – TMEM-119
(transmembrane protein 119), представляющий со-
бой трансмембранный белок с неизвестными
функциями [8, 9]. В отличие от Iba-1, TMEM-119
входит в состав плазматической мембраны ис-
ключительно микроглиальных клеток и не синте-
зируется макрофагами или другими типами им-
мунных клеток, а также отсутствует в нервных
клетках, астроцитах и олигодендроцитах. Это де-
лает TMEM-119 удобным и надежным маркером
для исследования микроглии в норме и при пато-
логии [8, 9]. Целью представленной работы стало
изучение особенностей распределения транс-
мембранного белка ТМЕМ-119 в микроглиоцитах
коры головного мозга человека при развитии па-
тологии альцгеймеровского типа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для исследования служили образ-
цы коры головного мозга людей (мужчин и жен-
щин) в возрасте от 85 до 98 лет (n = 7) с наличием
амилоидных бляшек. Патоморфологическая диа-
гностика болезни Альцгеймера в соответствии с
рекомендациями Национального института ста-
рения и Альцгеймеровской ассоциации [10] не
проводилась. Образцы были получены в резуль-
тате аутопсии, зафиксированы в 10% забуферен-
ном формалине и залиты в парафин по стандарт-
ной методике. Парафиновые блоки получены из
архива Отдела общей и частной морфологии
ФГБНУ “ИЭМ”. На проведение исследования
имеется разрешение локального этического ко-
митета ФГБНУ “ИЭМ” (№ 3/18 от 22.11.2018 г).
Иммуногистохимическое выявление TMEM-119
проводили с использованием кроличьих полик-
лональных антител против этого белка (Abcam,
Великобритания). Для светооптического иссле-
дования препараты инкубировали в растворе пер-
вичных антител (разведение 1 : 1000) в течение
60 ч при температуре 27°С, после чего применяли
вторичные антитела против иммуноглобулинов
кролика, конъюгированные с пероксидазой хре-
на (из набора Reveal Polyvalent HPR DAB Detec-
tion System, SpringBioscience, США). Визуализа-
цию продукта реакции осуществляли с помощью
3,3-диаминобензидина (DAB). Часть срезов под-
крашивали альциановым синим (BioVitrum, Рос-
сия) в течение 20 мин при комнатной температуре.

Для постановки иммунофлуоресцентной мо-
нореакции на TMEM–119 после инкубации с
первичными антителами (разведение 1 : 1000) и
вторичными антителами, конъюгированными с
пероксидазой хрена (из набора Reveal Polyvalent
HPR DAB Detection System, SpringBioscience,
разведение производителя), применяли антитела
против пероксидазы хрена, конъюгированные с
флуорохромом Cy3 (разведение 1 : 100, Jackson
ImmunoResearch, США). Ядра клеток подкраши-
вали ядерным флуоресцентным красителем SYTOX
Green (разведение 1 : 100, Invitrogen, США).

Для одновременного выявления микроглии и
амилоидных бляшек ставили двойную иммуно-
флуоресцентную реакцию с использованием сме-
си (1 : 1) кроличьих поликлональных антител
против TMEM-119 (разведение 1 : 500, Abcam) и
мышиных моноклональных (клон DE2B4) анти-
тел против бета-амилоидного пептида (разведе-
ние 1 : 100, Abcam). Для одновременного выявле-
ния микроглии и астроцитов применяли смесь
(1 : 1) кроличьих поликлональных антител против
TMEM-119 (разведение 1 : 500, Abcam) и мыши-
ных моноклональных (клон GA5) антител против
глиального фибриллярного кислого белка (GFAP),
являющегося маркером астроглии (разведение
1 : 100, Biocare Medical, США). В качестве вто-
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ричных реагентов использовали смесь (1 : 1) ан-
тител против иммуноглобулинов кролика, конъ-
югированных с пероксидазой хрена (из набора
Reveal Polyvalent HPR DAB Detection System,
SpringBioscience, разведение производителя), и
биотинилированных антител против иммуногло-
булинов мыши (разведение 1 : 100, Jackson Immu-
noResearch). Для визуализации реакций на срезы
наносили смесь (1 : 1) антител против пероксида-
зы хрена, конъюгированных с флуорохромом Cy3
(разведение 1 : 50, Jackson ImmunoResearch), и
стрептавидина, конъюгированного с флуорохро-
мом Cy2 (разведение 1 : 50, Jackson ImmunoRe-
search).

Анализ и фотографирование полученных пре-
паратов проводили с использованием светового
микроскопа Leica DM750 (Leica Microsystems,
Германия) и конфокального лазерного микро-
скопа LSM800 с системой сверхвысокого разре-
шения Airyscan (Zeiss, Германия), а также ком-
пьютерных программ LAS EZ (Leica Microsystems)
и ZEN2012 (Zeiss). Для возбуждения флуоресцен-
ции Cy2 и SYTOX Green применяли диодный ла-
зер с длиной волны 488 нм, для Cy3 – диодный
лазер с длиной волны 561 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При анализе полученных препаратов в прохо-

дящем свете было отмечено, что постановка им-
мунопероксидазной реакции на TMEM-119 поз-
воляет селективно выявлять отростчатые клетки с
морфологическими признаками микроглиоцитов
(рис. 1). Было показало, что популяция микро-
глиоцитов в коре головного мозга человека при
развитии патологии альцгеймеровского типа
характеризуется морфологической гетерогенно-
стью при иммуноокрашивании на TMEM-119.
Для большинства выявленных клеток характер-
на выраженная дискретность распределения
TMEM-119 в отростках (рис. 1а), которая отчет-
ливо видна даже на малом увеличении микроско-
па (×10). Отростки таких микроглиоцитов имеют
вид “бусин на нитке” – они состоят из округлых
темноокрашенных скоплений разного размера,
соединенных более светлыми и тонкими участка-
ми (рис. 1а). Тела микроглиоцитов, попавшие в
плоскость среза, характеризуются равномерной
интенсивной окраской при реакции на TMEM-119.
Иногда в центральной области тела клетки про-
сматривается светлая зона – это место локализа-
ции ядра (рис. 1а, стрелка). На некоторых участ-
ках среза визуализируются только отростки мик-
роглиоцитов. При этом не вполне понятно, от
каких микроглиальных клеток они отходят, так
как тела клеток не попадают в плоскость среза.

Ранее было показано, что при иммуноокраши-
вании на TMEM-119 микроглия с аналогичной
морфологией преобладает в коре головного мозга

людей без неврологических заболеваний [9]. Это
позволяет сделать вывод, что описанная морфо-
логия соответствует рамифицированной (покоя-
щейся) микроглии. Косвенно это подтверждается
тем, что в участках коры, содержащих такой мор-
фологический тип микроглии, нами не было об-
наружено скоплений амилоида. Открытым оста-
ется вопрос о том, с чем связаны наблюдаемые
особенности распределения продукта иммуноги-
стохимической реакции на TMEM-119 в микро-
глиоцитах. Однородное окрашивание тела кле-
ток, вероятно, обусловлено равномерным рас-
пределением и высокой плотностью молекул
TMEM-119 в этой локализации. Морфологиче-
ская картина “бусин на нитке”, характерная для
отростков этих клеток, может быть следствием
концентрирования TMEM-119 в определенных
участках мембраны отростков микроглиальных
клеток. Возможно, TMEM-119 является одним из
белков, ассоциированных с липидными рафтами,
как это показано для некоторых других белков
мембраны микроглиоцитов [11]. Вероятно, харак-
тер распределения TMEM-119 в мембране тел и
отростков микроглиальных клеток определяется
функциями этого белка, которые в настоящее
время остаются неизвестными.

При дальнейшем анализе полученных препа-
ратов было отмечено, что часть выявленных мик-
роглиоцитов коры по морфологическим характе-
ристикам отличается от описанных выше (рис. 1б).
Размеры этих клеток визуально больше, тело
увеличено, отростки длинные, утолщенные и
умеренно ветвящиеся. На их поверхности присут-
ствуют многочисленные нитевидные выросты –
филоподии, которые придают отросткам ха-
рактерный “мохнатый” вид (рис. 1б). И тела, и
отростки выявленных микроглиоцитов характе-
ризуются высокоинтенсивной окраской при по-
становке иммуногистохимической реакции на
TMEM-119. Причем окраска отростков выгля-
дит сплошной – дискретность распределения
TMEM-119 (“бусины на нитке”) в данном случае
не просматривается. Клетки с такой морфологи-
ей были выявлены в разных участках коры как
поодиночке, так и в виде небольших скоплений
(рис. 1б).

Утолщение отростков и увеличение размеров
тела клетки являются известными признаками
активации микроглии [5]. Филоподии, описан-
ные ранее при проведении электронно-микро-
скопических исследований, необходимы микро-
глиоцитам для прикрепления к субстрату и по-
следующей миграции, что также характерно для
активированной микроглии [12–14]. Эти данные
позволяют заключить, что выявленные нами
микроглиальные клетки находятся в активиро-
ванном состоянии. Классическим проявлением
активации считается формирование амебоидной
микроглии [5]. Описанные нами микроглиоциты
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не могут быть отнесены к такому типу клеток, так
как имеют длинные ветвящиеся отростки. Воз-
можно, они являются одной из переходных форм
микроглии. Это согласуется с литературными
данными, согласно которым активация и инакти-
вация микроглии сопровождаются формирова-
нием разнообразных переходных форм микро-
глиальных клеток, имеющих по одному или по
два утолщенных и в разной степени разветвлен-
ных отростка [6]. Такие микроглиоциты принято
считать клетками с разной степенью активации.
При этом связь между определенной морфологи-
ей и функциональной активностью микроглии
остается не до конца изученной, поэтому судить о
степени активации микроглии только по морфо-
логическим признакам не представляется воз-
можным [6].

Важно отметить, что скопления микроглиоци-
тов с признаками активации были выявлены в тех
участках коры, где отсутствовали сформирован-
ные амилоидные бляшки (рис. 1б). Это указывает
на то, что активация микроглии в данном случае

происходит не напрямую (через непосредствен-
ный контакт клеток с фибриллами амилоида), а
опосредованно (например, через сигнальные мо-
лекулы, синтезируемые другими клетками глии,
или вследствие потери контактов микроглиоци-
тов с нейронами из-за гибели последних).

Подкраска альциановым синим, использован-
ная нами после постановки иммуногистохимиче-
ской реакции на TMEM-119, дает возможность
идентифицировать скопления амилоида в коре.
В данном случае они приобретают синее окраши-
вание за счет взаимодействия молекул красителя
с полианионами кислых гликозамингликанов,
которые вовлечены в процесс агрегации бета-
амилоида в нерастворимые фибриллы [15]. При
изучении участков коры, содержащих амилоид-
ные бляшки, было отмечено, что для одних скоп-
лений характерно наличие интенсивно окрашен-
ной центральной области (кора) и волокнистого
ореола, расположенного вокруг нее (рис. 1в).
Другие скопления сформированы только волок-
нистыми структурами (без выраженной цен-

Рис. 1. Микроглия коры головного мозга человека при патологии альцгеймеровского типа (световая микроскопия).
Иммуногистохимическая реакция на TMEM-119 с подкраской альциановым синим. Покоящаяся микроглия (а) и
микроглия с признаками активации (б) в участках коры, не содержащих амилоидных скоплений. в, г – Микроглия в
области амилоидной бляшки. Стрелка указывает на тело микроглиоцита. Масштабный отрезок равен 50 мкм.

a б

в г



344

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 5  2021

ГУСЕЛЬНИКОВА и др.

тральной области) (рис. 1г). Наблюдаемые мор-
фологические различия связаны, вероятно, с раз-
личиями в плотности упаковки бета-амилоидных
фибрилл, которая определяет разницу в количе-
стве и плотности ассоциированных с этими фиб-
риллами гликозамингликанов.

При анализе взаимного расположения микро-
глии и скоплений амилоида в коре головного
мозга было отмечено, что в области амилоидных
бляшек присутствуют крупные ТМЕМ-119-им-
мунопозитивные структуры (рис. 1в, 1г). В боль-
шинстве случаев эти структуры выглядят как
сильно утолщенные и укороченные отростки
микроглиальных клеток, тянущиеся в направле-
нии амилоидной бляшки и окружающие ее по пе-
риферии. В центральной области бляшки отрост-
ки микроглиоцитов формируют крупные расши-
рения, темноокрашенные в черно-коричневый
цвет. Эти расширения заходят в область цен-
трального кора, окружая его (рис. 1в). Интерес-
ным наблюдением стало то, что на препаратах,
подкрашенных альциановым синим, те части от-
ростков микроглиоцитов, которые непосред-
ственно заходят в область центрального кора
бляшки, выглядят значительно более темноокра-
шенными по сравнению с аналогичными участ-
ками на препаратах без подкраски альциановым
синим. Это может объясняться тем, что краситель
альциановый синий содержит в своем составе ио-
ны меди, а медь, в свою очередь, является извест-
ным усилителем хромогена DAB, использованно-
го в данном исследовании для визуализации
продукта иммуногистохимической реакции.
Добавление металла повышает осаждение про-
дукта реакции DAB и придает осадку более тем-
ный цвет [16]. В тех случаях, когда у бляшки от-
сутствует выраженный центральный кор, продукт
иммуногистохимической реакции выглядит бо-
лее рассредоточенным – отростки микроглии
оплетают волокнистый компонент бляшки напо-
добие клубка с формированием небольших вари-
козностей (рис. 1г).

Важно отметить, что при анализе препаратов
различить тела клеток микроглии, отростки кото-
рых окружают амилоидные бляшки, удается
лишь в единичных случаях. Иногда создается
впечатление, что тело клетки присутствует на пе-
риферии бляшки, но имеет амебоидную форму
(рис. 1г, стрелка), вследствие чего оно плохо раз-
личимо среди многочисленных плотно располо-
женных утолщенных отростков микроглии. В боль-
шинстве таких случаев выявить удается тело лишь
одной клетки, в то время как иммунопозитивные
отростки микроглиоцитов оплетают бляшку со
всех сторон. Определить, от каких клеток эти от-
ростки тянутся, не представляется возможным
(рис. 1в, 1г).

Постановка иммунофлуоресцентной реакции
на TMEM-119 и последующий анализ препаратов
методом конфокальной лазерной микроскопии
позволили более детально изучить особенности
распределения этого белка в микроглиальных
клетках. Как и в случае светооптического иссле-
дования, было отмечено присутствие в коре го-
ловного мозга человека двух морфологически
различных типов микроглиальных клеток. Для
большинства обнаруженных микроглиоцитов
была характерна дискретность распределения
TMEM-119 в отростках (рис. 2а, стрелка), что
придавало им вид “бусин на нитке”, описанный
при использовании светового микроскопа. Дру-
гие микроглиоциты характеризовались относи-
тельно равномерным распределением ТМЕМ-119
в теле и отростках (рис. 2б).

В отростках некоторых клеток было отмечено
присутствие выраженных расширений, содержа-
щих ТМЕМ-119 (рис. 2а, головка стрелки). Эти
структуры присутствовали преимущественно на
концах отростков микроглиоцитов и характери-
зовались округлой или булавовидной формой.
TMEM-119 в этих расширениях часто был рас-
пределен по периферии, а в центральной области
не выявлялся. Сходные структуры были описаны
Sierra и соавт. [17] в исследовании, посвященном
изучению роли микроглии в процессах нейроге-
неза в гиппокампе мыши. Авторы указывают на
то, что при активации некоторые микроглиаль-
ные клетки формируют т.н. “фагоцитарные ме-
шочки” (phagocytic pouch), которые на представ-
ленных Sierra и соавт. трехмерных реконструкциях
выглядят аналогично структурам, обнаруженным
нами в мозге человека. Согласно Sierra и соавт.,
такие “мешочки” являются особой модификаци-
ей отростков микроглии и предназначены для
осуществления этими клетками фагоцитоза [17].
“Мешочки” представляют собой расширения на
концах отростков микроглиоцитов, которые
вплотную примыкают к апоптотическому тельцу
с целью его последующего фагоцитирования [18].
Результаты проведенных иммуноэлектронно-
микроскопических исследований показали, что
“мешочки” формируются в результате скопления
в этих участках отростков цитоплазмы и органелл
(преимущественно, аппарата Гольджи и лизо-
сом). Органеллы занимают центральную область
расширения, в результате чего она оказывается
неокрашенной при постановке иммуногистохи-
мической реакции на Iba-1. Продукт реакции в
данном случае сконцентрирован на периферии
“мешочка” [18]. Аналогичные данные были полу-
чены нами при постановке иммуногистохимиче-
ской реакции на TMEM-119. “Фагоцитарные ме-
шочки” в отростках микроглиоцитов коры голов-
ного мозга человека при развитии патологии
альцгеймеровского типа описаны впервые. Их
образование, вероятно, связано с необходимо-
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стью очистки нервной ткани от остатков нервных
клеток, массово гибнущих при развитии процесса
нейродегенерации, ассоциированного с накопле-
нием в тканях мозга амилоида.

С применением системы сверхвысокого разре-
шения Airyscan было показано, что TMEM-119
присутствует в мембране тела и отростков микро-
глиоцитов в виде дискретных микроструктур.
Выявленные агрегаты белка имеют размеры ме-
нее 1 мкм и относительно равномерно распреде-
лены в мембране микроглиоцитов (рис. 3, крас-
ная флуоресценция).

На препаратах, полученных после постановки
двойной иммунофлуоресцентной реакции на
TMEM-119 и бета-амилоид, были проанализиро-
ваны морфологические особенности микроглио-
цитов, окружающих амилоидные бляшки (рис. 4).
В телах и отростках микроглиоцитов, ассоцииро-
ванных с амилоидными бляшками, TMEM-119
распределен относительно равномерно и с высо-
кой плотностью. Отростки этих клеток утолщены
и умеренно ветвятся. Морфологическая картина
“бусин на нитке” в данном случае не просматри-
вается. На полученных трехмерных реконструк-
циях хорошо прослеживаются ветвление и про-
странственная ориентация отростков микроглио-
цитов (рис. 4, красная флуоресценция). Как и при
проведении светооптического исследования, в
большинстве случаев вблизи амилоидной бляш-
ки (рис. 4, зеленая флуоресценция) удается визу-
ализировать тело только одной микроглиальной
клетки. От него отходят отростки, которые опле-

тают бляшку по периферии и дают ответвления
как в глубь бляшки, так и в противоположную
сторону (в окружающий нейропиль) (рис. 4, крас-
ная флуоресценция).

В большинстве случаев с амилоидной бляш-
кой ассоциирован лишь один микроглиоцит, те-
ло которого локализовано вблизи бляшки, а отхо-
дящие от него отростки ветвятся и охватывают
бляшку со всех сторон, проходя между амилоид-
ными фибриллами к центральному кору и давая
ответвления в окружающую ткань. Вероятно,
именно это создает впечатление отростков, тяну-
щихся к бляшке с разных сторон, наблюдаемое
при светооптическом исследовании. И именно
этим объясняется тот факт, что на светооптиче-
ском уровне бляшка выглядит окруженной толь-
ко отростками (но не телами) микроглиоцитов.

Функциональное значение ассоциации мик-
роглии с амилоидными бляшками остается пред-
метом дискуссий. Ранее было показано, что появ-
ление в тканях мозга скоплений бета-амилоида
индуцирует активацию микроглиальных клеток,
что запускает процесс нейровоспаления. В ходе
развития патологии активированная микроглия
может приобретать разные фенотипы – провос-
палительный (М1) или противовоспалительный
(М2). Считается, что М2 микроглия выполняет
нейропротекторную функцию – она способна
поглощать и утилизировать растворимые формы
бета-амилоида, фагоцитировать нерастворимые
фибриллярные отложения, уплотнять протофиб-
риллярные формы бета-амилоида в центральный

Рис. 2. Микроглия коры головного мозга человека при патологии альцгеймеровского типа (конфокальная микроско-
пия). Иммунофлуоресцентная реакция на TMEM-119 (красная флуоресценция) с подкраской ядерным флуоресцент-
ным красителем SYTOX Green (зеленая флуоресценция). Трехмерная реконструкция серии оптических срезов. Стрел-
ка указывает на участок отростка микроглиоцита с выраженным дискретным распределением TMEM-119, головка
стрелки – на фагоцитарный мешочек. Размер ячеек масштабной сетки составляет 20 × 20 мкм (а) и 10 × 10 мкм (б).

0

20

40

60

80

0

10

20

30

40

50

60

бa



346

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 5  2021

ГУСЕЛЬНИКОВА и др.

Рис. 3. Распределение TMEM-119 в мембране тела микроглиоцита. Иммунофлуоресцентная реакция на TMEM-119 с
подкраской ядерным флуоресцентным красителем SYTOX Green. Агрегаты ТМЕМ-119 – красная флуоресценция, яд-
ро микроглиоцита – зеленая флуоресценция. Конфокальная лазерная микроскопия с использованием системы сверх-
высокого разрешения Airyscan. Одиночный оптический срез. Масштабный отрезок равен 2 мкм.

2 мкм

Рис. 4. Микроглиоцит вблизи амилоидной бляшки в коре головного мозга человека. Двойная иммунофлуоресцентная
реакция на TMEM-119 (красная флуоресценция) и бета-амилоид (зеленая флуоресценция). Конфокальная лазерная
микроскопия. Трехмерная реконструкция серии оптических срезов. Масштабный отрезок равен 10 мкм.
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кор бляшки, уменьшая таким образом количе-
ство олигомерного бета-амилоида, который ока-
зывает наибольшее токсическое воздействие на
нейроны [19, 20]. За счет этого микроглия ограни-
чивает нейротоксичность амилоидных отложе-
ний и уменьшает аксональную дистрофию в со-
седнем нейропиле. Возрастное увеличение коли-
чества и размеров амилоидных бляшек, а также
воздействие провоспалительных цитокинов, та-
ких как IFN-γ, IL-1β и TNF-α, переводят микро-
глию в провоспалительное состояние (M1 фено-
тип). М1 микроглия синтезирует оксид азота и
провоспалительные цитокины (TNF-α, IL-1β,
IL-12), которые потенциально токсичны для ней-
ронов [19–21]. Согласно современным представ-
лениям, поляризация микроглии при развитии
нейродегенеративных заболеваний представляет
собой сложный динамичный процесс, сопровож-
дающийся постоянной сменой фенотипов мик-
роглии в зависимости от стадии и тяжести тече-
ния заболевания. Вероятно, существует целый
ряд промежуточных (между М1 и М2) состояний
активации микроглии, каждое из которых харак-

теризуется экспрессией разных маркеров, секре-
цией разных молекул и выполнением разных
функций [21–23]. Возможно, именно этим объяс-
няется тот факт, что TMEM-119-иммунопозитив-
ная микроглия в головном мозге людей с болез-
нью Альцгеймера стабильно не экспрессирует
маркеры поляризации, строго специфичные для
М1 или M2 фенотипа [9].

Процесс нейровоспаления связан с активаци-
ей еще одной популяции глиальных клеток – аст-
роцитов. После постановки двойной иммунофлу-
оресцентной реакции на TMEM-119 и GFAP, яв-
ляющийся маркерным белком астроглии, нами
было отмечено присутствие в коре головного
мозга как нормальных (неактивированных) аст-
роцитов, так и клеток с признаками реактивной
активации (рис. 5, зеленая флуоресценция). Ре-
активные астроциты характеризуются гипертро-
фией тел и отростков и высокоинтенсивной реак-
цией на GFAP. Они формируют выраженные
скопления, состоящие из тел астроцитарных
клеток, локализованных по периферии, и их от-
ростков, образующих центральную область скоп-

Рис. 5. Микроглия и астроциты в области амилоидной бляшки при патологии альцгеймеровского типа. Двойная им-
мунофлуоресцентная реакция на TMEM-119 (красная флуоресценция) и GFAP (зеленая флуоресценция). Стрелка
указывает на микроглиоцит с разветвленной морфологией, головка стрелки – на микроглиоцит с амебоидной морфо-
логией. Конфокальная лазерная микроскопия. Одиночный оптический срез. Масштабный отрезок равен 20 мкм.
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ления (рис. 5, зеленая флуоресценция). Согласно
литературным данным, такие астроцитарные
скопления формируются в коре головного мозга
вокруг амилоидных бляшек [23–25].

В проведенных нами исследованиях скопле-
ния реактивных астроцитов были обнаружены во
всех изученных образцах коры. В ряде случаев на-
ми было отмечено присутствие в центральной об-
ласти таких скоплений (т.е. в предполагаемом
месте локализации амилоидной бляшки) мик-
роглиоцита с морфологическими признаками ак-
тивации (рис. 5, красная флуоресценция, головка
стрелки). Такая микроглиальная клетка характе-
ризуется амебоидной формой тела и отсутствием
ветвящихся отростков, а также высокоинтенсив-
ной реакцией на TMEM-119. В цитоплазме мик-
роглиоцита присутствуют обширные “пустоты” –
области, лишенные TMEM-119, формирование
которых может быть следствием фагоцитарной
активности этой клетки. На периферии скопле-
ния присутствуют микроглиоциты с разветвлен-
ной морфологией (рис. 5, красная флуоресцен-
ция, стрелка), находящиеся в пространственной
взаимосвязи с отростками астроглиальных кле-
ток, окружающих амилоидную бляшку.

Как и в случае с микроглией, пространствен-
ная ассоциация реактивных астроцитов с амило-
идными бляшками имеет двойственную роль.
С одной стороны, показано, что активированные
астроциты могут участвовать в деградации и уда-
лении бета-амилоида. С другой стороны, много-
численные экспериментальные данные свиде-
тельствуют о том, что при определенных условиях
(под влиянием TGF-1β, IFN-γ, TNF-α, IL-1β)
астроциты сами способны продуцировать бета-
амилоид, внося тем самым существенный вклад в
общее количество амилоида в мозге. Наконец,
имеются свидетельства того, что реактивные аст-
роциты, окружающие амилоидные бляшки, утра-
чивают свои нейротрофические функции и при-
обретают нейротоксические свойства за счет син-
теза ряда цитокинов (IL-1, IL-6, TNF-α и др.),
продукция которых усиливает нейродегенерацию
[24, 25].

Наблюдаемая пространственная ассоциация
реактивных астроцитов и активированных мик-
роглиоцитов является морфологическим свиде-
тельством сложного функционального взаимо-
действия этих клеток и их взаимного влияния,
вносящего вклад в развитие нейровоспаления [23].

Таким образом, в ходе проведенного исследо-
вания нами впервые были изучены особенности
распределения трансмембранного белка ТМЕМ-119
в микроглиоцитах коры головного мозга человека
при патологии альцгеймеровского типа и описа-
ны морфофункциональные характеристики этих
клеток при использовании иммуноокрашивания
на TMEM-119. Было показано, что популяция

микроглиоцитов характеризуется гетерогенно-
стью в отношении распределения TMEM-119 в
телах и отростках клеток, что может быть связано
со степенью активации микроглии, а также с
функциями TMEM-119 в норме и при патологии.

Часть представленных изображений получена
с помощью оборудования Центра коллективного
пользования научным оборудованием “Микро-
биом человека” при Федеральном государствен-
ном бюджетном научном учреждении “Институт
экспериментальной медицины”.
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Distribution of Transmembrane Protein 119 (TMEM-119) in Microgliocytes
of Human Cerebral Cortex with Amyloid Plaques

V. V. Guselnikova1, *, E. A. Fedorova1, A. E. Safray2,
A. A. Rukavishnikova2, D. E. Korzhevskii1

1Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, 197376 Russia
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Transmembrane protein 119 (TMEM-119) is a newly characterized plasma membrane protein of microglial
cells with unknown functions. Here, we analyzed distribution of TMEM-119 in microgliocytes of the human
cerebral cortex with amyloid plaques. Samples of cerebral cortex were obtained from autopsied brains of men
and women aged 85 to 98 years (n = 7). Using light microscopy and confocal laser microscopy, we demon-
strate that TMEM-119-immunostained microglial cells are morphologically heterogeneous. Most microglio-
cytes have a discrete distribution of TMEM-119 in the processes, so the latter look like beads on a string.
Some of the microgliocytes of the cortex outside the amyloid plaques have signs of activation, such as an en-
largement of the body and thickening of processes, which lose the discrete distribution of TMEM-119, but
acquire filamentous outgrowths – filopodia. In the areas of amyloid plaques, the processes of microgliocytes
are mainly detected. They tightly braid the plaque, partially enter it and form intensely stained thickenings.
The phagocytic activity of microglia is manifested in the formation of “phagocytic pouches” at the ends of
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cell processes, as is detected by confocal laser microscopy and three-dimensional reconstruction. Immuno-
fluorescence microscopy reveals these structures as clavate thickenings, often containing TMEM-119-immu-
nonegative area in the center. Using Airyscan super-resolution microscopy, we found that TMEM-119 is
present in the microglial plasma membrane as discrete microstructures. Using double TMEM-119/GFAP
immunofluorescence staining, we detected amyloid plaque-associated reactive astrocytes in all cases. Reac-
tive astrocytes showed a number of features that indicate neuroinflammation, including hypertrophy of as-
trocytic processes and GFAP upregulation. Reactive astrocytes were identified in spatial association with ac-
tivated microgliocytes in amyloid plaques. These observations illustrate functional interactions of these cells
and their joint contribution to neuroinflammation.

Keywords: TMEM-119, microglia, human cerebral cortex, amyloid plaques, Alzheimer’s disease



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ, 2021, том 38, № 5, с. 351–362

351

ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ СТРУКТУРНО-ДИНАМИЧЕСКИХ 
ПАРАМЕТРОВ МЕМБРАН МИТОХОНДРИЙ ПЕЧЕНИ КРЫС

ПРИ ГИПОТЕРМИИ РАЗЛИЧНОЙ ДЛИТЕЛЬНОСТИ
© 2021 г.   Р. А. Халиловa, С. И. Хизриеваa, А. М. Джафароваa, *, В. Р. Абдуллаевa

aДагестанский государственный университет,
г. Махачкала, 367000 Россия
*e-mail: albina19764@mail.ru

Поступила в редакцию 14.12.2020 г.
После доработки 27.03.2021 г.

Принята к публикации 29.03.2021 г.

В последние годы гипотермию различной глубины и длительности все чаще используют в медицин-
ской практике для защиты органов и тканей от повреждений, вызванных гипоксией, ишемией и ре-
перфузией. Однако начальные этапы гипотермии индуцируют окислительный стресс, в развитии
которого ключевая роль принадлежит митохондриям. Целью данной работы является исследование
эффектов гипотермии различной длительности на структурно-динамические параметры митохон-
дрий, которые определялись с помощью флуоресцентных зондов – пирена и 1-анилинонафталин-
8-сульфоната (АНС). Обнаружено, что кратковременная гипотермия и ее пролонгирование увели-
чивают коэффициент эксимеризации пирена в аннулярных и общих липидах митохондриальных
мембран, что указывает на снижении их микровязкости. При пролонгированной гипотермии уве-
личивается коэффициент полярности микроокружения пирена в общих липидах, в то время как в
аннулярных данный показатель не претерпевает каких-либо изменений. Исследование кинетики
связывания флуоресцентного зонда АНС с митохондриями печени крыс демонстрирует нелиней-
ный характер зависимости интенсивности флуоресценции зонда от его концентрации. Это указы-
вает на наличие в мембранах митохондрий как минимум двух гетерогенных участков связывания.
Кратковременная гипотермия и ее пролонгирование снижают интенсивность флуоресценции АНС
при всех исследованных концентрациях зонда. Это снижение обусловлено изменениями кинетиче-
ских параметров связывания зонда с различными участками мембранных белков: для участков
1-го типа – снижением числа мест связывания зонда (N1), а для участков 2-го типа – повышением
константы диссоциации зонда (Kd2). Таким образом, гипотермия индуцирует ряд существенных из-
менений в физическом состоянии липидной матрицы митохондриальных мембран, а также в струк-
турной организации и локализации мембранных белков. Выраженность некоторых из этих измене-
ний зависит от длительности воздействия низкотемпературного фактора.

Ключевые слова: крысы, гипотермия, митохондрии, мембрана, флуоресценция, АНС, пирен
DOI: 10.31857/S023347552104006X

ВВЕДЕНИЕ

В последние годы гипотермические состояния
нашли широкое применение в медицинской прак-
тике. Многочисленные исследования демонстри-
руют эффективность использования гипотермии
при операциях на сердце и мозге [1, 2], инсульте,
инфаркте, неонатальной гипоксии [3, 4], травмах
[5, 6]. Оказалось, что гипотермия способствует
защите различных органов и тканей от послед-
ствий их гипоксических, ишемических и репер-
фузионных повреждений. Протекторный эффект
гипотермии обусловлен снижением температуры
тела, в результате которого снижаются скорости
метаболических процессов и уменьшаются по-
требности тканей в кислороде и глюкозе [7]. В те-

рапевтических целях чаще всего используют уме-
ренную гипотермию [8]. Однако следует учесть,
что сама по себе гипотермия является экстре-
мальным состоянием для гомойотермного орга-
низма [5] и может привести к развитию ряда пато-
логических процессов, выраженность которых
может зависеть от длительности воздействия низ-
котемпературного фактора. В связи с этим для
разработки надлежащего эффективного лечения
возникает необходимость тщательного и всесто-
роннего изучения всех изменений, которые про-
исходят в организме на различных временных от-
резках его охлаждения.

Обнаружено, что снижение температуры тела
крыс до 30°С сопровождается развитием оксида-
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тивного стресса с последующей интенсификацией
свободнорадикальных процессов (СРП) [9, 10].
Известно, что ключевую роль в индукции СРП
играют активные формы кислорода (АФК), обра-
зующиеся в электрон-транспортной цепи (ЭТЦ)
митохондрий [11]. Гипотермия может оказывать
влияние на функциональную активность фер-
ментов ЭТЦ и скорость передачи электронов во
внутренней мембране митохондрий. Ранее нами
было обнаружено, что умеренная гипотермия
приводит к существенному повышению скорости
дыхания и снижению коэффициента окислитель-
ного фосфорилирования митохондрий печени
крыс. При этом наряду с изменениями респира-
торных характеристик [12, 13] увеличиваются
уровни маркеров окислительного стресса продук-
тов перекисного окисления липидов (ПОЛ) и
окислительной модификации белков (ОМБ) [14].

Причинами интенсификации дыхания мито-
хондриями могут быть как структурно-конфор-
мационные перестройки дыхательных белков ЭТЦ,
так и изменения проницаемости митохондриаль-
ных мембран. Возможно, что определенную роль
в этих процессах играют и сами АФК, которые
посредством ОМБ и ПОЛ могут стать причиной
модификации структурно-динамических пара-
метров митохондрий.

Чувствительным и информативным методом
для исследования изменений физико-химиче-
ских параметров биологических мембран являет-
ся метод флуоресцентного зондирования. Из-
вестно, что интенсивность зондовой флуоресцен-
ции может зависеть от полярности и заряда
мембран, количества гидрофобных карманов и
конформации белков, мембранного потенциала,
фазового состояния и вязкости липидов. Широ-
кое применение для исследований структурно-
динамических характеристик мембран нашли
флуоресцентные зонды – 1-анилинонафталин-8-
сульфонат (АНС) и пирен [15, 16]. АНС прежде
всего реагирует на конформацию белков, их заряд
и гидрофобные карманы, пирен – на вязкость ли-
пидной фазы [17–19]. Анионный зонд АНС поз-
воляет исследовать поверхностные свойства мем-
браны, в то время как пирен – глубинные гидро-
фобные участки.

Целью данной работы явилось исследование
эффектов умеренной гипотермии различной дли-
тельности на некоторые структурно-динамиче-
ские параметры мембран митохондрий посред-
ством оценки кинетики связывания флуорес-
центных зондов – АНС и пирена.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования. Опыты выполнены на
крысах-самцах Вистар 3.5-месячного возраста с
массой тела 200−220 г, полученных из питомника

филиала “Столбовая” ФГБУН НЦБМТ ФМБА
России (Московская область, Чеховский район)
и содержащихся в стандартных условиях вивария
Дагестанского государственного университета.
В контрольных и экспериментальных группах
было использовано по 8 животных. В ходе иссле-
дования были соблюдены все нормы и правила
выполнения экспериментальных работ с исполь-
зованием лабораторных животных (Директива
2010/63/EU Совета Европейского Сообщества по
защите животных, используемых в эксперимен-
тальных и других научных целях).

Моделирование гипотермических состояний.
Гипотермию вызывали наружным охлаждением
животных в плексигласовых камерах с рубашкой,
через которую циркулировала холодная вода
(15°С). Температуру тела крыс снижали равно-
мерно в течение 30 мин до 30°С (кратковремен-
ная умеренная гипотермия), в течение 60 мин и
180 мин (пролонгированная умеренная гипотер-
мия). В качестве контроля служили интактные
крысы с нормальной температурой тела (37°С).

Выделение митохондрий. Выделение митохон-
дрий из печени крыс проводили методом диффе-
ренциального центрифугирования в градиенте
плотности сахарозы [20]. Крыс декапитировали.
Быстро выделяли печень, промывали ледяной
средой выделения (1°С) в течение 5 мин. Печень
предварительно измельчали, пропускали через
пресс и готовили 10% гомогенат в среде выделе-
ния, после чего центрифугировали при 1800 g
10 мин. Супернатант отделяли и центрифугиро-
вали при 15000 g в течение 15 мин на центрифуге
MR 23i (Thermo Fisher Scientific, США). Получен-
ный дважды отмытый осадок доводили до 2 мл и
суспендировали в 0.32 М сахарозе. Суспензию
митохондрий наслаивали на заранее приготов-
ленный градиент плотности сахарозы (содержа-
щий 3.5 мл 1.1 М, 7.5 мл 0.8 М, 7.5 мл 0.5 М и 5 мл
0.3 М сахарозы) и центрифугировали в бакетном
роторе SW32 Ti при 7000 g на ультрацентрифуге
Optima L-90K (Beckman Coulter, США).

Митохондрии, находящиеся в слоях 0.5–0.8 М
отсасывали специальным приспособлением для
отбора фракций и осаждали при 15000 g на цен-
трифуге MR 23i (Thermo Fisher Scientific). Полу-
ченные митохондрии промывали в среде выделе-
ния и повторно центрифугировали при 15000 g в
течение 15 мин. Митохондрии ресуспендировали
в среде инкубации и хранили на льду.

Все растворы сахарозы, использованные для
создания градиента ее плотности в пробирке, бы-
ли приготовлены на буфере 10 мМ НЕРЕS, содер-
жащем 1 мМ EDTA (рН 7.2) и 0.1% альбумин. Со-
став среды выделения: 0.25 М сахароза, 5 мМ
HEPES, 0.5 мМ EDTA, 0.1% BSA (pH 7.4). Среда
инкубации содержала 0.32 М сахарозу, 3 мМ
HEPES, 0.25 мМ EDTA, 1 мМ MgCl2, 13 мМ KCl
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(рН 7.4). Содержание белка в суспензии митохон-
дрий определяли по методу Лоури [21].

Исследование структурно-динамических пара-
метров мембран митохондрий с помощью флуорес-
центных зондов. В работе использовали интакт-
ные митохондрии, суспендированные в среде
инкубации. К 1 мл суспензии митохондрий до-
бавляли 0.05 мл стокового раствора сукцината
(до конечной концентрации 3 мМ), 0.05 мл рас-
твора КН2РО4 (до конечной концентрации 1 мМ)
и 0.02 мл раствора флуоресцентного зонда. Со-
держание белка в исследуемой пробе составляло
0.08 мг/мл. Измерения проводили на спектро-
флуориметре HitachiF 7000 (Япония) при темпе-
ратуре 25°С. Оценка микровязкости мембран
митохондрий производилась с помощью флуо-
ресцентного зонда пирена. Микровязкость ли-
пидного слоя митохондриальных мембран оцени-
вали при длине волны возбуждения λвозб = 337 нм,
а микровязкость зон белок-липидных контактов
при λвозб = 280 нм. Максимумы длин волн флуо-
ресценции (λ эмисс) составляли для мономеров пи-
рена – 394 нм, для эксимеров – 470 нм [15, 16].

Исследования концентрационной зависимо-
сти флуоресценции АНС, инкубированного с
суспензией митохондрий, проводили в диапазоне
концентраций 2.5–32.5 мкМ при температуре
25°С. Исследования проведены на спектрофлуо-
риметре Hitachi F7000 при λвозб = 360 нм и λэмисс
в диапазоне 400–550 нм. По полученным спек-
трам флуоресценции АНС определяли оптимум
интенсивности флуоресценции зонда (Iфл). Затем
строили графики зависимости оптимума интен-
сивности флуоресценции от концентрации зонда
в пробе. Для расчета кинетических характеристик
связывания зонда использовали нелинейный
многомерный регрессионный анализ.

Статистическая обработка. Обработка дан-
ных производилась с помощью однофакторного
дисперсионного анализа (ANOVA) с использова-
нием пакета Statistica. Достоверность различия
определяли с помощью критерия Фишера на
уровне значимости p = 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Известно, что в воде АНС имеет очень низкий

квантовый выход, тогда как в комплексе с белка-
ми он многократно увеличивается [16, 18]. Связы-
вание АНС может зависеть от локализации и
структуры мембранных белков, а также их заряда.
Исследование концентрационной зависимости
флуоресценции АНС позволит детально изучить
кинетику его взаимодействия с митохондриаль-
ными мембранами печени контрольных и гипо-
термированных крыс: обнаружить наличие отли-
чающихся по своей структуре участков связывания
зонда, рассчитать их количество и аффинность.

В связи с этим нами была исследована зависи-
мость интенсивности флуоресценции АНС, ин-
кубированного с митохондриями, от его концен-
трации в диапазоне 2.5–30 мкМ.

Из рис. 1, где приведены соответствующие
спектры флуоресценции АНС, видно, что харак-
тер спектров и положение максимума флуорес-
ценции зависят от концентрации зонда. Особое
внимание привлекает тот факт, что с повышени-
ем концентрации зонда происходит смещение
максимума интенсивности флуоресценции в
длинноволновую область. Так, максимум интен-
сивности флуоресценции при концентрации АНС
2.5 мкМ соответствует длине волны испускания
458 нм, а при 32.5 мкМ – 477 нм, таким образом,
смещение в длинноволновую область составляет
19 нм. Это может быть обусловлено различиями в
полярности окружения связанного с белками
зонда, что свидетельствует о гетерогенности сай-
тов связывания АНС на белковой молекуле.

На рис. 2 представлена зависимость максиму-
ма интенсивности флуоресценции АНС от его
концентрации. Оказалось, что она носит нели-
нейный характер и представлена двумя пересека-
ющимися в окрестностях одной точки прямыми.
Из рисунка видно, что с повышением концентра-
ции зонда интенсивность флуоресценции его ли-
нейно увеличивается, однако в области концен-
траций 10–12.5 мкМ происходит изменение ха-
рактера концентрационной зависимости и она
становится менее выраженной.

Исследование позволяет предположить нали-
чие как минимум двух типов участков связывания
зонда, имеющих различное сродство к АНС, одни
из которых обеспечивают более полярное окру-
жение зонда, а другие менее полярное. Это под-
тверждается наличием двух обособленных отри-
цательных пиков на графиках вторых производ-
ных спектров флуоресценции АНС (рисунок не
приведен).

Для каждого линейного участка представлен-
ного графика зависимости, методом регрессион-
ного многомерного нелинейного анализа, ис-
пользуя в опции “нелинейное оценивание”
уравнение y = ymax × [ANS]/(Kd + [ANS]), где y –
это интенсивность флуоресценции, а ymax – это
максимальная интенсивность флуоресценции,
Kd – константа диссоциации, были рассчитаны
кинетические параметры связывания зонда – ymax
и Kd; ymax – это величина, которая зависит от чис-
ла мест связывания зонда (N) и, таким образом,
может опосредованно отражать это число [22].

Из табл. 1 видно, что константы диссоциации
двух гетерогенных сайтов связывания АНС с ми-
тохондриями печени крыс в контроле существен-
но отличаются: Kd2 больше Kd1 в 2.24 раз. Соот-
ветственно отличается и кажущееся число цен-
тров связывания АНС (N1 и N2). Так, участков
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первого типа связывания (N1) меньше таковых
второго типа (N2) на 24.43%. Данный факт, скорее
всего, является следствием связывания АНС как с
гидрофобными карманами белка (имеющих бо-
лее высокое сродство к зонду), так и с остатками по-
ложительно заряженных аминокислот (имеющих
более низкое сродство к зонду).

Интенсивность флуоресценции АНС и кине-
тика его связывания с митохондриями гипотер-
мированных крыс претерпевает значительные из-
менения. Из рис. 3 видно, что при кратковремен-
ной гипотермии интенсивность флуоресценции
инкубированного с митохондриями зонда значи-
тельно снижается и остается примерно на этом же
уровне при гипотермии продолжительностью
60 мин. Пролонгирование гипотермии до 3 ч спо-
собствует дальнейшему снижению интенсивно-
сти флуоресценции АНС, однако это снижение
по сравнению с кратковременной гипотермией
не является ярко выраженным.

Анализ изменений кинетических параметров
связывания АНС с митохондриями гипотермиро-
ванных крыс показал, что кратковременная гипо-
термия приводит к снижению N1 на 18% (табл. 1).
При пролонгировании гипотермических состо-
яний до 1 и 3 ч значения N1 не претерпевают до-
стоверных изменений относительно умеренной
кратковременной гипотермии. Параметр Kd1 у
гипотермированных крыс остается на уровне
контрольных значений.

Из табл. 1 видно, что параметр N2 в динамике
гипотермических состояний не меняется, в то
время как Kd2 при кратковременной гипотермии
повышается на 76%. Дальнейшее пролонгирова-
ние гипотермии до 1 и 3 ч не приводит к суще-
ственным изменениям данного параметра.

Рис. 1. Спектры флуоресценции АНС, инкубированного с митохондриями печени контрольных крыс, при различных
концентрациях зонда, мкМ: 1 – 2.5, 2 – 5, 3 – 7.5, 4 – 10, 5 – 12.5, 6 – 15, 7 – 17.5, 8 – 20, 9 – 22.5, 10 – 25, 11 – 27.5, 12 – 30,
13 – 32.5. Стрелками указаны длины волн эмиссии, при которых интенсивность флуоресценции АНС максимальна.
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Рис. 2. Концентрационная зависимость интенсивно-
сти флуоресценции АНС в митохондриях печени
контрольных крыс.

Iфл, отн. ед.
800

700

600

500

400

300

2520150
[AHC], мкМ

105



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 5  2021

ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 355

Степень погруженности и конфигурация мем-
бранных белков могут определяться фазовым со-
стоянием липидного матрикса. Для исследования
эффектов гипотермии на структурно-динамиче-
ские параметры митохондриальных мембран,
связанные с состоянием их липидной фазы, был
использован флуоресцентный зонд пирен.

Пирен – это гидрофобный зонд, флуоресцен-
ция которого очень чувствительна к микроокру-
жению. Квантовый выход в воде пирена ничтож-
но мал, при этом он может диффундировать в
гидрофобный слой мембраны, где интенсивность
флуоресценции его возрастает [15, 19].

В липидном бислое мономеры пирена способ-
ны образовывать эксимерные формы, количество
которых зависит от скорости латеральной диффу-
зии зонда. Это в свою очередь определяется мик-
ровязкостью липидной матрицы. Таким образом,
коэффициент эксимеризации пирена, представ-
ляющий собой отношение интенсивности флуо-

ресценции эксимеров и мономеров пирена
(FЭ/FM), является величиной обратно пропорци-
ональной микровязкости липидов. При этом от-
ношение F470/F395 нм при λвозб = 337 нм отражает
вязкость липидных слоев мембраны клеток, а при
λвозб = 280 – микровязкость липид-белковых кон-
тактов [11, 16, 23].

Кроме этого, спектральные характеристики
пирена могут быть использованы для оценки по-
лярности его окружения. Соотношение максиму-
мов флуоресценции пирена F372/F393 при λвозб =
= 337 нм характеризует изменения полярности
микроокружения его мономеров в общих ли-
пидах, а при λ возб = 280 нм – в аннулярных липи-
дах [23].

Пирен также позволяет оценить структурные
перестройки мембранных белков по изменению
эффективности переноса энергии электронного
возбуждения с триптофановых остатков белков
на флуоресцентный зонд [15–17]. Для определе-

Таблица 1. Кинетические параметры связывания АНС с митохондриями печени крыс в норме и при гипотермии
(M ± m, n = 8)

* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001 относительно контроля.

Серия экспериментов N1, усл.ед. N2, усл.ед. Kd1, мкМ Kd2, мкМ

Контроль 827.99 ± 28.49 1095.72 ± 79.53 4.13 ± 0.31 9.26 ± 0.98
Гипотермия 30°С, 30 мин 671.59 ± 63.70*** 1145.72 ± 89.58 4.20 ± 0.20 16.30 ± 1.12**
Гипотермия 30°С, 1 ч 644.27 ± 55.02*** 1143.59 ± 31.98 4.00 ± 0.14 15.32 ± 1.15**
Гипотермия 30°С, 3 ч 649.22 ± 49.41*** 1084.53 ± 59.28 4.30 ± 0.04 17.60 ± 1.24**

Рис. 3. Зависимость интенсивности АНС в митохондриях печени крыс от концентрации зонда при умеренной гипо-
термии различной длительности: контроль (1), умеренная гипотермия в течение 30 (2), 60 (3) и 180 мин (4).
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ния степени тушения флуоресценции белков
мембран митохондрий, мы измеряли интенсив-
ность флуоресценции их при λвозб = 280 нм и
λфлу = 333 нм в отсутствие пирена и после инкуба-
ции с зондом. Эффективность переноса энергии
определяли по выражению: (F0 – F)/F0) × 100, где
F0 – интенсивность флуоресценции суспензии
мембран митохондрий в отсутствие пирена, F –
интенсивность флуоресценции суспензии мем-
бран митохондрий после инкубации с пиреном
(7.76 мкМ).

Особого внимания заслуживает вопрос о том,
где локализуется пирен в митохондриях: во внут-
ренней или наружной мембране. Известно, что
гидрофобный зонд пирен в мембранах преиму-
щественно накапливается в области углеводород-
ных хвостов фосфолипидов, где может быстро пе-
ремещаться латерально. Однако было показано,
что он также способен к быстрому трансмембран-
ному перемещению [24]. Исходя из этого, пирен
может распределиться не только во внешней
мембране митохондрий, но и во внутренней мем-
бране.

Известно, что наружная мембрана митохон-
дрий состоит из билипидного слоя и пронизыва-
ющих его белков (менее 20% по весу) при соотно-
шении липидов и белков по массе – примерно 1 : 1.
Напротив, во внутренней мембране содержание
белка (транспортные белки, ферменты дыхатель-
ной цепи, а также крупные ATP-синтазные ком-
плексы) столь высоко (около 75% по весу), что в
ней местами нарушается типичное для биомем-
бран взаимное расположение липидов и белков,
причем липиды не образуют бимолекулярного
слоя, локализуясь на поверхности [25].

Отсюда следует то, что латеральная диффузия
зонда в липидной матрице наружной мембраны
менее ограничена, и измеренный нами коэффи-
циент эксимеризации пирена в липидной матри-
це, скорее всего, отражает поведение зонда в на-
ружной мембране. В то время как особая архитек-
тоника липидов и высокое содержание белков во
внутренней мембране позволяет предположить,
что большая часть липидов внутренней мембра-
ны включена в состав аннулярных липидов, а это

ограничивает свободную латеральную диффузию
зонда. Следовательно, здесь преимущественно
регистрируется эксимеризация пирена в анну-
лярных липидах, нежели в общих.

В работе Ягужинского и сотр. [26]. было отме-
чено, что в белках внешней мембраны митохон-
дрий (в частности, в порине) содержится мини-
мальное количество триптофана, но он присут-
ствует в значительном количестве в комплексах
дыхательной цепи внутренней мембраны. Авторы
предположили, что с помощью данного метода
представляется возможным изучить свойства
именно внутренней мембраны митохондрий.

Из табл. 2 видно, что значение параметра
FЭ/FМ (λвозб = 337 нм) сразу после снижения тем-
пературы тела возрастает на 24%. Пролонгирова-
ние гипотермии до 1 и 3 ч не вызывает дальней-
ших изменений FЭ/FМ, не считая того, что имеется
небольшая тенденция к снижению FЭ/FМ отно-
сительно кратковременной гипотермии, которая
не достигает уровня контрольных значений.

На фоне снижения относительной микровяз-
кости липидного бислоя мембран митохондрий
при гипотермии наблюдается увеличение пара-
метра FЭ/FМ (λвозб = 280 нм), которое начинается
сразу после снижения температуры тела и состав-
ляет 25%. Дальнейшее пролонгирование гипотер-
мического состояния не сопровождается измене-
ниями FЭ/FМ (λвозб = 280), во многих случаях этот
параметр возрастает всего лишь на 22.5% относи-
тельно контроля. Таким образом, сразу же после
снижения температуры тела достоверно снижает-
ся микровязкость как общих липидов митохон-
дриальной мембраны, так и аннулярных.

Параметр (F0 – F)/F0 пирена, характеризую-
щий снижение эффективности переноса энергии
электронного возбуждения с триптофановых
остатков мембранных белков на пирен, при всех
исследованных гипотермических состояниях не
претерпевает достоверных изменений. Незначи-
тельное снижение эффективности переноса про-
исходит при умеренной пролонгированной 3 ч
гипотермии, но оно не является статистически
достоверным.

Таблица 2. Структурно-динамические параметры митохондрий печени крыс в норме и при гипотермии (М ± m,
n = 8)

* p ≤ 0.05 относительно контроля.

Серия экспериментов
FЭ/FМ

(λвозб = 337)
F370/F390

(λвозб = 337)
FЭ/FМ

(λвозб = 280)
F370/F390

(λвозб = 280)
(F0 – F)/F0, %

Контроль 0.45 ± 0.026 1.07 ± 0.01 0.58 ± 0.04 0.96 ± 0.06 44.5 ± 3.7
Гипотермия 30°С, сразу 0.56 ± 0.023* 1.1 ± 0.009 0.73 ± 0.029* 0.92 ± 0.008 46.7 ± 3.5
Гипотермия 30°С, через 1 ч 0.54 ± 0.033* 1.18 ± 0.04* 0.71 ± 0.008* 0.93 ± 0.01 45.6 ± 1.34
Гипотермия 30°С, через 3 ч 0.52 ± 0.02* 1.17 ± 0.09* 0.71 ± 0.016* 0.94 ± 0.001 41.2 ± 3.72
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Полученные результаты показывают, что в
мембранах митохондрий печени крыс при всех
исследованных гипотермических состояниях па-
раметр F370/F390 (λвозб = 280 нм), характеризую-
щий полярность микроокружения зонда в области
аннулярных липидов, существенно не изменяется.
При этом пролонгирование гипотермического
состояния приводит к статистически достоверным
изменениям параметра F370/F390 (λвозб = 337 нм),
указывающего на полярность микроокружения
зонда в общих липидах. Так пролонгирование ги-
потермии до 1 и 3 ч приводит к повышению
F370/F390 (λвозб = 337 нм) на ~10%.

ОБСУЖДЕНИЕ
Особенность липидов в составе мембран – это

изменение их физико-химического состояния
под действием факторов внешней среды, особен-
но температуры. Полученные данные (микровяз-
кость аннулярных и общих липидов, полярность
микроокружения белков, тушение) указывают на
изменения структурно-динамических характери-
стик мембран митохондрий печени крыс при ги-
потермии.

После понижения температуры тела повыша-
ется значение параметра FЭ/FМ (λвозб = 337 нм),
что указывает на повышение текучести (или соот-
ветствующее снижение микровязкости) липид-
ного бислоя мембран митохондрий по сравнению
с нормой, поскольку степень эксимеризации пи-
рена находится в обратной зависимости от мик-
ровязкости липидной фазы [17, 23]. При гипотермии
возрастает также текучесть зон белок-липидных
контактов, которые представлены аннулярными
липидами, составляющими микроокружение
мембранных белков, что подтверждает увеличе-
ние параметра FЭ/FМ (λвозб = 280 нм) по сравне-
нию с контролем.

Обнаруженные изменения вязкости мембран-
ных липидов при гипотермии указывают на суще-
ственные структурные перестройки в липидах
мембран митохондрий. В первую очередь они мо-
гут быть связаны с изменениями жирнокислот-
ного состава фосфолипидов, поскольку для опти-
мального функционирования наружной и внут-
ренней мембраны митохондрий имеет большое
значение регуляция фазовых состояний липидов
мембран.

Так, по данным Шепелева [27], при снижении
температуры тела до 27–28°С происходят измене-
ния фосфолипидного спектра и содержания по-
линенасыщенных жирных кислот (ЖК) в липи-
дах митохондрий миокарда белых крыс и собак.
Вместе с тем повышение степени ненасыщенно-
сти липидов при умеренной гипотермии приво-
дило к снижению их микровязкости и сдвигу фа-
зового перехода в область низких температур.

Автор предположил, что основная роль этих пе-
рестроек в липидах мембран митохондрий связа-
на с повышением устойчивости животных к низ-
котемпературным воздействиям.

К сожалению, в современной литературе мы
не обнаружили какую-либо новую информацию
о влиянии гипотермии на липидный состав мито-
хондриальных мембран гомойотермных живот-
ных. Имеются отдельные работы, в которых было
показано, что умеренная гипотермия и ее про-
лонгирование изменяют ЖК-состав липидов си-
наптических и эритроцитарных мембран. Так, в
работе Каландарова и соавт. [28], в которой был
проведен анализ ЖК-состава суммарных фосфо-
липидов (ФЛ) синаптических мембран мозга
крыс, показано, что при умеренной гипотермии
достоверно снижается количество насыщенных
ЖК (С16:0, С17:0) и моноеновых жирных кислот
(С18:1, С20:1), при этом количество полиненасы-
щенных ЖК (С20:4, С22:4) существенно возрас-
тает.

Вместе с тем в недавнем исследовании Раджа-
бовой и соавт. [29] было обнаружено, что в ЖК
суммарных ФЛ эритроцитарных мембран индекс
ненасыщенности, а также отношения ПНЖК/НЖК
и неНЖК/НЖК сразу после снижения темпера-
туры тела существенно не изменяются, но после
пролонгированной гипотермии заметно снижа-
ются. Таким образом, характер изменений ЖК
состава ФЛ мембран различных биологических
структур при гипотермии неоднозначен.

Следует также отметить, что проведенные ра-
нее исследования структурно-динамических па-
раметров эритроцитарных мембран с применением
флуоресцентного зонда пирена, показали сниже-
ние микровязкости как общих, так и аннулярных
липидов после 1.5 ч гипотермии [30]. Таким обра-
зом, результаты исследования микровязкости
эритроцитарных мембран [30] и их ЖК-состава
[29] хорошо коррелируют. Это позволяет нам
предположить, что снижение вязкости липидов
митохондриальных мембран тесно связано с по-
вышением степени их ненасыщенности.

Механизмы, посредством которых может про-
исходить изменение ЖК-состава митохондри-
альных мембран при гипотермии, могут быть раз-
нообразны, учитывая что, митохондрии являются
поставщиками ацетил-КоА – инициальной за-
травки синтеза ЖК, и участвуют в последователь-
ной элонгации синтезированной в цитоплазме
углеводородной цепочки ЖК. Вероятнее всего, в
митохондриях при гипотермии происходит вклю-
чение механизмов ремоделирования мембранных
липидов путем деацилирования и реацилирова-
ния ФЛ.

Показано, что на начальных этапах развития
гипотермия сопровождается стрессорной реак-
цией, при которой происходит активация гипота-
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ламо-гипофизарно-надпочечниковой системы [31].
В результате включаются механизмы, направлен-
ные на увеличение липолиза. Было показано, что
при гипотермии в крови увеличивается количе-
ство ненасыщенных ЖК [32], которые гипотети-
чески могут использоваться для ремоделирова-
ния митохондриальной мембраны.

Известно, что изменение индекса ненасыщен-
ности в мембранах пойкилотермных животных
может происходить и с помощью ферментов – де-
сатураз. Низкие температуры способны включать
десатурацию ЖК, увеличивая тем самым индекс
ненасыщенности клеточных мембран. В работе
Гонзалеза и соавт. [32] было показано, что у адап-
тированных к холоду крыс, которым снижали
температуру до 30–32°С в течение 20–25 дней и
затем охлаждали до 15°С в течение 12 ч, также на-
блюдалось повышение активности различных де-
сатураз печени. Причем, повышение активности
ферментов коррелировало с увеличением содер-
жания арахидоновой кислоты и снижением олеи-
новой кислоты в микросомах сердца и печени.

В нашем эксперименте исследуемые крысы не
были адаптированы к холоду и не подвергались
длительному и глубокому охлаждению. Однако
все же можно выдвинуть предположение о том,
что снижение микровязкости в митохондриях пе-
чени крыс при умеренной гипотермии также мо-
жет быть связано с повышением активности деса-
тураз и изменением ЖК-состава в сторону увели-
чения содержания ненасыщенных ЖК.

Известно, что процессы обновления ФЛ уско-
ряются после их окислительной модификации, в
ходе которого окисленные ацильные цепи быстро
удаляются из ФЛ мембран под действием каль-
ций-зависимой фосфолипазы А2 [33]. Ранее нами
было установлено, что кратковременная умерен-
ная гипотермия стимулирует ПОЛ в митохондри-
ях [14]. Гипотетически, интенсификация ПОЛ
при гипотермии может привести к заметному уве-
личению параметра F370/F390, показывающего по-
лярность микроокружения пирена в аннулярных
или общих липидах. В соответствии с нашими
экспериментальными данными, гипотермия уве-
личивает полярность ФЛ липидного бислоя, в то
время как значительных изменений ее в области
белок-липидных контактов не происходит. Это
свидетельствует о том, что активация процессов
ПОЛ при гипотермии не оказала существенного
влияния на ЖК аннулярных фосфолипидов.

Снижение микровязкости липидного матрик-
са мембран митохондрий, возможно, является
адаптивной реакцией, направленной на сохране-
ние функциональной активности этих органелл.
Ранее нами обнаружено, что кратковременная
гипотермия и ее пролонгирование увеличивают
интенсивность дыхания митохондрий печени
крыс [12, 13]. Было предположено, что одной из

причин увеличения уровней потребления кислоро-
да митохондриями может быть снижение вязко-
сти внутренней мембраны митохондрий, способ-
ствующее повышению подвижности в липидной
матрице убихинона. Настоящее исследование
позволило экспериментально подтвердить спра-
ведливость этого предположения. Гипотермия
действительно приводит к снижению вязкости
мембран и тем самым, возможно, способствует
увеличению подвижности и активности участни-
ков ЭТЦ и позволяет сохранять энергетический
потенциал митохондрий.

Изменения, происходящие в митохондриаль-
ных мембранах гомойотермных животных при
низких температурах тела, могут затрагивать не
только липидную матрицу. Проведенное нами
исследование кинетических характеристик свя-
зывания флуоресцентного зонда АНС с мембра-
нами митохондрий указывает на то, что при гипо-
термии происходят существенные изменения как
в структуре, так и в локализации мембранных
белков.

Результаты исследования свидетельствуют о
гетерогенности сайтов связывания АНС с мито-
хондриями. Каковы возможные причины такой
гетерогенности?

Известно, что квантовый выход флуоресцен-
ции АНС зависит от полярности его окружения и
увеличивается в гидрофобных средах. В соответ-
ствии с некоторыми литературными данными
анионный зонд АНС чувствителен к поверхност-
ному заряду митохондрий [34]. В работе Векшина
[35] отмечается то, что митохондрии заряжены
отрицательно и снаружи, и внутри (положитель-
ный заряд – в межмембранном пространстве).
Гипотетически, АНС должен отталкиваться от
интактных энергизованных отрицательно заря-
женных митохондрий, что позволяет вести реги-
страцию мембранного потенциала. Однако сам
автор ясно указывает на то, что АНС и другие гид-
рофобные заряженные зонды плохо пропускают-
ся внешней мембраной нативныx митохондрий и
остаются “заякоренными” в ее наружной липид-
ной фазе. Поэтому изменение трансмембранного
потенциала на внутренней мембране, если оно
будет иметь место, не сможет заметно повлиять
на зондовую флуоресценцию. Экспериментально
показано, что интенсивности флуоресценции
АНС в интактных и разобщенных митохондриях
не имеют существенных различий, что свидетель-
ствует о низкой чувствительности флуоресцент-
ного зонда к поверхностному заряду митохон-
дрий [35].

По мнению других авторов, на внешней мем-
бране митохондрий отсутствует мембранный по-
тенциал [36], поскольку внешняя мембрана ми-
тохондрий обладает высокой степенью проница-
емости, через нее свободно проходят ионы и
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небольшие незаряженные молекулы за счет мем-
бранных белков, называемых поринами. Особую
роль играет митохондриальный порин – потен-
циал-зависимый анионный канал VDAC (voltage-
dependent anion channel). В зависимости от напря-
жения канал может быть селективен к анионам
органических соединений. Следовательно, суще-
ствует вероятность того, что АНС может переме-
щаться в межмембранное пространство через
VDAC и взаимодействовать со внутренней мито-
хондриальной мембраной, характеризующейся
большим содержанием белков.

Было показано, что нафталиновое кольцо мо-
лекулы АНС может проникать в гидрофобную об-
ласть мембраны и тем самым становиться менее
доступным для водной среды, что увеличивает
квантовый выход флуоресценции зонда [37]. Од-
нако многие авторы предполагают, что АНС
прежде всего реагирует на конформацию белков,
их заряд и гидрофобные карманы [38]. Повыше-
ние интенсивности флуоресценции АНС в белках
объясняется гидрофобностью сайтов связывания
и ограниченной подвижностью зонда в гидро-
фобных карманах белка [39]. Однако, помимо
гидрофобных взаимодействий с находящимися в
карманах белка ароматическими радикалами
аминокислот, зонд может связываться с помощью
электростатических взаимодействий с перифери-
ческими аминокислотными радикалами. Эти вза-
имодействия формируются между отрицательно
заряженной сульфоновой группой АНС и поло-
жительно заряженными аминокислотами, напри-
мер, гистидином, лизином или аргинином [40].

Было обнаружено, что вклад во флуоресцен-
цию АНС от внешних сайтов связывания гораздо
меньше, чем от глубоколежащих гидрофобных
сайтов [41]. Гидрофобные участки связывания
создают менее полярное окружение зонду, и, воз-
можно, имеют к АНС более высокое сродство.
Поэтому они быстрее насыщаются при более
низких концентрациях субстрата и характеризу-
ются относительно низкими значениями кон-
стант диссоциации. Напротив, внешние положи-
тельно заряженные аминокислотные сайты обес-
печивают более полярное окружение зонду и
имеют к нему меньшее сродство.

Таким образом, кинетические особенности
связывания АНС с белками достаточно хорошо
описывают полученные нами эксперименталь-
ные данные, демонстрирующие нелинейный ха-
рактер концентрационной зависимости флуорес-
ценции зонда, инкубированного с митохондрия-
ми. Это позволяет утверждать, что основной
вклад во флуоресценцию АНС в митохондриаль-
ных мембранах вносят белки, а не мембранный
потенциал.

Результаты исследования указывают на сни-
жение интенсивности флуоресценции АНС, ин-

кубированного с митохондриями, гипотермиро-
ванных животных. Оно может происходить либо
за счет снижения абсолютного числа сайтов свя-
зывания, либо за счет снижения аффинности
зонда к этим сайтам. Можно предположить, что
при гипотермии количество гидрофобных карма-
нов в белках митохондриальных мембран снижа-
ется, что приводит к падению интенсивности
флуоресценции зонда. Гипотетически снижение
числа гидрофобных карманов могло произойти за
счет повышения степени погруженности некото-
рых белков в липидный матрикс. Одной из воз-
можных причин такого явления может быть сни-
жения вязкости бислоя. В соответствии с литера-
турными данными микровязкость липидной
матрицы оказывает влияние на интенсивность
флуоресценции АНС [18].

Из приведенных выше данных по коэффици-
енту эксимеризации пирена в липидной фазе и в
зоне липид-белковых контактов видно, что вяз-
кость митохондриальных мембран снижается,
особенно в области аннулярных липидов. При-
чем дальнейшее пролонгирование гипотермии не
оказывает влияния на этот параметр. Такой же
феномен демонстрирует и параметр N1 для АНС,
в динамике пролонгирования гипотермии он не
претерпевает изменений. Корреляционный ана-
лиз показал, что между коэффициентом эксиме-
ризации пирена и N1 имеется отрицательная кор-
реляция (r = –0.9631, p < 0.05). Нельзя исключать
и возможность уменьшения числа мест связыва-
ния в результате компактизации белков митохон-
дриальных мембран и их уплотнения, что снижа-
ет доступность зонда к гидрофобным карманам.
Такая компактизация может произойти, напри-
мер, вследствие окисления остатков цистеина и
образования дисульфидных мостиков или же
остатков тирозина с образованием битирозино-
вых сшивок. Возможно, что компактизация име-
ет отношение и к процессам митохондриального
слияния в клетках. Известно, что митохондри-
альное слияние – это один из эволюционно кон-
сервативных процессов, необходимый для эф-
фективной работы митохондрий в условиях
стресса [42].

Исследование показало, что гипотермия не
влияет на Кd1, то есть на аффинность зонда к гид-
рофобным сайтам и силу гидрофобных взаимо-
действий зонда с белком. Это свидетельствует о
том, что изменения, происходящие в белках при
гипотермии, не затрагивают структуру радика-
лов, находящихся в гидрофобных карманах бел-
ков. Скорее всего, находящиеся в углублениях
белков радикалы, являются менее доступными
для АФК.

Кратковременная гипотермия и ее пролонги-
рование не влияют на N2, которое отражает число
положительно заряженных сайтов связывания с
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отрицательно заряженной сульфоновой группи-
ровкой зонда, однако при этом резко (почти в
2 раза) увеличивается Kd2, то есть уменьшается
его аффинность к таким участкам. Такая ситуа-
ция может складываться вследствие снижения
силы ионных взаимодействий зонда с радикала-
ми положительно заряженных аминокислот.

Известно, что эти аминокислотные остатки
лизина, аргинина и гистидина очень чувствитель-
ны к АФК и продуктам ПОЛ. Интенсификация
СРП при кратковременной гипотермии может
способствовать окислительной модификации ра-
дикалов этих аминокислотных остатков с образо-
ванием карбонильных групп. Ранее нами было
показано [14], что кратковременная гипотермия
увеличивает содержание карбонильных групп в
митохондриальных белках. При этом пролонги-
рование гипотермии в течение 3 ч способствует
их нормализации. В то время как в настоящем ис-
следовании значения Kd2 для АНС при 3-часовом
пролонгировании гипотермического состояния
изменений не претерпевают. Достаточно слабая
корреляция между интенсивностью ОМБ в мито-
хондриальных мембранах печени крыс и кинети-
кой связывания АНС при гипотермии, возможно,
связана с тем, что исследования содержания кар-
бонильных групп в белках проводились на изоли-
рованных мембранах митохондрий крыс, а кине-
тики связывания АНС – на интактных энергизо-
ванных митохондриях. В таких митохондриях
АНС, вероятнее всего, мог взаимодействовать с
поверхностью наружной мембраны митохон-
дрий. Поскольку митохондрии обладают соб-
ственной убиквитин-конъюгирующей системой
[43] можно предположить, что в течение 3 ч гипо-
термии модифицированные посредством окисле-
ния белки внутренней мембраны митохондрий,
возможно, подвергаются более интенсивной де-
градации и замене, чем белки наружной мембраны.
Вследствие этого нормализации значений Kd2 для
АНС в динамике пролонгирования гипотермии
не наблюдается.

Следует отметить, что определенный вклад в
снижение флуоресценции АНС при гипотермии
могут внести и изменения степени погруженно-
сти нафталинового кольца зонда в липидную мат-
рицу митохондриальной мембраны. Гипотетиче-
ски это может быть обусловлено падением по-
верхностной гидрофобности митохондриальной
мембраны вследствие накопления в ней гидро-
фильных продуктов ПОЛ.

Таким образом, флуоресцентное исследова-
ние структурно-динамических параметров мем-
бран митохондрий печени крыс при гипотермии
позволило выявить ряд существенных изменений
в состоянии и структурной организации липид-
ной матрицы и мембранных белков. Выражен-

ность этих изменений зависит от длительности
воздействия низкотемпературного фактора.

Полученные данные позволяют предполо-
жить, что при низких температурах тела в мито-
хондриальных мембранах гомойотермных живот-
ных наряду с деструктивными процессами проис-
ходит развитие ряда компенсаторно-адаптивных
реакций. Эти реакции связанны со снижением
вязкости липидной матрицы, а также повышени-
ем конформационной подвижности мембранных
белков и направлены прежде всего на сохранение
функциональной активности митохондрий.
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Fluorescent Studies of the Structural and Dynamic Parameters of the Mitochondrial 
Membranes from the Liver of Rats at Hypothermia of Various Duration

R. A. Khalilov1, S. I. Khizrieva1, A. M. Dzhafarova1, *, V. R. Abdullaev1

1Dagestan State University, Makhachkala, Republic of Dagestan, 367000 Russia
*e-mail: albina19764@mail.ru

In recent years, hypothermia of varying depth and duration is increasingly used in medical practice to protect
organs and tissues from damage caused by hypoxia, ischemia, and reperfusion. However, the initial stages of
hypothermia induce oxidative stress, in the development of which mitochondria play a key role. The aim of
this work was to study the effects of hypothermia of various durations on a number of structural and dynamic
parameters of mitochondria, determined using f luorescent probes pyrene and ANS. It was found that short-
term hypothermia and its prolongation increases the coefficient of pyrene excimerization in annular and total
lipids of mitochondrial membranes, which indicates a decrease in their microviscosity. With prolonged hy-
pothermia, the polarity coefficient of the microenvironment of pyrene in total lipids increases, while in an-
nular lipids this parameter does not change. The study of the kinetics of the binding of f luorescent probe ANS
with rat liver mitochondria demonstrates a nonlinear dependence of the probe f luorescence intensity on its
concentration. This indicates the presence of at least two heterogeneous binding sites in mitochondrial mem-
branes. Short-term hypothermia and its prolongation reduce the intensity of ANS fluorescence at all probe
concentrations tested. This decrease is due to changes in the kinetic parameters of the probe binding to dif-
ferent regions of membrane proteins: for type 1 sites, it is a decrease in the number of probe binding sites (N1),
and for type 2 sites, an increase of the dissociation constant (Kd2) of the probe. Thus, hypothermia induces a
number of significant changes in the physical state of the lipid matrix of mitochondrial membranes, as well
as in the structural organization and localization of membrane proteins. The severity of some of these changes
depends on the duration of the low-temperature exposure.

Keywords: rats, hypothermia, mitochondrial membrane, f luorescence, ANS, pyrene, microviscosity
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В данной работе изучали структурно-функциональную организацию ядрышка и конститутивного
гетерохроматина в различных типах таницитов в ходе постнатального развития и при старении.
С помощью иммуногистохимических методов и конфокальной лазерной микроскопии впервые
было описано распределение аргентофильных белков ядрышка (нуклеолина и нуклеофосмина), а
также гетерохроматиновых скоплений в таницитах на различных этапах постнатального онтогене-
за. Была продемонстрирована гетерогенность как в размерах ядрышек, так и в их количестве не
только в различных субпопуляциях таницитов, но и в возрастном аспекте, что может свидетельство-
вать о разном уровне их синтетической активности и способности к пролиферации в ходе раннего
развития и старения. Распределение гетерохроматиновых агрегатов различается среди субпопуля-
ций таницитов в ходе старения: α-танициты подвержены интенсивной гетерохроматизации, в то
время как β-танициты характеризуются стабильностью организации изучаемых компартментов
клеточного ядра. Полученные данные существенно дополняют современное представление об ор-
ганизации структуры клеточного ядра таницитов в ходе нормального развития и старения, что мо-
жет в последующем послужить основой для установления роли этих субъядерных структур в пато-
логических процессах при различного рода повреждающих воздействиях.

Ключевые слова: танициты, ядрышко, конститутивный гетерохроматин, онтогенез, старение,
нуклеолин, нуклеофосмин, H4K20me3, иммуногистохимия, конфокальная лазерная микроскопия
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ВВЕДЕНИЕ

Танициты, локализующиеся в области дна
третьего желудочка, представляют собой особую
популяцию глиальных клеток. Тела этих клеток
формируют выстилку инфундибулярного углуб-
ления, а базальные отростки проникают в нерв-
ную ткань и оканчиваются на кровеносных сосу-
дах, оплетая их своими расширенными термина-
лями. Отростки таницитов оплетают, в том числе,
фенестрированные капилляры портальной си-
стемы гипофиза, которая локализуется в средин-
ном возвышении. Таким образом, эти клетки за-
действованы в формировании ликворо-энцефа-
лического и гематоликворного барьеров. Ранее
была показана их роль в регуляции работы подле-
жащих ядер гипоталамуса – вентромедиального и
аркуатного ядер, отвечающих за энергетический
баланс организма. Кроме того, будучи производ-
ными клеток радиальной глии, танициты сохра-
няют не только их морфологию и ряд цитохими-
ческих характеристик, но также и способность к

пролиферации и дифференцировке в нейроны и
глию. Выделяют 4 типа таницитов (α1-, α2-, β1- и
β2-танициты), различающихся локализацией в
пределах инфундибулярного углубления, а также
структурными, цитохимическими и функцио-
нальными характеристиками [1, 2]. Тем не менее,
несмотря на пристальный интерес исследовате-
лей к таницитам, такая важная клеточная харак-
теристика, как структурно-функциональная ор-
ганизация ядра в этих клетках, до настоящего мо-
мента остается не изученной. При исследовании
организации клеточного ядра особое внимание
уделяют распределению гетерохроматиновых
скоплений и морфологии ядрышка, поскольку
эти субъядерные структуры отражают метаболи-
ческий статус клетки и чувствительны к дегенера-
тивным изменениям.

Одним из важных маркеров, отражающих
функциональное состояние клетки, является яд-
рышко. Поскольку основная функция этой
структуры – это участие в биогенезе рибосом, то
уровень белкового синтеза в клетке коррелирует с
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организацией ядрышка. Кроме того, было уста-
новлено, что белки ядрышка вовлечены в кон-
троль клеточного цикла, апоптоза и старения, а
дислокация этих белков из ядрышка (так называ-
емый “нуклеолярный стресс”) может опосредо-
вать развитие нейродегенеравтивных процессов
[3–5]. Другой характеристикой, отражающей
клеточную активность, является наличие гетеро-
хроматиновых агрегатов. Гистон H4, триметили-
рованный по лизину 20 (H4K20me3), формирует
конститутивный гетерохроматин и участвует в ре-
прессии генов в промоторных участках [6, 7]. Так-
же H4K20me3 важен в подавлении транскрипции
повторяющейся ДНК и транспозонов [8]. Было
показано, что подавление экспрессии этого ги-
стона приводит к развитию злокачественных об-
разований [9]. Изучение возможных изменений в
организации ядрышка и гетерохроматиновых аг-
регатов в ходе постнатального онтогенеза и при
старении, поможет получить новые сведения о
функциональном состоянии таницитов в ходе
нормального развития.

Цель данного исследования состояла в изуче-
нии структурно-функциональной организации
ядрышка и конститутивного гетерохроматина в
различных типах таницитов в ходе постнатально-
го развития и при старении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования послужили

фрагменты промежуточного мозга крыс-самцов
линии Вистар пяти возрастных групп: 7, 14,
30 сутки постнатального развития (n = 3 для каж-
дого срока), взрослые животные (4–5 мес.) (n = 6),
старые животные (20–24 мес.) (n = 3). При содер-
жании и умерщвлении животных соблюдали
международные правила Хельсинской деклара-
ции о гуманном обращении с животными и “Пра-
вила проведения работ с использованием экспе-
риментальных животных” (приказ № 755 от
12.08.1977 г. МЗ СССР). Головной мозг был фик-
сирован в цинк-этанол-формальдегиде [10], обез-
вожен и залит в парафин обычным способом. Из-
готавливались фронтальные срезы толщиной 5 мкм
на уровне от –3.24 до –4.44 мм по отношению к
брегме [11]. После стандартной процедуры депа-
рафинирования срезы подвергали тепловому де-
маскированию в модифицированном цитратном
буфере S1700, pH 6.1 (Dako, Дания) в течение
23 мин в пароварке. Затем были поставлены двой-
ные иммуногистохимические реакции с использо-
ванием мышиных моноклональных антител к ви-
ментину (клон V-9, Dako) в разведении 1 : 100,
кроличьих поликлональных антител к нуклеоли-
ну/белку C23 (Abcam, Великобритания) в разве-
дении 1:200, мышиных моноклональных антител
к нуклеофосмину/белку B23 (клон FC82291, Sig-
ma-Aldrich, США) в разведении 1 : 100 и поликло-

нальных кроличьих антител к гистону H4K20me3
(Abcam) в разведении 1 : 500. В качестве вторич-
ных реагентов были использованы моновалент-
ный Fab-фрагмент антикроличьего иммуногло-
булина осла, конъюгированного с флуорохромом
Rhodamine Red-X (RRX) в разведении 1 : 50 (Jack-
son ImmunoReaserch, США) и моновалентный
Fab-фрагмент антимышиного иммуноглобулина
осла, меченые биотином в разведении 1 : 100
(Jackson ImmunoReaserch). Затем срезы обраба-
тывали конъюгатом стрептавидина с флуорохро-
мом Cy2 (Jackson ImmunoResearch) в разведении
1 : 200. Препараты заключали в водорастворимую
среду Fluorescence Mounting Medium (Dako). Ана-
лиз полученных препаратов проводили при по-
мощи конфокального лазерного микроскопа
LSM 710 (Zeiss, Германия). Обработку получен-
ных изображений и трехмерную реконструкцию
объектов проводили с помощью компьютерных
программ LSM Image Browser и ZEISS ZEN lite
(Zeiss). Определение диаметра ядрышек и их ко-
личества осуществляли в программах ZEISS Zen
lite и Fiji [12] при исследовании не менее 10 слу-
чайно выбранных клеток каждого типа таницитов
для каждого срока. В тех случаях, когда ядрышек
в ядре было больше одного, средний диаметр яд-
рышек рассчитывали для наибольшего ядрышка.
Данные представлены в виде средней ± стандарт-
ная ошибка средней. Для количества ядрышек
помимо абсолютных значений также рассчитыва-
ли медиану (Me). При проведении статистическо-
го анализа использовали программу Graph Pad
Prism 8. Применяли непараметрический крите-
рий Краскела–Уоллиса с дальнейшим сравнением
групп с помощью апостериорного критерия Данна.
Значимым считали различия групп при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
При проведении двойной иммуногистохими-

ческой реакции на виментин (маркер таницитов
и эпендимоцитов) и нуклеолин (маркер ядрыш-
ка) можно наблюдать, что в дорсальной области
дна третьего желудочка выстилка образована ку-
бовидными клетками – эпендимоцитами, кото-
рые затем замещаются отросчатыми клетками –
таницитами (рис. 1).

Наиболее дорсально среди таницитов распо-
ложены α1-танициты, отростки которых направ-
лены в вентромедиальное ядро гипоталамуса
(рис. 1, увеличенный фрагмент 1). У молодых и
взрослых животных для этих клеток характерно
присутствие от 1 до 4 ядрышек. В основном на-
блюдалось 1–3 ядрышка (97% случаев), и лишь в
единичных клетках встречалось 4 ядрышка (3%
случаев). У старых животных, как правило, число
ядрышек составляло 1–2, редко 3. Более вен-
трально относительно α1-таницитов располага-
ются α2-танициты. Отростки этих клеток направ-
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лены в аркуатное ядро (рис. 1, увеличенный фраг-
мент 2). У 7- и 14-дневных крысят число ядрышек
составляло 1–3, в то время как начиная с первого
месяца постнатального развития для этих клеток
характерно присутствие 1–2 ядрышек, у старых
животных в подавляющем большинстве случаев
наблюдалось 1 ядрышко. Латеральные области
срединного возвышения выстилают β1-таници-
ты, которые образуют многорядную структуру.
Центральную область срединного возвышения
занимают β2-танициты. Именно β-танициты
контактируют с капиллярами фенестрированно-
го типа. Для этих типов таницитов характерно на-
личие 1–2 ядрышек (рис. 1, увеличенные фраг-

менты 3 и 4 соответственно). Стоит отметить, что
ядрышки таницитов в подавляющем большин-
стве случаев локализуются на периферии ядра,
часто контактируя с ядерной оболочкой.

При измерении диаметра наибольшего из яд-
рышек было установлено, что диаметр ядрышек
изменяется с возрастом (табл. 1, рис. 2). Для всех
типов таницитов характерно увеличение разме-
ров этой субъядерной структуры в раннем пост-
натальном развитии (статистически достоверно
для 7 и 14 суток постанатального развития при
сравнении с одномесячными животными для
β1-таницитов и со взрослыми и старыми живот-
ными для всех типов таницитов). Максимальный

Рис. 1. Дно третьего желудочка головного мозга крысы. Взрослое животное. Двойная иммуногистохимическая реак-
ция на виментин (зеленый) и нуклеолин (красный). Одиночный оптический срез. Масштабный отрезок равен 200 мкм.
Увеличенные фрагменты: 1 – α1-танициты; 2 – α2-танициты; 3 – β1-танициты; 4 – β2-танициты. Проекция 16
(1 фрагмент), 26 (2 фрагмент), 21 (3 фрагмент) и 36 (4 фрагмент) оптических стеков. Объектив C-Apochromat 63x/1.20
W Korr M27. Водная иммерсия. Масштабный отрезок равен 5 мкм (1 фрагмент), 10 мкм (2 и 3 фрагменты) и 20 мкм
(4 фрагмент). Звездочка – полость третьего желудочка.
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размер ядрышка наблюдается у взрослых живот-
ных, в то время как при старении средний диа-
метр наибольшего ядрышка уменьшается. Кроме
того, наблюдается вариабельность в диаметре яд-
рышка среди различных типов таинцитов в пре-
делах одной возрастной группы. Так, у 30-днев-
ных крысят диаметр ядрышек α1- и α2-таницитов
статистически различался при сравнении с диа-
метром ядрышек β1-таницитов (p < 0.0001 для
обоих типов таницитов), а также различались раз-
меры ядрышек β1 и β2 таницитов (p = 0.0006).
У взрослых и старых крыс разница наблюдалась
между размерами ядрышек α1-таницитов с дру-
гими типами таницитов (α2, β1 и β2) (p < 0.0001
для всех групп сравнения, за исключением α1 и α2 у
старых животных, здесь p = 0.0003). У 14-дневных
крысят различались ядрышки α1 и β1 таницитов
(p = 0.0071). У 7-дневных крысят статистически
значимой разницы между размерами ядрышек не
наблюдалось. Данные по количеству ядрышек и
их размеру на разных этапах постнатального он-
тогенеза представлены в таблице 1.

Для более подробного изучения структурно-
функциональной организации ядрышка была по-
ставлена двойная иммуногистохимическая реак-
ция к аргентофильным белкам ядрышка – нук-
леолину (белок C23) и нуклеофосмину (белок B23),
которые опосредуют гистохимическую окраску
ядрышка методом серебрения (метод Ag-NOR).
Было установлено, что характер распределения
этих двух белков в ядре отличается. Нуклеолин,
как правило, распределен в форме тора, или дво-
яковогнутого диска (рис. 4а), в то время как цен-
тральная часть ядрышка либо не окрашивается,

либо окрашивается, но очень слабо, а также при-
сутствует в виде отдельных скоплений в нуклео-
плазме всех типов таницитов. В то время как нук-
леофосмин локализуется только в ядрышках та-
ницитов. Кроме того, характер распределения
нуклеофосмина в этих субъядерных структурах
сильно отличается от ядрышка к ядрышку. Как
правило, белок B23 распределен в виде кольца по
периферии ядрышка (рис. 3а). Реже этот белок
может локализоваться в пределах ядрышка в виде
двояковогнутого диска (рис. 3б), подковы (рис. 3в),
отдельных глобул внутри ядрышка (рис 3г), а так-
же распределяться в виде структуры округлой
формы с поверхностной бороздой (рис. 3д, 3е).
При старении характер распределения не меняет-
ся, однако центральная часть ядрышка, где нук-
леолин и нуклеофосмин практически не присут-
ствует, становится более выраженной (рис. 4а).

При изучении распределения конститутивно-
го гетерохроматина в таницитах и его простран-
ственных взаимоотношениях с ядрышком была
поставлена двойная иммуногистохимическая ре-
акция к H4K20me3 и нуклеофосмину. В таници-
тах конститутивный гетерохроматин представлен
в виде отдельных скоплений округлой формы.
Они локализуются преимущественно по перифе-
рии ядра, однако встречаются и диффузно рас-
пределенные глыбки небольшого размера, лежа-
щие в центральной области ядра. Было выявлено,
что характерным признаком для всех типов тани-
цитов является увеличение размеров самих гете-
рохроматиновых глобул в раннем развитии. При
старении в α-таницитах значительно увеличива-
ется содержание гетерохроматина как по перифе-

Таблица 1. Морфофункциональные характеристики ядрышек различных популяций таницитов в ходе постна-
тального онтогенеза и при старении

Параметр Возраст
Субпопуляция таницитов

α1 α2 β1 β2

Количество ядрышек

P7
1–4

Me = 2
1–3

Me = 2
1–3

Me = 2
1–2

Me = 2

P14
1–3

Me = 2
1–3

Me = 2
1–2

Me = 2
1–3

Me = 1

P30
1–4

Me = 2
1–2

Me = 2
1–2

Me = 1
1–3

Me = 1

4–5 мес.
1–4

Me = 2
1–3

Me = 2
1–2

Me = 1
1–2

Me = 1

20–23 мес.
1–3

Me = 1
1–2

Me = 1
1–2

Me = 1
1–2

Me = 1

Среднее значение 
диаметра наибольшего ядрышка ± 
± ошибка среднего, мкм

P7 1.492 ± 0.03 1.473 ± 0.03 1.479 ± 0.04 1.360 ± 0.06
P14 1.367 ± 0.05 1.489 ± 0.07 1.623 ± 0.05 1.513 ± 0.06
P30 1.528 ± 0.03 1.516 ± 0.04 1.991 ± 0.06 1.612 ± 0.07

4–5 мес. 1.679 ± 0.04 2.087 ± 0.05 2.171 ± 0.05 2.059 ± 0.07
20–23 мес. 1.611 ± 0.04 1.948 ± 0.06 2.068 ± 0.06 2.202 ± 0.1
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Рис. 2. Возрастная динамика в размерах ядрышка различных субпопуляций таницитов. Черная линия показывает ста-
тистически значимую разницу между разными типами таницитов в пределах одного возраста. Цветные линии пока-
зывают статистически значимую разницу в диаметре ядрышек в каждой из популяций таницитов (в соответствии с ле-
гендой) между разными возрастными группами. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001.

3

2

1

0
OldAdultP30P14P7

Возраст

Д
иа

м
ет

р 
яд

ры
щ

ек
, м

км

*** ***

****
****

***

****

************
** ***

α1

β1

α2

β2

*******

***
**** **** ****

*****************
***
**********

*******

Рис. 3. Характер распределения нуклеофосмина (белка B23) в ядрышках таницитов. Конфокальная лазерная микро-
скопия. Трехмерная реконструкция. а, б, в – α1-танициты, старые животные; г, е – β1-танициты, старые животные;
д – α1-танициты, 7 сутки постнатального развития. Масштабный отрезок 2 мкм.
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рии ядер клеток, так и в центральных областях яд-
ра, а в α1-таницитах может формировать сплош-
ной периферический гетерохроматиновый слой
(рис. 5). В β-таницитах содержание гетерохрома-
тиновых агрегатов при старении меняется незна-
чительно. При изучении пространственного рас-
положения гетерохроматиновых скоплений от-
носительно ядрышек было установлено, что в
первую неделю развития и у старых животных в
α1-таницитах почти все ядрышки погружены в
гетерохроматин и окружены им со всех сторон
(рис. 5). В α2- и β-таницитах в первую неделю
развития, а также во всех типах таницитов на бо-
лее поздних сроках развития наблюдается нали-
чие околоядрышкового гетерохроматина, кото-
рый примыкает к ядрышку с одной из сторон в
виде небольшой глобулы (рис. 6). Полностью по-
груженных в гетерохроматин ядрышек на этих
сроках выявлено не было. Однако у большинства
ядрышек в области примыкания гетерохроматина
формируется зона перекрывания (колокализа-
ции) нуклеофосмина и H4K20me3. Как правило,
это зона небольшая и находится на границе со-
прикосновения этих двух белков (рис. 4б). В еди-
ничных случаях встречается околоядрышковый
гетерохроматин, который формирует впячивание
в глубь ядрышка (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование архитектуры клеточного ядра в

настоящее время является одним из магистраль-
ных направлений современной клеточной биоло-
гии. В нейробиологических исследованиях на-
коплен большой массив данных об организации
ядра и его компонентов нейронов различных

структур головного мозга [13–15], в то время как
анализу глиальных клеток, в частности таници-
тов, в этой области уделено незаслуженно мало
внимания [16]. Кроме того, исследования, посвя-
щенные организации ядра таницитов в постна-
тальном развитии и при старении, ранее не про-
водились. В связи с этим данные, представленные в
настоящем исследовании, являются актуальны-
ми как для нейробиологии, так и для клеточной
биологии в целом.

В рамках представленной работы нами были
изучены ядрышки различных типов таницитов в
раннем постнатальном развитии и при старении.
Было установлено, что в раннем развитии коли-
чество ядрышек не меняется, однако при старе-
нии наблюдается уменьшение их числа. Кроме
того, с возрастом для таницитов характерно уве-
личение размеров этой субъядерной структуры.
Полученные результаты соотносятся с литератур-
ными данными. Было показано, что ядрышковые
организаторы (nucleolar organizer regions, NORs),
число которых определяет максимально возмож-
ное число ядрышек в клетке, имеют тенденцию с
возрастом объединяться и формировать более
крупные ядрышки [17]. Также была продемон-
стрирована завимость размера ядрышек и синте-
тической активности клетки, а также числа ядры-
шек и степени дифференицировки клетки [18, 19].
Это может свидетельствовать, что уменьшение
числа ядрышек таницитов с возрастом происхо-
дит вследствие слияния ядрышек в более круп-
ные, а также с закономерным увеличением синте-
тической активности по мере становления и фор-
мирования клеток в ходе раннего постнатального
развития.

Рис. 4. Профиль интенсивности флуоресценции исследуемых белков в ядрышке таницитов. Конфокальная лазерная
микроскопия. Одиночный оптический срез. а – Распределение аргентофильных белков нуклеолина (красный цвет) и
нуклеофосмин (зеленый цвет) в ядрышке таницитов у старых животных (20–24 мес). Стрелкой отмечена область наи-
меньшей флуоресценции обоих белков. Головка стрелки указывает на пики флуоресценции зеленого и красного ка-
налов. б – Зона колокализации H4K20me3 (красный цвет) и нуклеофосмина (зеленый цвет) в ядрышке таницитов у
старых животных (20–24 мес). Область колокализации (желтый цвет) отмечена толстой стрелкой.
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Также нами была отмечена разница в органи-
зации ядрышек среди различных типов таници-
тов, которые, несмотря на то что являются единой
популяцией клеток, все же значительно отлича-
ются по своим функциональным и цитохимиче-
ским свойствам. Это связано с тем, что они взаи-
модействуют с разными структурами в медиаба-
зальном гипоталамусе и опосредуют их функции.
Начиная с 30-х суток постнатального развития,
самое крупное ядрышко присутствует в β1-тани-
цитах, в то время как размеры ядрышек других
типов исследуемых клеток не различались между

собой статистически значимо. У взрослых и ста-
рых животных крупные ядрышки встречаются в
α2-, β1- и β2-таницитах. Это может указывать на
то, что для β1-таницитов высокая синтетическая
активность характерна еще в раннем постнаталь-
ном развитии, в то время как для α2- и β2-тани-
цитов она свойственна в более поздние сроки раз-
вития. Кроме того, полученные данные позволяют
выделить популяцию α1-таницитов, для которой
типично наличие некрупных ядрышек, но их ко-
личество больше, чем в других типах анализируе-
мых клеток (за исключением α2-таницитов) на

Рис. 5. Распределение гетерохроматиновых агрегатов в α1-таницитах. Двойная иммуногистохимическая реакция на
H4K20me3 (красный цвет) и нуклеофосмин (зеленый цвет). Трехмерная реконструкция 28 (а) и 29 (б) оптических сре-
зов (режим Transparent). Объектив alpha Plan-Apochromat 100x/1.46 Oil DIC M27 (масляная иммерсия). а – 7 сутки
постнатального развития, б – старое животное (20–24 мес.). Стрелки указывают на гетерохроматиновые скопления.
Звездочка – полость желудочка.

5 мкмa б 5 мкм

*
*

Рис. 6. Околоядрышковый гетерохроматин в β2-таницитах. Двойная иммуногистохимическая реакция на H4K20me3
(красный цвет) и нуклеофосмин (зеленый цвет). Трехмерная реконструкция 24 оптических срезов (а – режим Transpar-
ent; б – модуль Maximum). а – Стрелки указывают на околоядрышковый гетерохроматин. Масштабный отрезок равен
5 мкм. б – Стрелкой отмечен околоядрышковый гетерохроматин, формирующий впячивание в глубь ядрышка. Двой-
ной стрелкой отмечены гетерохроматиновые скопления на периферии ядра таницитов. Масштабный отрезок равен 2 мкм.

a б
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протяжении всего постнатального развития. Это
соответствует мнению о том, что именно этот тип
таницитов осуществляет только транспортную,
но не секреторную функцию. Кроме того, по-
скольку количество ядрышек коррелирует со сте-
пенью дифференцировки клетки, то присутствие
большого числа ядрышек может указывать и на
разную способность таницитов к пролиферации.
Так, согласно литературным данным, в раннем
постнатальном развитии все типы таницитов ха-
рактеризуются способностью к пролиферации и
дифференцировке в нейроны и глию, в то время
как у половозрелых животных это свойство
сохраняется только у α-таницитов, а β-танициты
являются коммитированными нейральными
прогениторными клетками [1].

В рамках представленной работы нами были
изучены два основных аргентофильных белка яд-
рышка – нуклеолин (белок C23) и нуклеофосмин
(белок B23/NPM1). Было установлено, что и для
нуклеолина, и для нуклеофосмина типично рас-
пределение в виде кольца или двояковогнутого
диска. Однако характер распределения этих бел-
ков в ядрышках таницитов несколько различает-
ся. Так, пик интенсивности флуоресценции этих
белков не совпадает: пик интенсивности флуо-
ресценции нуклеолина располагается ближе к
центру, по сравнению с нуклеофосмином, кото-
рый тяготеет к периферии ядрышка (рис. 4а). Ве-
роятно, такое распределение связано с тем, что,
хотя оба этих белка задействованы в биогенезе
рибосом, они вовлечены в разные этапы сборки
прорибосомных частиц. Так, нуклеолин имеет
высокую аффинность к одноцепочечной рДНК, в
области нетранскрибируемого спейсера рДНК,
расположенного выше сайта инициации тран-
скрипции и, как следствие, регулирует тран-
скрипцию рРНК, а также этот белок необходим
для созревания рРНК и правильной сборки рибо-
сомных частиц, т.е. задействован в ранних этапах
созревания рибосомных субъединиц [20, 22].
Нуклеофосмин регулирует поздние этапы созре-
вания рибосомных частиц, а именно он регулирет
препроцессинг рРНК, действуя как эндорибону-
клеаза, осуществялет высвобождение 28S рРНК
посредством связывания со вторым внутренним
транскрибируемым спейсером (ITS2) пре-РНК, а
также задействован в экспорте субъединиц рибо-
сом в цитоплазму [23, 24]. Отсутствие реакции ли-
бо слабая реакция к изучаемым белкам в цен-
тральных областях ядрышка может быть связано с
тем, что часто здесь может локализоваться фиб-
риллярный центр (ФЦ), в котором изучаемые
белки, как правило, отсутствуют, что особенно
отчетливо видно в крупных нейронах, где описан
гигантский ФЦ [25].

Известно, что белок C23 является многофунк-
циональным белком и выявляется в ядрышке,
нуклеоплазме, цитоплазме и на плазматической

мембране разных клеток. Различные посттранс-
ляционные модификации нуклеолина и осу-
ществление челночного транспорта опосредуют
его многофункциональность. Было показано, что
этот белок, помимо участия в биогенезе рибосом,
задействован в организации и стабильности хро-
матина, метаболизме ДНК и РНК, цитокинезе,
пролиферации клеток и их выживании, ангиоге-
незе, регуляции апоптоза, реакции на стресс и
процессинге микроРНК, участии в межклеточ-
ном сигналинге, а также задействован в ряде па-
тологических процессов [20, 25, 26]. В настоящем
исследовании было установлено, что в таницитах
нуклеолин помимо ядрышка также локализовал-
ся в нуклеоплазме в виде диффузно распределен-
ных глыбок, но не в цитоплазме и не на плазмати-
ческой мембране клеток. Неравномерность рас-
пределения нуклеолина в пределах нуклеоплазмы
может быть связана с тем, что этот белок может
выступать в качестве шаперона гистонов и ло-
кально регулировать транскрипционную актив-
ность различных генов. В то время как отсутствие
этого белка в цитоплазме и на плазматической
мембране может быть связана либо с недостаточ-
ной чувствительностью иммуногистохимическо-
го метода для выявления небольшого содержания
этого белка в этих клеточных компартментах, ли-
бо с тем, что в таницитах, этот белок преимуще-
ственно задействован в ядрышковых и ядерных
процессах.

В свою очередь, нуклеофосмин выявлялся
только в пределах ядрышка исследуемых клеток.
Согласно литературным источникам, нуклеофос-
мин локализуется в ядрышке (80% от общего со-
держания белка) и в нуклеоплазме (20% от обще-
го содержания белка), а также может курсировать
между ядрышком, цитоплазмой и плазматиче-
ской мембраной, осуществляя челночный транс-
порт различных белков. Существует две изофор-
мы нуклеофосмина – B23.1 и B23.2. N-Концевой
и центральный домены у этих изоформ идентич-
ны, в то время как C-концевой домен (имеющий
сигнал ядрышковой локализации, Nucleolar local-
isation signal, NoLS) присутствует только в изо-
форме B23.1. Это обуславливает преимуществен-
ную локализую изоформы B23.1 в ядрышке, а
B23.2 – в нуклеоплазме [27]. В настоящем иссле-
довании были использованы антитела, которые
выявляют C-концевой участок белка B23, т.е.
изоформу B23.1, что объясняет его идентифика-
цию только в пределах ядрышка таницитов.

Распределение гетерохроматиновых агрегатов
также является важной характеристикой клеточ-
ного ядра. Гетерохроматин входит в состав сразу
нескольких ядерных субкомпартментов, таких
как ламинассоциированные домены, теломерные
и центромерные участки, околоядрышковый ге-
терохроматин и др. В данном исследовании было
показано, что с возрастом наблюдается увеличе-
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ние размеров гетерохроматиновых скоплений в
ядрах α1-таницитов, при этом в β-таницитах со-
держание гетерохроматина меняется незначи-
тельно. В литературных источниках данные об
изменении содержания конститутивного гетеро-
хроматина при старении противоречивы. Соглас-
но одним данным, при старении происходит зна-
чительное снижение гетерохроматизации в клет-
ках различных типов, так называемая “модель
старения с потерей гетерохроматина” (heteroch-
romatin loss model of aging) [28, 29]. Однако в ис-
следовании Lezhava [30] было показано, что при
старении в лимфоцитах человека происходит ин-
тенсивная гетерохроматизация хромосом. Пред-
полагается, что в данном случае возрастное (по-
сле 70 лет) накопление хромосомных аберраций и
аннеуплоидий, происходит вследствие активной
гетерохроматизации ДНК и невозможности фи-
зического доступа репаративных ферментов к
этим участкам. Прогрессивное усиление гетеро-
хроматинизации при старении способствует
инактивации ряда ранее функционирующих “ак-
тивных генов”. Это приводит к блоку определен-
ных этапов метаболических процессов клеточных
систем, которые происходят в норме, в результате
чего недостаток многих специфических фермен-
тов рано или поздно приводит к патологиям ста-
рения [30]. Вероятно, α-танициты также являются
тем типом клеток, которые подвергаются гетеро-
хроматизации при старении, что может отражать-
ся на их функциях. В этом отношении при старе-
нии β-танициты характеризуются стабильностью
организации изучаемых компартментов клеточ-
ного ядра, что, возможно, связано с их уникальной
локализацией в области срединного возвышения,
где располагаются капилляры фенестрированно-
го типа (т.е. лишенные гематоэнцефалического
барьера). Вероятно, это необходимо для поддер-
жания нормального функционирования не толь-
ко самих β-таницитов, но и адекватной работы
гипоталамо-гипофизарной оси в целом.

При изучении пространственных взаимоотно-
шений ядрышек и гетерохроматина было уста-
новлено, что ядрышки всех типов таницитов на
всех исследованных сроках находятся в тесной
ассоциации с околоядрышковым конститутив-
ным гетерохроматином. В области их контакта
формируется зона колокализации, что может
свидетельствовать о структурно-функциональ-
ном взаимодействии этих двух компартментов.
Известно, что нуклеофосмин имеет сайты связы-
вания с тетрамером гистонов H3-H4 и H2A-H2B,
а также линкерным гистоном H1. Связываясь с
гистоном, белок B23 выступает в качестве шапе-
рона гистонов, и принимает участие в формиро-
вании нуклеосомной частицы [31]. Ранее Lafarga
и соавт. [32] в своих работах показали, что около-
ядрышковый гетерохроматин в ряде случаев фор-
мирует впячивание – хроматиновую ножку (chro-

matine pedicle), которая проходит через ПФК и
касается фибриллярного центра ядрышка. Нами
также было обнаружено, что в единичных клетках
встречается околоядрышковый гетерохроматин,
который формирует впячивание в глубь ядрышка.

Таким образом, настоящее исследование пред-
ставляет собой первый сравнительно-онтогене-
тический анализ ядрышек и конститутивного ге-
терохроматина в различных типах таницитов в
ходе раннего постнатального развития и при ста-
рении. В данной работе была показана гетероген-
ность как в размерах ядрышек, так и в их количе-
стве не только между различными субпопуляция-
ми таницитов, но и в возрастном аспекте, что
может свидетельствовать о различном функцио-
нальном статусе этих клеток. Так, было показано
увеличение размеров ядрышек и уменьшения их
количества с возрастом, что, вероятно, говорит о
закономерном увеличении синтетической актив-
ности по мере становления и формирования кле-
ток в ходе раннего постнатального развития.
Впервые описано распределение главных арген-
тофильных белков ядрышка, нуклеолина и нук-
леофосмина, а также конститутивного гетерохро-
матина в таницитах на различных этапах разви-
тия. Было продемонстрировано, что нуклеолин и
нуклеофосмин имеют различную пространствен-
ную локализацию в пределах ядрышка. Распреде-
ление гетерохроматиновых скоплений различается
среди субпопуляций таницитов в ходе старения:
α-танициты подвержены интенсивной гетеро-
хроматизации, в то время как β-танициты харак-
теризуются стабильностью организации изучае-
мых компартментов клеточного ядра. Полученные
данные существенно дополняют современное
представление об организации ядрышкового ап-
парата и гетерохроматина в таницитах в ходе нор-
мального развития и старения, что создает усло-
вия для определения роли этих субъядерных
структур в патологических процессах при различ-
ного рода повреждающих воздействиях.

Представленные изображения получены с по-
мощью оборудования Центра коллективного
пользования научным оборудованием “Микро-
биом человека” при ФГБНУ “Институт экспери-
ментальной медицины”.
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Structural Characteristic of Nucleolus and Heterochromatin 
Aggregates of Rat Brain Tanycytes

D. A. Sufieva1, *, I. M. Pleshakova1, D. E. Korzhevskii1

1Institute of Experimental Medicine, Saint Petersburg, 197376 Russia
*e-mail: dinobrione@gmail.com

This work was aimed at studying the structural organization of nucleolus and constitutive heterochromatin in
different types of tanycytes during postnatal development and aging of rats. Using immunohistochemical
methods and confocal laser microscopy, the distribution of nucleolus argentophilic proteins (nucleolin and
nucleophosmin) and heterochromatin aggregates in tanycytes at various stages of postnatal development were
described for the first time. The heterogeneity of size and number of nucleoli was demonstrated both in dif-
ferent tanycyte subpopulations and at different ages of an animal. This may indicate a different level of the
tanycyte synthetic activity and the ability to proliferate during early postnatal development and aging. During
aging, the distribution of heterochromatin aggregates differed among tanycyte subpopulations: α-tanycytes
undergo intense heterochromatization, while β-tanycytes are characterized by a stable organization of the
studied compartments of the cell nucleus. The data obtained significantly supplement the modern under-
standing of organization of the structure of the cell nucleus of tanycytes during normal development and aging.
This can subsequently serve as a basis for establishing the role of these subnuclear structures in pathological
processes.

Keywords: tanycytes, nucleolus, constitutive heterochromatin, development, aging, nucleolin, nucleophos-
min, H4K20me3, immunohistochemistry, confocal laser microscopy



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ, 2021, том 38, № 5, с. 374–387

374

НЕЙРОДЕГЕНЕРАЦИЯ АЛЬЦГЕЙМЕРОВСКОГО ТИПА.
ВОЗМОЖНАЯ КОРРЕКЦИЯ УХУДШЕНИЯ ПАМЯТИ

ПРИ ВНУТРИВЕННОМ ВВЕДЕНИИ ПРЕПАРАТА ЭКЗОСОМ
© 2021 г.   Р. А. Полтавцеваa, *, Н. В. Бобковаb, Д. Ю. Ждановаb,

Е. В. Свирщевскаяa, c, Г. Т. Сухихa

aНациональный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии
им. академика В.И. Кулакова Министерства здравоохранения РФ, Москва, 117997 Россия

bИнститут биофизики клетки РАН,  ФИЦ ПНЦБИ РАН, Пущино, Московская обл., 142290 Россия
cИнститут биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН,

Москва, 117997 Россия
*e-mail: rimpol@mail.ru

Поступила в редакцию 02.03.2021 г.
После доработки 16.05.2021 г.

Принята к публикации 16.05.2021 г.

Болезнь Альцгеймера (БА) остается одной из социально значимых патологий, при которой до сих
пор отсутствует эффективная терапия. Целью данной работы являлся анализ эффективности внут-
ривенного (в/в) введения экзосом из кондиционированной среды, полученной при культивирова-
нии мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток Вартонова студня пупочного канатика
человека. Экзосомы выделяли с помощью колоночной фильтрации в гравитационном поле и харак-
теризовали по экспрессии специфичных маркеров и связыванию с клетками фибробластов мыши
L929 in vitro. На модели спорадической формы БА было показано, что в/в введение экзосом предот-
вращало ухудшение пространственной памяти у ольфакторно бульбэктомированных мышей (ОБЭ).
Терапевтический эффект, по-видимому, обусловлен способностью экзосом проникать в мозг ОБЭ
животных, что было подтверждено визуализацией флуоресцентно-меченных экзосом в коре и гип-
покампе после их в/в введения.

Ключевые слова: болезнь Альцгеймера, мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки
Вартонова студня пупочного канатика человека, экзосомы, модель спорадической формы болезни
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ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Альцгеймера (БА) – неизлечимое

прогрессирующее нейродегенеративное заболе-
вание, при котором происходит постепенная по-
теря памяти и ухудшение когнитивных функций
[1–3]. Считается, что накопление белка бета-
амилоида (Aβ) является ключевым событием в
патогенезе БА [1]. Предполагается, что к 2050 го-
ду число заболевших БА может достичь 100 мил-
лионов человек, если не будут найдены подходы к
лечению, которые способны остановить или за-
медлить прогрессирование заболевания [4–6].
Одной из причин неудач в разработке эффектив-
ных средств лечения этого тяжелого недуга явля-
ется отсутствие валидированных моделей in vivo
наиболее распространенной ненаследственной
спорадической формы БА. Ольфакторно буль-
бэктомированные (ОБЭ) животные демонстри-
руют основные поведенческие, морфологиче-

ские, биохимические и иммунологические при-
знаки, характерные для развития БА у человека,
что позволяет их использовать как модель данно-
го заболевания [7, 8].

Среди разрабатываемых терапевтических под-
ходов к лечению БА и других нейродегенератив-
ных заболеваний особое место принадлежит кле-
точной терапии, основанной на использовании
трансплантации различных клеток донора в орга-
низм реципиента [9, 10]. Наиболее изученными
для использования в регенеративной медицине
являются мультипотентные мезенхимальные стро-
мальные клетки (ММСК), которые получили
широкую известность за счет своей способности
направленной миграции в поврежденный орган и
участию в его восстановлении [11, 12]. Так, Zhao-
Hong Xie и соавт. в своем исследовании на транс-
генной APP/PS1 модели БА [13] показали, что
после внутривенного (в/в) введения мультипо-
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тентных мезенхимальных стромальных клеток из
Вартонова студня пупочного канатика (ММСК-ВС)
человека происходило значительное улучшение
пространственного обучения и замедление ухуд-
шения памяти, что было вызвано уменьшением
отложения Aβ и понижением уровня его раство-
римой формы.

Однако в настоящее время известно, что поло-
жительный эффект обусловлен не столько за счет
выживания трансплантированных ММСК и их
последующей дифференцировки, а главным
образом за счет выделяемых ими растворимых
факторов, которые включают белковую и везику-
лярную фракции [9, 14–16]. Белковая фракция
содержит различные пептиды, цитокины и росто-
вые факторы, а везикулярная включает экстрак-
леточные везикулы, которые подразделяют на
микровезикулы и экзосомы [14, 17].

Экзосомы – мембранные образования, диа-
метром 30–100 нм, представляющие собой био-
логические наноконтейнеры, которые принимают
участие в различных физиологических процессах,
перенося заключенные в их составе белки, нук-
леотиды и аминокислоты, жирные кислоты,
мРНК, микроРНК и другие биологически актив-
ные соединения к клеткам-реципиентам, тем са-
мым принимая участие в межклеточной комму-
никации [6, 17, 18]. Кроме того, экзосомы лише-
ны таких отрицательных свойств ММСК, как
необходимость их иммунологической совмести-
мости с тканью реципиента [10, 19].

В данной работе предпринята попытка визуа-
лизации проникновения в мозг меченых экзосом,
выделенных из ММСК-ВС, при их системном в/в
введении с особым вниманием на возможность
их локализации в гиппокампе и височной коре, в
структурах мозга, принимающих участие в обуче-
нии и памяти. А также оценен терапевтический
эффект экзосом на состояние пространственной
памяти на модели спорадической формы болезни
Альцгеймера у ОБЭ мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение ММСК из Вартонова студня ткани
пупочного канатика и их характеристика. Первич-
ная культура ММСК была выделена из Вартонова
студня ткани пупочного канатика. Забор матери-
ала производился с письменного информирован-
ного согласия здоровых обследованных рожениц
после операции кесарева сечения. Дальнейшее
выделение ММСК проводили в соответствии с
протоколом, описанным нами ранее [20]. Куль-
тивирование клеток проводили в атмосфере 5%
CO2 при 37°С в среде DMEM/F12 (1 : 1, Gibco,
США) с добавлением 10% фетальной телячьей
сыворотки, 2 мM L-глутамина, 100 ед/мл пени-
циллина и 100 мкг/мл стрептомицина (ПанЭко,

Россия) в культуральных флаконах 25 см2 (Сorning,
США). Смену среды на 50% проводили, как пра-
вило, через трое суток. При достижении состоя-
ния 80% конфлюэнтности клетки пассировали в
соотношении 1 : 2. Для снятия клеток с поверхно-
сти пластика применяли 0.05% раствор трипсина
(ПанЭко). Экспрессию поверхностных маркеров
ММСК анализировали с помощью проточной
цитометрии с использованием первичных анти-
тел, конъюгированных с фикоэритрином (PE), к
CD90, CD105, CD73, CD19, HLA-DR и конъюги-
рованных с FITC HLA-ABC (BD, США), соглас-
но протоколу фирмы-производителя [21]. Изме-
рения проводили на приборе FACSCalibur (BD,
США).

Выделение экзосом из культуральной жидкости
ММСК-ВС и их характеристика. Для выделения
экзосом использовали кондиционированную
среду (КС), полученную при культивировании
ММСК-ВС третьего пассажа. При достижении
состояния 80% конфлюэнтности монослой от-
мывали 0.9% физиологическим раствором (ФР),
добавляли бессывороточную среду DMEM/F12
(Thermo, США), 2 мM L-глутамина, 100 ед/мл пе-
нициллина и 100 мкг/мл стрептомицина. Клетки
культивировали в течение двух суток при 37°C в
атмосфере 5% CO2, затем отбирали КС, центри-
фугировали 10 мин при 200 g с целью удаления
клеточного дебриса. Полученную КС использо-
вали для выделения экзосом, которое осуществ-
ляли при помощи коммерческого набора для уль-
трафильтрации Exo:pure (Prostagnost, Россия) со-
гласно протоколу производителя.

Наличие экзосом в выделенной фракции под-
тверждали с использованием антител к CD9,
СD63 и CD81 человека, конъюгированных с PE,
APC и FITC соответственно (Miltenyi Biotec, Гер-
мания), которые являются специфичными транс-
мембранными маркерами экзосом [22–24]. Об-
разцы экзосом инкубировали с антителами 60 мин
при 4°C, после чего 1 раз отмывали методом цен-
трифугирования при 38000 g в течение 20 мин и
анализировали на цитофлуориметре.

Для анализа проникновения экзосом в голов-
ной мозг и их локализации экзосомы окрашивали
1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine
perchlorate (Dil, Invitrogen, США). Для окрашива-
ния 1 мл экзосом инкубировали с 10 мкл 20 мМ
Dil в течение 20 мин, затем 3 раза отмывали ФР с
центрифугированием 38000 g в течение 20 мин.
Полученный осадок растворяли в 1 мл ФР.

Для визуализации экзосом использовали клет-
ки фибробластов мыши L929, которые культи-
вировали в атмосфере 5% СО2 при 37°С в среде
RPMI-1640 с добавлением 7% фетальной теля-
чьей сыворотки, 2 мM L-глутамина, 100 ед/мл пе-
нициллина и 100 мкг/мл стрептомицина на сте-
рильных покровных стеклах до состояния адге-
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зии. В культуры вносили меченные Dil экзосомы
и инкубировали 1 ч при 37°C в атмосфере CO2.
Для контрастного окрашивания мембран клеток
в последние 10 мин вносили маркер аппарата
Гольджи BODYPI-C7-Cer (Sigma, США) и ядер-
ный краситель DAPI (Sigma). По окончании ин-
кубации клетки фиксировали 2% параформаль-
дегидом (Sigma), отмывали ФР и заливали поли-
меризующей средой Mowiol 4.88 (Calbiochem,
США). Анализ проводили на конфокальном мик-
роскопе Eclipse TE2000 (Nikon).

Изучение проникновения экзосом в головной
мозг мышей после в/в введения. Для оценки воз-
можного проникновения и распределения экзо-
сом в головном мозге мышей при в/в введении
раствор флуоресцентно-меченых экзосом или ФР
в объеме 10 мкл/мышь, содержащих приблизи-
тельно 108 экзосом, вводили в/в в хвостовую вену
заранее подготовленных групп 6-месячных мы-
шей-самцов линии NMRI весом 25–30 г. Спустя
4 ч после введения экзосом мышам вводили вну-
трибрюшинно летальную дозу нембуталового нар-
коза (60 мг/кг) и осуществляли транскардиаль-
ную перфузию мозга охлажденным ФР. Мозг
быстро извлекали на холоде и помещали в 4% рас-
твор параформальдегида для дальнейшего прове-
дения гистологического анализа. С этой целью
готовили фронтальные срезы мозга толщиной
30 мкм на микротоме Техном МЗП-01 (Россия).
Для анализа распределения экзосом в мозге ис-
пользовали флуоресцентную и световую микро-
скопию (Leica DM 6000 B, Германия).

Модель спорадической формы болезни Альцгей-
мера на мышах. Для проведения экспериментов
по анализу возможности проникновения исполь-
зуемых экзосом в головной мозг, а также по изу-
чению влияния в/в введения препарата экзосом
на пространственную память были отобраны
6-месячные мыши-самцы линии NMRI весом
25–30 г. Содержание мышей осуществлялось по
5–6 особей в клетке со свободным доступом к
воде и стандартизированному корму в условиях
естественной освещенности при температуре
воздуха 21–23°С. Все исследования проводились
в полном соответствии с Руководством по содер-
жанию и уходу за лабораторными животными и
правилами надлежащей лабораторной практики
(приказ МЗ РФ от 01.04.2016 г., № 199н).

Удаление обонятельных луковиц проводили
путем их двухсторонней аспирации через трепа-
национное отверстие в черепе со стереотаксиче-
скими координатами AP – 3, LM – 0, H – 2.5
в стерильных условиях у животных, которые на-
ходились под нембуталовым наркозом (40 мг/кг,
внутрибрюшинно). При проведении процедуры
скальпирования для местного обезболивания
подкожно вводили 0.5% раствор новокаина. Кон-
трольными животными являлись ложноопериро-

ванные (ЛО) мыши, подвергнутые аналогичной
процедуре, за исключением удаления обонятель-
ных луковиц. По окончании операции для про-
филактики развития инфекции каждому живот-
ному в мышцу задней лапы вводили антибиотик
бициллин 5 в дозе 6000 ед.

Изучение эффекта в/в введения экзосом на про-
странственную память. Все животные были рас-
пределены по группам, включающим по 5–6 мышей
в каждой: контрольные ольфакторно бульбэкто-
мированные (ОБЭ + ФР) и ложнооперированные
мыши с в/в введением ФР (ЛО + ФР); ольфактор-
но бульбэктомированные (ОБЭ + ЭКЗ) и ложно-
оперированные (ЛО + ЭКЗ) мыши с в/в введени-
ем раствора экзосом. Спустя две недели после
операции начинали в/в введение раствора экзо-
сом или ФР, которое осуществляли 2 раза в неде-
лю в течение 3 недель.

Для проведения исследований по определе-
нию эффекта в/в введения раствора экзосом из
ММСК-ВС животным вводили по 10 мкл раство-
ра экзосом в ФР, содержащих приблизительно
108 экзосом, или только ФР в хвостовую вену жи-
вотного. Через две недели после первого из шести
введений экзосом начинали обучение ЛО и ОБЭ
животных пространственному навыку в водном
лабиринте Морриса. Для этой цели применялся
круглый бассейн диаметром 80 см и глубиной
30 см, заполненный водой, с температурой 23°С.
Площадь бассейна условно делилась на четыре
равных сектора, в один из которых (третий отсек)
при обучении помещалась спасательная плат-
форма 5 см в диаметре, которую на 0.5 см погру-
жали под поверхность воды. Для того чтобы жи-
вотное не могло визуально обнаружить спаса-
тельную платформу, вода забелялась раствором
сухого молока. До начала обучения в условиях ви-
димой спасательной платформы у животных про-
веряли умение плавать и сохранность зрения.
Смысл обучения состоял в том, чтобы за время
теста животное могло найти спасательную плат-
форму и по внешним визуальным стимулам окру-
жающей обстановки запомнить ее местоположе-
ние в бассейне. Общая продолжительность обу-
чения составляла пять дней по 4 ежедневных
одноминутных сеанса. Скорость обучения оце-
нивали по величине уменьшения латентного
периода нахождения скрытой платформы. По ис-
течению суток с момента окончания обучения
осуществляли тестирование уровня простран-
ственной памяти в течение одной минуты, но уже
в условиях отсутствия спасательной платформы.
Состояние пространственной памяти анализиро-
вали по двум параметрам: по времени пребывания
животного в каждом секторе, а также по количе-
ству заходов в каждый сектор бассейна, выражен-
ному в процентах от общего числа посещений.
После завершения поведенческого тестирования
проводили морфоконтроль на полноту удаления
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обонятельных луковиц у ОБЭ мышей. Для стати-
стической обработки данных использовали одно-
факторный анализ ANOVA с последующим post-
hoc анализом с применением критерия Tukey’s
HSD, а также двухсторонний критерий Стьюден-
та. Данные представлены как M ± m. Различия
считались значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика экзосом ММСК-ВС. Одной из
основных характеристик ММСК является экс-
прессия маркеров CD73, CD90 и CD105 и отсут-
ствие экспрессии лимфоидных маркеров [21, 25].
Анализ экспрессии специфичных маркеров про-
водили методом проточной цитометрии. Показа-
ли, что ММСК-ВС экспрессируют CD73, CD90 и
CD105, HLA-ABC и не экспрессируют ряд лим-
фоидных маркеров (рис. 1).

Выделение экзосом проводили методом коло-
ночной фильтрации в гравитационном поле. Эк-
зосомы концентрировали из 25 мл культуральной
среды в 1 мл. Принадлежность выделенных мик-
рочастиц к экзосомам оценивали по наличию на

их поверхности специфических маркеров экзо-
сом – CD9, CD63 и CD81 [12, 21]. Анализ экс-
прессии данных маркеров проводили методом
проточной цитометрии и показали, что экзосо-
мы, полученные из культуральной жидкости при
культивировании ММСК-ВС максимально экс-
прессируют CD63 (рис. 2г), в меньшей степени
маркеры CD81 (рис. 2б) и CD9 (рис. 2в).

Изучение локализации флуоресцентно окрашен-
ных экзосом в отделах головного мозга мышей.
Прежде всего необходимо было исследовать воз-
можность проникновения экзосом в мозг при их
в/в введении, и в частности, в такие отделы го-
ловного мозга, как гиппокамп и неокортекс, по-
скольку преимущественно в этих структурах на-
блюдается гибель нейронов при БА.

Мы показали, что при в/в введении экзосом из
ММСК-ВС флуоресцентные частицы обнаружи-
ваются в гиппокампе и неокортексе, что свиде-
тельствует о проникновении экзосом в мозговую
паренхиму через гематоэнцефалический барьер
[26, 27]. На рис. 3 представлены микрофотогра-
фии срезов мозга мышей через 4 ч после в/в вве-
дения флуоресцентно меченных экзосом.

Рис. 1. Анализ экспрессии поверхностных маркеров ММСК Вартонова студня. Экспрессия специфичных маркеров
ММСК CD73 (а), CD90 (б), CD105 (в) и HLA-ABC (г); отсутствие экспрессии маркеров лимфоидных клеток HLA-DR
(д), CD45 (е) и CD19 (ж) клетками ММСК Вартонова студня.
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На репрезентативных микрофотографиях сре-
зов мозга контрольных животных, которым в/в
вводился только ФР, подобное свечение микро-
частиц отсутствовало (рис. 4). Таким образом, на-
ми был доказан факт возможности проникнове-
ния в головной мозг экзосом из ММСК-ВС при
их в/в введении.

Эффект внутривенного введения экзосом
ММСК-ВС на пространственную память ОБЭ мышей.
В рамках данного исследования проведен анализ
эффективности влияния в/в введения экзосом из
ММСК-ВС человека на пространственную па-
мять ОБЭ мышей, моделирующих спорадиче-
скую форму БА.

В процессе обучения, проводимого через 4 не-
дели после бульбэктомии или ложной операции,
у всех групп экспериментальных животных на-
блюдалось ежедневное снижение латентного пе-
риода нахождения платформы. Было установлено,
что в/в введение экзосом не оказывало влияния
на способность к пространственному обучению
ЛО и ОБЭ животных, о чем свидетельствует от-

сутствие достоверных различий (p > 0.05) латент-
ных периодов нахождения спасательной плат-
формы у групп ЛО + ФР и ЛО + ЭКЗ, и ОБЭ + ФР
и ОБЭ + ЭКЗ в водном лабиринте Морриса ни в
один из пяти дней обучения (рис. 5). Важно отме-
тить, что обученность животных перед тестирова-
нием памяти у всех групп животных была одина-
кова, что подтверждается отсутствием достовер-
ных различий (p > 0.05) латентных периодов
обнаружения спасательной платформы на пятый
день обучения.

Результаты факторного анализа данных по те-
стированию пространственной памяти в водном
лабиринте Морриса приведены в табл. 1 и на рис. 6.

Время нахождения в третьем секторе лабиринта
Морриса у групп животных: ЛО + ФР, ЛО + ЭКЗ,
ОБЭ + ФР и ОБЭ + ЭКЗ составило (с): 30.8 ± 2.4,
30.2 ± 2.7, 16.7 ± 0.8 и 24 ± 3.1 соответственно. Со-
отношение количества заходов в третий сектор
обучения к общему числу заходов во все сектора
водного лабиринта (%): 42.8 ± 1.3, 45.5 ± 2.9, 28 ± 0.9

Рис. 2. Характеристика экзосом ММСК-ВС. а–г: Анализ экспрессии специфичных маркеров экзосом CD81 (б), CD9
(в) и CD63 (г) проводили в окне мелких объектов (а). Аутофлуоресценция показана на серой гистограмме. Сдвиг по
оси абсцисс соответствует экспрессии маркеров (цветные гистограммы). д–е: Связывание экзосом с мембранами кле-
ток фибробластов L929. Клетки культивировали на покровных стеклах, инкубировали с экзосомами (д, красные), до-
полнительно окрашивали мембраны маркером аппарата Гольджи (е, зеленый). Ядра окрашены DAPI (синий). Коло-
кализация экзосом с мембранами клеток (е, желтый). Шкала – 25 мкм.
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Рис. 3. Примеры распределения экзосом, меченных флуоресцентным красителем Dil, в неокортексе (а, б) и гиппокам-
пе (в, г) ОБЭ (а, в) и ЛО (б, г) мышей через 4 ч после внутривенного введения. Шкала – 25 мкм. На микрофотографиях
представлены участки мозга в проходящем свете с наложением соответствующих флуоресцирующих частиц.
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в г
ОБЭ+ЭКЗ ЛО+ЭКЗ

Рис. 4. Репрезентативные микрофотографии срезов неокортекса (а, б) и гиппокампа (в, г) контрольных ЛО (а, в) и
ОБЭ (б, г) мышей через 4 ч после внутривенного введения ФР. Шкала – 25 мкм.
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и 37 ± 2.4 для групп ЛО + ФР, ЛО + ЭКЗ,
ОБЭ + ФР и ОБЭ + ЭКЗ соответственно.

Анализ результатов состояния пространствен-
ной памяти показал, что в обеих группах ЛО мы-
шей – ЛО + ФР и ЛО + ЭКЗ животные достовер-
но отличали сектор обучения от индифферент-
ных секторов как по времени нахождения, так и
по числу заходов в него, что свидетельствует об
отсутствии отрицательного влияния вводимого
препарата экзосом на пространственную память
животных. Контрольная группа ОБЭ мышей, ко-
торым вводился только ФР, во время тестирова-
ния показала нарушение способности узнавать
сектор обучения. Вместе с тем группа ОБЭ мы-

шей, которым в/в шестикратно вводили раствор
экзосом, характеризовалась достоверным пред-
почтением третьего таргетного сектора бассейна
по обоим показателям оценки пространственной
памяти (рис. 6). Таким образом, на модели спора-
дической формы БА было показано, что вводи-
мые экзосомы способны замедлять процесс ухуд-
шения памяти у ОБЭ животных, демонстрирую-
щих характерные признаки данного заболевания.

ОБСУЖДЕНИЕ

В нашем исследовании было показано, что
внутривенное введение экзосом, секретируемых

Рис. 5. Динамика латентного периода нахождения спасательной платформы в водном лабиринте Морриса в ходе обу-
чения экспериментальных групп животных в контроле и после в/в введения экзосом ММСК-ВС. Данные представ-
лены как M ± m.
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Таблица 1. Данные факторного анализа групп животных после в/в введения

Примечание. n – количество животных в каждой экспериментальной группе.

Группа

Значение фактора выделения секторов при тестировании памяти

по времени пребывания по количеству заходов

фактор F достоверность p < фактор F достоверность p <

ЛО + ФР (n = 5) 45.6 0.001 63.3 0.001
ЛО + ЭКЗ (n = 6) 18.7 0.001 27.1 0.001
ОБЭ + ФР (n = 6) 13.4 0.001 2.46 0.1
OБЭ + ЭКЗ (n = 6) 8.99 0.001 16.1 0.001
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ММСК-ВС, имеет выраженный терапевтический
эффект, препятствуя потере пространственной
памяти у ОБЭ мышей – модели спорадической
формы БА. Известно, что ОБЭ мыши характери-
зуются развитием симптомокомплекса, сходного
с наблюдаемым при БА и включающего ухудше-
ние памяти, развитие депрессивно-подобного со-
стояния, что происходит на фоне дефицита аце-
тилхолин- и серотонинергической систем мозга
[28]. Причиной наблюдаемых изменений являет-
ся развитие нейродегенеративного процесса, со-

провождающегося гибелью нейронов в височной
коре и полях гиппокампа, а также повышением
уровня мозгового Aβ [29]. Ранее мы показали, что
внутримозговое и в/в введение ММСК, выделен-
ных из фетального мозга, также купировало раз-
витие ухудшения памяти и повышало нейрональ-
ную плотность в гиппокампе ОБЭ мышей [30].
Позитивные эффекты трансплантации ММСК,
выделенных из разных источников, были неодно-
кратно показаны на моделях БА и другими иссле-
дователями [9, 31, 32].

Рис. 6. Влияние внутривенного введения экзосом из ММСК-ВС на пространственную память ольфакторно бульбэк-
томированных мышей: по времени нахождения (а) и числу заходов (б) групп мышей в сектора водного лабиринта
Морриса. 1–4 – сектора лабиринта, 3 – сектор с платформой во время обучения. Достоверность различия данных в
сравнении с 3 сектором с использованием критерия Tukey: * р < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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В настоящее время пристальное внимание
уделяется экзосомам, выделенным из ММСК.
Предполагается, что действие ММСК в основном
опосредовано их экзосомами, которые вызывают
эффекты, подобные родительским клеткам [33–35].
При выборе тканевого источника ММСК для вы-
деления экзосом, мы, прежде всего, руководство-
вались наличием у этих клеток нейропротектив-
ного потенциала, обусловленного повышенным
уровнем экспрессии нейротрофических и нейро-
ростовых факторов NGF и BDNF, наряду с устой-
чивостью к стрессу при их выделении и культиви-
ровании. ММСК-ВС полностью отвечают этим
критериям [36]. Среди отличительных маркеров
экзосом выделяют белки семейства тетраспани-
нов: CD63, CD9, CD37, CD81, и CD82. Известно,
что данные белки отсутствуют в других типах ве-
зикул [26, 36]. Существуют различные методы вы-
деления экзосом: ультрацентрифугирование, уль-
трафильтрация, эксклюзионная хроматография,
осаждение, методы, основанные на иммуно-
афинном связывании, а также различные спосо-
бы в области микрофлюидики [37]. Каждый из
перечисленных методов характеризуется своими
достоинствами и недостатками, так что выбор
конкретного метода выделения экзосом опреде-
ляется конечной целью их использования. Для
характеристики экзосом часто применяются ме-
тоды анализа: вестерн-блот и иммунофермент-
ный анализ, а также проточная цитометрия. Ос-
новным преимуществом первых двух методов яв-
ляется возможность обнаружения характерных
для экзосом белков, их размера и количества, од-
нако такие недостатки как низкая специфич-
ность и высокая стоимость проведения процедур,
делает более привлекательным метод проточной
цитометрии, который отличается своей быстро-
той, воспроизводимостью, специфичностью и
низкой стоимостью [17, 25]. Характеристика ча-
стиц, выделяемых ММСК-ВС, используемых в
нашем эксперименте, свидетельствует об их при-
надлежности к экзосомам (рис. 2), поскольку они
экспрессировали специфичные маркеры экзосом
CD9, CD63 и CD81 [38]. Перечисленные маркеры
являются трансмембранными белками, которые
задействованы в биогенезе экзосом, поскольку
клетки нокаутных по CD9, CD63 мышей характе-
ризуются сниженным количеством выделяемых
экзосом [39, 40].

Известно, что использование экзосом, выде-
ленных из разных источников ММСК, оказывало
терапевтический эффект как на in vitro и in vivo
моделях БА [1, 33], так и на модели индуцибель-
ного поражения нейронов гиппокампа [41]. В на-
шем исследовании in vivo на модели спорадиче-
ской формы БА на ОБЭ животных мы впервые
показали, что позитивным эффектом обладают и
экзосомы, выделенные из ММСК-ВС, при их в/в
введении. Наши данные согласуются с результа-

тами других исследователей эффектов в/в введе-
ния экзосом из ММСК, полученных из различ-
ных типов ткани, наблюдавших функциональное
восстановление нарушений в мозге, вызванном
индуцированным инсультом или эксперимен-
тальной травмой мозга на фоне усиления ремоде-
лирования нейритов, активации нейрогенеза и
восстановления нейрональной пластичности
[42–44]. Эти факты являются косвенным под-
тверждением, что в/в введение экзосом является
эффективным для восстановления функций цен-
тральной нервной системы (ЦНС).

В нашем исследовании флуоресцентно окра-
шенные экзосомы после в/в введения обнаруже-
ны в ткани мозга, что доказывает способность
этих частиц преодолевать гематоэнцефалический
барьер. Указанное свойство экзосом обеспечива-
ет широкие возможности их применения для те-
рапии нарушений в ЦНС. Такие структуры го-
ловного мозга как гиппокамп и неокортекс были
выбраны нами не случайно, поскольку известно,
что при БА происходит недиффузное развитие
амилоидогенеза во всем мозге, а появление ами-
лоидных бляшек наблюдается в отделах прямо
или опосредованно связанных с системой обоня-
ния [45], в число которых входят рассматривае-
мые нами отделы. Факт возможности проникно-
вения вводимых нами экзосом из ММСК в голов-
ной мозг при в/в введении важен также ввиду
того, что гиппокамп и неокортекс играют ключе-
вую роль в выполнении важнейших когнитивных
процессов: восприятии, обучении, памяти, и по-
ражаются в первую очередь при БА [46–48].

Однако наши результаты по визуализации ме-
ченых экзосом в мозге после их в/в введения, как
и немногочисленные данные других авторов,
свидетельствуют о незначительном количестве
проникающих в мозг экзосом. Детальное иссле-
дование распределения экзосом после их в/в вве-
дения показывает, что основное их количество
остается в печени, селезенке и легких [49].

Наш метод in vivo исследования, к сожалению,
не позволял определить тип клеток-мишеней, с
которыми экзосомы взаимодействуют при их по-
падании в мозг. Однако по данным других иссле-
дователей экзосомы, выделенные из стволовых
клеток пульпы зуба человека, способствуют вос-
становлению деятельности дофаминергических
нейронов, подвергнутых апоптотическому дей-
ствию 6-гидроксидофамина [50]. В специальном
исследовании, в котором культуру клеток гиппо-
кампа обрабатывали олигомерной формой Aβ и
экзосомами ММСК-ВС, показали, что экзосомы
локализовались в основном в астроцитах, а не в
нейронах [14]. В другой работе на модели травма-
тического поражения мозга, где исследовались
эффекты внутримозгового введения экзосом, вы-
деленных из ММСК жировой ткани, путем двой-
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ного флуоресцентного окрашивания срезов мозга
было установлено, что экзосомы входили в мик-
роглию и макрофаги и через подавление их акти-
вации вызывали торможение воспаления [35].
Эффект экзосом, выделенных из ММСК костно-
го мозга, на когнитивные функции при развитии
диабета был обусловлен вхождением экзосом в
поврежденные нейроны и астроциты [51]. Инте-
ресно отметить, что в условиях кислородного или
глюкозного дефицита экзосомы, выделяемые
олигодендроцитами, входили в нейроны и повы-
шали их выживаемость, принимая участие в регу-
ляции окислительного стресса [12, 52]. Перечис-
ленные данные свидетельствуют, что возможность
вхождения экзосом в нейроны определяется как
источником экзосом, так и состоянием самих
нейронов. Развитие патологии способствует про-
никновению экзосом в клетки.

В настоящее время механизм нейропротектив-
ного и нейрорегенеративного эффектов экзосом,
выделенных из ММСК, остается невыясненным.
Установлено, что действие экзосом зависит как
от их количества, так и от состава и соотношения
белков, аминокислот и нуклеотидов, мРНК, мик-
роРНК и мтРНК, липидов и других биологически
активных соединений, которые не являются пол-
ностью идентичными по своему составу роди-
тельским ММСК [5, 53]. Обязательным компо-
нентом внеклеточных везикул, включая и экзосо-
мы, является белок теплового шока БТШ70 [38],
который, как было показано в наших и многочис-
ленных исследованиях других авторов, обладает
мощным шаперонным и нейропротективным
действием, что ярко проявляется в условиях ней-
родегенерации альцгеймеровского типа и старе-
ния [54–56].

Роль токсической олигомерной формы Aβ
в индукции гибели нейронов и синапсов призна-
ется одной из ключевых при развитии спорадиче-
ской и фамильной форм БА [57, 58]. Поэтому
можно предположить, что подавление нейродеге-
неративного процесса альцгеймеровского типа
под влиянием экзосом может быть опосредовано
через присутствие в них нейтральной эндопепти-
дазы (Неприлизин, НЕП), представляющей со-
бой интегральный мембранный белок II типа, на-
ходящийся в плазматической мембране, активный
центр которого расположен во внеклеточном
пространстве. Являясь эктоферментом, НЕП
обеспечивает протеолитическое расщепление
широкого спектра субстратов [59]. Одна из наи-
более важных функций, позволяющая рассмат-
ривать его в качестве одного из терапевтических
агентов при БА – способность расщеплять на раз-
личных участках аминокислотной последова-
тельности бета-амилоидные пептиды, а также
олигомерные формы Aβ (1–40) и Aβ (1–42) [1, 59]. В
2013 году Katsuda с соавт. [1] на примере экзосом
из ММСК жировой ткани показали присутствие

значительного количества НЕП в этих образова-
ниях. В 2018 году Ding и соавт. [47] на модели БА у
трансгенных животных (AβPPswe/PS1dE9) про-
демонстрировали, что при в/в введении экзосом,
полученных из ММСК-ВС, наблюдалось увели-
чение экспрессии НЕП в результате активации
клеток микроглии, что способствовало сниже-
нию уровня Aβ в головном мозге, в том числе и
его растворимой формы.

Антиоксидантный эффект всегда рассматри-
вали как возможный механизм терапевтического
действия при БА. В 2019 году были опубликованы
данные о присутствии в экзосомах, выделенных
из ММСК-ВС, фермента каталазы, который опо-
средует защиту нейронов гиппокампа от окисли-
тельного стресса и повреждения синапсов, инду-
цируемых олигомерами Aβ [14]. Отдельную роль в
очистке мозга от отложений Aβ могут играть и эк-
зосомы, непосредственно выделяемые нейрона-
ми, например, через торможение нейтральной
сфингомиелиназы, препятствующей превраще-
нию сфингомиелина в церамид [60]. Очищению
мозга от Aβ отложений может способствовать
связывание Aβ с гликосфинголипидами, распо-
ложенными на поверхности нейральных экзосом
[61]. Экзосомы, выделяемые нейронами, участву-
ют в регуляции синаптической пластичности,
устанавливая число АМРА-рецепторов и влияя
на глутаматергическую нейропередачу [62].

Внутриклеточный механизм действия экзосом
при БА может быть опосредован их влиянием на
состояние митохондрий. Снижение энергетиче-
ского потенциала в клетках мозга и митохондри-
альная дисфункция являются ранним признаком
развития нейродегенеративного процесса. Одним
из факторов, вызывающих нарушение как дыха-
тельной функции, так и биогенеза митохондрий,
является накопление внутриклеточного Aβ [63].
Возможно, не случайно 10.3% белкового содер-
жания в экзосомах, выделенных из ММСК кост-
ного мозга, приходится на митохондриальные
белки [64, 65]. Интересно отметить, что на моде-
ли остеоартрита, также характеризующегося ми-
тохондриальной дисфункцией, было показано,
что применение экзосом, выделенных из ММСК,
сопровождалось их проникновением в хондроци-
ты и колокализацией с митохондриями. Наблю-
даемый позитивный терапевтический эффект со-
провождался нормализацией функций митохон-
дрий [65]. В наших недавних исследованиях
также было показано, что восстановление памяти
ОБЭ мышей – модели спорадической формы БА
наблюдалось под влиянием интраназального вве-
дения функционально активных нейрональных
митохондрий [66].
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ПОЛТАВЦЕВА и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В заключении следует отметить, что, по-ви-

димому, в опосредованном позитивном терапев-
тическом эффекте экзосом, выделяемых из
ММСК-ВС, задействован не один механизм, а
многокомпонентная система, включающая и пе-
риферические звенья, которая под влиянием со-
держащихся в экзосомах регуляторных факторов,
восстанавливает свою активность, приближая ее
к функционированию, характерному для здоро-
вого организма. Действительно, как правило, под
влиянием экзосом наблюдается одновременное
изменение разнообразных показателей, отража-
ющих деятельность, по-видимому, тесно связан-
ных между собой функциональных единиц,
включенных в сложную систему поддержания
гомеостаза. Следует отметить, что на сегодняш-
ний день пока остается недостаточно изученной
функциональная активность отдельных компо-
нентов протеома и транскриптома экзосом из
ММСК-ВС, и для более точного анализа меха-
низмов влияния данного препарата на функцио-
нальную активность ЦНС в норме и патологии
требуется проведение дальнейших исследований,
направленных на изучение как действия экзосом
из ММСК и самих нейронов, так и рассмотрение
роли отдельных биологически активных соедине-
ний, которые входят в состав экзосом.
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Alzheimer’s Type Neurodegeneration. Possible Correction of Memory Impairment 
with Intravenous Injection of Exosomes
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Alzheimer’s disease (AD) remains one of the socially significant pathologies for which there is still no effec-
tive therapy. The aim of this work was to analyze the effectiveness of intravenous administration of exosomes
obtained from the cultural f luid of multipotent mesenchymal stromal cells obtained from the Wharton jelly
of the human umbilical cord. Exosomes were isolated by column filtration in a gravitational field and char-
acterized by size, number, expression of specific markers, and in vitro binding to mouse fibroblasts L929. On
a model of sporadic AD, it was shown that intravenous administration of exosomes prevented the deteriora-
tion of spatial memory in olfactory bulbectomized mice (OBX). Visualization of f luorescently labeled exo-
somes in the cortex and hippocampus after their intravenous administration indicates that the therapeutic ef-
fect could be due to the ability of exosomes to enter the brain of OBX animals.

Keywords: Alzheimer’s disease, multipotent mesenchymal stromal cells, Wharton jelly, human umbilical
cord, exosomes, model of the sporadic form of Alzheimer’s disease
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Самые разнообразные биологические процессы регулируются при участии гептаспиральных транс-
мембранных рецепторов (G-protein coupled receptor, GPCR-рецепторы), включая GPCR-рецепторы
адреналина, ацетилхолина, гистамина, дофамина и серотонина. Многие из этих аминергических
GPCR-рецепторов сопряжены с фосфоинозитидным каскадом и инициируют внутриклеточную
Ca2+-сигнализацию, которая регулируется различными ферментами, в том числе фосфатидилино-
зитол-3-киназой (PI3-киназа). Известно, что некоторые ингибиторы PI3-киназы могут оказывать
неспецифическое действие на внутриклеточные мишени, не относящиеся к семейству PI3-киназ.
В данной работе с помощью мониторинга внутриклеточного Ca2+ в одиночных клетках нами пока-
зано, что ингибитор PI3-киназы PI828 блокирует мобилизацию внутриклеточного Ca2+, вызванную
активацией мускариновых, гистаминовых и серотониновых рецепторов. Ряд полученных данных
указывает на то, что этот эффект не связан с ингибированием PI3-киназы, а, скорее всего, обуслов-
лен прямым действием PI828 на перечисленные аминергические GPCR-рецепторы.

Ключевые слова: аминергические GPCR-рецепторы, PI828, Ca2+-сигнализация, PI3-киназа
DOI: 10.31857/S0233475521050042

ВВЕДЕНИЕ

Аминергические GPCR-рецепторы составля-
ют группу гептаспиральных трансмембранных
рецепторов (G-protein coupled receptor, GPCR-ре-
цептор), активируемых биогенными аминами,
включая адреналин, гистамин, дофамин и серо-
тонин. Из структурных соображений в подсемей-
ство аминергических GPCR-рецепторов также
включены мускариновые рецепторы ацетилхоли-
на [1]. Аминергические GPCR-рецепторы широ-
ко представлены в клетках различных типов и ре-
гулируют самые разнообразные физиологические
процессы от передачи нервного возбуждения и
сокращения мышечных волокон до пролифера-
ции и дифференцировки клеток. Участие этих ре-
цепторов в физиологических процессах обуслов-
лено их сопряжением с различными внутрикле-
точными сигнальными системами, в частности с
кальциевой (Ca2+) [2–4]. Все больше фактов ука-
зывают на то, что агонист-индуцированная Ca2+-
сигнализация регулируется в том числе при уча-
стии фосфатидилинозитол-3-киназ класса I
(PI3-киназ) – ферментов, катализирующих обра-
зование фосфолипида фосфатидилинозитол-

3,4,5-триcфосфата (PIP3), который, в свою оче-
редь, координирует локализацию и активность
многих сигнальных белков [5, 6]. В некоторых ра-
ботах показано, что ингибиторы PI3-киназ свя-
зываются с рядом внутриклеточных белков, не
относящихся к семейству PI3-киназ [7, 8]. Ранее
нами было продемонстрировано, что ингибитор
PI3-киназы LY294002 и его неактивный аналог
LY303511 подавляют внутриклеточные Ca2+-сиг-
налы, инициируемые такими аминергическими
агонистами, как ацетилхолин, гистамин и серото-
нин. Полученные данные свидетельствовали о
том, что LY294002 и LY303511 влияли на Са2+-сиг-
нализацию, инициируемую данными агониста-
ми, независимым от PI3-киназ образом, скорее
всего воздействуя на аминергические рецепторы
напрямую [9]. Оставалось неясным, являются ли
соединения LY294002 и LY303511 уникальными в
этом отношении, или другие ингибиторы PI3-ки-
назы также могут оказывать антагонистическое
действие на аминергические рецепторы. В дан-
ной работе исследовали эффекты ингибитора
PI3-киназы PI828 на Ca2+-сигналы, вызываемые

УДК 577.352.465
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агонистами аминергических рецепторов, в клет-
ках различных линий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование и трансфекция клеток. В рабо-
те использовали клетки почки эмбриона человека
линии HEK 293, клетки глиомы мозга крысы ли-
нии С6 и клетки яичника китайского хомячка ра-
нее полученной нами моноклональной линии
CHO/5-HT2C, экспрессирующие рекомбинант-
ный серотониновый рецептор 5-HT2C. Клетки
используемых линий культивировали во влажной
атмосфере c 5% CO2 в воздухе при 37°C. Клетки
линии НЕК 293 культивировали в среде DMEM
(Gibco), содержащей 4.5 г/л глюкозы, 10% эмбри-
ональной бычьей сыворотки (HyClone), 100 мг/мл
гентамицина (Sigma), 2 мМ глутамина (Sigma).
Клетки линий С6 и CHO/5-HT2C культивирова-
ли в среде F12 (Gibco), содержащей 10% эмбрио-
нальной бычьей сыворотки (HyClone), 100 мг/мл
гентамицина (Sigma), 2мМ глутамина (Sigma).
Клетки всех используемых линий трансфициро-
вали плазмидным вектором CMV-R-GECO1 (Ad-
dgene) с целью индукции экспрессии R-GECO1 –
генетически кодируемого сенсора цитозольно-
го Са2+. Для трансфекциии использовали набор
для липофекции Lipofectamine 3000 (Invitrogen)
по оптимизированному согласно рекомендациям
производителя протоколу. Для физиологических
экспериментов использовали клетки через 24–
48 ч после трансфекции.

Мониторинг внутриклеточного Ca2+ в одиноч-
ных клетках. Клетки прикрепляли ко дну фото-
метрической камеры с помощью адгезивного ма-
териала Cell Tak (Corning) и выдерживали при
комнатной температуре 30 мин. Внеклеточный
раствор содержал (мМ): 130 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2,
1 MgCl2, 10 HEPES, pH 7.4, 10 глюкозы. Фотомет-
рические эксперименты проводили с использова-
нием инвертированного флуоресцентного мик-
роскопа Axiovert 135 (Zeiss), оборудованного объ-
ективом Plan NeoFluar 20×/0.75 и цифровой
EMCCD камерой LucaR (Andor Technology).
Флуоресценцию клеток возбуждали на длине
волны 572 ± 17.5 нм, эмиссию регистрировали в
области 634 ± 34 нм, что соответствует спектраль-
ным характеристикам R-GECO1. Изменение
концентрации Са2+ в цитоплазме оценивали по
относительному изменению интенсивности флу-
оресценции R-GECO1 ΔF/F0, где ΔF = F – F0, F и
F0 – интенсивность эмиссии Са2+-индикатора в
текущий момент времени и в начале регистрации,
соответственно. Количественный фотометриче-
ский анализ изображений осуществляли с ис-
пользованием программы NIS Elements (Nikon).
Полученные экспериментальные данные обраба-

тывали с помощью программы Sigma Plot 12.5
(Systat Software).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для анализа влияния PI828 на Ca2+-сигналы,
инициированные ацетилхолином и гистамином,
использовали клетки, эндогенно экспрессирую-
щие мускариновые или гистаминовые GPCR-ре-
цепторы, а именно, клетки почки эмбриона чело-
века HEK293 и клетки глиомы мозга крысы С6
соответственно. Кратковременная стимуляция
соответствующих клеток ацетилхолином (1 мкМ)
или гистамином (2 мкМ) инициировала в них
Ca2+-ответы, которые полностью подавлялись в
присутствии PI828 в концентрации 10–30 мкМ
(рис. 1а, 1б). Для исследования влияния PI828 на
серотонин-индуцированную Са2+-сигнализацию
использовали моноклональную линию клеток
яичника китайского хомячка CHO/5-HT2C, по-
лученную нами ранее путем трансфекциии кле-
ток CHO плазмидным вектором, несущим кДНК
серотонинового рецептора 5-HT2C. Как и в слу-
чае Са2+-ответов на ацетилхолин и гистамин
(рис. 1а, 1б), PI828 в концентрации 3 мкМ обра-
тимо блокировал Ca2+-ответы клеток CHO/5-HT2C
на серотонин (1 нМ) (рис. 1в).

Формально, полученные результаты можно
рассматривать как свидетельство участия PI3-ки-
назы в генерации Ca2+-ответов на перечисленные
агонисты аминергических рецепторов. Между
тем ингибитор PI3-киназы другой химической
природы вортманнин (wortmannin) (1–10 мкМ)
не влиял на способность клеток генерировать
Ca2+-ответы на те же агонисты (рис. 2). Посколь-
ку вортманнин и PI828 вызывали различные фи-
зиологические эффекты, можно было думать, что
эти соединения действовали на разные клеточ-
ные мишени. Иными словами, нечувствитель-
ность клеточных ответов к вортманнину указыва-
ла на то, что эффекты PI828, скорее всего, не бы-
ли специфическими, т.е. не были опосредованы
ингибированием PI3-киназы. В пользу такой точ-
ки зрения также свидетельствовал тот факт, что
PI828 способен связываться не только с PI3-ки-
назой, но и с рядом других внутриклеточных бел-
ков [7]. Кроме того, PI828 является структурным
аналогом LY294002 – другого ингибитора PI3-ки-
назы, который может влиять на Ca2+-сигнализа-
цию независимым от PI3-киназы образом [9, 10].
Отметим в качестве дополнительного аргумента,
что вортманнин ингибирует PI3-киназу необра-
тимым образом [11], и поэтому способность
PI828, апплицированного после вортманнина,
ингибировать клеточные ответы (рис. 2) также не
могла быть связана с его действием на PI3-кина-
зу. Важно также отметить, что ингибирование
Ca2+-ответов наблюдалось при аппликации PI828
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одновременно с исследуемым агонистом (рис. 1, 2),
хотя обычно ингибирование внутриклеточных
мишеней в интактных клетках требует времени
для проникновения ингибитора через плазмати-
ческую мембрану. При этом Са2+-ответы этих же
клеток на агонист пуринергических рецепторов
ATP (5 мкМ) не изменялись в присутствии PI828
даже в случае предынкубации с ним (рис. 1). Со-
вокупность перечисленных особенностей фено-
менологии действия PI828 на Са2+-ответы, вы-

званные использованными в работе аминергиче-
скими агонистами, позволяет думать, что их
подавление в данном случае вызвано не ингиби-
рованием PI3-киназы, а ранее не описанным экс-
траклеточным действием этого соединения.

Таким образом, в данной работе нами показа-
но, что ингибитор PI3-киназы PI828 блокирует
мобилизацию внутриклеточного Ca2+, вызван-
ную активацией мускариновых и гистаминовых

Рис. 1. PI828 ингибирует Ca2+-ответы клеток различных линий на аминергические агонисты. а–в – Репрезентативные
регистрации Ca2+-ответов одиночных клеток на агонисты аминергических рецепторов и ATP в контроле и в присут-
ствии PI828. Здесь и далее моменты и продолжительность аппликаций веществ обозначены горизонтальными линия-
ми выше экспериментальной кривой. Изменение внутриклеточного Ca2+ характеризовали относительной флуорес-
ценцией R-GECO1 ΔF/F0, где ΔF = F – F0, F и F0 – текущая интенсивность эмиссии индикатора и его эмиссия в начале
регистрации соответственно. а – Ответы клетки HEK293 на ацетилхолин (АСh) (1 мкМ) и АТР (5 мкМ) (n = 147); б –
ответы клетки С6 на гистамин (Hist) (2 мкМ) и АТР (5 мкМ) (n = 53); в – ответы клетки CHO/5-HT2C на серотонин
(Ser) (1 нМ) и АТР (5 мкМ) (n = 108).

a30 мкМ PI828 30 мкМ PI828

1 мкМ ACh

150 c

ΔF/F0 = 1

5 мкМ ATP. . . . . . . . .

б20 мкМ PI828 20 мкМ PI828

2 мкМ Hist

150 c

ΔF/F0 = 1

5 мкМ ATP. . . . . . . . .

в3 мкМ PI828 30 мкМ PI828

1 нМ Ser

150 c

ΔF/F0 = 1

5 мкМ ATP. . . . . . . . .
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рецепторов, и серотонинового рецептора 5-HT2C.
Суммируя результаты, полученные при изучении
Са2+-ответов клеток трех различных линий, мож-
но утверждать, что эффект данного соединения
не был связан с ингибированием PI3-киназы, а,
скорее всего, был обусловлен его прямым дей-
ствием на перечисленные аминергические
GPCR-рецепторы, как и в случае соединений
LY294002 и LY303511 [9]. Для подтверждения воз-
можности связывания PI828 с различными ами-

нергическими рецепторами в дальнейшем мы
планируем использовать методы молекулярной
динамики.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
тересов, связанных с публикацией настоящей
статьи.

Источники финансирования. Работа выполнена
при поддержке гранта РНФ № 19-75-10068 в ча-
сти получения клеточных линий с экспрессией

Рис. 2. Ca2+-ответы клеток различных линий на агонисты аминергических рецепторов в различных условиях. Репре-
зентативные регистрации Ca2+-ответов клетки HEK293 на 1 мкМ АСh (n = 54) (а), клетки глиомы С6 на 3 мкМ Hist
(n = 27) (б) и клетки CHO/5-HT2C на 1 нМ Ser (n = 76) (в) в контроле и в присутствии вортманнина (Wortm) (10 мкМ)
и PI828 (30 мкМ).

a
10 мкМ Wortm 30 мкМ PI82830 мкМ PI828

1 мкМ ACh

150 c

ΔF/F0 = 0.2

б

150 c

ΔF/F0 = 1

2 мкМ Hist

10 мкМ Wortm 30 мкМ PI82830 мкМ PI828

в

1 нМ Ser

150 c

ΔF/F0 = 0.5

10 мкМ Wortm 10 мкМ PI82810 мкМ PI828
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генетически-кодируемых сенсоров и проекта
№ 20-74-00056 в части физиологических экспе-
риментов.

Соответствие принципам этики. Настоящая
статья не содержит описания каких-либо иссле-
дований с участием людей или животных в каче-
стве объектов.
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PI828 Impairs Ca2+ Signaling Mediated by Aminergic Agonists
in a PI3-kinase Independent Manner

E. A. Dymova1, O. A. Rogachevskaja1, E. A. Voronova1, P. D. Kotova1, *
1Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, FRC PSCBR RAS,

Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia
*e-mail: p.d.kotova@gmail.com

A wide variety of biological processes are regulated by G-protein coupled receptors (GPCRs), including
adrenaline, acetylcholine, histamine, dopamine and serotonin receptors. Many of these aminergic GPCRs
are coupled to the phosphoinositide cascade and initiate intracellular Ca2+ signaling, which is regulated by
various enzymes, including phosphoinositide 3-kinase (PI3K). Reportedly, certain PI3-kinase inhibitors ex-
ert nonspecific effects on cell functions by aiming at intracellular targets unrelated to the PI3K family. Here
we monitored intracellular Ca2+ in individual cells of several lines and found that the activation of muscarinic,
histamine, or serotonin GPCRs led to the mobilization of intracellular Ca2+ and that the PI3-kinase inhibitor
PI828 rendered cells irresponsive. The evidence obtained indicated that PI828 effect on cell responsivity was
not associated with the inhibition of PI3-kinase, but presumably took place due to the direct action of PI828
on the appropriate aminergic GPCRs.

Keywords: aminergic GPCR, PI828, Ca2+ signaling, PI3-kinase
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Регулирование активности и селективности фосфолипазы А2 (ФЛА2), способной отщеплять жир-
ную кислоту из второго положения (sn-2) фосфолипида, осуществляется через мембраносвязываю-
щий и каталитический сайты фермента. Для осуществления гидролитической активности ФЛА2
сначала должна связаться с фосфолипидной мембраной, при этом эффективность связывания за-
висит от состава мембраны. Мембраносвязывающий участок ФЛА2 сформирован несколькими де-
сятками аминокислот, и его состав различается от фермента к ферменту, ключевую роль во взаимо-
действии играют гидрофобные и положительно заряженные аминокислоты. В данной работе мы
исследовали взаимодействие ФЛА2 из яда пчелы с фосфолипидными бислоями из пальмитоил-
олеоилфосфатидилхолина (POPC), содержащими различное количество пальмитоилолеоилфосфа-
тидилглицерина (POPG). На основании измерения собственной флуоресценции белка и анизотро-
пии флуоресценции липидного зонда мы предлагаем построение карт взаимодействия липид–бе-
лок, которые отражают как эффективность связывания белка, так и изменения строения мембраны.
В последних учитывается изменение анизотропии флуоресценции метки, которая в свою очередь
является мерой подвижности липидного окружения флуоресцентного зонда. Анализ карт взаимо-
действия показал, что есть связь между подвижностью липидов и эффективностью связывания фер-
мента – оптимум взаимодействия ФЛА2 с мембранами из смеси POPC/POPG лежит в области наи-
большей подвижности липидов, а не в области наибольшего отрицательного заряда. Такая зависи-
мость дополняет существующие представления о процессе распознавания ферментом поверхности
мембраны и селекции липидов уже связанным с мембраной ферментом. Предлагаемый метод по-
строения карт может быть распространен на другие мембраноактивные белки.

Ключевые слова: фосфолипаза А2, субстратная специфичность, взаимодействие липид–белок, флу-
оресцентная спектроскопия
DOI: 10.31857/S0233475521050030

ВВЕДЕНИЕ
Секреторная фосфолипаза А2 (сФЛА2) – ин-

терфейсный белок, способный гидролизовать ли-
пиды на поверхности биологической мембраны и
селективно отщеплять жирную кислоту из второ-
го положения (sn-2) фосфолипида. Участок белка
контактирующий с поверхностью мембраны при-
нято называть мембраносвязывающим сайтом
(в англоязычной литературе – interfacial binding
site, IBS). Он отвечает за удержание фермента на

поверхности мембраны. Каталитический сайт
сФЛА2 отвечает непосредственно за гидролиз от-
дельной молекулы субстрата. Строение каталити-
ческого сайта высококонсервативно и для разных
представителей сФЛА2 уже достаточно хорошо
изучено (ключевую роль играют остатки His и Asp
в каталитическом кармане) [1]. Мембраносвязы-
вающий сайт формируется несколькими десятка-
ми аминокислот, и его строение варьируется от
фермента к ферменту [2]. Для представительного
набора сФЛА2 человека и мыши (всего 16 различ-
ных сФЛА2) [3] было показано, что гидролиз од-
нокомпонентных липосом из фосфатидилхоли-
на, фосфатидилсерина или фосфатидилглицери-
на проходит с разной эффективностью. В случае
липосом из фосфатидилхолина развитие реакции

Сокращения: сФЛА2 – секреторная фосфолипаза А2,
bvPLA2 – фосфолипаза А2 из яда пчелы Apis mellifera,
IBS – мембраносвязывающий сайт, POPC – пальмитоил-
олеоилфосфатидилхолин, POPG – пальмитоилолеоилфос-
фатидилглицерин, TMB-PC – 1,3,5,7-тетраметил-BODIPY-
меченый фосфатидилхолин.

УДК 577

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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(появление продукта) сопровождалось лаг-фазой
для некоторых сФЛА2, в то время как отрица-
тельно заряженные липиды гидролизовались
без задержки всеми сФЛА2. В целом, скорость
гидролиза липосом из фосфатидилглицерина бы-
ла самой высокой. В то же время для многоком-
понентных липосом из смеси фосфатидной
кислоты, фосфатидилхолина, фосфатидилэта-
ноламина, фосфатидилметанола, фосатидилсе-
рина и фосфатидилинозита в эквимолярном
соотношении, лизофосфатидилхолин обнару-
живался в большем количестве, чем другие лизо-
липиды, т.е. из смеси липидов предпочтительнее
гидролизуется именно фосфатидилхолин [3].

Таким образом, активность и селективность
сФЛА2 определяется совместной работой сайта
IBS и каталитического сайта. Для детектирования
конечной гидролитической активности сФЛА2
разработан широкий набор методик [4, 5], но для
более детального изучения функционирования
интерфейсных белков применяется сложный
комплекс экспериментальных подходов [6]. Не-
выясненным остается момент распознавания
ферментом поверхности мембраны и процесс се-
лекции липидов уже связанным с мембраной
ферментом.

Для изучения селективности сФЛА2 предпри-
нимаются исследования механизма взаимодей-
ствия фермента с мембраной. Так, с помощью
молекулярной динамики было исследовало взаи-
модействие с мембранами различного состава си-
новиальной сФЛА2 человека [7] и показано, что
около половины аминокислот фермента контак-
тируют с поверхностью мембраны, обеспечивая
частичное погружение белка в мембрану. С помо-
щью молекулярной динамики, с привлечением
масс-спектрометрии показано, что липидная
мембрана работает как аллостерический актива-
тор для сФЛА2 [8], т.е. связывание с мембраной
приводит к конформационным изменениям и ак-
тивирует фермент [9]. С помощью комбинации
методов конфокальной микроскопии и ИК-спек-
трометрии было показано, что в связывании
сФЛА2 с поверхностью мембраны может участво-
вать кальций [10], который ориентирует молеку-
лы белка на поверхности мембраны и активирует
фермент. Также с помощью флуоресцентной
микроскопии и атомно-силовой микроскопии
было показано, как по мере изменений в структу-
ре мембраны, вызванных действием сФЛА2, ко-
личество адсорбированного белка увеличивается,
т.е. формируются новые липидные сайты связы-
вания сФЛА2 [11]. Изучалась и реакция липидного
бислоя на связывание фермента. Так, гетероди-
мерная ФЛА2 из яда гадюки Никольского вызы-
вает агрегацию липидного бислоя и образование
мультислойных липидных частиц [12]. ФЛА2 из
яда пчелы, встраиваясь в мембрану, образует
углубление на ее поверхности, что приводит к по-

явлению гидрофобного несоответствия между
областями бислоя в зоне контакта и за ее предела-
ми, следствием чего становится вытеснение голо-
вок фосфолипидов из области контакта с белком
(образуется гидрофобное пятно) и утоньшение
бислоя [13].

В данной работе мы анализируем сродство
сФЛА2 из яда пчелы к фосфолипидным бислоям,
состоящим из нейтрального POPC и отрицательно
зараженного POPG в различных соотношениях, с
помощью флуоресцентной спектроскопии. Соче-
тание измерений собственной флуоресценции бел-
ка и анизотропии флуоресценции липидного зонда,
а также анализ данных с помощью построения карт
взаимодействия позволяет получить новую инфор-
мацию о взаимодействии фермента с мембраной.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для получения липосом использовали паль-
митоилолеоилфосфатидилхолин (POPC) и паль-
митоилолеоилфосфатидилглицерин (POPG) (Avanti
Polar Lipids, США); 1,3,5,7-тетраметил-BODIPY-
меченый фосфатидилхолин (TMB-PC) был син-
тезирован ранее [14]. Фосфолипазу А2 из яда пче-
лы Apis mellifera (bvPLA2), 1.0 мМ, производства
Sigma-Aldrich, растворяли в буфере 0.1 M Трис-HCl,
0.1 M NaCl (pH 8.5), концентрация фермента кон-
тролировалась по оптической плотности при
280 нм с помощью спектрофотометра Nano Drop
OneC (Thermo Fisher).

Липосомы были получены методом гидрата-
ции липидной пленки и экструзии. Аликвоты
фосфолипидов и флуоресцентный зонд упарива-
ли из смеси хлороформ–метанол (2 : 1) и сушили
при 7 Па не менее 40 мин. Липидную пленку гид-
ратировали в течение 2 ч при комнатной темпера-
туре в 0.1 М Трис-HCl буфере, содержащем 0.1 М
NaCl, рН 8.5, и проводили 6–10 циклов замора-
живания/оттаивания (жидкий азот/+40°C). За-
тем суспензию 10 раз пропускали через два поли-
карбонатных мембранных фильтра с размером
пор 100 нм (Nucleopore, США) на мини-экструде-
ре Avanti. Такой способ приготовления липосом
позволяет получать преимущественно монола-
меллярные липосомы с узким распределением по
размерам [15, 16]. Были получены липосомы на
основе POPC, содержащие 0, 10, 15, 20, 25,
30 мол. % POPG с добавлением 0.025 мол. %
TMB-PC. При соотношении молекул зонда к ли-
пидам 1/4000 не наблюдается переноса энергии
между соседними флуорофорами TMB, и анизо-
тропия флуоресценции зависит только от по-
движности флуорофора (см. также [17, 18]).

Спектры флуоресценции белка, а также анизо-
тропию флуоресценции TMB-PC регистрирова-
ли на спектрометре F-4000 (Hitachi, Япония) при
λex = 280 нм, λem = 340 нм и λex = 480 нм, λem = 510 нм,
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соответственно. Измерения проводили в кварце-
вой кювете 0.5 × 0.5 см, при постоянном переме-
шивании и термостатировании (25°С).

Анизотропию флуоресценции рассчитывали
по формуле:

где I – интенсивность сигнала флуоресценции
при различной ориентации поляризаторов. Ори-
ентация поляризаторов обозначается индексами
V (вертикально) и H (горизонтально). Первым
приводится ориентация поляризатора на стороне
возбуждения, затем на стороне испускания. VH –
поляризатор на стороне возбуждения ориентиро-
ван вертикально, поляризатор на стороне испус-
кания ориентирован горизонтально; VV – оба
поляризатора ориентированы вертикально. G-фак-
тор определен как IHV/IHH. HV – поляризатор на
стороне возбуждения ориентирован горизонталь-
но, поляризатор на стороне испускания ориенти-
рован вертикально; HH – оба поляризатора ори-
ентированы горизонтально.

Для построения изотерм связывания реги-
стрировали спектры флуоресценции bvPLA2
(1.2 мкМ) при изменяющейся концентрации ли-
пидов в системе. Ферментативная активность
bvPLA2 была заблокирована добавлением 5 мМ
EDTA (за счет удаления из системы необходимого
кофактора, Са2+). Аликвоты липосом добавляли
при постоянном перемешивании (конечные кон-
центрации липидов 20, 38, 78, 150, 280, 460 и
800 мкМ) и термостатировании (25°С). Фоновый
сигнал рассеяния липосом вычитали из спектров
испускания белка.

Построение карты взаимодействия bvPLA2 с
мембранами из POPC/POPG проводили с помо-
щью программы Scilab. Сначала строили трех-
мерный график, где X – соотношение белок/ли-
пид, Y – соотношение липидов в смеси (липид-
ный состав мембраны), Z – значение (F0 – F)/F0,
где F0 – интенсивность флуоресценции белка до
добавления липидов в систему, F – интенсив-
ность флуоресценции белка после добавления
липидов. Затем трехмерный график преобразо-
вывали в набор изолиний (кривых на плоскости
при Z = const, задаваемых пересечением этих
плоскостей с трехмерной экспериментальной
фигурой). Карта изменений мембраны была по-
лучена аналогичным образом, но для значений по
оси Z использовали значение анизотропии флуо-
ресценции мембранного зонда, R.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Связывание сФЛА2 на поверхности мембраны
Связывание bvPLA2 с мембранами липосом

характеризовалось по собственной флуоресцен-
ции фермента при заблокированной фермента-

(( 2 ,))VV VH VV VHR I GI I GI= − +

тивной активности (за счет удаления из системы
необходимого кофактора, Са2+, с помощью EDTA).
сФЛА2 из яда пчелы имеет в своем составе два
остатка триптофана, которые при изменении по-
лярности окружения (связывании с мембраной)
меняют квантовый выход. При титровании рас-
твора белка эмульсией липосом меняется интен-
сивность собственной флуоресценции белка
(рис. 1а), эти изменения можно представить в от-
носительном виде:

где F0 – интенсивность флуоресценции белка до до-
бавления липидов в систему, F – интенсивность
флуоресценции белка после добавления липидов.

Кривые изменения (F0 – F)/F0 в зависимости
от концентрации липидов можно использовать
как изотермы связывания для определения срод-
ства сФЛА2 к определенному липидному составу
мембраны (рис. 1б). В настоящей работе набор
изотерм связывания bvPLA2 для серии липидных
смесей из POPC/POPG преобразован в карту
(рис. 1в), где ордината – соотношение белок/ли-
пид, а абсцисса – соотношение липидов в смеси
(состав мембраны). Значение (F0 – F)/F0 показано
на карте в виде изолиний.

Регистрация изменений в мембране

Наблюдение за изменением состояния мем-
браны проводится с помощью флуоресцентных
липидных зондов (по анизотропии флуоресцен-
ции). В данном случае используется TMB-PC
(BODIPY-меченый фосфатидилхолин) [18], од-
нако можно использовать и другие мембранные
зонды. Например, для лаурдана и продана, воз-
можно, удобнее будет регистрировать изменение
спектра испускания [19]. Анизотропия флуорес-
ценции представляет собой меру подвижности
флуорофора: чем ниже анизотропия флуоресцен-
ции, тем подвижнее оказывается зонд (увеличи-
вается вращательная и поступательная диффузия
зонда). В мембранах анизотропия флуоресцен-
ции метки зависит от плотности упаковки липи-
дов и их подвижности. Максимальное значение
анизотропии TMB (в растворе пропиленгликоля
при –70°С) – 0.39, что соответствует полностью
заторможенному зонду [18]. Масштаб изменений
анизотропии флуоресценции TMB-PC в липид-
ной мембране от 0.18 (гелевая фаза) до 0.10 (жид-
кокристаллическая фаза) [18]. Таким образом,
измерения значений анизотропии на сотые доли
отражает значительные изменения в подвижно-
сти липидов мембраны.

На карте изменений мембраны ордината – со-
отношение белок/липид, абсцисса – содержание
липидов в смеси, а значения анизотропии флуо-
ресценции показаны на карте в виде изолиний

0 0) ,(F F F−
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(рис. 1г). На карте изменений мембраны (рис. 1г)
наблюдалось два минимума анизотропии: при 10
и 15% POPG для соотношений белок/липид 8 и 3
соответственно (отмечено цветом). Минималь-
ное значение анизотропии флуоресценции соот-
ветствует максимальной подвижности флуорес-
центной метки, которая определяется плотно-
стью упаковки липидов вокруг метки в мембране.

Совпадение рельефа карт связывания белка
и изменений мембраны

На карте связывания белка (рис. 1в) наблюдал-
ся максимум связывания, который представляет

собой хребет начинающийся в точке (x; y = 8.5;
10, участок отмечен цветом). В этой точке дости-
гается насыщение мембраны белком. Дальней-
шее увеличение соотношения белок/липиды не
меняет значение (F0 – F)/F0.

Важно, что начало хребта на карте связывания
белка (рис. 1в) и минимум на карте изменений
мембраны (рис. 1г) совпадают: максимальное
связывание белка соответствует максимальной
подвижности липидов (минимуму анизотропии).
В данном случае такое условие выполняется для
липосом, содержащих 10% POPG. Такое совпаде-
ние имеет рациональное объяснение: для осу-
ществления гидролиза сФЛА2 необходимо встро-

Рис. 1. Оценка специфичности взаимодействия сФЛА2 с фосфолипидными мембранами из POPC/POPG с помощью
построения карт взаимодействия. a – Пример изменения собственной флуоресценции белка при титровании эмуль-
сией липосом (1.2 мкM bvPLA2, λex = 280 нм, λem = 290–450 нм); стрелкой показано направление изменений при уве-
личении концентрации липосом в системе. б – Изотерма связывания сФЛА2 (λex = 280 нм, λem = 340 нм, сплошная
линия) и анизотропия флуоресценции мембранного зонда TMB-PC (λex = 480 нм, λem = 510 нм, пунктирная линия).
Подобные кривые были получены для разных составов липосом, для примера приведена изотерма связывания липо-
сом из POPC. в – Карта связывания белка. г – Карта изменения мембраны. Цветом отмечены экстремумы значенй.

a40

30

20

10

0
400350300

F0

F

Длина волны, нм

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 ф

лу
ор

ес
це

нц
ии

,
 о

тн
. е

д.
б

0
9007000

А
ни

зо
тр

оп
ия

 Т
М

В
-Р

С
, R

500
Концентрация РОРС, мкМ

0.08

(F
0 –

 F
  )/

F 0

0.4

0.2

0.1

0.3

300100

0.20

0.16

0.12

в

28

12

8

4

0 16

%
 Р

О
РG

Число молекул bvPLA2 на 1000 молекул
липидов в бислое

24

20

16

141062 1284

0.301

0.281

0.262 0.242

0.204
0.184

0.165

0.087

0.107

0.126

0.146

0.242
0.262
0.281

г

28

12

8

4

0 16

%
 Р

О
РG

Число молекул bvPLA2 на 1000 молекул
липидов в бислое

24

20

16

141062 1284

0.113
0.107

0.101

0.095

0.089

0.107

0.113

0.113

0.119

0.1250.125

0.095
0.089

0.101



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 5  2021

ОЦЕНКА СЕЛЕКТИВНОСТИ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ФОСФОЛИПАЗЫ 397

иться в мембрану, для этого белок раздвигает в
стороны полярные головки липидов [13]. Соот-
ветственно, если диффузия липидов ограничена,
это сделать сложнее, чем если липиды диффунди-
руют свободно. Иными словами, скорость диф-
фузии липидов влияет на константу связывания
белка с мембраной,и таким образом меняет ста-
ционарное распределение “белок в растворе–бе-
лок на поверхности мембраны”, которое в свою
очередь определяет значение (F0 – F)/F0. Рассмат-
риваемый пример показывает, что не только в
разных фазах, но и в рамках одной фазы подвиж-
ность липидов может влиять на фермента, что в
конечном счете может определять скорость гид-
ролиза липидов.

Обнаруженная нами связь между подвижно-
стью липидов и эффективностью связывания
фермента может быть ключом для понимания
субстратной специфичности сФЛА2 в отношении
мембран разного состава.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе мы предложили новый метод

исследования связывания сФЛА2 с липидным
бислоем. Метод состоит в построении карты свя-
зывания белка и карты изменения мембраны.
Карта связывания белка основана на данных изо-
терм связывания белка на липидных мембранах
различного состава. Карта изменения мембраны
основана на отслеживании изменения анизотро-
пии флуоресценции липидного зонда при сорб-
ции белка на мембрану для различных соотноше-
ний липид–белок. Сопоставление карт позволило
обнаружить связь между подвижностью липидов
и эффективностью связывания фермента. Это
может быть ключом для понимания субстратной
специфичности сФЛА2 в отношении мембран
разного состава.
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Estimation of the Phospholipase A2 Selectivity on POPC/POPG 
Membranes Using the Interaction Map

A. S. Alekseeva1, P. E. Volynsky1, I. A. Boldyrev1, *
1Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117997 Russia

*e-mail: ivan@lipids.ibch.ru

The regulation of the activity and selectivity of phospholipase A2 (PLA2), which is capable of cleaving fatty
acid from the second position (sn-2) of the phospholipid, is carried out through the membrane-binding and
catalytic sites of the enzyme. For hydrolytic activity, PLA2 must first bind to the phospholipid membrane,
and the binding efficiency depends on the composition of the membrane. The membrane-binding site of
PLA2 is formed by several tens of amino acids and its composition differs from enzyme to enzyme; hydro-
phobic and positively charged amino acids play a key role in the interaction. In this work, we investigated the
interaction of PLA2 from bee venom with phospholipid bilayers of palmitoyloleoylphosphatidylcholine
(POPC) containing different amounts of palmitoyloleoylphosphatidylglycerol (POPG). Based on the mea-
surement of the intrinsic f luorescence of the protein and the anisotropy of the f luorescence of the lipid probe,
we propose the construction of lipid–protein interaction maps, which reflect both the efficiency of protein
binding and changes in the structure of the membrane. The latter take into account the change in the anisot-
ropy of the f luorescence of the label, which in turn is a measure of the mobility of the lipid environment of
the f luorescent probe. Analysis of interaction maps showed that there is a relationship between lipid mobility
and enzyme binding efficiency: the optimum interaction of PLA2 with membranes from a POPC/POPG
mixture lies in the region of the highest lipid mobility, and not in the region of the highest negative charge.
This dependence complements the existing understanding of the process of recognition of the membrane sur-
face by the enzyme and the selection of lipids by the enzyme already bound to the membrane. The proposed
mapping method can be extended to other membrane-active proteins.

Keywords: phospholipase A2, substrate specificity, lipid–protein interaction, f luorescence spectroscopy




