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Периэндотелиально расположенные мультипотентные мезенхимные стромальные клетки (МСК) рас-
сматриваются как одно из наиболее вероятных депо, из которого МСК могут быть мобилизованы в случае
повреждения тканей. В настоящей работе проанализировано, как нарушение прямой межклеточной ком-
муникации при ингибировании гомотипических щелевых контактов (ЩК) может влиять на свойства
МСК, востребованные в процессах заживления и восстановления тканей: состояние внутриклеточных
компартментов, паракринную, в частности ангиогенную активность, способность к миграции и фагоци-
тозу. В культивируемых митотически неактивных МСК коммуникацию через ЩК подавляли с помощью
специфического ингибитора карбеноксолона. С помощью проточной цитофлуориметрии в МСК с забло-
кированными ЩК было показано двукратное увеличение массы митохондрий (зонд MitoTracker Green).
Трансмембранный потенциал митохондрий (зонд JC-1) и уровень активных форм кислорода (измерен-
ный с помощью зонда CM-H2DCFDA), а также активность лизосомального компартмента (зонд
LysoTracker Green) при этом не изменялись. МСК с заблокированными ЩК менее активно мигрировали
в модели раны. Способность к фагоцитозу частиц латекса была снижена. В кондиционированной среде
(КС) от МСК с заблокированными ЩК по данным мультиплексного анализа уровень плейотропных ци-
токинов IL-6, IL-8, MCP-3 был значимо ниже. Эта КС не стимулировала ненаправленную миграцию эн-
дотелиальных клеток и рост основных сосудов в хориоаллантоисной оболочке эмбриона перепела. Сдела-
но предположение, что снижение эффективности прямой межклеточной коммуникации МСК−МСК
in vivo может негативно отразиться как на функционировании стромальных предшественников в местах их
расположения, так и на возможности их мобилизации из тканевых депо.

Ключевые слова: мультипотентные мезенхимные стромальные клетки, гомотипические щелевые контак-
ты, ингибитор, внутриклеточные компартменты, фагоцитоз, миграция, растворимые медиаторы, ангио-
генез in ovo
DOI: 10.31857/S0041377122060037

Мультипотентные мезенхимные стромальные
клетки (МСК) вызывают значительный интерес в
связи с их фундаментальной ролью в обеспечении
физиологии и регенерации тканей, которая делает
их важным структурным и регуляторным компонен-
том различных тканевых ниш (Буравкова и др., 2012;
Андреева, Буравкова, 2013; Murphy et al., 2013; Mur-
ray, Péault, 2015; Сaplan, 2017; Tan et al., 2020). Мно-
гие аспекты их вовлечения в поддержание гомеоста-
за и ремоделирование тканей остаются неисследо-
ванными, что связано с недостаточностью знаний о

функционировании МСК в локальных тканевых де-
по, а также о модуляции их функциональной актив-
ности при действии соответствующих стимулов. Хо-
рошо известно, что, по крайней мере, часть МСК in
vivo располагается переваскулярно, где они форми-
руют сеть контактирующих между собой клеток (An-
dreeva et al., 1998). В этой сети гомотипические кон-
такты между МСК осуществляются с участием высо-
коспециализированных соединений – щелевых
контактов (ЩК) (Orekhov et al., 2016).

ЩК играют существенную роль в регулировании
тканевого гомеостаза. Через ЩК цитозоли соседних
клеток связаны напрямую, что обеспечивает пере-
мещение вторичных мессенджеров, аминокислот,
ионов кальция, глюкозы и ее метаболитов, мик-
роРНК, малых интерферирующих РНК (siRNA) и
др. непосредственно из клетки в клетку, минуя внекле-

Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода;
МСК – мультипотентные мезенхимные стромальные клетки;
ПЦР-РВ –полимеразная цепная реакция в реальном времени;
ХАО – хориоаллантоисная оболочка; ЩК – щелевые контак-
ты; ЭК – эндотелиальные клетки; СВХ – карбеноксолон (car-
benoxolone).
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точное пространство (Harris et al., 2007; Brink et al.,
2012; Greco et al., 2013). Это позволяет клеткам взаи-
модействовать, формируя клеточные системы с высо-
кой степенью функциональной интеграции. Наличие
интегрированной через ЩК сети обеспечивает, по-ви-
димому, поддержание “покоящегося” (steady-state)
фенотипа МСК в периваскулярных депо. Мы предпо-
ложили, что снижение эффективности коммуника-
ции через ЩК может привести к изменению функ-
циональной активности МСК – фенотипической
поляризации.

В настоящей работе мы определили, как степень
гомотипической коммуникации через ЩК влияет на
свойства МСК, востребованные с точки зрения реа-
лизации их регенеративного потенциала. Для этого
оценивали влияние подавления коммуникации че-
рез ЩК на состояние внутриклеточных компарт-
ментов МСК, а также их паракринную, в частности
ангиогенную активность, способность к миграции и
фагоцитозу.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. В работе использовали линейные МСК

(ASC52telo SCRC-4000™; ATCC, США) и эндотели-
альные клетки (ЭК) (EA.hy926 CRL-2922™; ATCC,
США) человека, которые культивировали в среде α-
MEM и DMEM/F12 (Gibco, США) соответственно,
содержащей 10% фетальной телячьей сыворотки (Hy-
clone, США), 100 Ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл
стрептомицина и 2 мМ L-глутамина (ПанЭко, Рос-
сия) (далее – среды культивирования). Для останов-
ки клеточных делений МСК предварительно обра-
батывали митомицином С (1.5 мкг/мл, 18 ч; Sigma-Al-
drich, США). МСК и ЭК постоянно культивировали
при стандартных лабораторных условиях в СО2-инку-
баторе (Sanyo, Япония).

Дизайн эксперимента. Эксперименты проводили
следующим образом: после обработки митомици-
ном МСК промывали, пассировали и рассевали в
чашки Петри в полной ростовой среде из расчета
7000 кл./см2. Через 48 ч к МСК добавляли (или нет)
ингибитор ЩК карбеноксолон (СВХ) (Sigma-Al-
drich, США) в концентрации 100 мкг/мл на 18 ч.

Оценка эффективности коммуникации через ЩК.
Использовали следующие методические подходы.

1) Нагрузка флуоресцентным зондом клеток в мо-
дели “раны” клеточного монослоя (Zachar et al.,
2016). Для этого монослой МСК повреждали с помо-
щью наконечника микропипетки. Затем добавляли
краситель 6-карбоксифлуоресцеин (1 мкМ, Sigma-
Aldrich, США). Этот краситель не может проходить
через клеточные мембраны неповрежденных клеток.
При нанесении раны краситель попадает в поврежден-
ные клетки и из них проникает в соседние только через
ЩК. Окрашенные карбоксифлуоресцеином МСК фо-
тографировали через 1 и 6 ч после нанесения раны. По-
явление окрашенных карбоксифлуоресеином МСК,

связанных с поврежденными клетками, свидетель-
ствовало о наличии работающих ЩК.

2) Парашют-анализ (Parashute assay) (Talbot et al.,
2018). Для подтверждения взаимодействия клеток
через ЩК использовали цитоплазматический зонд
кальцеин-AM (Invitrogen, США). Этот витальный
краситель проникает в клетки и подвергается гидро-
лизу под действием эстераз. Образующийся кальцеин
не может выйти из клетки, но способен к перетеканию
в соседние клетки через ЩК. Часть МСК окрашивали
кальцеином-AM (0.1 мкг/мл). Далее МСК, содержа-
щие кальцеин, и неокрашенные МСК (1 : 2) сокульти-
вировали в течение 24 ч. Увеличение количества окра-
шенных МСК свидетельствовало о переносе кальце-
ина через ЩК. Для блокирования ЩК использовали
специфический ингибитор карбеноксолон (СВХ,
100 мкг/мл; Sigma-Aldrich, США) в течение 3 ч.

Объем митохондриального компартмента и трансмем-
бранный потенциал митохондрий. Объем оценивали при
помощи независимого от трансмембранного потенци-
ала митохондриального зонда MitoTracker Green
(15 нг/мл; Invitrogen, США); трансмембранный по-
тенциал митохондрий определяли с помощью зонда
JC-1 (1.5 нг/мл; Invitrogen, США). Длина волны воз-
буждения и испускания для обоих зондов составляла
соответственно 581 и 644 нм.

Состояние лизосомального компартмента и уровень
АФК. Лизосомальный компартмент оценивали при
помощи pH-чувствительного флуоресцентного зон-
да LysoTracker Green DND26 (0.5 мкл/мл; Invitrogen,
США) (при длине волны возбуждения и испускания
соответственно 504 и 511 нм). Активные формы кис-
лорода (АФК) в клетках выявляли, используя зонд
CM-H2DCFDA (1 мкг/мл, Invitrogen, США) (длина
волны возбуждения и испускания соответственно
492–495 и 517–527 нм).

Для всех флуоресцентных зондов, использован-
ных в работе, указаны конечные концентрации в
среде с клетками.

Фагоцитарная активность МСК. Оценивали спо-
собность клеток поглощать флуоресцентные части-
цы латекса FluoSheres Yellow-green диаметром
0.5 мкм (Molecular Probes, США). Частицы добавля-
ли к среде культивирования в концентрации 1 млн
частиц/мл. Непосредственно перед добавлением к
клеткам суспензию частиц латекса обрабатывали в
течение 15 мин в ультразвуковой ванне (Сапфир,
Россия) для получения гомогенной суспензии, со-
стоящей из отдельных частиц без агрегатов. МСК
(7000 кл./см2) инкубировали с частицами в течение
3 ч, после чего клетки тщательно промывали фос-
фатным буфером для удаления частиц с поверхно-
сти. Эффективность отмывки клеток от латексных
частиц контролировали с помощью фазово-кон-
трастного микроскопа (Leica DMIL, Германия). По-
сле промывки клетки фиксировали 4%-ным парафор-
мальдегидом в течение 20 мин, после чего тщательно
промывали фосфатным буфером и заключали в мон-
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тирующую среду Fluoroshield с DAPI (Invitrogene,
США). Для характеристики фагоцитарной активно-
сти вычисляли фагоцитарный индекс – долю МСК,
фагоцитировавших латексные частицы. Подсчет
производили с помощью флуоресцентного инверти-
рованного микроскопа Nikon Eclipse Ti-U (Япония).
В каждом эксперименте анализировали 200 клеток в
трех технических повторах.

Иммуноцитохимия. Для выявления на МСК ос-
новного белка ЩК коннексина 43 (Сх43) использо-
вали непрямое иммунофлуоресцентное мечение.
Клетки фиксировали в 4%-ном параформальдегиде
и окрашивали первичными мышиными монокло-
нальными антителами к Сх43 (Abcam, Великобрита-
ния) и затем вторичными антителами козы против
иммуноглобулинов мыши, мечеными AlexaFluor 488
(Имтек, Россия). После окрашивания покровные
стекла с МСК монтировали на предметное стекло
при помощи среды для заключения препаратов с до-
бавлением красителя DAPI (Fluoroshield с DAPI; Sig-
ma-Aldrich, США).

МСК анализировали на флуоресцентном инвер-
тированном микроскопе Nikon Eclipse Ti-U, лазер-
ном сканирующем микроскопе Zeiss LSM 900,
(Zeiss, Германия) и проточном цитофлуориметре
Cytoflex S (BeckmanCoulter, США), оснащенном ла-
зерами с длиной волны 488 и 640 нм.

Ненаправленную (в отсутствие хемоаттрактант-
ного стимула) миграцию в монослойных культурах
МСК и ЭК (после добавления кондиционированной
среды (КС) от МСК) оценивали in vitro через 6 ч по-
сле нанесения экспериментальной раны по умень-
шению площади, свободной от клеток. Площадь за-
крытия (мм2) представляла собой разность между
начальным (сразу после нанесения повреждения) и
конечным размером раны. Измерение площадей по-
водили с использованием программного обеспече-
ния NIS-elements AR версии 3.21 (Nikon, Япония).

Оценка транскрипционной активности генов. Ис-
пользовали полимеразную цепную реакцию в реаль-
ном времени (ПЦР-РВ). МСК лизировали с помо-
щью реагента QIAzol (Qiagen, США). Концентра-
цию и чистоту полученной РНК оценивали с
помощью спектрофотометра NanoDrop 2000c (Ther-
mo Scientific, США) по уровню поглощения при
длине волн 260/280 нм. Далее на матрице РНК син-
тезировали кДНК с использованием Quantitech Re-
verse Transcription Kit (Qiagen, США) в соответствии с
инструкцией производителя. Для определения уровня
экспрессии генов использовали набор реактивов для
проведения ПЦР-РВ в присутствии SYBR Green 1. Для
определения относительного изменения уровня экс-
прессии целевых генов в качестве гена домашнего
хозяйства использовали ген гипоксантин фосфори-
бозилтрансферазы (HPRT1). Специфичность прово-
димой реакции определялась с помощью анализа кри-
вой плавления продуктов амплификации в диапазоне
от 55 до 95°С с шагом в 1 градус. Методом ПЦР-РВ

определяли транскрипционную активность генов
GJA1, GLUT1, TUBB, RhoA, RocK1, IL-6, IL-8, МСР-1
и VEGF с помощью соответствующих праймеров
(Qiagen, США), на приборе MX300P (Stratagen,
США).

Содержание паракринных медиаторов. Медиаторы
в образцах КС определяли с помощью MILLIPLEX
MAP (HumanCytokine/Chemokine Magnetic Bead
Panel-Premixed 41 Plex-Immunology Multiplex Assay)
(Merck, Германия).

Оценку ангиогенной активности проводили с ис-
пользованием in ovo модели (формирование сосуди-
стой сети в хориоаллантоисной оболочке (ХАО) эм-
бриона японского перепела Coturnix coturnix japoni-
ca). КС от МСК наносили на хориоаллантоисную
оболочку на 24 ч, контролем служила полная росто-
вая среда. Объем вводимого образца составлял
0.025 см3 на 1 г веса эмбриона вместе с зародышевы-
ми оболочками. Затем образцы фиксировали и фо-
тографировали на стереомикроскопе ZeissStemi
2000-C (Zeiss, Германия) с камерой для захвата изоб-
ражения Canon G9 (Canon, Япония). На изображе-
ниях определяли число ветвей и число основных со-
судов, с использованием программного обеспечения
AngioQuant (www.cs.tut.fi) (Udartseva et al., 2019). Яй-
ца японского перепела предоставлены виварием
ИМБП РАН (Москва).

Статистическая обработка. В качестве характери-
стики полученных выборок использовали среднее
значение и стандартное отклонение. Использовали
пакет программ MicrosoftExcel 2010 и Statistica 7.0 и
непараметрический критерий Манна−Уитни (для
малых и средних выборок, n ≤ 30) при выбранном
уровне значимости P ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
На рис. 1а представлены результаты иммуноци-

тохимического выявления основного белка ЩК –
Сх43 на поверхности МСК. Как на интактных МСК,
так и на МСК с блокированными с помощью специ-
фического ингибитора карбеноксолона (СВХ) ЩК,
обнаружено присутствие Сх43 в виде специфиче-
ских структур – коннексиновых бляшек. Ингибиро-
вание работы ЩК не влияло на представленность и
расположение коннексиновых бляшек на поверхно-
сти МСК и на транскрипционную активность гена
GJA1, кодирующегоСх43 (рис. 1б).

В монослое МСК связаны друг с другом работаю-
щими ЩК, что демонстрируется в экспериментах с
нагрузкой ЩК-специфичным красителем 6-карбок-
сифлуоресцеином в модели экспериментальной ра-
ны (рис. 2а). Данные флуоресцентной микроскопии
подтверждаются с помощью проточной цитофлуо-
риметрии с использованием парашют-анализа (см.
раздел “Материал и методика”). Для этого неокра-
шенные МСК (70% популяции) (рис. 2б: −CBX, кри-
вая 1) и МСК, содержащие кальцеин (30% популя-
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ции) (рис. 2б: +CBX: кривая 2), сокультивировали 3 ч
и затем анализировали на проточном цитофлуори-
метре. Для полуколичественной оценки уровня
кальцеина в МСК использовали среднюю интенсив-
ность флуоресценции (СИФ). В неокрашенных МСК
СИФ составила (2.0 ± 0.0) × 103 отн. ед. СИФ в МСК,
содержащих краситель, была равна (5400.0 ± 500.0) ×
× 103 отн. ед. После взаимодействия кальцеин-со-
держащих и неокрашенных МСК можно было ви-
деть, что сформировалась популяция, в которой все
клетки содержали кальцеин. Распределение клеток
по интенсивности флуоресценции было близким к
нормальному (рис. 2б: −СВХ, кривая 3), СИФ соста-
вила (1900.0 ± 300.0) × 103 отн. ед. Значения СИФ
были ниже, чем в исходных окрашенных клетках, но
существенно выше, чем в неокрашенных МСК, что
подтвердило перетекание кальцеина через ЩК из
окрашенных клеток в неокрашенные.

После блокирования с помощью СВХ функцио-
нальная активность ЩК в МСК снижалась суще-
ственно. Практически полностью ингибировался
перенос карбоксифлуоресцеина в модели раны (рис.
2а: +СВХ). Парашют-анализ выявил уменьшение
эффективности переноса кальцеина. Гистограмма
распределения интенсивности флуоресеценции в
популяции после взаимодействия кальцеин-содер-
жащих и неокрашенных МСК с заблокированными
ЩК была представлена кривой с двумя пиками
(рис. 2б: +СВХ, кривая 3). Часть окрашенных МСК,
составлявшая примерно треть популяции, имела ис-
ходно высокий уровень флуоресценции (СИФ:
(6070.0 ± 200.0) × 103 отн. ед.) (рис. 2б: +СВХ, кривая 3,
пик справа). Другие две трети популяции были окра-

шены гораздо слабее (СИФ: (8.0 ± 0.2) × 103 отн. ед.)
(рис. 2б: +СВХ, кривая 3, пик слева).

После блокирования ЩК в МСК через 96 ч уве-
личилась (по сравнению с интактными МСК) в 2 ра-
за масса митохондрий (объем митохондриального
компартмента), выявленная с помощью красителя
MitoTracker Green (рис. 3а). Трансмембранный по-
тенциал митохондрий (определенный с помощью
зонда JC-1) (рис. 3б) и содержание внутриклеточных
АФК в МСК не зависели от эффективности работы
ЩК (рис. 3в), но ингибирование ЩК привело к уве-
личению транскрипции переносчика глюкозы
GLUT1 (рис. 3г). Блокирование ЩК не повлияло на
активность лизосомального компартмента, выявля-
емого с помощью зонда LysoTracker Green (рис. 3д).

Таким образом, ингибирование коммуникации
через ЩК привело к изменению состояния внутри-
клеточных компартментов, что отразилось на фук-
циональной активности МСК.

В случае МСК с ингибированными ЩК площадь
открытой раны через 6 ч после нанесения была больше,
чем в МСК с работающими ЩК (Р < 0.05) (рис. 4а, б),
что свидетельствовало о снижении скорости мигра-
ции МСК. При этом не выявлено изменения активно-
сти генов, кодирующих белок цитоскелета (TUBB) и
белки сигнального пути Rho/ROCK (RhoA, Rock1),
контролирующего перестройки цитоскелета (рис. 4в).

Для оценки фагоцитарной активности к МСК до-
бавляли флуоресцентные частицы латекса. Способ-
ность к захвату частиц латекса после ингибирования
контактов снижалась практически в два раза: доля
фагоцитирующих МСК составила 35% в контроле и
18% в МСК с ингибированными контактами (рис. 4г).

Рис. 1. Экспрессия основного белка щелевых контактов (ЩК) коннексина 43 (Сх43) на МСК и транскрипционная актив-
ность соответствующего гена. а – Иммуноцитохимическое выявление Сх43 на МСК; репрезентативные микрофотографии,
флуоресцентная микроскопия; Сх43 в составе коннексиновых бляшек локализован на поверхности МСК и в местах контак-
тов МСК−МСК (белые стрелки), ядра МСК докрашены DAPI; масштабный отрезок: 20мкм, увел. об.: 20×. б – Транскрип-
ционная активность гена GJA1, кодирующего Сх43; уровень транскрипции нормализован на значение экспрессии гена до-
машнего хозяйства HPRT1. СВХ – карбеноксолон, специфический ингибитор ЩК. Представлены результаты, полученные в
интактных МСК (−СВХ) и в МСК с блокированными ЩК (+СВХ).
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Ангиогенные эффекты КС от МСК с работающи-
ми и заблокированными ЩК оценивали по влия-
нию на ненаправленную миграцию в эксперимен-
тальной ране в монокультурах ЭК (рис. 5а, б) и в мо-
дели формирования сосудистой сети в ХАО
эмбриона перепела (рис. 5в–д).

Эффективность закрытия раны ЭК была одина-
ковой при культивировании в КС от МСК с работа-
ющими или заблокированными ЩК (рис. 5б).

Через 24 ч после добавления среды культивирова-
ния (контроль) или КС от интактных МСК в сосуди-
стой сети ХАО стало больше как основных сосудов,
так и ветвей. Эффект при добавлении КС был более
выраженным. Превышение над значениями в кон-
троле составило 20% (Р = 0.0476 и Р = 0.0286 для ос-
новных сосудов и ветвей соответственно) (рис. 5г, д).

При использовании КС от МСК с ингибированны-
ми ЩК не выявлено прироста основных сосудов в
ХАО (Р = 0.699) (рис. 5г), тогда как прирост ветвей
был таким же, как при действии КС от интактных
МСК (20%, Р = 0.0222).

Транскрипционная активность генов МСК, ко-
дирующих плейотропные ангиогенные цитокины
IL-6, IL-8 и МСР-1, а также основной ангиогенный
медиатор – фактор роста соcудистого эндотелия
VEGF, не изменялась в МСК с заблокированными
ЩК (рис. 5е). При этом содержание ангиогенных
медиаторов IL-6, IL-8, GRO, МСР-3 в КС от МСК
понижалось, что могло быть причиной выявленных
эффектов (рис. 5е). Снижение уровня VEGF носило
характер тенденции, но было отмечено увеличение
уровня другого медиатора – фактора роста фиброб-

Рис. 2. Функционально-активные ЩК в МСК. а – Флуоресцентный ЩК-специфичный карбоксифлуоресцеин, введенный
в МСК при повреждении монослоя, распространяется через работающие ЩК; белыми стрелками отмечены поврежденные
МСК, ярко окрашенные карбоксифлуоресцеином; прерывистая линия показывает область клеток, в которые краситель про-
ник через ЩК; флуоресцентная микроскопия, репрезентативные микрофотографии: масштабный отрезок: 50 мкм; увел. об.:
10×. б – Функционально-активные ЩК в МСК, проточная цитофлуориметрия, парашют-анализ, репрезентативные гисто-
граммы распределения МСК неокрашенных (1),окрашенных кальцеином-АМ (2) и смешанная популяция 1 и 2 (3). Кальцеин
перетек из окрашенных МСК в неокрашенные через работающие ЩК. СВХ – карбеноксолон, специфический ингибитор
ЩК; −СВХ – интактные МСК; +СВХ – МСК с блокированными ЩК.
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ластов (FGF-2). Такое изменение секреторного про-
филя, по-видимому, и определило уменьшение ан-
гиогенной активности КС от МСК с ингибирован-
ными ЩК.

ОБСУЖДЕНИЕ

Как известно, МСК образуют различные типы
соединений, таких как адгезионные и щелевые кон-
такты, туннельные микротрубочки (Batra et al., 2012;
Plotnikov et al., 2015; Успенская и др., 2021). Мы со-
средоточили внимание на ЩК, т.к. именно этот спо-
соб коммуникации позволяет клеткам обмениваться
метаболитами и сигнальными молекулами, минуя
внеклеточное пространство, и таким образом может
осуществляться модификация активности клеток в
пределах популяции. Ранее мы показали, что физи-
ческое уменьшение степени гомотипических кон-
тактов МСК приводит к поляризации их фенотипа
(Ездакова и др., 2020). МСК при низкой плотности
и, соответственно, малом количестве физических
контактов, имели более высокие уровни трансмем-
бранного потенциала митохондрий и эндогенных
АФК, менее закисленный лизосомальный компарт-
мент, а также продуцировали существенно больше
растворимых медиаторов, обладающих иммунорегу-
ляторной и ангиогенной активностью. Возник во-
прос, как снижение функциональной коммуника-

ции через высокоспециализированные структуры,
такие как ЩК, при сохранении уровня физических
контактов повлияет на фенотипическую поляриза-
цию МСК?

После ингибирования ЩК в МСК нами выявле-
но увеличение объема митохондриального компарт-
мента, при этом не изменялись трансмембранный
потенциал митохондрий и уровень внутриклеточ-
ных АФК. Изменение массы митохондрий рассмат-
ривается как индикатор происходящих внутри клет-
ки изменений. С одной стороны, увеличение массы
митохондрий может быть свидетельством преобла-
дания анаболических процессов над катаболически-
ми, что сопровождается усилением биогенеза мито-
хондрий (Lamb et al., 2015). С другой стороны, есть
данные, позволяющие интерпретировать увеличе-
ние массы митохондрий как защитный ответ клеток
на имевший место стресс, в частности повреждение
митохондрий. Так, показано увеличение этого показа-
теля после действия ионизирующего излучения (Limo-
li et al., 2003), пероксида водорода (Lee et al.,2005), ан-
тибиотиков (Manchini et al., 2005), цитостатиков
(Cupler et al., 1995) и статинов (Lee et al., 2000). Ло-
гично предположить, что в наших экспериментах
снижение эффективности прямых межклеточных
коммуникаций оказалось стрессом для МСК. Уси-
ление биогенеза митохондрий в этом случае можно
интерпретировать как адаптивную реакцию. Еще

Рис. 3. Влияние блокирования щелевых контактов с помощью ингибитора карбеноксолона (СВХ) на состояние внутрикле-
точных компартментов МСК: массы митохондрий (ММ, а), трансмембранного потенциала (ТП) митохондрий (б), содержа-
ния АФК (в), уровня транскрипции гена переносчика глюкозы GLUT1 (г; данные нормализованы на значение экспрессии ге-
на домашнего хозяйства HPRT1) и лизосомального компартмента (ЛК, д). По вертикали – средняя интенсивность флуорес-
ценции митохондриально-селективного красителя MitoTracker Green (а) или JC-1 (б), АФК-чувствительного зонда СМ-
H2DCFDA (в) и pH-чувствительного лизосомного красителя LysoTracker Green (д). Представлены средние значения и стан-
дартные отклонения, n = 4. Результаты получены в интактных МСК (−СВХ) и в МСК с блокированными ЩК (+СВХ).
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одним проявлением ответа на стресс на уровне кле-
точного метаболизма можно считать повышение
транскрипции переносчика глюкозы, что может
указывать на увеличение гликолитической состав-
ляющей в метаболизме АТФ.

Блокирование ЩК привело к изменению функ-
циональной активности МСК. Выявленное замед-
ление ненаправленной миграции МСК после инги-
бирования ЩК оказалось неожиданным. Ранее бы-
ло показано, что снижение коммуникации через
ЩК за счет подавления транскрипции Сх43 приво-
дит к стимуляции миграции. При этом было выявле-
но увеличение транскрипции генов, кодирующих
белки, ассоциированныe с репарацией тканей: не-
скольких матриксных металлопротеиназ, факторов

TGF-β1 и проангиогенного VEGF-A, тогда как ге-
ны, молекулы которых ассоциированы с фиброзом
(про-коллаген I типа, сократительные белки), были
ингибированы. В эти изменения вовлечены сиг-
нальные пути ERK1/2, GSK3α/β, TGF-β и тран-
скрипционные факторы AP1, SP1 (Tarzemany et al.,
2015). В нашей работе ингибирование работы ЩК не
сопровождалось снижением транскрипции белка
Сх43 и уменьшением количества коннексиновых
бляшек на поверхности МСК, с чем, по-видимому, и
было связано отсутствие стимуляции миграции
МСК с заблокированными ЩК. Это наблюдение
может представлять интерес с точки зрения возмож-
ности направленного воздействия на функциониро-
вание ЩК-интегрированных клеточных систем.

Рис. 4. Влияние блокирования ЩК с помощью ингибитора карбеноксолона (СВХ) на функциональную активность МСК.
а – Ненаправленная миграция МСК в модели раны монослоя; фазово-контрастная микроскопия, репрезентативные микро-
фотографии; прерывистая линия показывает границы раны (поврежденного монослоя) в точке “0”; масштабный отрезок:
50 мкм, увел. об.: 10×. б – Эффективность закрытия раны; представлены средние значения и стандартные отклонения, n = 4,
(*) – различия достоверны при Р < 0.05. в – Транскрипционная активность генов, кодирующих тубулин (TUBB) и белки-ре-
гуляторы миграции (RhoA, Rock1), данные нормализованы на значение экспрессии гена домашнего хозяйства HPRT1, n = 3.
г – Фагоцитарный индекс, показаны средние значения и стандартные отклонения для доли МСК, захвативших частицы ла-
текса, n = 4, (*) – различия достоверны при Р < 0.05. Результаты получены получены в интактных МСК (−СВХ) и в МСК с
блокированными ЩК (+СВХ).
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Помимо снижения миграции мы обнаружили
уменьшение фагоцитарного индекса после ингиби-
рования ЩК в МСК. Подобный эффект был ранее
описан в результате нокдауна Сх43 и последующего
подавления работы ЩК в клетках внутриглазной
трабекулярной сети (Li et al., 2020). Кроме того, ин-
гибирование Сх43 с помощью малых интерфериру-
ющих мНРК вызывало снижение фагоцитоза в мак-
рофагах. Этот эффект авторы объяснили тем, что
Cx43 связан с цитоскелетными белками и необходим
для реорганизации F-актинового цитоскелета и
RhoA-зависимого захвата фагоцитируемых частиц
(Anand et al., 2008).

Фенотипическая поляризация МСК при сниже-
нии коммуникации через ЩК, помимо замедления
миграции и подавления фагоцитоза, сопровожда-
лась снижением продукции паракринных медиато-
ров, что привело к ослаблению ангиогенных эффек-
тов КC от МСК. Ранее после ингибирования ЩК в
культивируемых стромальных клетках эндометрия
человека было показано снижение продукции
VEGF-A, что рассматривалось как одна из причин
снижения ангиогенеза в эндометрии (Yu et al., 2011).
В нашей работе при анализе паракринного профиля
КС выявлена тенденция к снижению уровня основ-
ного ангиогенного медиатора VEGF, играющего
центральную роль в стимуляции пролиферации и
миграции ЭК, а также наблюдалось снижение со-
держания нескольких хемокинов: IL-8, IL-6, GRO,
MCP-3.

Хемокины играют важную роль в регуляции про-
цессов ангиогенеза. IL-8 – первый из хемокинов,
для которых показана прямая проангиогенная ак-
тивность за счет стимуляции миграции ЭК, а также
опосредованная –путем усиления продукции VEGF
и фактора роста фибробластов FGF-2 (Li et al., 2003).
Похожими эффектами обладает и плеотропный IL-6:
за счет стимулирования синтеза и секреции VEGF
он активирует процессы миграции и пролиферации
ЭК, что обеспечивает формирование сосудистой се-
ти (Papetti, Herman, 2002; Wei et al., 2003). Кроме то-
го, IL-6 повышает экспрессию Ang-2. Этот медиатор

вызывает антиангиогенные эффекты, способствует
гибели клеток эндотелия и регрессии сосудов. Но
действуя синергично с VEGF, он содействует обра-
зованию новых кровеносных сосудов, опосредуя
взаимодействия между эндотелиальными и перивас-
кулярными клетками, усиливая эффект проангио-
генных белков (Wei et al., 2003; Kayakabe et al., 2012).

Кроме того, еще ряд факторов роста и цитокинов,
таких как GRO-α, вызывают опосредованные про-
ангиогенные эффекты через усиление продукции ос-
новных регуляторов сосудообразования (Caunt et al.,
2006). Семейство моноцитарных хемотактических
протеинов также вовлечено в регуляцию роста сосу-
дов. В частности, продемонстрировано, что MCP-3
стимулирует миграцию МСК, тем самым индуцируя
ангиогенез (Bousquenaud et al., 2012). Поскольку в
наших экспериментах содержание перечисленных
выше медиаторов значимо снижалось, это может
объяснять отсутствие действия на продукцию VEGF,
стимуляцию миграции ЭК в модели раны, а также
снижение эффективности формирования сосуди-
стой сети in ovo при использовании КС от МСК с за-
блокированными ЩК.

Таким образом, снижение эффективности пря-
мой межклеточной коммуникации МСК−МСК мо-
жет рассматриваться как стрессовая ситуация, при-
водящая к ухудшению интеграционной целостности
клеточной системы МСК в локальных тканевых де-
по и поляризации фенотипа МСК. В связи с этим
представляется актуальным анализ того, как факто-
ры микроокружения МСК могут повлиять на эф-
фективность коммуникации. В частности, есть дан-
ные о подавлении ЩК при гипергликемии (Muto et al.,
2014) и повышенном уровне воспалительных медиа-
торов (Dorshkind et al., 1993; Duffy et al., 2000; Chan-
son et al., 2005). Возможно, что подобные эффекты мо-
гут вызватьcя также острым гипоксическим стрессом
или депривацией факторов роста, возникающими при
повреждении тканей. Подобного рода нарушения
могут негативно отразиться как на функционирова-
нии МСК в местах их расположения, так и на воз-
можности их мобилизации из тканевых депо.

Рис. 5. Ангиогенные эффекты кондиционированной среды от МСК с работающими и заблокированными ЩК в моделях
in vitro и in ovo. а – Ненаправленная миграция эндотелиальных клеток (ЭК) в модели раны монослоя; фазово-контрастная
микроскопия, репрезентативные микрофотографии; прерывистой линией показаны границы поврежденного монослоя в
точке “0”; масштабный отрезок: 50 мкм, об.: 10×. б – Эффективность закрытия раны ЭК; представлены средние значения и
стандартные отклонения, n = 4; отличие от значений в контроле (среда культивирования,*) и от значений для интактных
МСК (−СВХ, #) достоверно при Р < 0.05. в – Сосудистая сеть в хориоаллантоисной оболочке (ХАО) эмбриона перепела,
стрелками указаны основные сосуды (1) и ветви (2); микроскопия в светлом поле, репрезентативная микрофотография; мас-
штабный отрезок: 1мм, об.: 6×. г, д – Число основных сосудов и ветвей соответственно: показан прирост по сравнению с кон-
тролем (средой культивирования); отличие от значений в контроле (*) и от значений для интактных МСК (−СВХ, #) досто-
верно при Р < 0.05. е – дифференциальная экспрессия генов, кодирующих ангиогенные медиаторы; показана кратность от-
личий в МСК с блокированными ЩК по сравнению с интактными МСК, n = 3. ж – Содержание ангиогенных медиаторов
(IL-6, IL-8, GRO, МСР-3, VEGF, FGF-2) в кондиционированной среде МСК. Представлены средние значения и стандарт-
ные отклонения, n = 4; отличия между МСК с заблокированными контактами (+СВХ) и интактными МСК (−СВХ) досто-
верны при Р < 0.05 (*).
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Homotypic Regulation of Functional Activity of Multipotent Mesenchymal Stromal Cells: 
The Role of Gap Junctions

M. I. Ezdakovaa, D. K. Matveevaa, and E. R. Andreevaa, *
aInstitute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, 123007 Russia
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Perivascular multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) are considered as most likely putative depot for MSCs’
mobilization in case of tissue damage. Here, we analyzed the involvement of direct homotypic gap junctional inter-
cellular communication (GJIC) in realization of MSC functions requested in tissue healing and repair: the state of
intracellular compartments, paracrine, in particular angiogenic activity, the migration and phagocytosis. GJIC in
growth arrested MSCs was suppressed with specific inhibitor, carbenoxolone. Using f low cytometry, a two-fold in-
crease in mitochondrial mass (MitoTracker Green) was shown in MSCs with blocked GJ. The transmembrane mi-
tochondrial potential (JC-1) and the ROS levels (CM-H2DCFDA probe), as well as the activity of the lysosomes
(LysoTracker Green) did not change. MSCs with blocked GJs migrated less actively in the “scratch wounding” mod-
el. The phagocytosis of latex beads was reduced. According to multiplex immunofluorescence assay, the levels of
pleiotropic cytokines IL-6, IL-8, and MCP-3 were significantly lower in the conditioned medium from MSCs with
blocked GJs. This medium did not stimulate the non-targeted migration of endothelial cells and the growth of the
tubule complexes in the chorioallantoic membrane of the quail embryo. It is supposed, that a decrease in the efficacy
of direct MSC-MSC intercellular communication in vivo may negatively affect stromal cells’ functions on site as well
as their mobilization from tissue depots.

Keywords: multipotent mesenchymal stromal cells, homotypic gap junctions, inhibitor, intracellular compartments,
phagocytosis, migration, soluble mediators, angiogenesis in ovo
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В работе исследовали возможные молекулярные механизмы, которые могли бы опосредовать подавление
клеточной подвижности эндометриальных мезенхимных стволовых клеток человека (эМСК) при селек-
тивной химической активации механочувствительных каналов Piezo1 низкомолекулярным гетероцикли-
ческим соединением Yoda1. Согласно данным литературы, стимуляция активности Piezo1 в плазматиче-
ской мембране может приводить к активации различных сигнальных путей, в частности связанных с ак-
тивностью каналов TRPV4 или с высвобождением внутриклеточной АТФ во внеклеточную среду и
последующим запуском пуринергических каскадов. Мы предположили, что Piezo1-зависимая активация
этих сигнальных путей может вносить вклад в торможение миграции эМСК при действии агониста Yoda1.
С помощью полимеразной цепной реакции и иммунофлюоресцентного окрашивания выявлена экспрес-
сия TRPV4 в эМСК на уровне мРНК и белка. В то же время, миграционные тесты показали, что ингиби-
рование каналов TRPV4 (реагентом HC067047) не отменяло эффекта снижения клеточной подвижности
эМСК в присутствии Yoda1. Кроме того, добавление в среду апиразы – дифосфогидролазы, катализирую-
щей быстрое расщепление АТФ, не приводило к восстановлению миграционного потенциала эМСК, сни-
жающегося при действии агониста Yoda1. Результаты работы позволяют исключить из рассмотрения ги-
потезы о TRPV4- или АТФ-зависимом подавлении миграции эМСК при селективной химической акти-
вации механочувствительных каналов Piezo1; обсуждаются предпосылки для поиска ионных механизмов,
лежащих в основе наблюдаемых изменений подвижности эндометриальных стволовых клеток.

Ключевые слова: механочувствительные каналы Piezo1, Yoda1, клеточная подвижность, эндометриальные
стволовые клетки, АТФ, TRPV4
DOI: 10.31857/S0041377122060116

Механоуправляемые ионные каналы плазмати-
ческой мембраны играют ведущую роль в передаче
механических сигналов и формировании интеграль-
ного клеточного ответа на изменения свойств мик-
роокружения. Ранее в наших электрофизиологиче-
ских исследованиях была изучена механозависимая
активация каналов в эндометриальных мезенхим-
ных стволовых клетках человека (эМСК) (Chubins-
kiy-Nadezhdin et al., 2017, 2019a), представляющих
интерес с точки зрения регенеративной медицины
ввиду нескольких преимуществ, таких как доступ-
ность, неинвазивные протоколы их получения и от-
сутствие существенных этических проблем (Banu
et al., 2008; Zemel’ko et al.,2012; Chen et al., 2019). Не-
давно в эМСК были идентифицированы механочув-
ствительные каналы Piezo1, способные в физиоло-

гических условиях проводить ионы Са2+ из внеклеточ-
ной среды в цитоплазму (Chubinskiy-Nadezhdin et al.,
2022). Полученные нами результаты, в том числе
данные о функциональной кластеризации каналов,
позволяют полагать, что Са2+-проницаемые каналы
Piezo1 могут вносить существенный вклад в локаль-
ные механизмы кальциевой сигнализации и сопря-
женные процессы клеточной механотрансдукции
эМСК.

Перспективным инструментом исследования
физиологической роли каналов Piezo1 в нативных
клетках оказались их селективные химические аго-
нисты, способные специфически присоединяться к
канальным молекулам, приводя к изменению их кон-
формационной структуры и активации ионных токов в
отсутствие механического стимула (Syeda et al., 2015;
Wang et al., 2018). Недавно обнаружено, что селек-
тивный активатор каналов Piezo1 низкомолекуляр-
ное гетероциклическое соединение Yoda1 ингибиру-
ет подвижность эМСК в тестах по заживлению экс-

Принятые сокращения: МСК – мезенхимные стволовые клет-
ки; эМСК – МСК эндометрия человека; ПЦР – полимераз-
ная цепная реакция; hDP-MSCs – МСК из пульпы зуба.

УДК 576.32/.52/577.353
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периментальной раны (wound healing assay)
(Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2022).

Этот достаточно неожиданный результат согласу-
ется с ранее полученными данными на клетках
3Т3B-SV40 (Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2019b) и мо-
тивирует нас обратиться к выяснению механизмов
обнаруженного эффекта подавления миграционно-
го потенциала эМСК при повышении активности
механочувствительных каналов Piezo1. Согласно
данным литературы, стимуляция активности Piezo1
может приводить к активации различных сигналь-
ных путей, связанных, в частности, с активностью
ионных каналов TRPV4 (Swain et al., 2020; Swain,
Liddle, 2021) или с высвобождением внутриклеточ-
ной АТФ во внеклеточную среду и последующим за-
пуском пуринергических каскадов (Mousawi et al.,
2020). Мы предположили, что Piezo1-зависимая ак-
тивация этих сигнальных систем может вносить
вклад в Yoda1-индуцированное ингибирование ми-
грации эМСК.

Специального внимания заслуживают предполо-
жения о возможном участии ионных каналов TRPV4
в Piezo-зависимом сигналинге в стволовых клетках.
Взаимодействие между Piezo1 и TRPV4 было показа-
но ранее в хондроцитах (Servin-Vences et al., 2017),
остеобластах (Yoneda et al., 2019) и эндотелиальных
клетках (Swain, Liddle, 2021). Сообщалось, что в
клетках эндотелия сосудов (HUVEC) механочув-
ствительные каналы Piezo1 стимулируют активность
каналов TRPV4, результирующий вход кальция че-
рез которые приводит к ремоделированию актина и
нарушению адгезивных контактов (Swain et al., 2020,
Swain, Liddle, 2021). Наши результаты по миграции
стволовых клеток (Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2022)
вкупе с приведенными данными из литературы поз-
воляют считать вероятным вовлечение TRPV4 в об-
наруженное нами ингибирование клеточной по-
движности при селективной химической активации
каналов Piezo1 в эМСК. С использованием апроби-
рованных подходов может быть проверена гипотеза
о функционировании аналогичного механизма вза-
имодействия между каналами Piezo1 и TRPV4 в
стволовых клетках и возможного вклада в подавле-
ние их миграционного потенциала.

Вторая гипотеза базируется на данных, получен-
ных на мезенхимных стволовых клетках, о выбросе
АТФ во внеклеточную среду вследствие активации
Piezo1 (Mousawi et al., 2020). Ранее показано также
снижение скорости зарастания раны на монослое
эМСК при внесении АТФ в среду культивирования
(Semenova et al., 2020). Подтверждение предположе-
ния о Piezo-зависимом выбросе АТФ в эМСК может
дать непротиворечивое объяснение ранее обнару-
женным эффектам ингибирования миграции при
действии внеклеточного АТФ (Semenova et al., 2020)
или агониста Yoda1 (Chubinskiy-Nadezhdin et al.,
2019b, 2022).

Задачей настоящей работы являлась последова-
тельная проверка предположений о возможных мо-
лекулярных участниках регуляции клеточной по-
движности при селективной химической активации
механочувствительных каналов Piezo1. В независи-
мых экспериментах на модели зарастания раны бы-
ли проверены две предложенные гипотезы о воз-
можных механизмах, которые могли бы опосредо-
вать подавление миграции эМСК, наблюдаемое при
действии соединения Yoda1, селективного агониста
каналов Piezo1.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. Клеточная линия эндометриальных мезен-

химных стволовых клеток человека (эМСК, линия
2804), выделенная из десквамированного эндометрия,
была получена и охарактеризована (Zemel’ko et al.,
2012) в Институте цитологии РАН (Санкт-Петер-
бург, Россия). Клетки обладают свойствами, типич-
ными для мезенхимных стволовых клеток, включая
фибробластоподобную морфологию, мультипотент-
ность и экспрессию соответствующих поверхност-
ных маркеров (Dominici et al., 2006; Zemel’ko et al.,
2012). Клетки культивировали согласно стандартно-
му протоколу в среде DMEM/F12 (Gibco, США), со-
держащей 10% эмбриональной бычьей сыворотки
(HyClone, США, или BioSera, Франция), 1% анти-
биотика гентамицина и 1% GlutaMAX (Gibco,
США). В экспериментах использовали эМСК на 9–
13 пассажах. Клеточную линию культивировали в
стандартных условиях в инкубаторе (37°С и 5% СО2).
Подсчет клеток при пересеве и перед эксперимента-
ми проводили с помощью автоматического счетчика
клеток Thermo Fisher Countess 2 (Thermo Fisher Sci-
entific, США).

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) с обратной
транскрипцией (ОТ-ПЦР). Для выделения общей
(тотальной) РНК брали 3 чашки (диаметр 60 мм) с
монослоем эМСК. РНК выделяли с использованием
коммерческого набора RNeasy Mini Kit (Qiagen,
США). Синтезирование первой цепи кДНК произ-
водили с помощью коммерческого набора OT-1
(Синтол, Россия). Реакцию обратной транскрипции
проводили при смешении 1 мкг РНК с 0.5 мкг слу-
чайных гексапраймеров, 100 ед. обратной тран-
скриптазы (ревертазы) MMLV и 2.5-кратной реак-
ционной смеси в общем объеме 25 мкл и инкубирова-
нии при 37°С в течение 1 ч. Для отрицательного
контроля (ОТ−) использовали ПЦР-смесь без MMLV
ревертазы. Полученную концентрированную кДНК
разводили до рабочей концентрации 100 нг/мкл.
Праймеры для ПЦР были разработаны с использо-
ванием программного обеспечения GeneRunner
v5.0.59 (www.generunner.net). Последовательности
праймеров для hTRPV4: 5' AAG-CAC-CCA-TGG-
ACT-CAC-T 3' (прямой), 5' CCA-CGA-GAA-GTT-
CCA-CGT-A 3' (обратный). Согласно расчету в про-
грамме BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
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primer-blast/), ожидаемый размер продукта реакции
составляет 474 пар нуклеотидов (п.н.). ПЦР прово-
дили в объеме 15 мкл с использованием 1.5 мкл раз-
бавленной кДНК, 0.3 мкМ каждого праймера,
200 мкМ dNTP, 2 мМ MgCl2, 1 ед. Hot-Taq полимера-
зы и 1 × Hot-Taq полимеразного буфера (Силекс,
Россия). ПЦР проводили по следующей схеме: 9 мин
и 30 с при 94°C, 35 циклов по 40 с при 94°С, 30 с при
60°С и 30 с при 72°С, 5 мин при 72°С. Для определе-
ния присутствия продукта, полученного в ходе ПЦР,
10 мкл ПЦР-реакции подвергали электрофорезу в
6%-ном полиакриламидном геле. Затем гель окраши-
вали ДНК-связывающим красителем GelRed (1 : 10000,
Biotium, США). Результаты реакции визуализирова-
ли в ультрафиолетовом свете с помощью системы
гель-документирования E-Gel Imager System (Ther-
mo Fisher Scientific, США).

Миграция. Для оценки миграционного потенциа-
ла эМСК использовали силиконовые 2-х луночные
культуральные вставки Ibidi Culture inserts (Ibidi,
Германия), позволяющие сформировать межклеточ-
ный промежуток стабильных размеров (500 ± 50 мкм)
между двумя клеточными монослоями и, тем самым,
моделировать экспериментальную рану. Перед экс-
периментом вставки устанавливали в 4-луночные
планшеты (Jet Biofil, Китай) в стерильных условиях.
Клетки трипсинизировали (0.25% трипсином с

ЭДТА; Thermo Fisher Scientific, США), переводили в
суспензию в полной культуральной среде, далее
производили их подсчет и высевали во вставки по
30 тыс. с каждой стороны от силиконового раздели-
теля (рис. 1). Далее клетки культивировали в течение
20–24 ч до их распластывания и образования моно-
слоя, затем вставки убирали и промывали клетки
фосфатно-солевым буферным раствором (PBS). По-
сле промывки к клеткам добавляли полную культу-
ральную среду, содержащую 10 мкМ Yoda1 (Tocris,
США), 10 мкМ Yoda1 и 5 ед. апиразы (Sigma-Aldrich,
Германия) или 10 мкМ Yoda1 и 300 нМ НС067047
(Sigma-Aldrich, Германия). Структурные формулы
реагентов представлены на рис. 2. В качестве кон-
тролей использовали культуральную среду с добавле-
нием DMSO (растворитель для Yoda1 и HC067047),
сверхчистой воды (растворитель для апиразы, Arium
Ultrapure water, Sartorius, Германия) или их комбина-
ции (вода + DMSO) в количествах, соответствующих
разведениям используемых реагентов.

Далее клетки помещали в стандартные условия
культивирования на 48 ч. Фотосъемку эксперимен-
тальных ран производили сразу после добавления
реагентов (0 ч) и через 24 и 48 ч после начала экспе-
риментов. Изображения получали на инвертирован-
ном микроскопе Биомед (Биомед, Россия) в фазо-
вом контрасте (объектив 10×) с помощью цифровой

Рис. 1. Схема процедуры формирования промежутка между монослоями эМСК (экспериментальной раны) с использовани-
ем двухлуночных вставок Ibidi (см. Материалы и Методику). Адаптировано с сайта производителя (Ibidi, Германия, www.ibi-
di.com).
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Силиконовая
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37°C

вставка

Ibidi

стороны

Рис. 2. Структурные формулы селективного активатора каналов Piezo1 низкомолекулярного соединения Yoda1 (2-(5-{[(2,6-
Дихлорофенил)метил]сульфанил}-1,3,4-тиадиазол-2-ил)пиразин) и ингибитора каналов TRPV4 реагента HC067047 (2-ме-
тил-1-(3-морфолин-4-илпропил)-5-фенил-N-[3-(трифлуорометил)фенил]пиррол-3-карбоксамид).
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камеры ToupCam 5.1 MP (ToupTek Photonics, Китай)
под управлением специализированной программы
ToupView (ToupTek Photonics, Китай). Площадь экс-
периментальных ран измеряли в программе ImageJ
(National Institute of Health, США), пользуясь функ-
цией обведения ран вручную (freehand selection).
Площади ран через 24 и 48 ч после начала экспери-
мента нормализованы на соответствующие значе-
ния площади исходных ран (0 ч). Обработку число-
вых значений, их статистический анализ и построе-
ние графиков проводили в программе GraphPad
Prism 8.0 (GraphPad Software, США). Динамика за-
растания ран представлена на столбчатых диаграм-
мах как средняя площадь раны (в %) и среднеквадра-
тичное отклонение; все экспериментальные значе-
ния показаны на графиках (рис. 4–6). Перед
статистическими сравнениями данные проверяли
на соответствие нормальному распределению (кри-
терий Шапиро−Уилка), отсутствие выбросов (кри-
терий ROUT) и равенство дисперсий (F-тест). После
этого данные сравнивали с применением двусторон-
него (two-tailed) t-критерия Стьюдента (t-тест), уро-
вень различий P < 0.05 считали достоверным.

Иммунофлюоресцентная микроскопия. Для проведе-
ния иммунофлюоресцентного окрашивания эМСК,
предварительно высеянные на покровные стекла (за
2–3 сут до экспериментов, итоговая конфлюэнт-
ность 70–80%), фиксировали 4%-ным раствором па-
раформальдегида в течение 10 мин. Затем клетки обра-
батывали 0.25%-ным Tween-20 (10 мин) и инкубирова-
ли с 10% козьей сыворотки 1 ч для блокирования
неспецифического присоединения антител к клеткам.
Окраску первичными антителами к белкам TRPV4

(№ ACC-034; Alomone Labs, Израиль, разведение 1 :
100) проводили согласно стандартному протоколу
(20–24 ч, 4°С). Далее клетки инкубировали с вторич-
ными антителами, конъюгированными с флуорес-
центным красителем Cy3 (Goat-Anti-Rabbit-Cy3;
Santa Cruz, США, 1 : 200, 1 ч в темноте), ядра окра-
шивали DAPI (0.05 мкг/мл, 15 мин в темноте). Меж-
ду всеми этапами окраски препараты промывали
PBS. Все процедуры проводили при комнатной тем-
пературе, если не указано иное. После окрашивания
препараты монтировали на предметных стеклах с
использованием реагента, препятствующего выго-
ранию флуоресцентных красителей (Vectashield;
Vector Labs, США). Для получения изображений ис-
пользовали конфокальный микроскоп Olympus
FV3000 с объективом 40×/NA1.3 (Olympus, Япония),
доступный через Центр коллективного пользования
Института цитологии РАН. Возбуждение флуорес-
ценции производили лазерами с длинами волн 405
(для DAPI) и 568 нм (для Cy3). В качестве контроля
использовали клетки, инкубированные только со
вторичными антителами (Goat-Anti-Rabbit-Cy3,
Santa Cruz, США, 1 : 200, 1 ч в темноте); в этих усло-
виях флуоресценцию не наблюдали. Обработку
изображений проводили с помощью плагина Olym-
pus Viewer для программы ImageJ (NIH, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

В качестве первого шага мы решили проверить,
экспрессируется ли мРНК гена hTRPV4 в эМСК. Мы
провели реакцию ОТ-ПЦР и выявили продукт ам-
плификации, соответствующий расчетному размеру

Рис. 3. Результаты ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ), демонстрирующие присутствие мРНК белков TRPV4 в эМСК (а) и
иммунофлуоресцентное окрашивание эМСК специфическими антителами против белков TRPV4 (б). а – Расчетный продукт
амплификации – 474 п.н. (показан стрелкой); ОТ(−) – отрицательный контроль (ПЦР-реакция без обратной MMLV тран-
скриптазы; М – маркер длин фрагментов). б – Красный цвет – белки TRPV4, синий – окраска ядер DAPI; масштабная ли-
нейка – 50 мкм.
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для подобранных праймеров (рис. 3а, 474 п.н.), в
клеточных лизатах, полученных из эМСК. Далее мы
провели иммунофлуоресцентное окрашивание спе-
цифическими антителами, что позволило подтвер-
дить присутствие белков TRPV4 в эМСК (рис. 3б).
Таким образом, мы получили предварительные ар-
гументы для дальнейшей проверки нашей первой ра-
бочей гипотезы, основанной на данных о взаимодей-

ствии каналов Piezo1 и TRPV4 (Servin-Vences et al.,
2017; Yoneda et al., 2019; Swain, Liddle, 2021).

Для проверки предположения о роли Piezo1-за-
висимой активации TRPV4 в подавлении миграци-
онного потенциала стволовых клеток мы провели
эксперименты по оценке клеточной подвижности
эМСК с помощью метода зарастания эксперимен-
тальной раны (см. раздел “Материал и Методика”).

Рис. 4. Влияние селективного активатора каналов Piezo1 (Yoda1, 10 мкМ) и его комбинации с ингибитором каналов TRPV4
соединением HC067047 (300 нМ) на миграционный потенциал эМСК с помощью метода зарастания экспериментальной ра-
ны. а – Репрезентативные изображения исходных ран (0 ч) и ран через 24 и 48 ч после культивирования клеток с реагентами;
масштабная линейка – 100 мкм. б – Здесь и на рис. 5–6 представлены средние значения площадей оставшихся ран (в %
от исходной площади) и их среднеквадратические отклонения через 24 и 48 ч после начала эксперимента; точки на
диаграмме – все экспериментальные значения в каждом из наборов данных. (*) – различие достоверно при P < 0.05, # – нет
статистически значимых различий (двусторонний t-критерий Стьюдента).
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Рис. 5. Селективный ингибитор каналов TRPV4 вещество HC067047 не влияет на зарастание экспериментальной раны
эМСК. а – Репрезентативные изображения исходных ран (0 ч) и ран через 24 ч в контроле и после культивирования клеток с
300 нМ HC067047. б – Средние значения размеров оставшихся ран через 24 ч. Масштабная линейка – 100 мкм. # – нет ста-
тистически значимых различий (двусторонний t-критерий Стьюдента).
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В этих экспериментах мы исследовали действие се-
лективного химического активатора механочувстви-
тельных каналов Piezo1 вещества Yoda1 (Syeda et al.,
2015), селективного ингибитора каналов TRPV4 ве-
щества HC067047 (Everaerts et al., 2010), а также их
комбинации на миграцию эМСК.

В наших экспериментах присутствие в среде
10 мкМ Yoda1 приводило к ингибированию зараста-
ния раны (рис. 4), как и было описано нами ранее
(Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2022). В то же время,
добавление к клеткам 300 нМ HC067047 в присут-
ствии Yoda1 не отменяло торможения миграции
эМСК через 24 ч и при этом еще и замедляло зарас-
тание раны через 48 ч (рис. 4а, б). Вещество
HC067047 в используемой концентрация (300 нМ),
согласно данным литературы, должно ингибировать
>90% активности каналов TRPV4 (Everaerts et al.,
2010). При этом добавление в культуральную среду
только блокатора каналов TRPV4 само по себе не
влияло на процесс зарастания раны (рис. 5) по срав-
нению с контролем (нет статистически значимых
различий через 24 ч, и раны полностью зарастали в
течение 48 ч). Таким образом, полученные экспери-
ментальные данные (рис. 3–5) указывают на то, что,
несмотря на присутствие в эМСК каналов TRPV4,
их селективное ингибирование не отменяет эффекта
Yoda1 на клеточную подвижность. Результаты поз-
воляют нам, вероятно, исключить рабочую гипотезу,
согласно которой подавление миграционного по-
тенциала эМСК при химической стимуляции Piezo1
обусловлено последующей активацией каналов
TRPV4. При этом полученные нами данные не ис-

ключают возможного взаимодействия каналов
Piezo1 и TRPV4 в эМСК.

Наша вторая рабочая гипотеза базировалась на
концепции, предлагаемой в работе из литературы
(Mousawi et al., 2020), согласно которой селективная
активация Piezo1 приводит к выбросу АТФ из клеток
во внеклеточную среду, что, в свою очередь, запус-
кает каскады пуринергического сигналлинга, кото-
рые и опосредуют влияние Yoda1 на клеточную по-
движность МСК. Следует еще раз подчеркнуть, что в
этой работе (Mousawi et al., 2020), проведенной на
МСК, выделенных из пульпы зуба (hDP-MSCs), се-
лективная химическая активация Piezo1 его агони-
стом Yoda1 ускоряла процессы заживления экспери-
ментальной раны клеток hDP-MSC, в то же время, в
аналогичных экспериментах мы наблюдали тормо-
жение миграции эМСК (Chubinskiy-Nadezhdin et al.,
2022) и трансформированных фибробластов линии
3T3B-SV40 (Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2019b) в
присутствии Yoda1. Тем не менее, разнонаправлен-
ность эффектов Yoda1 может быть теоретически
объяснена некоторой разницей в Piezo1-зависимых
сигнальных путях в различных типах клеток, при
общности механизмов Piezo1-зависимого выброса
АТФ. Кроме того, обнаруженное подавление мигра-
ции эМСК при добавлении в среду АТФ (Semenova
et al., 2020) свидетельствует в пользу предположений
о роли внеклеточного АТФ в Yoda1-индуцирован-
ном ингибировании клеточной подвижности.

В уже упомянутой работе (Mousawi et al., 2020)
присутствие в культуральной среде фермента апира-
зы, катализирующей гидролиз АТФ, отменяло дей-
ствие Yoda1 на клеточную подвижность клеток hDP-

Рис. 6. Присутствие в культуральной среде апиразы не влияет на ингибирующее действие Yoda1 при зарастании эксперимен-
тальных ран эМСК. а – Репрезентативные изображения исходных ран (0 ч) и ран через 24 и 48 ч культивирования клеток с
реагентами. Масштабная линейка – 100 мкм. б – Средние значения размеров оставшихся ран через 24 и 48 ч. # – нет стати-
стически значимых различий (двусторонний t-критерий Стьюдента, P < 0.05).
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MSC. Мы решили повторить экспериментальные
протоколы, представленные в этой работе, и иссле-
довать процессы клеточной подвижности эМСК
при добавлении к клеткам апиразы совместно с Yo-
da1. Проведенные эксперименты показали, что эф-
фект ингибирования клеточной подвижности
эМСК при культивировании клеток с Yoda1
(10 мкМ) не отменяется в присутствии апиразы (5 ед.)
(рис. 6а, б). В текущей работе и более ранней
(Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2022) мы использовали
концентрацию Yoda1 на порядок выше (10 мкМ),
чем цитируемые авторы (1 мкМ; Mousawi et al.,
2020), что могло бы приводить к тому, что апираза не
успевала катализировать расщепление большего ко-
личества АТФ, которое, теоретически, высвобожда-
ется при большей концентрации Yoda1. Учитывая
такую возможность, мы использовали на порядок
более высокую концентрацию (5 ед.) апиразы (по
сравнению с 0.3 ед. в работе Mousawi et al., 2020) и,
при этом, мы не наблюдали достоверного влияния
апиразы на Yoda1-зависимое ингибирование по-
движности эМСК.

Следует отметить, что концентрация апиразы,
выбранная для экспериментов (Mousawi et al., 2020),
была основана на измерениях уровня внеклеточного
АТФ при Yoda1-зависимом выбросе из hDP-МСК
(происходит высвобождение порядка 300 наномоль
АТФ при действии 1 мкМ Yoda1: Mousawi et al.,
2020). Относительно эффективности действия апи-
разы на АТФ принято, что 1 ед. апиразы катализиру-
ет расщепление 1 мкМ АТФ за 1 мин при 30°С (Mol-
nar, Lorand, 1961). Использование нами высокой
концентрации апиразы (5 ед., которая теоретически
способна расщепить 5 мкМ АТФ за 1 мин) должно
было хотя бы частично “отменить” действие Yoda1
(в случае действительной зависимости Yoda1-инги-
бирующего действия на подвижность эМСК от вы-
броса АТФ во внеклеточную среду), чего мы не на-
блюдали ни через 24, ни через 48 ч.

Таким образом, совокупность проведенных неза-
висимых миграционных тестов с селективным инги-
битором каналов TRPV4 (веществом HC067047) и
АТФ-расщепляющим ферментом (апиразой) позво-
ляет исключить существенный вклад механизмов,
связанных с активацией TRPV4 или выбросом АТФ,
в Piezo1-зависимое подавление миграционного по-
тенциала эМСК.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время существуют единичные экс-

периментальные работы, в которых было исследова-
но влияние селективной химической активации ме-
ханочувствительных каналов Piezo1 на клеточную
подвижность и миграционный потенциал МСК
(Mousawi et al., 2020), при этом одна из работ – рабо-
та нашего научного коллектива (Chubinskiy-Nadezh-
din et al., 2022). В упомянутых статьях задокументи-
рованы разнонаправленные эффекты Yoda1 – как

повышение скорости миграции МСК из пульпы зуба
(hDP-МСК, Mousawi et al., 2020), так и снижение
миграционного потенциала МСК эндометрия чело-
века (Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2022). Разница в
эффектах может быть объяснена, в частности, раз-
личием источников происхождения МСК, из-за че-
го функциональная активность Piezo1 может быть
сопряжена с различными сигнальными каскадами, в
зависимости от типа клеток. Стоит отметить, что по-
вышение подвижности эМСК, вероятно, сопряжено
с развитием таких патологий, как эндометриоз, в
частности аденомиоз (Sudarikova et al., 2020).

Mousawi с соавторами (Mousawi et al., 2020) была
предложена и проверена цепочка сигнальных собы-
тий, в ходе которых химическая активация Piezo1
приводит к выбросу АТФ с последующей активаци-
ей пуринергической системы, а расщепление АТФ
апиразой отменяет стимулирующий эффект Yoda1
на миграцию hDP-МСК. Ранее было показано, что
внеклеточный АТФ, напротив, дозозависимо тор-
мозит миграцию эМСК, и этот эффект не опосредо-
ван участием рецепторов P2X7 (несмотря на их при-
сутствие в эМСК), так как селективный ингибитор
P2X7 не отменял действие АТФ на клеточную по-
движность (Semenova et al., 2020). Вероятно, следует
рассмотреть и возможное вовлечение других P2-ре-
цепторов в наблюдаемое АТФ-зависимое подавле-
ние клеточной миграции эМСК, однако уровень их
экспрессии и степень участия в физиологических
реакциях эМСК в данное время остаются неизучен-
ными. В дополнение, АТФ существенно снижал
пролиферацию эМСК через 48 ч действия (Semenova
et al., 2020), сходный эффект наблюдали и в присут-
ствии Yoda1 в культуральной среде (Chubinskiy-Na-
dezhdin et al., 2022). При этом не было отмечено ги-
бели клеток, что свидетельствует о том, что наблю-
даемое влияние АТФ и Yoda1 на пролиферацию
эМСК, скорее всего, не связано со снижением их
жизнеспособности.

Таким образом, результаты двух наших работ,
вкупе с механизмом, предложенным Mousawi et al.,
(2020) позволяли рассматривать гипотезы о вероят-
ном участии АТФ в Yoda1-зависимом подавлении
миграции эМСК. Однако присутствие апиразы (ка-
тализующей быстрое расщепление АТФ) в культу-
ральной среде не отменяло ингибирующего дей-
ствия агониста Yoda1 на подвижность эМСК
(рис. 6). Подводя итоги, можно заключить, что не-
противоречивая гипотеза об участии внеклеточного
АТФ в замедлении клеточной подвижности эМСК
при селективной активации каналов Piezo1, по-ви-
димому, не находит своего подтверждения. Возни-
кает важный вопрос о том, вызывает ли Yoda1 вы-
брос АТФ из эМСК, что может быть выявлено при
прямых измерениях ее концентраций во внеклеточ-
ной среде, и который является адекватной и реле-
вантной задачей для будущих исследований.
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В то же время, не исключается и участие внутри-
клеточных и (или) мембранно-ассоциированных
путей, которые могут модулироваться активностью
механочувствительных каналов Piezo1 как в эМСК,
так и в других экспериментальных объектах. В част-
ности, интересно отметить, что селективная хими-
ческая активация Piezo1 при помощи Yoda1 приво-
дила к дифференцировке МСК из костного мозга в
остеогенном направлении и при этом ингибировала
адипогенное направление дифференцировки. В ка-
честве механизма было показано повышение экс-
прессии гена BMP2 (bone morphogenetic protein), то
есть участие внутриклеточных механизмов регуля-
ции экспрессии генов (Sugimoto et al., 2017). Учиты-
вая возможность эМСК дифференцироваться в ука-
занных направлениях (Zemel’ko et al., 2012), вполне
вероятно, что Yoda1 мог бы схожим образом влиять
и на дифференцировку эМСК, что формирует еще
одно направление для дальнейших исследований.

Ранее нами было показано дозозависимое сниже-
ние миграционного потенциала трансформирован-
ных фибробластов мыши 3T3B-SV40 в присутствии
различных концентраций агониста Yoda1. Более то-
го, было выявлено, что селективная химическая ак-
тивация Piezo1 приводит к поляризации клеток и ча-
стичной реверсии трансформированного фенотипа,
включая интенсивное формирование стресс-фиб-
рилл и сборку F-актина, что и может лежать в основе
ингибирования миграции клеток 3T3B-SV40
(Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2019b). В наших предва-
рительных экспериментах не было обнаружено
сборки F-актина в эМСК, несмотря на сходный эф-
фект подавления их подвижности, как и в трансфор-
мированных фибробластах. Таким образом, имею-
щиеся данные не подтверждают предположения о
роли перестроек цитоскелета в опосредовании эф-
фекта подавления миграции клеток при гиперакти-
вации Piezo1.

В наших экспериментах впервые показана экс-
прессия TRPV4 на уровне мРНК и белка в стволовых
клетках эндометрия. В настоящее время данные ли-
тературы о роли и участии TRPV4 в физиологиче-
ских процессах стволовых клеток крайне ограниче-
ны. В недавней работе было показано, что TRPV4
является ключевым участником механотрансдукции
МСК, опосредуя быстрое увеличение концентрации
внутриклеточных ионов кальция и индукцию экс-
прессии генов остеогенной дифференцировки при
действии ламинарного потока жидкости (shear stress;
Corrigan et al., 2018). Показано также участие кана-
лов TRPV4 в процессах метастазирования раковых
клеток, в том числе их инвазии и миграции. При
этом селективное ингибирование каналов TRPV4
фармакологическим агентом HC067047, снижало
скорость миграции и инвазии нескольких клеточ-
ных линий колоректального рака (Zhang et al., 2021).
В наших экспериментах добавление ингибитора
HC067047, само по себе, не влияло на скорость ми-
грации эМСК (рис. 5). В то же время, одновремен-

ное присутствие HC067047 и Yoda1 в культуральной
среде не только не приводило к отмене Yoda1-зави-
симого ингибирования клеточной подвижности, но
и еще более замедляло ее через 48 ч (рис. 4). Полу-
ченные нами результаты свидетельствуют в пользу
гипотез о функциональной активности TRPV4 в
плазматической мембране эМСК, не исключая и
возможное взаимодействие каналов Piezo1 и TRPV4,
ранее показанное в нескольких типах клеток (Servin-
Vences et al., 2017; Yoneda et al., 2019; Swain et al.,
2020). Можно предположить Piezo1-опосредован-
ный механизм, согласно которому TRPV4 может ре-
агировать на механические раздражители, при этом
не нуждаясь в собственной механочувствительности
(Swain et al., 2020), которая постулируется в ряде ра-
бот (Scheraga et al., 2016; Lu et al., 2021). В еще одной
работе (Yoneda et al., 2019) также было продемон-
стрировано, что селективный агонист каналов
Piezo1 (Yoda1) индуцирует кальциевый ответ, кото-
рый включает компоненту, опосредованную актива-
цией TRPV4. Полученные нами данные не позволяют
сказать, сопряжена ли активность Piezo1 и TRPV4 в
плазматической мембране эМСК; ответ могли бы дать,
в частности, измерения динамики изменений концен-
трации внутриклеточного кальция при добавлении
ингибитора каналов TRPV4. Проведенные нами ми-
грационные тесты однозначно свидетельствуют, что
наблюдаемое подавление миграционного потенциала
эМСК при химической стимуляции Piezo1 не обу-
словлено возможной активацией каналов TRPV4
(рис. 4).

Важно отметить, что ранее нами был обнаружен
феномен сопряженной активации двух типов кати-
онных каналов – Са2+-проницаемых механочув-
ствительных (вероятный коррелят Piezo1) и Са2+-за-
висимых калиевых каналов большой проводимости
(BK; Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2017, Chubinskiy-
Nadezhdin et al., 2019a). Возможно, что активация
калиевых каналов может лежать в основе Yoda1-ин-
дуцированного подавления миграции эМСК, и это
предположение должно быть проверено в ходе реше-
ния наших будущих экспериментальных задач. Кро-
ме того, можно допустить, что подавление пролифе-
рации и миграции клеток, наблюдаемое при продол-
жительном действии агониста Yoda1 может быть
обусловлено массированным поступлением кальция
из внеклеточной среды в цитозоль вследствие гипе-
рактивности каналов Piezo1 (Chubinskiy-Nadezhdin
et al., 2022). В пользу такого предположения свиде-
тельствуют недавние данные об индукции апоптоза,
обусловленного повышением концентрации внут-
риклеточных ионов кальция, триггером которого
служит активация механочувствительных каналов
Piezo1 (Hope et al., 2019).
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Analysis of Possible Mechanisms of Endometrial Stem Cell Migration Suppression
by Selective Chemical Activation of Piezo1 Mechanosensitive Channels

V. Y. Vasilevaa, E. A. Morachevskayaa, Y. A. Negulyaeva, and V. I. Chubinskiy-Nadezhdina, *
aInstitute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia

*e-mail: vchubinskiy@gmail.com

We investigated the possible molecular mechanisms that could mediate the suppression of cell motility of human en-
dometrial mesenchymal stem cells (eMSCs) by selective chemical activation of mechanosensitive Piezo1 channels
with small heterocyclic molecule Yoda1. According to the literature data, stimulation of Piezo1 activity in the plasma
membrane can lead to the activation of various signaling pathways, in particular, associated with the activity of
TRPV4 channels or with the release of intracellular ATP into the extracellular environment and subsequent trigger-
ing of purinergic cascades. We hypothesized that Piezo1-dependent activation of these signaling pathways may con-
tribute to the inhibition of eMSC migration by selective Piezo1 agonist Yoda1. Using polymerase chain reaction and
immunofluorescent staining, TRPV4 expression was revealed in eMSCs at the mRNA and protein levels. At the
same time, migration tests showed that inhibition of TRPV4 channels (with reagent HC067047) did not abolish the
effect of decreased eMSC cell motility in the presence of Yoda1. Also, the addition of apyrase that catalyzes the rapid
hydrolysis of ATP did not restore the migration potential of eMSCs decreased by Yoda1. The results obtained allow
us to exclude the hypothesis of TRPV4- or ATP-dependent suppression of eMSC migration upon selective chemical
activation of mechanosensitive Piezo1 channels; the prerequisites for the search for ionic mechanisms underlying the
observed changes in the motility of endometrial stem cells are discussed.

Keywords: mechanosensitive Piezo1 channels, Yoda1, cell motility, endometrial stem cells, ATP, TRPV4
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Ингибиторы гистондеацетилазной активности широко используются для остановки пролиферации рако-
вых клеток в клинических испытаниях in vivo и в исследованиях на линиях опухолевых клеток in vitro. Кро-
ме подавления пролиферации опухолевых клеток эти ингибиторы способны индуцировать либо клеточ-
ное старение, либо апоптотическую гибель клеток и аутофагию. Гистондеацетилаза 6 (HDAC6, класс II)
отличается от других HDAC (класса I) преимущественно цитоплазматической локализацией и низкой де-
ацетилазной активностью в отношении гистонов. Более того, HDAC6 деацетилирует ряд негистоновых
белков, включая α-тубулин – компонент микротрубочек, тем самым влияя на их стабильность. Оверэкс-
прессия HDAC6 была обнаружена в различных линиях опухолевых клеток и индуцированных опухолях
мышей. Имеющиеся данные свидетельствуют о том, что HDAC6 участвует в контроле процесса аутофа-
гии, поскольку ацетилирование α-тубулина необходимо для слияния аутофагосом с лизосомами. В насто-
ящей работе мы сравнивали эффекты, производимые ингибитором HDAC бутиратом натрия и тубацином,
который является специфическим ингибитором HDAC6, на E1A + Ras-трансформированные фибробла-
сты мыши (линия mERas). Бутират натрия ингибирует активность HDAC класса I (но не HDAC6). Оказа-
лось, что тубацин вызывает те же эффекты, что и бутират натрия, в отношении подавления роста клеток,
индукции блока клеточного цикла на границе фаз G1/S и клеточного старения. Поскольку тубацин ин-
дуцирует ацетилирование α-тубулина, можно предположить, что определенный уровень ацетилирования
α-тубулина необходим для пролиферации, старения и миграции клеток mERas.
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Ингибиторы HDAC широко используются для
подавления пролиферации опухолевых клеток, так
как вызывают блок клеточного цикла, клеточное
старение или апоптотическую гибель клеток (Shao
et al., 2004; Newbold et al., 2016). Предполагается, что
эти эффекты, по крайней мере частично, опосредо-
ваны ацетилированием нуклеосомных гистонов, что
в свою очередь приводит к активации генов-супрес-
соров опухолей и ингибированию экспрессии генов,
специфичных для пролиферации. Важно отметить,
что большинство из этих процессов может быть реа-
лизовано в опухолевых клетках с мутантным белком
р53, часто стабилизированным в опухолях человека.
Кроме того, ингибиторы HDAC вызывают необра-
тимую остановку клеточного цикла в опухолевых

клетках, экспрессирующих дикий тип p53, за кото-
рой следует либо клеточное старение, либо апопто-
тическая гибель клеток. Стареющие клетки не де-
лятся, но все еще сохраняют жизнеспособность и
секретируют различные факторы роста и цитокины,
поддерживающие так называемый секреторный фе-
нотип (SASP) (Rodier, Campisi, 2011; Laberge et al.,
2015). Тем не менее, такое покоящееся состояние
in vivo потенциально опасно как для этих, так и для
окружающих клеток. Стареющие клетки могут пере-
запустить пролиферацию при определенных усло-
виях, в то время как секретируемые ими факторы
могут индуцировать трансформацию окружающих
нормальных клеток. Следовательно, в практических
клинических целях представляется перспективным
индуцировать апоптотическую гибель стареющих
опухолевых клеток, но это не всегда возможно из-за

Принятые сокращения: ДМСО – диметилсульфоксид; ПААГ –
полиакриламидный гель; HDAC6 – гистондеацетилаза 6; MEF –
эмбриональные фибробласты мыши.
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активации антиапоптотических факторов семейства
Bcl-2 (Adams, Cory, 2007; Delbridge, Strasser, 2015).

Ингибиторы HDAC также могут препятствовать
процессу аутофагии, которая играет важную защит-
ную функцию в опухолевых клетках. Это особенно
важно в тех случаях, когда эти ингибиторы вызыва-
ют старение и гипертрофию клеток. Необходимо
своевременно элиминировать стареющие клетки,
которые продуцируют избыточное количество бел-
ков и других компонентов (Rodier, Campisi, 2011).
Переход клетки от цитопротекторной аутофагии к ее
цитотоксической форме требует тщательного изуче-
ния механизмов аутофагии в опухолевых клетках
(Mathew et al., 2007). Следовательно, использование
ингибиторов HDAC, которые нацелены на цито-
плазматические деацетилазы (Verdel et al., 2000), мо-
жет обеспечить новый подход для подавления про-
лиферации опухолевых клеток и их сопутствующей
элиминации.

В представленной работе мы использовали фиб-
робласты мыши, трансформированные онкогенами
E1A и cHa-Ras (линия mERas), для сравнения эф-
фектов, продуцируемых ингибитором HDAC бути-
ратом натрия, который ингибирует активность
HDAC класса I (но не активность цитоплазматиче-
ской HDAC6) и тубацином, который является спе-
цифическим ингибитором HDAC6 и способствует
ацетилированию α-тубулина. Наши данные показы-
вают, что тубацин способен запускать большинство
клеточных событий, вызываемых ингибиторами
HDAC класса I, а именно бутиратом натрия: G1/S-
блок клеточного цикла, клеточное старение и подав-
ление миграции клеток. Поскольку тубацин преиму-
щественно индуцирует ацетилирование α-тубулина,
можно предположить, что высокий уровень ацети-
лирования α-тубулина в микротрубочках необходим
для пролиферации, старения и клеточной миграции
фибробластов мыши, трансформированных онкоге-
нами E1A и Ras.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки и реактивы. Эмбриональные фибробласты
мыши (MEF) выделяли из эмбрионов через 14–15 сут
после начала беременности. Стабильные трансфор-
мированные клетки MEF (линия mERas) получали с
помощью кальций-фосфатной трансфекции онко-
генов E1A аденовируса Ad5 и активированного cHa-
Ras (Поспелова и др., 1990). Клетки mERas выращи-
вали на среде DMEM, содержащей 10% эмбриональ-
ной бычьей сыворотки (FCS; HyClone GE, США).
Растворенный в ДМСО тубацин (Sigma, США) и
водный раствор бутирата натрия (Sigma) использо-
вали в концентрациях 2.5–15 мкM и 4 мM соответ-
ственно. Растворенный в ДМСО рапамицин (Cal-
biochem, США) использовали в конечной концен-
трации 500 нM.

Для оценки пролиферативной активности клетки
mERas высевали в чашки диаметром 60 мм. Число
клеток считали на стеклах KOVA (Hycor Biomed, Ве-
ликобритания). Когда число клеток достигало 35 ×
× 104, их обрабатывали 10 мкМ тубацина в течение
24, 48 или 72 ч. Необработанные клетки служили
контролем. Кривые роста строили, исходя из четы-
рех независимых экспериментов.

Жизнеспособность клеток mERas оценивали с
помощью набора Count and Viability (Millipore,
США) на цитометре Muse Cell Analyzer (Millipore) по
методике, рекомендованной производителем.

Анализ распределения клеток по фазам клеточного
цикла. Использовали проточную цитометрию, как
описано ранее (Nelyudova et al., 2007). Клетки про-
мывали фосфатно-солевым буферным раствором
(PBS) и пермеабилизовали 30 мин 0.01%-ным сапони-
ном. Затем клетки инкубировали в PBS, содержвщем
40 мкг/мл йодистого пропидия, 0.1 мг/мл РНКазы A
(все от Sigma) 15 мин при 37°С и анализировали на
цитометре CytoFLEX (Beckman, США). Популяции
контрольных и обработанных клеток в разных фазах
цикла сравнивали с помощью цитометрического
светорассеяния и анализировали в программе Win
MDI, v.2.8. Количество апоптотических клеток оце-
нивали по относительной площади субдиплоидного
пика на гистограммах проточной цитометрии. Для
подсчета апоптотических клеток в двумерном рас-
пределении использовали набор Аннексин V-FITC
(Abcam, США) в сочетании с йодистым пропидием.

МТТ-тест на жизнеспособность клеток. Жизне-
способность клеток оценивали посредством колори-
метрического анализа с помощью 3-(4,5-диметилти-
азол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолийбромидом (MTT,
Sigma). Количество образовавшегося формазаново-
го продукта коррелирует с числом живых клеток.
Приблизительно по 10 тыс. клеток сеяли в 96-луноч-
ные планшеты и обрабатывали в течение 1 сут
2.5 мкМ тубацина и (или) 4 мМ бутиратом натрия в
среде ДМЕМ. Далее в лунки добавляли МТТ
(0.5 мг/мл), растворенный в PBS, и клетки культи-
вировали в течение 1.5 ч при 37°С в CO2-инкубаторе.
Полученные осадки формазана растворяли в ДМСО
(Sigma). Поглощение измеряли при длине волны
570 нм на планшетном спектрофотометре Multiskan-
EX (Thermo Sci., США). Каждый эксперимент по-
вторяли шесть раз с последующим вычислением
средних значений и их стандартных ошибок.

Иммуноблотинг. Клеточные экстракты получали,
лизируя клетки в буфере RIPA, содержащем раствор
PBS, 1% Igepal CA-630, 0.5% дезоксихолата натрия,
0.1% SDS, 1 мМ DTT, набор ингибиторов протеаз
(пепстатин А, леупептин, апротинин (все в концен-
трации 1 мкг/мл), 1 мМ PMSF) и фосфатаз (1 мМ ор-
тованадат натрия, 2.5 мМ EGTA, 20 мМ β-глицерофос-
фат натрия, 10 мМ фторид натрия) (все упомянутые
здесь вещества получены от Sigma). Концентрацию
белка в клеточных экстрактах определяли методом
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Брэдфорд (Bradford, 1976). Пробы по 50 мкг белко-
вых экстрактов разделяли с помощью электрофореза
в 10–15%-ном ПААГ, переносили на мембрану
PVDF Immobilon-P (Millipore, США) с размером пор
0.45 мкм. Эти мембраны инкубировали с первичны-
ми антителами в буфере TBS с 5%-ным BSA в соот-
ветствии с рекомендациями производителя. Марке-
рами молекулярной массы служил набор окрашен-
ных стандартных белков SeeBluePlus2 (Invitrogen,
США). В качестве вторых антител использовали ко-
зьи антитела против иммуноглобулинов кролика
или кроличьи антитела против иммуноглобулинов
мыши (все от Sigma), конъюгированные с перокси-
дазой хрена. Белки на мембранах визуализировали с
помощью наборов ECL Optiblot (Abcam) или Super
Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(Thermo Sci.), используя систему гель-документации
PXi6 Access (Syngene, Великобритания). Нужные бел-
ковые полосы денситометрировали и нормализовали
относительно контрольных полос и стандартного бел-
ка, обычно α-тубулина. Иммуноблотинг определен-
ных белков повторяли не менее 3 раз. На рисунках
приведены иммуноблоты, в которых интенсивности
интересующих белковых полос близки средним зна-
чениям полос, полученных в нескольких электрофо-
резах. Погрешности определения интенсивности
белковых полос обычно составляли ±0.1 отн. ед.

Использовали первичные антитела к следующим
белкам: α-тубулину (T5168; Sigma), LC3 (PM036;
MBL, США), ацетилированному по лизину-40 α-тубу-
лину (cs-5335), ацетилированному по лизинам-9/14
гистону H3 (cs-9677), фосфо-S6 (cs-2211), S6 (cs-2317),
фосфо-4E-BP1 (cs-9459), SQSTM1/p62 (cs-5114), фос-
фо-ULK1 по Ser555 (cs-5869) и Ser757 (cs-14202),
фосфо-AMPKα по Thr172 (cs-2535) (все от Cell Sig-
naling, США).

Миграция клеток в монослое. Этот анализ прово-
дили, как описано ранее (Romanov et al., 2010). Клет-
ки mERas росли на чашках 35 мм 1 сут, затем в моно-
слое делали рану путем удаления клеток с помощью
наконечника 200 мкл. Оставшиеся прикрепленные
клетки дополнительно промывали средой DMEM.
Для оценки влияния тубацина или бутирата натрия
на миграцию клеток в рану, их культивировали в
среде DMEM дополнительно в течение 48 ч в при-
сутствии тубацина и (или) бутирата, или без этих ин-
гибиторов (контроль). Затем раны фотографировали
под микроскопом Axiovert с 5-кратной линзой. Ин-
тегральную плотность клеток считали на 5 равных
участках для каждой раны с использованием про-
граммы ImageJ. Достоверность различий оценивали
с помощью t-критерия Стьюдента.

Протеасомная активность. Химотрипсин-, трипсин-
и каспаза-подобные пептидазные активности протеа-
сом определяли, используя флуорогенные субстраты
Succ-LLVY-AMC, Ac-RLR-AMC и Z-LLE-AMC соот-
ветственно в концентрации 50 мкМ, которые рас-
творяли в буфере, содержащем 50 мМ трис-HCl,

pH 7.5, 1 мМ MgCl2, 10 мМ KCl, 1 мМ ДТТ, 5 мМ
АТФ (Sigma). Клеточные экстракты инкубировали с
субстратами 45 мин при 37°С, как было описано ра-
нее (Kulichkova et al., 2010). Количество высвобож-
денного вещества АМС определяли по интенсивно-
сти флуоресценции с помощью флуориметра Glo-
max Multi (Promega, США), используя длину волны
возбуждения и эмиссии соответственно 365 и 440 нм.
Для контроля специфичности перед добавлением
субстратов клеточные экстракты обрабатывали про-
теасомным ингибитором MG132 (100 мкМ; Milli-
pore) или его растворителем для контроля (ДМСО) в
течение 20 мин при 4°С.

Анализ клеточного старения. Старение клеток
контролировали путем анализа активности β-галак-
тозидазы (SA-β-gal), связанной со старением, как
описано ранее (Dimri et al., 1995). Клетки mERas вы-
ращивали на покровных стеклах 72 ч. Окрашивание
SA-β-gal после обработки фиксированных клеток
раствором X-gal (Sigma) наблюдали в проходящем
свете и фотографировали под микроскопом Pascal
LSM5 (Zeiss, Германия) при увеличении объектива
40×.

Анализ аутофагии. Уровень аутофагии в клетках
оценивали, используя набор CYTO-ID (Enzo Life
Sci., США), который содержал флуоресцентный
краситель, специфически и количественно связыва-
ющийся с аутофагическими вакуолями. Живые сус-
пендированные клетки mERas инкубировали с кра-
сителем CYTO-ID в течение 30 мин при 37°C в тем-
ноте в соответствии с протоколом производителя и
анализировали с помощью проточной цитометрии
при длине волны 488 нм. Эти эксперименты повто-
ряли не менее 4 раз.

Статистический анализ. Представленные здесь
средние значения количественных данных и их
средние квадратичные отклонения являются резуль-
татами по крайней мере 3-х независимых экспери-
ментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Тубацин индуцирует блок клеточного цикла на гра-
нице G1 и S фаз. Ранее мы показали (Abramova et al.,
2006; Romanov et al., 2010), что бутират натрия (инги-
битор HDAC класса I) способен индуцировать как
необратимый блок клеточного цикла, так и клеточ-
ное старение в клетках mERas. В данной работе мы
хотели проверить, может ли специфический инги-
битор тубацин цитоплазматической HDAC6 класса
II оказывать такое же действие на клетки mERas, как
и бутират натрия. Известно, что бутират не ингиби-
рует активность HDAC6 (Guardiola, Yao, 2002; Davie,
2003) и способен индуцировать ацетилирование α-
тубулина, хотя и в меньшей степени по сравнению с
тубацином (Zhang et al., 2003). Данные, представлен-
ные на рис. 1а, показывают, что тубацин значитель-
но увеличивает ацетилирование α-тубулина по срав-
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нению с бутиратом натрия, что хорошо видно при
использовании оптимальной экспозиции ECL. Это
различие в активностях двух ингибиторов HDAC для
субстрата α-тубулина оценивается в десятки раз,
причем оно проявляется при минимальной исполь-
зуемой концентрации тубацина – 2.5 мкМ (рис. 1а).
Такая концентрация была предложена ранее (Hag-
garty et al., 2003) как действенная в клетках A549.
Влияние бутирата натрия на ацетилирование α-ту-
булина очень низкое по сравнению с тубацином и
может наблюдаться только после длительной экспози-
ции мембраны в процессе ECL (данные не показаны).
Поэтому при их совместном действии вклад 4 мМ бу-
тирата натрия мал и практически теряется на фоне
действия 2.5 мкМ тубацина (рис. 1а). С другой сто-

роны, тубацин на порядок меньше влияет на ацети-
лирование таких неспецифических для него суб-
стратов, как гистоны, в частности гистон H3 по срав-
нению с бутиратом натрия (рис. 1б), что согласуется
с другими исследованиями (Haggarty et al., 2003;
Depetter et al., 2019).

Кроме того, тубацин оказывает сильное антипро-
лиферативное действие, о чем свидетельствуют дан-
ные проточной цитометрии и анализа жизнеспособ-
ности клеток (МТТ) (рис. 2а, б; рис. 3а). Согласно
данным проточной цитометрии (рис. 2а), тубацин
способен индуцировать остановку клеточного цикла
перед фазой S и уменьшать долю вовлеченных в S-фа-
зу клеток. Следует отметить, что тубацин несколько
менее эффективен в индукции G1/S-блока клеточ-
ного цикла, чем бутират натрия в определенных экс-
периментальных условиях. Как показано другими
авторами (Namdar et al., 2010), в трансформирован-
ных клетках LNCaP тубацин также может индуциро-
вать остановку в фазе G1, и, судя по анализу тран-
скриптов, он уменьшает экспрессию 72 генов, из ко-
торых 40% относятся к клеточному циклу, включая
специфические гены для перехода G1/S. Кроме того,
тубацин способен ингибировать пролиферацию дру-
гих опухолевых клеток (линий PC3 клеток простаты и
TNBC молочной железы) и повышать экспрессию ге-
на p21Waf1 (Sobue et al., 2016; Yu et al., 2017).

Тем не менее, сам по себе тубацин не вызывал
апоптотической гибели клеток mERas в пределах ис-
пользуемых концентраций (2.5–10 мкМ), что следу-
ет из малой величины субдиплоидного пика ДНК на
рис. 2б. Однако в отличие от клеток mERas, в других
типах опухолевых клеток, например, в клетках
острого лимфобластного лейкоза, тубацин может
индуцировать апоптоз наряду с подавлением проли-
ферации (Aldana-Masangkay et al., 2011). Параллель-
но с индукцией G1/S-блока клеточного цикла туба-
цин снижает их жизнеспособность, которую оцени-
вали по МТТ-тесту (рис. 3а) и также уменьшает
количество растущих клеток, судя по анализу кри-
вых роста (рис. 3б). Таким образом, тубацин снижает
жизнеспособность клеток mERas в большей степе-
ни, чем бутират натрия.

Тубацин способствует гипертрофии и старению
трансформированных клеток mERas. Измерение пря-
мого светорассеяния методом проточной цитомет-
рии клеток mERas, обработанных тубацином, пока-
зало, что тубацин увеличивает размер клеток (вызы-
вает их гипертрофию) (рис. 2в), что считается
необходимым шагом для развития клеточного старе-
ния. Хотя гипертрофия клеток выражена не в такой
степени, как в случае бутирата натрия, тем не менее,
длительная обработка тубацином в течение 72 ч вы-
зывает экспрессию маркера стареющих клеток SA-
β-Gal (окрашивание показано на рис. 4а). В сово-
купности данные свидетельствуют о том, что ацети-
лирование α-тубулина в трансформированных клет-
ках mERas после действия тубацина способствует

Рис. 1. Тубацин (Туб) способствует накоплению ацети-
лированного α-тубулина в цитоплазме клеток mERas. а –
Имуноблот с антителами к ацетилированной (Ац) и неа-
цетилированной формам α-тубулина после электрофо-
реза клеточных экстрактов (50 мкг) в 10%-ном ПААГ;
клетки обрабатывали 2.5 мкМ Туб и (или) 4 мМ бутирата
натрия (Бут) в течение 24 или 72 ч; нормализованные
значения (отношения интенсивности полос ацетилиро-
ванной и неацетилированной форм α-тубулина) показа-
ны между панелями. б – Иммуноблот с антителами к ги-
стону H3, ацетилированному по лизинам 9/14, и к α-ту-
булину после электрофореза в 12.5%-ном ПААГ белков
(50 мкг) из клеток mERas, обработанных 5 мкМ Туб или
4 мМ Бут в течение 24 или 72 ч; К – контрольные необра-
ботанные клетки. Положение маркерного белка 16 кД
указано стрелкой справа; нормализованные значения
(отношения интенсивности полос ацетилированного Н3
к α-тубулину) показаны между панелями.

а

б

2.5 мкМ Туб, ч:

4 мМ Бут, ч:

– – –

– – –

Ац-�-тубулин

Ац-�-тубулин/�-тубулин:

Ац-НЗ/�-тубулин:

Ац-НЗ

К

�-тубулин

�-тубулин

24 24

24

1

24 72

7272

72

34 30 1 26 45 7

Туб Бут

24 2472 72 ч

16

1 2 6 16 69



548

ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 6  2022

КУКУШКИН и др.

остановке клеточного цикла в фазе G1 с последую-
щей индукцией гипертрофии и старения клеток. Таким
образом, ацетилирование гистонов, индуцированное
обработкой клеток бутиратом натрия и сопровождаю-
щееся индукцией бутират-опосредованного клеточно-
го старения (Romanov et al., 2010), не является един-
ственным условием для осуществления старения.

Тубацин ингибирует миграцию клеток в монослое.
Ранее мы показали, что после обработки бутиратом
натрия клеток mERas значительно снижается мигра-
ция, и эта особенность сильно зависит от экспрес-
сии гена p21Waf1 (Romanov et al., 2010). Для оценки
подвижности клеток широко используется процеду-
ра миграции клеток в рану in vitro (зарастание раны в
монослое). Результаты, представленные в рис. 4б,
показывают, что тубацин также ингибировал мигра-
цию клеток mERas в рану после обработки в течение
48 ч, хотя и в меньшей степени, чем бутират натрия.
Для сравнения эффектов, производимых бутиратом
и тубацином, с помощью программы ImageJ считали
интегральные плотности клеток, мигрировавших в
рану, на 5 равных полях соответствующих ран моно-
слоя.

Рис. 2. Длительное воздействие тубацина (Туб) вызывает
G1/S-блок клеточного цикла и гипертрофию клеток
mERas, но не их апоптотическую гибель. а – Распределе-
ние клеток по фазам клеточного цикла в контроле и по-
сле действия 5 мкМ Туб или 4 мМ бутирата натрия (Бут)
в течение 24, 48 и 72 ч по данным проточной цитометрии.
На столбцах указаны средние значения (%) доли клеток в
каждой фазе и их погрешности (вертикальные отрезки)
из 5 экспериментов. б – Распределение клеток по фазам
клеточного цикла по данным проточной цитометрии
контрольных клеток mERas (К) и клеток после действия
5 мкМ тубацина (Туб) в течение 72 ч; процентное содер-
жание апоптотических клеток оценивали по площади
субдиплоидных пиков ДНК, которые обозначены стрел-
ками. в – Размеры клеток относительно контрольных
клеток (первый столбец), определенные по светорассеи-
ванию при проточной цитометрии; указаны средние раз-
меры и их ошибки из 5 экспериментов.

19
100

%
80

60

40

20

0
5 мкМ Туб, ч: – –

– – – –4 мМ Бут, ч:

a

б

Д
ол

я 
кл

ет
ок

, %

24 48 72
72

40

41

23

36

41

11 11
2

17

72

12

10

78
87

G2/M

S

G0/G1

К

1.3 %

Содержание ДНК, усл. ед.

Ч
ис

ло
 к

ле
то

к

Туб 72 ч

1.1 %

5

6

7

4

3

2

1

0
Туб, ч: – –

– – – –Бут, ч:

в

Ра
зм

ер
 к

ле
то

к,
 о

тн
. е

д.

24 48 72
72

Рис. 3. Тубацин снижает жизнеспособность клеток
mERas и замедляет их пролиферацию. а – МТТ-анализ
клеток mERas, культивируемых с 2.5 мкМ тубацина
(Туб), или с 4 мМ бутирата натрия (Бут), или с двумя ре-
агентами вместе (Туб + Бут) в течение 24 ч; К – контроль-
ные клетки; показаны средние количества живых клеток
относительно контроля (К) и их ошибки из 4 экспери-
ментов. б – Кривые роста контрольных клеток mERas (К)
и клеток, обработанных 10 мкМ тубацина (Туб) в течение
24, 48 и 72 ч.
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Различия между заросшей раной контрольных
клеток (в среде DMEM) и ранами, культивируемы-
ми в присутствии тубацина и (или) бутирата натрия
(рис. 4б) являются значимыми при P = 0.005 в соответ-
ствии с t-критерием Стьюдента. Можно предполо-
жить, что индуцированное тубацином ацетилирование
α-тубулина служит важным фактором уменьшения
стремлений клеток к миграции и метастазированию. В
другой работе (Ding et al., 2014) также показано, что
тубацин значительно подавлял миграцию и инвазию
клеток лимфомы Беркитта. Таким образом, ингиби-
рование HDAC6 тубацином и сопутствующее гипе-
рацетилирование α-тубулина способствуют таким
изменениям структуры цитоскелета, которые сни-

жают миграционный потенциал трансформирован-
ных клеток.

Активность mTOR и аутофагия. Выше было пока-
зано, что ингибирование активности HDAC6 подав-
ляет рост и миграцию клеток mERas, а также индуци-
рует старение клеток. HDAC6 имеет цитоплазматиче-
скую локализацию и не участвует в деацетилировании
гистонов, тогда как она деацетилирует α-тубулин –
компонент микротрубочек, тем самым влияя на их
стабильность (Verdel et al., 2000; Matsuyama et al.,
2002; Asthana et al., 2013). Следовательно, ингибиро-
вание HDAC6, способствующее ацетилированию α-
тубулина, может мешать другому сигнальному пути
и кооперировать с противораковыми препаратами,

Рис. 4. Длительная обработка клеток mERas тубацином вызывает клеточное старение в той же степени, что и бутират натрия,
а также препятствует миграции клеток в рану. а – Клетки mERas выращивали в течение 72 ч на покровных стеклах в среде
DMEM (контроль) или в присутствии 5 мкМ тубацина (Туб) или 4 мМ бутирата натрия (Бут), затем их окрашивали на SA-β-
gal; масштабный отрезок под фотографиями справа – 25 мкм. б – Зарастание раны на монослое клеток, нанесенной через 24 ч
культивирования, в среде DMEM (контроль зарастания), в присутствии 2.5 мкМ тубацина (Туб), или (и) 4 мМ бутирата на-
трия (Бут) в течение еще 48 ч культивирования; средние значения интегрированных плотностей клеток в ране показаны под
фотографиями. За 1 ед. отн. плотности принимали плотность в местах раны, где отсутствуют клетки.
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вызывающими деполимеризацию микротрубочек.
Например, в клетках немелкоклеточного рака легко-
го активность HDAC6 поддерживает высокий уро-
вень экспресии рецептора Notch1 и соответствую-
щий сигнальный путь, важный для выживания и
пролиферации этих опухолевых клеток, поэтому ту-
бацин и соединения, подобные ингибиторам HDAC,
могут быть потенциальными терапевтическими
агентам для пациентов с таким раком (Deskin et al.,
2020). Тубацин в низких концентрациях способству-
ет пролиферации стволовых стромальных клеток
костного мозга и усиливает их механические свой-
ства при увеличении содержания ацетилированного
α-тубулина, причем его действие опосредуется через
MEK/ERK-сигнальный каскад (Liang et al., 2019).

Поскольку клеточное старение, индуцированное
ингибиторами HDAC класса I, сопровождается
остановкой деления клеток, но не прекращением их
роста и синтеза белков, мы проверили уровень ак-
тивности mTOR-сигнального пути в клетках mERas,
обработанных тубацином, анализируя фосфорили-
рование мишеней mTOR: содержание фосфорили-
рованного рибосомного белка S6 (p-S6) и фосфори-
лированного эукариотического фактора инициации
транскрипции 4E-BP1 (p-4E-BP1). Представленные
на рис. 5а данные показывают, что тубацин увеличи-
вает фосфорилирование 4E-BP1 через 24 ч, затем
уровень p-4E-BP1 сохраняется в течение 72 ч, но со-
держание его изоформ меняется. Что касается S6, то
тубацин слабо способствует его фосфорилированию
через 24 ч, которое резко снижается к 72 ч (рис. 5а).
Таким образом, длительное воздействие тубацина
снижает активность mTOR и в то же время вызывает
клеточное старение, что отличается от результатов,
полученных с бутиратом натрия (Romanov et al.,
2010), который и индуцирует старение, и активирует
mTOR-путь.

Поскольку мы показали модуляцию уровней
mTOR в клетках mERas, обработанных тубацином,
важно выяснить, как изменяется уровень аутофагии
в клетках. Хорошо известно, что высокая активность
mTOR негативно регулирует аутофагию посред-
ством ингибиторного фосфорилирования белка
ULK-1 (Atg-1) с сопутствующими изменениями двух
маркерных белков аутофагии: LC3-II, связанного с
мембранами аутофагосом (Kuma et al., 2007), и на-
коплением p62/SQSTM1, белка секвестосомы 1,
(Bjørkøy et al., 2006; Sahani et al., 2014), который мо-
жет взаимодействовать с HDAC6 и регулировать ее
деацетилазную активность (Yan et al., 2013).

Действительно, белок р62 значительно накапли-
вается при обработке тубацином (рис. 6в). Подобное
накопление белка р62 в цитоплазме было подтвер-
ждено с помощью иммунофлуоресценции с испол-
зованием антител к р62 (данные не показаны). Здесь
мы показали, что тубацин индуцировал старение
клеток mERas (рис. 4а), а ранее были получены дан-
ные о том, что в стареющих фибробластах могут на-

капливаться агрегаты белка p62 (Gamerdinger et al.,
2009). Хотя обычно уровень p62 обратно коррелиру-
ет с уровнем аутофагии, но это относится к полному
циклу аутофагии. Так, в нормальных MEF и транс-
формированных клетках HepG2 белок p62 накапли-
вается во время развития аутофагии (Sahani et al.,
2014). В клеточных линиях PC3 и LNCaP рака про-
статы тубацин вызывал накопление p62 благодаря
непосредственной регуляции его стабильности неза-
висимо от стадии аутофагии (Watson et al., 2016). По-
скольку белок р62 физически связан с HDAC6 в ци-
топлазме, он может модулировать ее деацетилазную
активность, так что накопление р62 возможно снижа-
ет активность HDAC6 (Yan et al., 2013). В целом, со-
держание p62 модулируется различными стимулами:
окислительным стрессом, активностью киназных
каскадов Ras/MAPK и JNK, индуктором аутофагии
ресвератролом (Liu et al., 2016). Например, ресвера-
трол активирует экспрессию p62 через JNK-путь и
инициирует аутофагию в клетках K562 (Puissant et al.,
2012).

Мы также проверили уровень фосфорилирова-
ния белка ULK1 – мишени для киназы AMPK. Туба-
цин вызывает, главным образом, AMPK-зависимое
фосфорилирование по серину-555 (S555), тогда как
фосфорилирование по S757 (мишени mTOR) лишь
слегка повышено (рис. 5б). Это означает, что AMPK-
зависимое фосфорилирование ULK1 (по S555) спо-
собствует активации аутофагии (Egan et al., 2011), то-
гда как mTOR-зависимое фосфорилирование по
S757 слабо ингибирует аутофагию (Kim et al., 2011).
Кроме того, тубацин способен непосредственно ак-
тивировать киназу AMPKα (Hawley et al., 1996), уси-
ливая ее фосфорилирование по Thr172 с максиму-
мом через 48 ч (рис. 5в).

Так как ацетилирование α-тубулина необходимо
для слияния аутофагосом с лизосомами, HDAC6, ве-
роятно, участвует в контроле процесса аутофагии
(Lee et al., 2010). Обработка клеток тубацином в тече-
ние 24 ч несильно увеличивает превращение цито-
плазматического белка LC3-I в форму LC3-II, свя-
занную с мембранами аутофагосом (рис. 6б), в то время
как это превращение хорошо заметно через 72 ч, что
свидетельствует об увеличении уровня аутофагии в
обработанных тубацином клетках через 3 сут.

Эти результаты согласуются с данными, полу-
ченными с помощью набора для аутофагии CytoID
(рис. 6а). Можно видеть, что в клетках mERas ин-
дуктор аутофагии рапамицин действительно увели-
чивает количество обнаруженных аутофагосомных
вакуолей в среднем в 1.4 раза, в то время как после
суточного воздействия тубацина это значение до-
стигает 1.6 раза (рис. 6а). Таким образом, все эти ре-
зультаты показывают, что тубацин действительно
усиливает по крайней мере начальную стадию ауто-
фагии. Подобное действие тубацина на уровень
аутофагии также наблюдали в подоцитах (Liang et al.,
2020). Эта его роль в сочетании с другими противо-
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пухолевыми препаратами может быть перспектив-
ной для противораковой терапии (Janku et al., 2011).
Так, недавно показали, что комбинация тубацина с
эрастином – блокатором транспорта цистеина – ин-

дуцирует гибель немезенхимных клеток TNBC рака
молочной железы (Alothaim et al., 2021).

Тубацин в сочетании с бортезомибом индуцирует
апоптоз. Контрольные клетки mERas показывают

Рис. 5. Тубацин (Туб) индуциует фосфорилирование белков AMPKα, ULK1 (зависимое от AMPK) и 4E-BP1 – мишени
mTOR. а – Иммуноблот с антителами к фосфорилированным формам белков 4E-BP1 (p-4E-BP1) и S6 (p-S6), а также к не-
фосфорилированному белку S6 после электрофореза клеточных экстрактов (50 мкг) в 10%-ном ПААГ. Клетки обрабатывали
или не обрабатывали (−, контроль) 5 мкМ Туб в течение 24 или 72 ч; позиции маркерных белков указаны справа; отн. значе-
ния денситометрии полос p-S6/S6 показаны между панелями. б – Иммуноблот с использованием антител к α-тубулину и бел-
ку ULK1, фосфорилированному по серину757 (S757) или 555 (S555), после электрофореза экстрактов клеток mERas в 10%-
ном ПААГ. Клетки обрабатывали или не обрабатывали (−, контроль) 10 мкM Туб в течение 24 или 72 ч; указано положение
маркерного белка 148 кД; отн. значения денситометрии полос р-ULK1/α-тубулин показаны между панелями. в – Имму-
ноблот с антителами к AMPKα, фосфорилированному по треонину-172 (р-AMPK), и к α-тубулину после электрофореза экс-
трактов клеток mERas в 10% ПААГ; клетки обрабатывали или не обрабатывали (−) 10 мкM Туб в течение 24, 48 и 72 ч; отн.
значения денситометрии полос р-АМPК/α-тубулин показаны между панелями.
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высокий уровень протеосомной активности, в част-
ности химотрипсин-подобной активности, которая
дополнительно возрастает при действии тубацина
(рис. 7а). Поскольку химотрипсин-подобная актив-
ность очень чувствительна к бортезомибу, ингиби-
тору протеосомной активности, мы проверили, мо-
жет ли тубацин в сочетании с бортезомибом вызы-
вать синергический антипролиферативный эффект
в клетках mERas. Действительно, данные проточной
цитометрии (рис. 7б1) показывают, что тубацин и
бортезомиб вместе уменьшают S-фазу клеточного
цикла до 18%. Интересно, что отдельно бортезомиб
способен индукцировать G1/S-блок в клеточном
цикле mERas, причем доля G1-фазы возрастает при
увеличении концентраци бортезомиба (рис. 7в1).
Индуцированный бортезомибом G1/S-блок также
наблюдали в некоторых линиях опухолевых клеток
(хондросаркомы, В-лимфомы Раджи) (Bao et al.,
2017; Gu et al., 2017), тогда как G2/M-блок цикла был
обнаружен в других опухолевых клетках (саркомы
Ивинга, рефрактерной B-лимфомы мантии, коло-
ректального рака) (Lu et al., 2008; Hutter et al., 2012;
Rastogi, Mishra, 2012).

Супрессорное действие бортезомиба на клеточ-
ный цикл можно объяснить индукцией экспрессии
ингибиторов клеточного цикла (р21, р27, р15) (Lu et al.,
2008; Hutter et al., 2012; Rastogi, Mishra, 2012), а также
его способностью препятствовать деградации этих
регуляторных белков (Lu et al., 2008; Gu et al., 2017).

При низкой концентрации (10 нМ) бортезомиб
не вызывает заметной апоптотической гибели кле-
ток mERas (рис. 7б2, в2). После совместной обработ-
ки тубацином и бортезомибом наблюдали дополни-
тельный (синергетический) эффект по снижению
доли клеток в S-фазе (рис. 7б1). В то же время, по
данным проточной цитометрии в клетках, обрабо-
танных тубацином и бортезомибом, наблюдали уве-
личение субдиплоидного пика как характеристики
продолжающейся апоптотической гибели клеток
(рис. 7б2). Этот факт можно объяснить значитель-
ным снижением жизнеспособности клеток mERas
при совместном действии тубацина и бортезомиба,
которое выявлялось с помощью набора Count and
Viability (рис. 8а). Повышенная апоптотическая ги-
бель клеток mERas в присутствии тубацина и борте-
зомиба подтверждается проточной цитометрией с
использованием набора Аннексин-V-FITC и после-
дующим анализом двупараметрического распреде-
ления клеток (рис. 8б, в).

Ранее аналогичный комбинированный эффект
был обнаружен для клеток множественной миеломы
человека (Hideshima et al., 2005). При использовании
другой модели было показано, что комбинация бор-
тезомиба и индуцирующего аутофагию рапамицина
может подавлять гепатоцеллюлярную карциному
мыши (Wang et al., 2012). В совокупности эти результа-
ты показывают, что ингибитор HDAC6 тубацин усили-
вает протеосомную активность в клетках mERas, а сов-

Рис. 6. Тубацин (Туб) увеличивает количество аутофаго-
сомных вакуолей (АВ) в клетках mERas. а – Количество
АВ в контроле (К) и при действии рапамицина (индукто-
ра аутофагии; Рап, 0.5 мкМ) и Туб (5 мкМ) в течение 24 ч;
значения относительно контроля (К), принятого за 1 ед.,
показаны внутри столбцов; контрольные клетки культи-
вировали с растворителем реагентов ДМСО; суспенди-
рованные клетки (5–7 × 105) добавляли к компонентам
флуоресцентного набора для обнаружения аутофагии
CYTO-ID® и анализировали в проточном цитометре (см.
раздел “Материал методика”). б – Иммуноблот с антите-
лами к белкам LC3 (формы I и II) и α-тубулину после
электрофореза 50 мкг экстрактов клеток в 15%-ном
ПААГ; показаны клетки контрольные (−) и обработан-
ные 5 мкМ Туб 24, 48 и 72 ч; относительные значения
денситометрии полос LC3-II/α-тубулина указаны между
панелями. в – Иммуноблот с антителами к убиквитин-
связывающему белку SQSTM1/p62 (р62) и белку S6 после
электрофореза экстрактов клеток в 10%-ном ПААГ;
клетки обрабатывали 5 мкМ Туб 24 и 72 ч; (−) – кон-
трольные клетки; значения относительной денситомет-
рии полос p62/S6 указанымежду панелями.
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местное воздействие тубацина и бортезомиба оказыва-
ет дополнительное антипролиферативное действие и
вызывает апоптотическую гибель клеток.

Суммируя, можно сказать, что ингибитор
HDAC6 тубацин действует через ацетилирование α-
тубулина, который является основным компонен-
том микротрубочек, участвующих в процессе ауто-
фагии. Подобно ингибитору HDAC бутирату на-
трия, тубацин вызывает остановку клеточного цикла
на стадии G1/S, подавляет пролиферацию клеток
mERas, а также вызывает их гипертрофию и клеточ-
ное старение, что приводит к подавлению миграции
клеток в рану. Следует отметить, что тубацин осу-
ществляет все эти эффекты при гораздо более низ-

ких концентрациях (микромолярных) по сравнению
с бутиратом натрия (4 мМ).

Полученные результаты показывают, что туба-
цин способен индуцировать по меньшей мере пер-
вые стадии аутофагии путем активации как AMPK-
зависимого фосфорилирования ULK1, так и самого
фосфорилирования AMPKα. Хотя белок LC3-II на-
капливается в течение 72 ч после обработки клеток
тубацином, слияние аутофагосом и лизосом, по-ви-
димому, не происходит. Комбинация протеосомно-
го ингибитора бортезомиба в наномолярных концен-
трациях и тубацина очень эффективна для индукции
апоптотической гибели клеток mERas, что предпола-
гает перспективное использование ее для элиминации
Ras-экспрессирующих опухолевых клеток.

Рис. 7. Протеосомный ингибитор бортезомиб (Бз) усиливает индуцированный тубацином G1/S-блок клеточного цикла и в
сочетании с тубацином (Туб, 5 мкМ) способствует апоптотической гибели клеток mERas. а – активность химотрипсин-по-
добной пептидазы с флуорогенным субстратом (50 мкМ, Enzo) в экстрактах клеток (5 мкг белка) после обработки ингибито-
ром HDAC в течение 72 ч; К – контрольные клетки, Бут – 4 мМ бутират натрия; значения активности пептидазы относитель-
но контроля (К), принятого за 1 ед., показаны внутри столбцов. б1 – Распределение клеток по фазам клеточного цикла после
суточной обработки 15 мкМ Туб и (или) 10 нМ Бз по данным проточной цитометрии, (−) – контрольные клетки; указаны
средние значения и их ошибки по 3 экспериментам. б2 – доля (в %) апоптотирующих клеток, измеренная по площади пиков
субдиплоидной ДНК для одного из экспериментов, представленного на диаграмме б1. в1 – Распределение клеток по фазам
клеточного цикла после обработки (24 ч) Бз в концентрации 10, 15 и 20 нМ; (−) – контрольные клетки; указаны средние зна-
чения и их ошибки по 3 экспериментам. в2 – Доля (в %) апоптотирующих клеток, измеренная по площади пиков субдипло-
идной ДНК для одного из экспериментов, представленного на диаграмме в1.
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Tubacin, a Histone Deacetylase 6 Inhibitor, Causes α-Tubulin Acetylation, Cell Cycle Arrest, 
Senescence and Suppression of Migration of Mouse Fibroblasts Transformed 

by E1A and cHa-ras Oncogenes

A. N. Kukushkina, *, S. B. Svetlikovaa, N. D. Aksenova, and V. A. Pospelova

aInstitute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St-Petersburg, 194064 Russia

*e-mail: kan@incras.ru

Inhibitors of histone deacetylase activity (HDACs) are widely used to block proliferation of cancer cells in clinical
trials in vivo and in studies on tumor cell lines in vitro. Some inhibitors reached to the clinical stage (SAHA, Class I).
In addition to the suppression of cancer cell proliferation, they are capable of inducing either cellular senescence or
apoptotic cell death and autophagy. HDAC6 (Class II) is different from other HDACs in its cytoplasmic localization
and the lack of a noticeable histone deacetylase activity. In turn, HDAC6 deacetylates a number of non-histone pro-
teins, including α-tubulin, a component of microtubules, thereby influencing microtubule stability. Overexpression
of HDAC6 has been identified in a variety of cancer cell lines and mouse tumor models. Available data suggest that
HDAC6 is involved in quality control in the process of autophagy as α-tubulin acetylation is essential for fusion of
autophagosomes to lysosomes. We compared the effects produced by HDAC inhibitor sodium butyrate, which in-
hibits the activity of HDACs Class I, but not HDAC6, and by Tubacin, which is a specific inhibitor of HDAC6. It
turned out that Tubaсin causes the same effects as the sodium butyrate does regarding suppression of cell growth,
induction of G1/S cell cycle arrest and cellular senescence. As long as Tubacin treatment induces acetylation of α-
tubulin, one may suggest that the level of α-tubulin acetylation is indispensable for proliferation, senescence and cell
migration of E1A + Ras transformed cells.

Keywords: mouse embryonic fibroblasts, HDAC6, tubacin, senescence, cell cycle, cell migration, apoptosis
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Изучение молекулярных механизмов, лежащих в основе действия иммуномодулирующих препаратов, ак-
туально для обоснования их терапевтического эффекта. В настоящей работе проведен сравнительный
анализ спонтанной и индуцированной TNFα секреции провоспалительных цитокинов IL-1α и IL-8, а
также уровень адгезионной молекулы ICAM-1 в культуре эндотелиальных клеток EA.hy 926 и на моно-
нуклеарных клетках периферической крови здоровых доноров в моделях воспаления in vitro в присутствии
альфа-глутамил-триптофана (α-Glu-Trp) и препарата Цитовир-3. Цель – изучить клеточные механизмы,
опосредующие иммуномодулирующий эффект препаратов α-Glu-Trp и Цитовир-3. Показано, что α-Glu-
Trp снижал индуцированную TNFα продукцию IL-1α и усиливал стимулированный действием TNFα уро-
вень поверхностной молекулы ICAM-1 эндотелиальных клеток. При этом препарат снижал секрецию ци-
токина IL-8, индуцированную TNFα, и повышал спонтанный уровень ICAM-1 мононуклеарных клеток.
Препарат Цитовир-3 оказывал активирующее действие на эндотелиальные клетки EA.hy 926 и моно-
нуклеарные лейкоциты периферической крови человека. В его присутствии происходило усиление спон-
танной секреции IL-8 эндотелиальными и мононуклеарными клетками. Кроме того, Цитовир-3 повышал
уровень ICAM-1, индуцированный TNFα, на эндотелиальных клетках и увеличивал спонтанный уровень
этой поверхностной молекулы на мононуклеарах. Подавление стимулированной продукции провоспали-
тельных цитокинов под действием α-Glu-Trp как монопрепарата, так и в составе Цитовира-3, может обу-
славливать его противовоспалительные свойства. Однако повышение уровня поверхностной молекулы
ICAM-1 свидетельствует о механизмах, повышающих функциональную активность изученных клеток,
что одинаково важно для реализации эффективного иммунного ответа на инфекцию и репарации повре-
жденных тканей при воспалительных реакциях.

Ключевые слова: альфа-глутамил-триптофан, Цитовир-3, эндотелиальные клетки EA.hy 926, мононукле-
арные лейкоциты периферической крови человека, ICAM-1, секреция цитокинов, ОРВИ
DOI: 10.31857/S0041377122060049

Ввиду высокой изменчивости антигенного соста-
ва вируса гриппа, а также значительного количества
возбудителей ОРВИ большую трудность представ-
ляет задача создания эффективных препаратов тера-
пии этих инфекций (Смирнов и др., 2020; Malainou,
Herold, 2019; Зинина и др., 2021). В связи с этим про-
филактика и лечение ОРВИ по-прежнему остается
важной проблемой, требующей своего разрешения.

Альфа-глутамил-триптофан (α-Glu-Trp) является
синтетическим пептидным иммуномодулятором,
широко используется как препарат для лечения им-
мунодефицитных состояний. Известно, что препа-
рат оказывает модулирующее влияние на метаболи-
ческие процессы в клетках, стимулирует функцио-
нальную активность клеток иммунной системы,
обладает антиоксидантным действием, стимулирует
процессы регенерации тканей, ускоряет заживление
ран, активизирует функции клеток соединительной
ткани, эндотелиоцитов, макрофагов и лейкоцитов в
очаге повреждения, ингибирует продукцию гиста-

Принятые сокращения: ИФА – иммуноферментный анализ;
СИФ – средняя интенсивность флуоресценции; α-Glu-Trp –
альфа-глутамил-триптофан.
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мина и серотонина при воспалении (Смирнов и др.,
2021; Хавинсон и др., 2021). На его основе фармацев-
тической компанией АО МБНПК Цитомед (Санкт-
Петербург, Россия) создан препарат Цитовир-3 для
лечения и профилактики гриппа и ОРВИ у взрослых
и детей. Препарат представляет собой комбинацию
трех лекарственных веществ: бендазола гидрохлорид
(Дибазол), α-Glu-Trp-натрия (Тимоген® натрий) и
аскорбиновой кислоты.

Цитовир-3 является средством этиотропной и
иммуностимулирующей терапии, обладает противо-
вирусным действием в отношении вирусов гриппа А
и В и других вирусов, вызывающих острые респира-
торные вирусные заболевания. Препарат может
применяться и как средство экстренной профилак-
тики, и как средство лечения, в том числе и корона-
вирусной инфекции COVID-19 (Шипицын и др.,
2010; Хавинсон и др., 2020; Головачева и др., 2021;
Смирнов и др., 2021). Терапевтический эффект пре-
парата обусловлен сочетанным действием входящих
в него веществ. В настоящее время доказано, что
бендазол и его производные могут являться агони-
стами рецепторов TLR-3, TLR-8 и RLR, распознаю-
щих паттерны, ассоциированные с патогенными
микроорганизмами (Beesu et al., 2014, 2016). Взаимо-
действие аналогов бензимидазола с этими молекула-
ми приводит к ингибированию продукции провос-
палительных цитокинов (Ullah et al., 2022; Eskandari
et al., 2022). Аскорбиновая кислота является веще-
ством с доказанным антиоксидантным и противо-
воспалительным действием (Смирнов и др., 2020;
Oudemans-van Straaten et al., 2014).

Исследуемое вещество α-Glu-Trp предположи-
тельно оказывает иммуномодулирующее действие in
vivo за счет модуляции экспресcии генов провоспа-
лительных факторов, которые находятся под кон-
тролем транскрипционного фактора NF-kB.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
клеточных механизмов, опосредующих иммуномо-
дулирующий эффект α-Glu-Trp. В работе in vitro изуча-
ли возможные механизмы реализации фармакологи-
ческого эффекта α-Glu-Trp и препарата Цитовир-3,
содержащего в составе α-Glu-Trp, эндотелиальными
клетками линии EA.hy 926 и мононуклеарными лейко-
цитами периферической крови. Для моделирования
активации клеток использовали провоспалительный
цитокин TNFα с широким спектром активностей. Для
оценки иммуномодулирующего влияния препаратов
мы проводили изучение секреции провоспалитель-
ных цитокинов IL-1α и IL-8, которые регулируют
развитие воспаления в ходе инфекции. Дополни-
тельно проводили анализ уровня поверхностной
экспрессии индуцибельной молекулы ICAM-1.

Подбор клеточной модели исследований был
связан с тем, что лейкоциты являются основными
регуляторными и эффекторными элементами разви-
тия воспаления и иммунного ответа. Одна из глав-
ных функций эндотелиальных клеток состоит в ре-

гуляции эмиграции лейкоцитов из кровеносного
русла в ткани, за счет секреции цитокинов и экс-
прессии адгезионных молекул, что способствует ре-
парационным процессам. Лейкоциты, и эндотели-
альные клетки являются мишенью действия провос-
палительных факторов разной природы (цитокинов,
компонентов микроорганизмов и пр.) и экспресси-
руют на своей поверхности рецепторы для этих фак-
торов (Москалец, 2018; Chong et al., 2021).

Рецепторы TNFRI присутствуют на клетках по-
чти всех типов, а рецепторы TNFRII – преимуще-
ственно на клетках иммунной системы. Связывание
TNFα с рецепторами приводит, в частности, к акти-
вации транскрипционного фактора NF-kB, т.е. к
классическому пути индукции провоспалительных
цитокинов. Экспрессия всех исследуемых факторов
находится под контролем транскрипционного фак-
тора NF-kB, в связи с чем, полученные данные поз-
воляют косвенно судить о возможности модуляции
активации NF-kB под действием исследуемых суб-
станций (Markey et al., 2015; Zhang et al., 2020).

IL-1α и IL-1β традиционно называют IL-1, по-
скольку эти цитокины взаимодействуют на клетках с
одним рецептором и их эффекты неразличимы. IL-1α
продуцируют макрофаги, дендритные клетки, эндо-
телиальные и стромальные клетки, В-лимфоциты.
Макрофаги важны для контроля протекания иммун-
ной реакции, переключения стадий иммунного от-
вета, осуществления эффективного фагоцитоза. Ре-
цепторы семейства TLR вызывают активацию клас-
сических провоспалительных сигнальных каскадов,
что приводит к экспрессии основных цитокинов
воспаления: интерлейкинов IL-1β и IL-12, фактора
некроза опухолей альфа (TNFα) и ряда основных хе-
мокинов, в том числе IL-8. Активная иммунная реак-
ция макрофагов поддерживается Т-хелперами 1-го ти-
па (Тh1) (Guo et al., 2012; Beesu et al., 2014; Kaneko et al.,
2019).

Секретируемый IL-1α подвергается процессингу
внеклеточными протеазами с образованием актив-
ного цитокина. Процессинг IL-1β происходит внут-
ри клетки с участием каспазы-1. Активация каспа-
зы-1 происходит в составе инфламмасомы, и для
этого необходимо связывание внутриклеточных ре-
цепторов NLR с РАМР. Рецепторы IL-1 экспресси-
руются спонтанно на многих типах клеток. В наи-
большей степени действие этого цитокина затраги-
вает эндотелиальные клетки и лейкоциты, при этом
происходит индукция экспрессии более 100 генов. Ос-
новные эффекты IL-1 вызывают активацию и эмигра-
цию лейкоцитов (Chong et al., 2021; Markey et al., 2015).

IL-8 относится к провоспалительным хемоки-
нам, которые продуцируются клетками миелоидно-
го ряда и эндотелиальными клетками после их акти-
вации. Стимулом к синтезу IL-8 является связыва-
ние TLR с агонистами (микробными и вирусными
продуктами) или действие провоспалительных ци-
токинов (IL-1, TNFα и др.). IL-8 относится к семей-
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ству хемокинов и играет решающую роль в актива-
ции и привлечении нейтрофилов в очаг воспаления
верхних дыхательных путей. Важный эффект IL-8 –
его ангиогенное действие, как при развитии воспа-
ления, так и при заживлении ран (Guo et al., 2012;
Khalil et al., 2021; Matsushima et al., 2022).

ICAM-1 – адгезионная молекула, которая имеет
низкий спонтанный уровень экспрессии на клетках.
Уровень поверхностной молекулы увеличивается
под влиянием провоспалительных цитокинов, ком-
понентов микроорганизмов, а также под влиянием
разного рода стрессорных воздействий на клетки
(Москалец, 2018; Bui et al., 2020). Молекула обеспе-
чивает межклеточные взаимодействия в условиях
воспаления. На эндотелиальных клетках ICAM-1
является контрлигандом интегриновых рецепторов
лейкоцитов и обеспечивает их миграцию в ткани в
условиях воспаления, что является защитным фак-
тором в борьбе с инфекционным агентом. ICAM-1,
экспрессируемая на мононуклеарных фагоцитах,
участвует в формировании иммунологического си-
напса и презентации антигенов, что может быть ис-
пользовано в конструировании новых вакцин или
иммуномодулирующих препаратов (Guo, 2012; Soe-
ma et al., 2015; Хавинсон и др., 2021).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки. Использовали клетки эндотелиального
происхождения линии EA.hy 926 (Университет Се-
верная Каролина, США) и мононуклеарные лейко-
циты периферической крови здоровых доноров, по-
лученной из банка Отделения переливания крови
Санкт-Петербургского государственного медицин-
ского университета им. акад. И.П. Павлова.

Культивирование. Перевиваемые эндотелиальные
клетки человека EA.hy 926 культивировали в полной
культуральной среде DMEM/F12, содержащей 10%
эмбриональной телячьей сыворотки (ICN, США),
100 ЕД/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептомици-
на, 2 мМ глутамина (Flow Laboratories, Англия). Для
дезинтеграции монослоя использовали 0.25%-ный
раствор Версена (Биолот, Россия). Клетки пересева-
ли каждые 3–4 сут в разведении 1 : 3.

Разделение фракции гранулоцитов и фракции
мононуклеарных лейкоцитов проводили на гепарини-
зированной крови с помощью осаждения клеток в гра-
диенте плотности фиколл-верографина 1.077 г/см3

(Биолот, Россия). Цельную кровь разводили в 2 раза
забуференным физиологическим раствором (pH 7.2);
8 мл разведенной крови наслаивали на 4 мл раствора
фиколл−верографина и центрифугировали в гори-
зонтальном роторе при 400 g в течение 30 мин. Мо-
нонуклеарные лейкоциты отбирали из интерфазно-
го кольца, образовавшегося на границе смеси фи-
колл-верографин и разведенной крови, и отмывали
3 раза тем же ФР, pH 7.2. Жизнеспособность клеток
определяли с помощью окраски 0.2%-ным раство-

ром трипанового синего, клетки считали в камере
Горяева. Мононуклеары ресуспендировали в среде
RPMI-1640, содержащей 10% инактивированной
эмбриональной телячьей сыворотки (ICN, США),
50 мкг/мл сульфата гентамицина (Самсон, Россия) и
2 мМ L-глутамина (ICN, США).

Препараты. Испытывали действие следующих
препаратов: α-Glu-Trp-натрия и Цитовира-3 – сме-
си трех активных компонентов: α-Glu-Trp-натрия,
гидрохлорида бендазола (МБНПК Цитомед, Рос-
сия) и аскорбиновой кислоты. Препараты разводили
в полной культуральной среде DMEM/F12 (для эн-
дотелиальных клеток) или RPMI-1640 (для моно-
нуклеарных лейкоцитов) (Биолот, Россия).

С целью наиболее адекватной оценки действую-
щих дозировок препаратов предварительно опреде-
ляли их минимальную токсическую дозу при разве-
дении в полной культуральной среде. Для подбора
диапазона концентраций препаратов, не токсичных
для клеток, использовали стандартные цитотокси-
ческие тесты. Токсичность Цитовира-3 для клеток
суспензионной природы изучали с помощью про-
точной цитометрии, используя окрашивание ДНК-
связывающим красителем йодидистым пропидием
(Sigma-Aldrich, США), свободно проникающим в
мертвые клетки. Токсичность препарата Цитовир-3
для эндотелиальных клеток изучали колориметриче-
ским методом, окрашивая монослой клеток кри-
сталлическим фиолетовым. Токсичность препарата
α-Glu-Trp для мононуклеарных лейкоцитов изучали
с помощью МТТ-теста по активности митохондри-
альных дегидрогеназ (Van Meerloo et al., 2011). По ре-
зультатам проведенных исследований для дальней-
ших экспериментов были выбраны концентрации
препарата Цитовира-3 100.0, 10.0 и 1.0 мкг/мл для
мононуклеарных лейкоцитов крови и концентрации
10.1 и 0.1 нг/мл – для клеток EA.hy 926.

Воздействие препаратов. Для изучения влияния
исследуемых препаратов на спонтанную и индуци-
рованную секрецию цитокинов IL-1α, IL-8 и IFNα
эндотелиальные клетки EA.hy 926 вносили в лунки
24-луночного планшета, в концентрации 1 млн
кл./мл культуральной среды, содержащей 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки и культивировали
4 ч в присутствии или отсутствие провоспалительно-
го цитокина TNFα (рефнолина, рекомбинантного
TNFα; Sanitas, Литва; специфическая активность
препарата: 1 ЕД соответствует 0.06 нг) в концентра-
ции 50 ЕД/мл в CO2-инкубаторе. После этого в лунки
планшета вносили культуральную среду, содержащую
испытуемые препараты в трех концентрациях, неток-
сичных для клеток, подобранных в предварительном
экперименте, и культивировали в течение 24 ч. За-
тем надосадочные жидкости собирали и хранили
при –20°С для последующего ИФА.

Мононуклеарные клетки периферической крови
здоровых доноров ресуспендировали в полной куль-
туральной среде RPMI-1640 и вносили в лунки 24-
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луночного планшета в концентрации 1 млн кл./мл.
Далее исследование проводили, как описано выше
для эндотелиальных клеток EA.hy 926.

Иммуноферментный анализ (ИФА). Секрецию
клетками цитокинов оценивали с помощью ИФА,
используя коммерческие тест-системы (Цитокин,
Россия) согласно рекомендациям производителей.
Оптическую плотность в лунках измеряли на спек-
трофотометре Bio-Rad Model 680 (Bio-Rad, США).

Проточная цитометрия. Для оценки спонтанного
и индуцированного уровня поверхностной молеку-
лы ICAM-1 суспензии эндотелиальных клеток EA.hy
926 и мононуклеаров периферической крови после
проведeнной стимуляции, аналогичной для иссле-
дования цитокинов, переносили в пробирки для
проточного цитометрического анализа и окрашива-
ли клетки с использованием моноклональных антител
против ICAM-1, меченных FITC (Beckman Coulter,
США), согласно рекомендациям производителя. Про-
бы анализировали на проточном цитометре NAVIOS
(Beckman Coulter, США). Уровень поверхностной мо-
лекулы ICAM-1 оценивали по количественному
определению средней интенсивности флуоресцен-
ции (СИФ).

Статистическая обработка результатов. Среднее
арифметическое и стандартное отклонение из трех не-
зависимых экспериментов определяли с помощью
программы Microsoft Office Excel, 2010. Для оценки до-
стоверности различий использовали t-критерий Стью-
дента. За уровень статистической значимости было
принято значение p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Продукция IL-8 эндотелиальными клетками EA.hy
926. Эндотелиальные клетки линии EA.hy 926 имели
высокий спонтанный уровень секреции IL-8, который
усиливался более чем в 5 раз в присутствии TNFα
(рис. 1а). Препарат α-Glu-Trp не изменял статистиче-
ски значимо спонтанную и усиленную действием
TNFα секрецию IL-8 клетками EA.hy 926. Однако
наблюдали тенденцию к дозозависимому снижению
индуцированной продукции этого цитокина (при
концентрации α-Glu-Trp 1 мкг/мл снижение состав-
ляло 26.37%, р > 0.05) (рис. 1а).

Продукция IL-8 мононуклеарными клетками. Мо-
нонуклеарные лейкоциты имели высокий спонтан-
ный уровень синтеза IL-8, который под влиянием
TNFα усиливался более чем в 3 раза (рис. 1б). При
культивировании в присутствии Цитовира-3 в кон-
центрации 1 нг/мл отмечали значимое увеличение
спонтанной секреции IL-8 на 49.46% (p < 0.05), од-
нако отмечали тенденцию к снижению содержания
IL-8, индуцированного TNFα. Препарат α-Glu-Trp не
оказывал самостоятельного влияния на спонтанную
секрецию IL-8, однако в концентрации 1 мкг/мл ста-
тистически значимо подавлял на 36.28% (p < 0.05)

секрецию цитокина, индуцированную в присут-
ствии TNFα (рис. 1б).

Продукция IL-1α эндотелиальными клетками
EA.hy 926. Спонтанный уровень секреции IL-1α в
культуре эндотелиальных клеток был низким, одна-
ко значительно усиливался под влиянием TNFα
(рис. 1в). Цитовир-3 не оказывал влияния на спон-
танную и индуцированную TNFα продукцию IL-1α
этими клетками. α-Glu-Trp также не оказывал дей-
ствия на спонтанную секрецию этого цитокина, од-
нако в концентрации 10 мкг/мл достоверно снижал
на 22.79% (p < 0.05) секрецию, усиленную действием
TNFα, а в концентрации 1 мкг/мл – повышал на
31.64% (p > 0.05), что было статистически не значимо
при большом разбросе значений (рис. 1в).

Продукция IL-1α мононуклеарными клетками. В
культуре мононуклеарных лейкоцитов был зареги-
стрирован исходно низкий спонтанный уровень
секреции IL-1α, который изменялся незначительно
в присутствии TNFα. Культивирование с препарата-
ми Цитовир-3 и α-Glu-Trp не оказывало значимого
влияния на спонтанный уровень секреции IL-1α мо-
нонуклеарными лейкоцитами, однако отмечалась
тенденция к уменьшению уровня IL-1α, индуциро-
ванного TNFα (рис. 1г).

Определение уровня ICAM-1 на эндотелиальных
клетках EA.hy 926. Эндотелиальные клетки EA.hy
926 имели низкий спонтанный уровень адгезионной
молекулы ICAM-1, который повышался при культи-
вировании клеток в присутствии TNFα (рис. 2а).
Цитовир-3 не влиял на спонтанный уровень ICAM-1
эндотелиальных клеток, но в концентрации 10 нг/мл
статистически значимо на 12.14% (p < 0.05) повышал
уровень молекулы, индуцированный TNFα. Куль-
тивирование с α-Glu-Trp также не оказывало само-
стоятельного влияния на спонтанный уровень
ICAM-1, но в концентрации 100 мкг/мл усиливал на
8.27% (p < 0.05) среднюю интенсивность флуорес-
ценции этой молекулы, индуцированную TNFα
(рис. 2а).

Определение уровня ICAM-1 на мононуклеарных
клетках. Мононуклеарные лейкоциты также имели
низкий спонтанный уровень ICAM-1. Однако инду-
цированный TNFα уровень этой молекулы был значи-
тельно ниже, чем у эндотелиальных клеток (рис. 2б).
Цитовир-3 в концентрациях 10 и 1 нг/мл повышал
спонтанный уровень ICAM-1 на клетках соответ-
ственно на 66.67 (p < 0.05) и 33.33% (p < 0.01). Препа-
рат α-Glu-Trp во всех исследуемых концентрациях
(100, 10 и 1 мкг/мл) усиливал спонтанную среднюю
интенсивность флуоресценции мононуклеарных
клеток на 36.67, 66.67 и 20.00% соответственно (p <
< 0.05). Ни Цитовир-3, ни α-Glu-Trp существенно не
влияли на уровень поверхностной молекулы ICAM-1
после стимуляции TNFα (рис. 2б).
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Рис. 1. Влияние препаратов Цитовир-3 и α-Glu-Trp на секрецию IL-8 (а, б) и IL-1α (в, г) эндотелиальными клетками EA.hy
926 (а, в) и мононуклеарными (МН) лейкоцитами периферической крови доноров (б, г). Клетки культивировали 4 ч в при-
сутствии или отсутствии провоспалительного цитокина TNFα, затем – с препаратами Цитовир-3 и α-Glu-Trp в различных
концентрациях или без препарата (К – контроль) в полной культуральной среде RPMI-1640 в течение 24 ч. Оценивали кон-
центрацию IL-8 и IL-1α методом ИФА в спонтанных (спонт.) и индуцированных TNFα (индуцир. TNFα) супернатантах об-
разцов клеток. Данные представлены в виде средних значений и стандартных отклонений. * – различия достоверны по срав-
нению с группой контроля при р < 0.05.
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Рис. 2. Влияние препаратов Цитовир-3 и α-Glu-Trp на уровень поверхностной молекулы ICAM-1 эндотелиальных клеток
EA.hy 926 (а) и мононуклеарных (МН) лейкоцитов периферической крови доноров (б). Клетки культивировали 4 ч в присут-
ствии или отсутствие провоспалительного цитокина TNFα, затем с препаратами Цитовир-3 и α-Glu-Trp в различных концен-
трациях или без препарата (К – контроль) в полной культуральной среде RPMI-1640 в течение 24 ч. Оценивали среднюю ин-
тенсивность флуоресценции (СИФ) FITC-меченных ICAM-1 методом проточной цитометрии в спонтанных (спонт.) и ин-
дуцированных TNFα (индуцир. TNFα) образцах клеток; показаны средние значения и их стандартные отклонения. * –
различия достоверны по сравнению с группой контроля при р < 0.05, ** – различия достоверны по сравнению с группой кон-
троля при р < 0.01.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Таким образом, полученные данные на модели

эндотелиальных клеток линии EA.hy 926 и моно-
нуклеарных лейкоцитах свидетельствуют о схожих
разнонаправленных эффектах изученных препара-
тов в отношении клеток различного происхождения.

При культивировании эндотелиальных клеток в
присутствии α-Glu-Trp в концентрации 10 мкг/мл про-
исходило снижение продукции IL-1α, индуцирован-
ной TNFα, тогда как в концентрации 100 мкг/мл отме-
чали усиление уровня поверхностной молекулы
ICAM-1, стимулированного действием этого про-
воспалительного цитокина.

Действие α-Glu-Trp на мононуклеарные лейко-
циты также было разнонаправленным. В его присут-
ствии в концентрации 1 мкг/мл было зарегистрирова-
но значимое снижение продукции IL-8, индуцирован-
ной TNFα. Во всех трех исследуемых концентрациях
(100, 10 и 1 мкг/мл) препарат усиливал спонтанный
уровень поверхностной молекулы ICAM-1, повышая
среднюю интенсивность флуоресценции на 1–2 усл. ед.
Подавление продукции провоспалительных цитоки-
нов под действием α-Glu-Trp может обуславливать его
противовоспалительные свойства, однако его способ-
ность повышать уровень молекулы ICAM-1 свиде-
тельствует о способности α-Glu-Trp активировать
клетки (Bui et al., 2020; Moser et al., 2021). Учитывая,
что действие препарата α-Glu-Trp на изученные функ-
ции клеток носило разнонаправленный характер,
представляется маловероятным возможность прямого
влияния препарата на уровень фосфорилирования
фактора NF-kB (Chong et al., 2021).

Исследования показали, что Цитовир-3 оказывал
сходное активирующее действие на эндотелиальные
клетки EA.hy 926 и мононуклеарные лейкоциты пе-
риферической крови человека в различных концен-
трациях. Обнаруженное стимулирующее действие
препарата Цитовир-3 может быть связано и с эффек-
том бендазола в составе препарата. Показано, что са-
мо вещество и его производные могут являться аго-
нистами рецепторов, распознающих консерватив-
ные структуры микроорганизмов TLR и RLR.
Обусловленная такими взаимодействиями актива-
ция внутриклеточных MAP-киназ (митоген-активи-
руемых протеинкиназ) и сигнальных путей NF-kB
приводит к усилению экспрессии клетками актива-
ционных маркеров, таких как ICAM-1, но при этом
уменьшается продукция провоспалительных цито-
кинов, индуцированной различными факторами
(Chong et al., 2021; Eskandari et al., 2022).

Таким образом, выявленные эффекты препарата
α-Glu-Trp и Цитовира-3 свидетельствуют об их про-
тивовоспалительном действии за счет подавления
стимулированной продукции провоспалительных
цитокинов, а способность активировать клетки за
счет повышения уровня поверхностной молекулы
ICAM-1 позволяет реализовать защитные механиз-
мы в борьбе с инфекцией разной этиологии, а также

способствует улучшению репарации тканей, повре-
ждeнных воспалительным процессом.
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The Effect of Drugs with Alpha-Glutamyl-Tryptophan in vitro on Cytokine Secretion
and Level of Surface Molecule ICAM-1
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The study of the molecular mechanisms underlying the action of immunomodulatory drugs is relevant to substanti-
ate their therapeutic effect. In this work, a comparative analysis of spontaneous and TNFa-induced secretion of
proinflammatory cytokines IL-1a and IL-8, as well as the level of the adhesion molecule ICAM-1 in the culture of
endothelial cells EA.hy 926 and on peripheral blood mononuclear cells of healthy donors in vitro in the model of
inflammation when cultivated in the presence of alpha-glutamyl-tryptophan (α-Glu-Trp) and the drug Cytovir-3 is
shown. The aim was to study the cellular mechanisms mediating the immunomodulatory effect of the drugs α-Glu-Trp
and Cytovir-3. It was shown that α-Glu-Trp reduced TNFa-induced IL-1a production and enhanced the TNFa-stimu-
lated level of the ICAM-1 surface molecule of endothelial cells. At the same time, the drug reduced the secretion of
TNFa-induced cytokine IL-8 and increased the spontaneous level of ICAM-1 on mononuclear cells. The drug Cy-
tovir-3 had an activating effect on endothelial cells EA.hy 926 and mononuclear leukocytes of human peripheral
blood. In his presence, there was an increase in spontaneous secretion of IL-8 by endothelial and mononuclear cells.
The drug also increased the level of TNFa-induced ICAM-1 on endothelial cells and increased the spontaneous lev-
el of this surface molecule on mononuclears. Suppression of stimulated production of proinflammatory cytokines
under the action of α-Glu-Trp independently and as part of Cytovir-3 may cause its anti-inflammatory properties.
However, an increase in the level of the ICAM-1 surface molecule indicates mechanisms that increase the functional
activity of the studied cells, which is equally important for the implementation of an effective immune response to
infection and repair of damaged tissues during inflammatory reactions.

Keywords: alpha-glutamyl-tryptophan, Cytovir-3, EA.hy 926 endothelial cells, human peripheral blood mononu-
clear leukocytes, ICAM-1, cytokine secretion, ARVI
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Изучено распределение нейронов, содержащих ГАМК, и интенсивность иммуногистохимического мече-
ния транспортера ГАМК GAT1 в разных слоях неокортекса в течение неонатального периода у крыс. На
начальных этапах неонатального периода в слоях II–III и VI имеет место высокая численность нейронов,
содержащих ГАМК, которая к концу неонатального периода значительно снижается и тормозные интер-
нейроны распределяются во всех слоях примерно равномерно. К концу неонатального периода значитель-
но повышается уровень иммуногистохимического мечения GAT1, что, вероятно, может свидетельствовать
о возрастании роли синаптической тормозной нейропередачи.

Ключевые слова: ГАМК, GAT1, ГАМКергические нейроны, неокортекс, неонатальный период
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В состав коры головного мозга входят нейроны
разных типов, обладающие специфическими мор-
фологическими, молекулярными и функциональ-
ными характеристиками и локализующиеся в опре-
деленных слоях. Тормозные ГАМКеpгичеcкие ин-
тернейpоны имеют особый статус, так как при
синаптическом торможении обеспечивают стабиль-
ность корковых нейронных сетей. Эти нейроны об-
разуют гетерогенную группу клеток, которые не
только осуществляют pегуляцию активноcти отдель-
ныx популяций пирамидных нейpонов неокортекса,
но и модулируют пространственно-временную ди-
намику различных форм синхронизированных сете-
вых колебаний (Klausberger, Somogyi, 2008).

Полагают, что нейронные сети в неокортексе ор-
ганизованы по определенным правилам, которые
гарантируют критически важный баланс между ко-
личеством возбуждающих и тормозных нейронов, и
это соотношение во взрослом неокортексе относи-
тельно постоянно (Fishell, Rudy, 2011; Sahara et al.,
2012).

Во время эмбриогенеза молодые ГАМКергиче-
ские нейроны мигрируют из определенных проли-
феративных зон вентральной части продолговатого
мозга к развивающемуся неокортексу, где первое
появление ГАМК в клетках зарегистрировано на
14.5 эмбриональные сутки. На начальных этапах ми-
грация имеет тангенциальное направление, которое
затем, в промежуточной зоне неокортекса, меняется
на радиальное и нейроны распределяются по слоям,

занимая свое дефинитивное положение (Marín,
Rubenstein, 2001).

Развитие неокортекса происходит на протяжении
длительного периода времени, который включает
как пренатальный, так и неонатальный период, во
время которого завершается его формирование и
становление нейронных связей, при этом упорядо-
ченное расположение нейронов в слоях неокортекса
имеет решающее значение для нормального функ-
ционирования ЦНС (Fishell, Rudy, 2011; Sahara et al.,
2012). Несмотря на то, что в последние годы были
выявлены некоторые механизмы, регулирующие
миграцию ГАМК-содержащих нейронов в период
развития неокортекса, сведений о динамике распре-
деления ГАМКергических интернейронов в слоях
неокортекса в неонатальный период в настоящее
время крайне мало.

Для ГАМК выявлено четыре класса транспорт-
ных белков: GAT1, GAT2, GAT3 и GAT4 (или BGT-1
betaine), среди которых GAT1 считается одним из ос-
новных транспортеров при синаптической нейропе-
редаче (Gadea, Lopez-Colome, 2001). Во взрослом
мозге этот белок обнаружен как в нейронах, так и в
глиальных клетках. Электронно-микроскопические
исследования показали, что GAT1 может присут-
ствовать в цитоплазме и проксимальных отделах от-
ростков нейронов, в терминалях аксонов, образующих
симметричные синапсы, в отростках астроцитов (Fat-
torini et al., 2020). GAT1 относится к Na+-зависимым
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транспортным белкам обратного захвата, локализу-
ющимся на плазматической мембране нейронов
(Augood et al., 1995, Bernstein, Quick, 1999). Функция
транспортеров ГАМК заключается в переносе через
мембрану аниона этой аминокислоты на основе гра-
диента катиона натрия (Lu et al., 1999; Loo et al.,
2000). При тормозной нейропередаче скорость обрат-
ного захвата ГАМК из синаптической щели или меж-
клеточного пространства, осуществляемого транспор-
тером GAT1, определяет эффективность нейропереда-
чи. Вопрос о динамике экспрессии GAT1 в разных
слоях неокортекса в неонатальный период развития до
настоящего времени остается мало освещенным.

В связи с этим целью работы было изучение рас-
пределения нейронов, содержащих ГАМК, и интен-
сивности иммуногистохимического мечения GAT1 в
слоях неокортекса в течение неонатального периода
у крыс.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Работа проведена на лабораторных крысах линии

Wistar из питомника Института физиологии им.
И.П. Павлова РАН (Санкт-Петербург).

Гистологические и иммуногистохимические методы
исследования. Головной мозг извлекали, фиксирова-
ли в цинк-этанол-формальдегиде на фосфатно-со-
левом буфере (pH 7.4), заливали в парафин по обще-
принятой методике и готовили серийные фронталь-
ные срезы мозга толщиной 6–7 мкм на уровне
брегмы –0.60 mm ...0.40 mm (Khazipov et al., 2015).
Затем срезы помещали на предметные стекла Super-
Frost Plus Gold (Menzel-Glaser, Германия). У интакт-
ных животных исследовали соматосенсорную об-
ласть неокортекса на 5-е (n = 5) и 10-е (n = 5) сутки
постнатального развития (П5, П10). Общий морфо-
логический анализ проводили на цифровых изобра-
жениях серийных гистологических срезов, получен-
ных при помощи светового микроскопа Leica DME
(Leica, Германия) и цифровой камеры Leica EC3
(Leica, Германия) при увеличении объектива 100×.

Иммуногистохимическую реакцию на ГАМК про-
водили с использованием первичных кроличьих поли-
клональных антител (anti-GABA antibody, ab8891, Ab-
cam, Великобритания) в разведении 1 : 1000. После
процедуры теплового демаскирования белков в цит-
ратном буфере (рН 6.1) (Dako, Дания) в течение
25 мин, срезы инкубировали в первичных антителах
при 4°С в течение 16 ч. В качестве вторичных анти-
тел использовали Goat anti-rabbit IgG H&L(HRP)
(Abcam, Великобритания). Срезы помещали во вто-
ричные антитела на 40 мин при комнатной темпера-
туре. Для визуализации продукта реакции использова-
ли хромоген DAB+ (Dako, Дания). Специфичность
иммунной реакции проверяли с помощью негативного
контроля (без первичных антител).

Иммуногистохимическую реакцию на GAT1 про-
водили с использованием первичных кроличьих по-

ликлональных антител (anti-GABA transporter 1;
GAT1; ab426, Abcam, Великобритания) в разведении
1 : 100. После процедуры теплового демаскирования
белков в цитратном буфере (рН 6.1) (Dako, Дания) в
течение 20 мин, срезы инкубировали в первичных
антителах при 4°С в течение 18 ч. В качестве вторич-
ных реагентов для выявления GAT1 использовали
реактивы из набора EnVision+System-HRP Labelled
Polymer Anti-Rabbit (DakoCytomаtion, США). Срезы
помещали во вторичные антитела на 30 мин при
комнатной температуре. Для визуализации продукта
реакции использовали хромоген DAB+ (Dako, Да-
ния). Срезы заключали в синтетическую среду Per-
maunt (Termo, США). Специфичность иммунной
реакции проверяли с помощью негативного контро-
ля (без первичных антител).

Оценка оптической плотности продукта иммуноги-
стохимической реакции. Оценку иммунореактивно-
сти производили с использованием системы анализа
изображения, включающей световой микроскоп
Olympus CX31 (Япония), цветную цифровую камеру
VideoZavr Standard VZ-C31Sr и программное обеспе-
чение Видеозавр Мультиметр 2.3 (разработка ООО
“АТМ-практика”, Санкт-Петербург). Оценивали
оптическую плотность (D) продукта реакции в ней-
ропиле – сети иммуно-позитивных отростков, тер-
миналей, а также в скоплениях мелких и крупных
гранул. Последние, предположительно, считаются
терминальными синаптическими структурами и их
скоплениями (Guthmann et al., 1998). Для этого кон-
туром выделяли участки сети иммунопозитивных
отростков и скоплений гранул. Уровень содержания
GAТ1 выражали в относительных единицах оптиче-
ской плотности продукта иммунной реакции. Опре-
деляли среднее значение D (отн. ед.) интенсивности
окраски в иммунопозитивных отростках и гранулах
при увеличении объектива 100×.

Статистическая обработка результатов исследова-
ния. При проведении иммуногистохимических ре-
акций все процедуры были стандартизированы и
осуществлялись одновременно для гистологических
срезов мозга, полученных от животных разного воз-
раста.

Количество иммуноположительных клеток оце-
нивали на стандартной площади 0.1 мм2 (условной
единице площади) при увеличении объектива 100×.
Количественный анализ данных осуществляли на
изображениях, полученных с 12–15 гистологических
срезов мозга, взятого от 5 животных каждой иссле-
дуемой возрастной группы, при помощи пакетов
компьютерных программ ImageJ (NIH, США), Ori-
gin 5.0. Статистически обработанные данные пред-
ставлены как средние значения ± стандартная
ошибка среднего (m ± SEM). Для анализа и сравне-
ния полученных результатов между разными груп-
пами животных использовали t-критерий Стьюден-
та и oneway ANOVA (Statistica 8.0, Statsoft Inc., USA),
различия считали достоверными при Р < 0.05.
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Использованные реактивы: первичные кроличьи
поликлональные антитела к ГАМК (ab8891) и GAT1
(ab426), вторичные антитела Goat anti-rabbit IgG
H&L(HRP) (Abcam, Великобритания); набор реак-
тивов EnVision + System-HRP Labelled Polymer Anti-
Rabbit (DakoCytomation, США); хромоген DAB+
(Dako, Дания); гематоксилин Майера (Bio-Орtica,
Италия); синтетическая среда для заключения ги-
стологических срезов Permaunt (Termo, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Распределение нейронов, содержащих ГАМК, в разных 
слоях соматосенсорной области неокортекса 

на 5 постнатальные сутки

На П5 в слое I присутствует небольшое число ин-
тернейронов (6.2 ± 0.9 на условной единице площа-
ди (здесь и далее)) (табл. 1), сеть иммуноокрашен-
ных отростков, многочисленные синаптические
структуры, а также клетки Кахаля−Ретциуса, кото-
рые определялись визуально по морфологическим
критериям (локализация в слое I, горизонтальная ори-
ентация, овальная форма тела клетки, основные от-
ростки вытянуты параллельно пиальной оболочки).

В слоях II–III иммунопозитивные нейроны, име-
ющие преимущественно веретеновидную форму те-
ла, располагаются близко друг к другу, их число со-
ставляет 18.6 ± 2.1 клеток (табл. 1). Нейропиль развит
слабо, хотя иммуноокрашенные отростки образуют
рыхлую сеть. Отдельные иммуноокрашенные отрост-
ки, отходящие от тел клеток, имеют варикозные рас-
ширения и редкие синаптические структуры.

В слоях IV и V присутствуют иммунопозитивные
нейроны как веретеновидной, так и мультиполяр-
ной формы, при этом их число в 1.5 и 2.3 раза мень-
ше (12.5 ± 1.8 и 8.0 ± 1.4 соответственно), чем в верх-
них слоях (табл. 1). Нейропиль более развит, сеть
иммуноокрашенных отростков плотнее, также при-
сутствуют варикозные расширения и синаптические
структуры.

В слое VI присутствуют иммунопозитивные ней-
роны разной формы и размеров, их количество соот-
ветствует числу таких нейронов в верхних слоях
(19.3 ± 1.2) (табл. 1). В нейропиле плотность сети им-
муноокрашенных отростков аналогична таковой в
слое V, отростки имеют варикозные расширения и
синаптические структуры.

Распределение нейронов, содержащих ГАМК, 
в разных слоях соматосенсорной области неокортекса 

на 10 постнатальные сутки

На П10 в слое I (так же, как и на предыдущем ис-
следованном сроке) присутствует небольшое число
интернейронов (табл. 1), плотная сеть иммуноокра-
шенных отростков, большое количество синаптиче-
ских структур.

В слоях II–III число иммунопозитивных нейронов
значительно меньше (9.0 ± 1.3), чем на предыдущем
исследованном сроке (табл. 1), при этом в нейропиле
присутствует сеть иммуноокрашенных отростков и си-
наптических структур, которые локализуются не толь-
ко на отростках, но и телах пирамидных нейронов.

В слоях IV и V наблюдается сходная картина.
Здесь присутствуют веретеновидные, мультиполяр-
ные и пирамидные клетки. Число ГАМК-иммуно-
позитивных нейронов примерно такое же, как в
верхних слоях (10.7 ± 1.2 и 7.4 ± 0.9) (табл. 1). В ней-
ропиле выявляется плотная сеть иммуноокрашен-
ных отростков и синаптических структур, распола-
гающихся как на отростках, так и на и телах подавля-
ющего большинства клеток.

В слое VI число иммунопозитивных нейронов при-
мерно такое же, как в верхних слоях II–III, при этом
значительно ниже, чем в таковых на П5 (табл. 1). В
нейропиле сеть иммунореактивных отростков и си-
наптических структур менее плотная, чем в верхних
слоях.

Таким образом, на П5 в верхних слоях II–III и
глубоком слое VI число нейронов, содержащих
ГАМК, существенно превышает их количество в
слоях IV и V (в 1.5 и 2.3 раза соответственно). К кон-
цу неонатального периода (П10) картина меняется: в
верхних слоях II–III и слое VI число иммунопози-
тивных клеток значительно снижается (в 2.1 и 2.3 ра-
за соответственно) и соответствует значениям в сло-
ях IV и V, в которых их число не изменяется в течение
неонатального периода.

Интенсивность иммуногистохимического мечения 
GAT1 в разных слоях соматосенсорной области 

неокортекса на 5 и 10 постнатальные сутки (оценка 
оптической плотности окрашивания (D) в усл. ед.)

На П5 самая высокая интенсивность иммуно-
окрашивания на GAT1 имела место в слое I (0.280 ±

Таблица 1. Распределение нейронов, содержащих ГАМК,
в слоях соматосенсорной области неокортекса крыс на 5 и
10 постнатальные сутки

* Различия между животными разных возрастных групп досто-
верны при Р < 0.05.

Слои коры

Количество интернейронов 
на условной ед. площади

Сроки развития

П5 П10

I 6.2 ± 0.4 5.8 ± 1.2
II–III 18.6 ± 1.4 9.0 ± 1.3*

IV 12.5 ± 1.8 10.7 ± 1.2
V 8.0 ± 1.4 7.4 ± 0.9
VI 19.3 ± 1.2 8.5 ± 0.8*
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± 0.004) (табл. 2, рис. 1а). Интенсивность иммуноги-
стохимической реакции на GAT1 в других слоях была
различной: в слоях II–III и VI она была относитель-
но низкой (0.044 ± 0.002 и 0.048 ± 0.003 соответ-
ственно) (рис. 1б), а в слоях IV и V – существенно
выше, чем в верхних слоях II–III и слое VI (табл. 2,
рис. 1в).

На П10 иммунореактивность на GAT1 в слое I
снижается в 2 раза по сравнению с таковым значени-
ем на П5 (рис. 1а, г), в остальных слоях неокортекса
(II–III, IV, V и VI) существенно повышается (в 3.1,
1.3 и 1.4 раза соответственно) (рис. 1б, в, д, е, табл. 2).
Иногда в глубоких слоях встречаются одиночные
иммунопозитивные нейроны (рис. 1е, короткая
стрелка).

Таким образом, на П5 самая высокая интенсив-
ность иммуномечения GAT1 обнаруживается в слое
I, в остальных слоях (по сравнению со слоем I) она
значительно ниже: в слоях II–III в 6.4 раза, в слоях
IV и V – в 3.5 и 3.0 раза, в слое VI – в 5.8 раз. К концу
неонатального периода (П10) в слое I интенсивность
иммуномечения GAT1 снижается в 2 раза (по сравне-
нию со значениями на П5), в остальных слоях этот
показатель существенно увеличивается: более всего
интенсивность иммуномечения GAT1 повышается в
верхних слоях II–III (в 3.1 раза), в слоях IV и V – в
1.3 раза, а в слое VI – в 1.4 раза (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

Созревание ГАМКергической системы у боль-
шинства млекопитающих и человека, в основном,
происходит в постнатальный период (Warm et al.,
2021). В ходе пренатального развития тормозные ин-
тернейроны неокортекса возникают из различных
популяций прогениторных клеток, локализующихся
в вентральной части конечного мозга в области sub-
pallium, которая в этот период имеет пять основных

пролиферативных зон: латеральное, медиальное и
каудальное ганглиозные возвышения, преоптиче-
скую область и перегородку (Wonders, Anderson,
2006; Gelman, Marín, 2010). Подавляющее большин-
ство интернейронов происходит из медиального ган-
глиозного возвышения (Butt et al., 2005; Flames et al.,
2007; Fogarty et al., 2007; Inan et al., 2012; Taniguchi et al.,
2013) и миграция предшественников интернейронов
начинается на 14 эмбриональный день (Warm et al.,
2021). Однако механизмы, которые контролируют
распределение мигрирующих интернейронов по
слоям во время развития неокортекса, в настоящее
время до конца не ясны. Вместе с тем, существует
несколько версий. Предполагают, что этот процесс
связан с изменением направления миграции интер-
нейронов: от тангенциального к радиальному, во
время которого они распределяются по слоям коры
(Lavdas et al., 1999; Marín, Rubenstein, 2001; Wichter-
le et al., 2001). Есть доказательство, что интернейро-
ны заселяют глубокие или верхние слои коры в зави-
симости от получаемых специфических сигналов от
пирамидных нейронов, локализующихся в этих сло-
ях (Lodato et al., 2011). С другой стороны, полагают,
что в медиальном ганглиозном возвышении присут-
ствуют две разные линии прогениторных клеток: од-
на генерирует интернейроны в основном для глубо-
ких слоев (V и VI) и другая – для верхних слоев (II–
IV) (Ciceri et al., 2013). И, наконец, есть мнение, что
в ходе развития на более ранних сроках возникает
популяция интернейронов, которая заселяет глубо-
кие слои (VI и V), а интернейроны, появляющиеся
на более поздних сроках, распределяются в верхних
слоях (II–IV) неокортекса (Valcanis, Tan, 2003; Pla et
al., 2006; Rymar, Sadikot, 2007).

Установлено, что во время развития мозга незре-
лые нейроны высвобождают ГАМК, которая высту-
пает в это время в качестве возбуждающего трансмит-
тера, необходимого для процессов миграции (в этот
момент высвобождаемая ГАМК представляет хемоат-
трактант), дифференцировки, экспрессии рецепторов
и установления нейронных связей (Rheims et al., 2008;
Teppola et al., 2019). Созревание тормозной системы
совпадает с появлением коррелированных паттер-
нов спонтанной активности нейронов у новорож-
денных грызунов и человека, которая обеспечивает-
ся деполяризацией незрелых нейронов, вызванной
возбуждающим эффектом ГАМК. Считают, что де-
поляризация и нейронная активность являются
ключевыми регуляторами субклеточных процессов,
которые лежат в основе смены в развитии сигналов
ГАМК, таких как экспрессия транспортеров, изме-
нение концентрации хлоридов, экспрессия рецеп-
торов к ГАМК и ГАМКергический синаптогенез
(Flossmann et al., 2019; Hanson et al., 2019). Было вы-
явлено, что для поддержания уровня сетевой актив-
ности необходима определенная численность попу-
ляции интернейронов в развивающемся мозге
(Sukenik et al., 2021).

Таблица 2. Интенсивность иммуногистохимической ре-
акции на GAT1 в разных слоях соматосенсорной области
неокортекса крыс на 5 и 10 постнатальные сутки (пред-
ставлены значения оптической плотности продукта им-
мунной реакции (D) в отн. ед.)

* Различия значений D между животными разных возрастных
групп достоверны при Р < 0.05.

Локализация
D, отн. ед.

Сроки развития

Слои коры П5 П10

I 0.280 ± 0.004 0.142 ± 0.007*
II–III 0.044 ± 0.002 0.138 ± 0.005*

IV 0.071 ± 0.003 0.091 ± 0.004*
V 0.095 ± 0.004 0.123 ± 0.008*
VI 0.048 ± 0.005 0.069 ± 0.003
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Результаты проведенного исследования показа-
ли, что на протяжении неонатального периода в раз-
ных слоях неокортекса количество нейронов, содер-

жащих ГАМК, изменяется. На более раннем сроке
(П5) неонатального периода самая высокая числен-
ность популяции интернейронов была отмечена в

Рис. 1. Соматосенсорная область неокортекса крысы на П5 (а–в) и на П10 (г–е); иммуногистохимическая реакция на GAT1.
а, г – Слой I, снижение интенсивности иммуногистохимической реакции на GAT1 к концу неонатального периода (к П10).
б, д – Слой II, видны тела неокрашенных нейронов (короткие стрелки), увеличение интенсивности иммуногистохимической
реакции на GAT1 к концу неонатального периода (к П10), иммуноокрашенные отростки и синаптические структуры (длинные
стрелки). в, е – слой V, наблюдаются высокая интенсивность иммуногистохимической реакции на GAT1 на П5 и П10, имму-
ноокрашенные отростки и синаптические структуры (длинные стрелки), одиночные иммунопозитивные нейроны (короткие
стрелки). Увел.: об. 100×.
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слоях II–III и VI. В это время в верхних слоях II–III
отмечены слабо развитый нейропиль, веретеновид-
ная форма клеток, которая свойственна незрелым
нейронам, а также крайне малое количество синап-
тических структур. Это дает основание предпола-
гать, что окончательное становление верхних слоев
и дифференцировка как пирамидных нейронов, так
и интернейронов в это время еще не завершены, в
отличие от глубоких слоев IV, V и VI, в которых ней-
роны часто имеют пирамидную или мультиполяр-
ную форму и несколько отростков, где более развит
нейропиль и присутствуют синаптические структу-
ры. Это согласуется с утверждением, что к середине
неонатального периода в неокортексе завершается
стратификация и нейроны начинают формировать
синапсы (Warm et al., 2021). Результаты нашего ис-
следования свидетельствуют, что к концу неона-
тального периода (П10) нейроны, содержащие
ГАМК, примерно равномерно распределяются по
всем слоям (II–III–VI) коры, также отмечено, что
уровень экспрессии GAT1 в этих слоях значительно
повышается по сравнению с предыдущим сроком
развития, что может свидетельствовать об увеличе-
нии трансмиссии ГАМК.

Полагают, что одним из факторов, оказывающих
влияние на миграционное поведение нейронов, яв-
ляется программа внутреннего созревания ГАМКер-
гических нейронов. В соответствии с этим предпо-
ложением, в неокортексе мигрирующие нейроны
могут находится в периоде ожидания завершения
определенного этапа своей дифференцировки или
созревания своих мишеней и далее продолжать ми-
грацию (Bartolini et al., 2013). В связи с этим, боль-
шое количество молодых интернейронов в верхних
слоях (на П5) можно рассматривать как их времен-
ное локальное скопление в период ожидания диф-
ференцировки и созревания. Вероятно, окончатель-
ное завершение этих процессов в верхних слоях проис-
ходит к концу неонатального периода, и результатом
этого является значительное снижение численности
нейронов, содержащих ГАМК. Известно, что в неона-
тальный период продолжается миграция клеток в не-
окортекс, при этом они проходят через белое вещество
мозга, слой VI и далее распределяются по всем выше-
лежащим слоям развивающегося неокортекса (Marín,
Rubenstein, 2001). На П5 скопление интернейронов в
слое VI может свидетельствовать о том, что здесь
также временно может находиться популяция моло-
дых интернейронов, которые после определенного
периода ожидания будут распределяться по разным
слоям неокортекса до конца неонатального периода.
Полученные данные согласуются с наблюдениями
других авторов о том, что миграция нейронов завер-
шается к концу 1-й постнатальной недели (Lim et al.,
2018). Скопления молодых интернейронов, обнару-
женные в верхних II–III и глубоком VI слоях, также
можно рассматривать как временные и необходи-
мые для осуществления нейронной активности, за
которой последуют процессы созревания, смены

функции ГАМК, экспрессия рецепторных белков и
транспортеров.

Слой I играет особую критическую роль в форми-
ровании слоев и неокортекса в целом (Marín-Padilla,
1998; Soriano, del Rio, 2005). Слой I содержит две ос-
новные популяции нейронов: клетки Кахаля–Рет-
циуса, локализующиеся в поверхностном субслое, и
ГАМКергические интернейроны, мигрирующие сюда
из области subpallium и располагающиеся в нижнем
субслое (Hevner et al., 2003; Villar-Cerviño et al., 2013).
Присутствующие в нейропиле отростки локальных
интернейронов и аксоны клеток Мартинотти, обра-
зуют мощные ГАМКергические связи с клетками
Кахаля−Ретциуса, также здесь находятся дендриты
пирамидных нейронов нижележащих слоев (Cos-
grove, Maccaferri, 2012). Результаты данного исследо-
вания показали, что на П5 и П10 в слое I присутству-
ет одинаковое количество интернейронов, при этом
на П5 имеет место самая высокая интенсивность
экспрессии GAT1. Далее, к концу неонатального пе-
риода, интенсивность экспрессии GAT1 в слое I зна-
чительно снижается (в 2 раза). В одной из работ
(Dvorzhak, et al., 2010) было показано, что количе-
ство самой ГАМК вблизи ГАМКергических синап-
сов на клетках Кахаля−Ретциуса снижается в 2 раза в
период с П2 до П7 и имеет тенденцию к дальнейше-
му снижению. Уменьшение количества ГАМК будет
приводить к снижению экспрессии транспортера
GAT1. Подтверждением этого предположения могут
быть данные, полученные при изучении синтеза по-
верхностных белков, показавших, что снижение
экспрессии поверхностного транспортера GAT1
коррелирует с сокращением транспорта ГАМК. Ве-
роятно, изменение трансмиссии ГАМК к концу нео-
натального периода связано с окончанием форми-
рования верхних слоев неокортекса, установлением
дефинитивных синаптических связей и, в результа-
те, снижением трансмиссии ГАМК в слое I, которая
в этот ранний период может выполнять модулятор-
ную роль.

Таким образом, в неонатальный период в неокор-
тексе происходят завершающие процессы формиро-
вания тормозных ГАМКергических локальных се-
тей. Показано, что эти процессы сопровождаются
изменением количества ГАМКергических нейронов
в разных слоях коры и изменением интенсивности им-
муногистохимической реакции на GAT1. На началь-
ных этапах неонатального периода в слоях II–III и VI
имеет место высокая численность популяции ней-
ронов, содержащих ГАМК, которая к концу неона-
тального периода значительно снижается и тормоз-
ные интернейроны распределяются во всех слоях
примерно равномерно. К концу неонатального пе-
риода, по данным иммуногистохимического анали-
за, значительно повышается уровень GAT1, что, ве-
роятно, может свидетельствовать об увеличении си-
наптической тормозной нейропередачи.
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Distribution of GABAergic Interneurons and GAT1 GABA Transporter in Neocortical Layers 
in the Neonatal Period In Rats

L. I. Khozhai*
Pavlov Institute of Physiology RAS, St. Petersburg, 199034 Russia

*e-mail: astarta0505@mail.ru

We studied the distribution of neurons containing GABA and the intensity of immunohistochemical labeling of the
GAT1 GABA transporter in different layers of the neocortex during the neonatal period in rats. At the initial stages
of the neonatal period in layers II–III and VI, there is a high population of neurons containing GABA, which sig-
nificantly decreases by the end of the neonatal period and inhibitory interneurons are distributed approximately
evenly in all layers. By the end of the neonatal period, the level of GAT1 immunolabeling significantly increases,
which may indicate an increase in synaptic inhibitory neurotransmission

Keywords: GABA, GAT1, GABAergic neurons, neocortex, neonatal period
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Одним из механизмов развития лекарственной устойчивости опухолевых клеток является обратимый пе-
реход в фазу покоя (G0) клеточного цикла. В эксперименте был использован цитостатический препарат
дакарбазин, которым воздействовали на клетки меланомы линии B16 для изучения распределения клеток
по фазам клеточного цикла и способности переходить в фазу G0 с помощью методов иммуноцитохимии и
проточной цитометрии с использованием окрашивания клеток для выявления белка Ki-67. Показано, что
при воздействии дакарбазином на клетки меланомы B16 увеличивается пул G0-положительных клеток, а
также происходит снижение доли клеток в фазах G1 и G2 клеточного цикла.
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Меланома – злокачественное новообразование
кожи, развивающееся из меланоцитов, клеток ней-
ронального происхождения (McConnell, Zon, 2021).
Несмотря на внедрение в клиническую практику
BRAF-ингибиторов и модуляторов контрольных то-
чек иммунного ответа опухолевых клеток, терапия
меланомы остается сложной задачей для онкологов
из-за высокой инвазивности и быстрой диссемина-
ции опухоли, что, в свою очередь, обусловлено ря-
дом факторов (Gyrylova et al., 2014). В данном кон-
тексте репарация ДНК рассматривается как важный
процесс приобретения опухолевыми клетками ле-
карственной устойчивости (Mattia et al., 2018). Повре-
ждение ДНК может индуцироваться целым рядом
стрессовых агентов, в том числе противоопухолевыми
препаратами, что вызывает остановку клеточного цик-
ла, инициацию процессов репарации ДНК или гибель
клетки. В зависимости от нахождения клетки в той
или иной фазе клеточного цикла и активности кон-
трольных точек клеточного цикла может меняться
чувствительность к химиотерапевтическому агенту
(Shah, Schwartz, 2001). Репарация ДНК опухолевых
клеток зависит от функционирования контрольных
точек в фазах S и G2 клеточного цикла.

В выборе стратегии противоопухолевой терапии
наиболее привлекательной терапевтической мише-
нью является таргетное воздействие на контрольную
точку фазы G2, так как контрольная точка S-фазы
способствует лишь замедлению клеточного цикла.

Клетка с поврежденной ДНК может пройти кон-
трольную точку S-фазы до остановки в G2. Арест G2
не позволяет включаться механизмам репарации
ДНК, в результате чего клетки переходят в состоя-
ние апоптоза (Xu, McArthur, 2016). Опухолевая
трансформация меланоцитов сопровождается уве-
личением пролиферации, что связано с изменения-
ми регуляции клеточного цикла, опосредуемыми
многочисленными молекулами. При переходе G1/S
ключевыми белками-регуляторами клеточного цик-
ла являются pRb, p16INK4a (p16), циклин D1, p27Kip1

(p27), p53 и p21Waf1/Цип1 (p21) (Li et al., 2006). В реали-
зации апоптоза опухолевых клеток участвует сиг-
нальный каскад киназ МАPK, регулирующий актив-
ность контрольных точек клеточного цикла, особен-
но при переходе G2/M (Manke et al., 2005). Известно,
что в основе геномной нестабильности и прогресси-
рования меланомы лежат дефекты реакции на по-
вреждение ДНК, при этом около 50–75% меланом
имеют мутации в гене BRAF, кодирующем компо-
нент сигнального каскада МАРК (Cheng et al., 2018).
Экспрессия проонкогенного BRAF может негативно
влиять на функциональную активность контроль-
ной точки G2 в клетках с дефектами p16 и p53, тем са-
мым усиливая нестабильность генома в клетках с по-
вреждением ДНК.

Одним из недавно идентифицированных процес-
сов, который вносит вклад в развитие лекарственной
устойчивости клеток меланомы, является переход
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клеток в дормантное (дремлющее) состояние – об-
ратимый переход в фазу покоя (G0) клеточного цик-
ла (Ruksha, 2019). Показано, что дормантные клетки,
устойчивые к действию противоопухолевых агентов,
могут избегать апоптоз-индуцирующих стимулов и
ответа со стороны системы иммунобиологического
надзора (Risson et al., 2020). Таким образом, изуче-
ние механизмов инициации перехода опухолевых
клеток в фазу покоя клеточного цикла, характериза-
ция фенотипа пула покоящихся клеток имеет потен-
циальную клиническую значимость в онкологии.
Ранее нами было показано, что свойством инициа-
ции дормантности обладает в отношении клеток ме-
ланомы вемурафениб (Николаева, 2020). Дакарба-
зин является стандартным химиотерапевтическим
средством при диссеминированных формах мелано-
мы, который оказывает противоопухолевое дей-
ствие в основном за счет алкилирования ДНК, вы-
зывающее остановку клеточного цикла с последую-
щим развитием апоптоза или некроза клеток. К
сожалению, лечение дакарбазином неэффективно у
большинства пациентов (85–90%) (Huncharek et al.,
2001). Только 2% из всех пациентов с метастатиче-
ской меланомой, получающих это лечение, демон-
стрируют значительный ответ и только 11.2% демон-
стрируют частичный ответ (Lui et al., 2007). Устойчи-
вость к дакарбазину связана с активацией
антиапоптотических механизмов, аутофагией и ре-
парацией ДНК в опухолевых клетках (Al-Qatati et al.,
2017). Несмотря на свои умеренные эффекты, дакар-
базин продолжает оставаться стандартным методом
лечения метастатической меланомы, поскольку ни
одно другое химиотерапевтическое лечение не пока-
зало более выраженного эффекта (Domingues et al.,
2018). Помимо этого, дакарбазин используется как
референсный метод терапии при разработке новых
способов лечения диссеминированной формы опу-
холи (Chapman et al., 2011). Известно, что дакарба-
зин способен вызывать арест клеточного цикла в фа-
зах S и G2/M клеток меланомы (Olszewska-Słonina et
al., 2005).

В связи со сказанным выше, вероятно, что низкая
эффективность дакарбазина может быть обусловле-
на, в том числе, обратимым переходом клеток мела-
номы в состояние G0 в качестве механизма избега-
ния апоптоза и в дальнейшем приводить к прогрес-
сии заболевания.

Таким образом, цель настоящей работы заключа-
лась в изучении влияния дакарбазина на распределе-
ние клеток меланомы линии B16 по фазам клеточно-
го цикла и способности клеток переходить в дор-
мантное состояние (фазу покоя G0).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клеточные линии и условия их культивирования.
Использовали клеточную линию меланомы B16, лю-
безно предоставленную НИИ клинической иммуно-

логии (Новосибирск, Россия). Клетки культивиро-
вали в среде RPMI-1640 (ПанЭко, Москва, Россия),
содержащей 10% эмбриональной телячьей сыворот-
ки (FBS) (HyClone, GmbH, Parsching, Австрия) и 1%
антибиотика/антимикотика (Gibco Life Technolo-
gies, Гранд-Айленд, США). Клетки культивировали
в инкубаторе при 37°С и 5% СО2 (Sanyo MSO-5AC,
Осака, Япония).

МТТ-тест. Концентрацию полумаксимального
ингибирования (IC50) и максимального ингибиро-
вания (2 × IC50) активности клеточного метаболиз-
ма на 50 и 100% соответственно противоопухолевым
агентом дакарбазин (Sigma-Aldrich, Сент-Луис,
США) оценивали для клеточной линии меланомы
B16 с помощью реакции восстановления соли тетра-
золия (МТТ-тест). В стерильные 96-луночные план-
шеты высевали 2 × 104 кл./мл. Через 24 ч меняли пи-
тательную среду на среду, содержащую дакарбазин в
диапазоне конечных концентраций 0–1000 мкг/мл,
и клетки культивировали при 37°C и 5% CO2 в тече-
ние 72 ч. Клетки без добавления препарата служили
контролем. Затем клетки промывали фосфатно-со-
левым буферным раствором (PBS), добавляли пита-
тельную среду с 5 мг/мл реагента МТТ-бромида (In-
vitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc., Нидерланды)
в каждую лунку, инкубировали еще 4 ч, затем среду
осторожно удаляли и добавляли по 100 мкл ДМСО
(Helicon, Москва, Россия) в каждую лунку для рас-
творения образовавшихся кристаллов МТТ-форма-
зана. Оптическую плотность (ОП) измеряли при
длине волны 560 нм на спектрофотометре Эфос-
9305 (Фотосистемы Швабе, Москва, Россия). Значе-
ния IC50 определяли по калибровочной зависимо-
сти метаболической активности от концентрации
препарата.

В дальнейшем клетки подвергали воздействию
дакарбазином в течение 72 ч в концентрациях, соот-
ветствующих 1 × IC50 и 2 × IC50. После этого куль-
туральную среду, содержащую дакарбазин, заменяли
стандартной (указанной выше). Клетки культивирова-
лись дополнительно 48 ч с целью преимущественной
элиминации апоптотических клеток (согласно дан-
ным из литературы о превалирующем развитии апо-
птоза в первые 48 ч после воздействия повреждающим
агентом (Mhaidat et al., 2007)).

Иммуноцитохимия. Клетки, культивируемые в
24-луночных планшетах в течение 72 ч в присут-
ствии дакарбазина и далее в течение 48 часов в RPMI
с FBS, 1% антибиотика/антимикотика, но без дакар-
базина, в дальнейшем промывали PBS, фиксирова-
ли 10%-ным формалином и пермеабилизировали
0.5% Triton X100 (Biotechnik GmbH, Гайберг, Герма-
ния) в течение 10 мин при комнатной температуре.
Затем клетки инкубировали в культуральной среде в
течение ночи при 4°С с первичными кроличьими
моноклональными антителами к Ki-67 (ab15580; Ab-
cam, США) в разведении 1 : 100 в присутствии 10%
FBS. В качестве вторичных антител использовали
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козьи антикроличьи антитела Alexa Fluor 488 IgG
(H+L) в разведении 1 : 200 (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, США) при комнатной температуре в тем-
ноте в течение 1 ч. Ядра окрашивали DAPI (1 мкг/мл;
AppliChem GmbH, Дармштадт, Германия) в течение
15 мин. Клетки считали не менее чем в 10 полях зре-
ния с использованием станции визуализации клеток
Floid (Thermo Fisher Scientific, Карлсбад, США). Яд-
ра пролиферирующих клеток окрашивались в зеле-
ный цвет, тогда как ядра непролиферирующих жи-
вых клеток окрашивались в синий цвет. Результаты
выражали средними значениями количества клеток
(%) на стадии G0.

Анализ распределения клеток по фазам клеточного
цикла с помощью антител к Ki-67 методом проточной
цитометрии. Влияние на распределение фаз клеточ-
ного цикла клеток меланомы оценивали с помощью
проточной цитометрии. Клетки меланомы В16 куль-
тивировали во флаконах объемом 25 см2 и подверга-
ли воздействию дакарбазином в течение 72 ч при
37°С; определяли (IC50, 2 × IC50 ). Через 72 ч клетки
промывали PBS (Хеликон, Москва, Россия), поме-
щали в свежую питательную среду и культивировали
еще 48 ч. Затем клетки промывали PBS, фиксирова-
ли 10%-ным формалином, пермеабилизировали
0.1%-ным Тритоном X100 и инкубировали с моно-
клональными антителами к Ki-67 (SolA15), FITC,
eBioscience (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Карлсбад, США) в концентрации 1 : 100 и 100 мкг/мл
окрашивающего раствора йодистого пропидия (PI)
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Карлсбад,
США). Долю клеток в каждой фазе определяли с по-
мощью проточного цитометра Cytomics FC-500
(Beckman Coulter, Inc.) с использованием программ-
ного обеспечения Navios Software v. 1.2 и Kaluza v.
2.1.1 (версия 2.2; Beckman Coulter, Квебег, Канада),
используя лазер с длиной волны 488 нм и необходи-
мые фильтры. Полоса пропускания для FITC со-
ставляла 530/30 нм и для PI – 610/20 нм. В каждой
пробе анализировали не менее 50 тыс. клеток. Гей-
тирование клеток, находящихся на разных стадиях
клеточного цикла, осуществляли в логарифмическом
режиме. Клетки, находящиеся в фазе G0, являются не-
гативными по Ki-67 и имеют низкие уровни PI, их гей-
тирование осуществляли в диапазоне значений до
100 отн. ед. по шкале флуоресценции Ki67−FITC (от-
рицательный результат) и в диапазоне значений
флуоресценции PI 0.7–1.3 отн. ед. Анализ распреде-
ления клеток по фазам клеточного цикла методом
проточной цитометрии проводили в Центре коллек-
тивного пользования КНЦ СО РАН.

Статистическая обработка. Все эксперименты по-
вторяли трижды. Полученные значения представле-
ны как средние значение из трех повторностей и их
стандартные отклонения. Различия считали стати-
стически значимыми при Р < 0.05. Статистическую
обработку проводили с помощью U-критерия Ман-
на–Уитни в программе Statistica 7.0 (StatSoft, Рос-

сия). Статистические результаты получены с ис-
пользованием GraphPad Prism (GraphPad Software,
USA).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Определение значений IC50 и 2 × IC50 дакарба-
зина для клеток меланомы проводили на основании
МТТ-теста. Результат снижения метаболической ак-
тивности клеток может являться как следствием их
апоптоза, так и перехода в фазу покоя. После воз-
действия дакарбазина на клетки меланомы B16 на-
блюдали снижение активности метаболизма при
увеличении его концентрации. В ходе анализа МТТ-
теста определили ингибирующие клетки B16 кон-
центрации IC50 и 2 × IC50 дакарбазина, которые со-
ставили соответственно 1.86 и 3.73 мМоль/л (рис. 1).

При микроскопическом исследовании культуры
клеток после воздействия дакарбазином наблюдали
изменения их морфологиии: звездчатая форма кле-
ток с соединяющими клетки ламеллоподиями изме-
нялась на веретенообразную удлиненную форму без
ламеллоподий с упорядоченным столбчатым распо-
ложением (рис. 2). Отмечали большое количество
клеток с крупными ядрами, что может косвенно сви-
детельствовать об увеличении плоидности клеток
меланомы B16.

Для разделения клеток в фазах G0/G1 и выявле-
ния доли G0-положительных (покоящихся) клеток в
дальнейшем, при изучении распределения клеток по
фазам клеточного цикла с помощью проточной ци-
тометрии использовали окрашивание клеток моно-
клональными антителами к Ki-67, которые позволя-
ют визуализировать клетки, находящиеся во всех
фазах клеточного цикла за исключением G0.

По результатам иммуноцитохимического окра-
шивания доля Ki-67-негативных, G0-позитивных,

Рис. 1. Изменение активности метаболизма клеток мела-
номы B16 в зависимости от концентрации дакарбазина
после 72-часового воздействия. Результаты МТТ-теста
представлены в виде средних значений.
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Рис. 2. Клетки меланомы B16 в контроле (а) и после воздействия дакарабазина в концентрации полумаксимального ингиби-
рования (1.86 ммоль/л; б) в течение 72 ч.

а
100 �m100 �m100 �m

б
100 �m100 �m100 �m

клеток увеличивалась в 2 раза при воздействии
дакарбазином в концентрации 3.73 мМоль/л, соот-
ветствующей 2 × IC50 (рис. 3).

При воздействии на клетки меланомы
дакарбазином в концентрации 340 мкг/мл, соответ-
ствующей IC50, по результатам проточной цитомет-
рии отмечали увеличение доли клеток в фазах G0 и в
S в 1.95 и в 2.44 раза соответственно, а доли клеток,
находящихся в фазах G1 и G2 снижались в 1.44 и 3.22
раза соответственно. В негативной популяции при-
сутствовали клетки с содержанием ДНК, превыша-
ющем значения, характерные для фаз G0/G1, что,
может быть также связано с дефектом митотической
сегрегации и повышением доли анеуплоидных кле-
ток под действием препарата, описанным ранее
(Reyes-Reyes et al., 2013). После воздействия
дакарбазином на клетки меланомы B16 в концентра-
ции 680 мкг/мл, что соответствовало 2 × IC50, отме-
чали увеличение доли клеток в фазаз G0 и S в 3.43 и
2.50 раза соответственно, снижение в 2.58 раза доли
клеток в фазе G1 и в 1.70 раза в фазе G2 (рис. 4).

Таким образом, установлено увеличение пула G0-
положительных клеток при воздействии цито-
статическим препаратом дакарабазин.

ОБСУЖДЕНИЕ
Поскольку в литературе есть данные о присут-

ствии в гетерогенной популяции опухолевых клеток
G0-позитивных клеток, а также о возможности пере-
хода опухолевых клеток в фазу покоя под воздействи-
ем разнообразных стрессовых факторов (Cappel et al.,
2018), мы осуществили культивирование клеток ме-
ланомы в присутствии противоопухолевого препа-
рата дакарбазин с последующей оценкой доли поко-
ящихся (G0-позитивных) опухолевых клеток и дина-
мики ее изменений.

Алкилирующие агенты, к которым относится да-
карбазин, широко применяются в терапии злокаче-

ственных новообразований, в том числе меланомы
кожи, на протяжении нескольких десятков лет.
Установлено, что дакарбазин вызывает остановку
клеточного цикла преимущественно в фазах G2/M с
последующим развитием клеточного старения и
апоптоза. Однако ранее выполненные нами иссле-
дования показали, что определенная доля клеток
меланомы (10–15%) сохраняет жизнеспособность
после воздействия дакарбазина, что, в свою очередь,
может быть связано с развитием лекарственной
устойчивости (Tyumentseva et al., 2021). Известно,
что дакарбазин характеризуется низкой эффектив-
ностью в отношении меланомы, хотя точные меха-
низмы этого остаются до сих пор неясными.

В первую очередь, при воздействии дакарбазином
на клетки мышиной меланомы В16 наблюдали оче-
видные визуальные изменения морфологии клеток.
В частности, клетки приобретали веретенообразную
форму с отсутствием ламеллоподий. Действительно,
целый ряд публикаций указывает на то, что алкили-
рующие агенты вызывают изменения цитоскелета в
опухолевых клетках, связывая это с меняющейся
способностью к миграции и инвазии опухолевых
клеток (Wang et al., 2016; Avci et al., 2020).

В ряде работ по исследованию влияния дакарба-
зина на клеточный цикл есть сведения об эффектах
дакарбазина на процессы некроза, апоптоза клеток
меланомы и остановку клеточного цикла в фазах S и
G2/М (Huang et al., 2017). Дакарбазин и другие алки-
лирующие агенты продемонстрировали способ-
ность индуцировать блок клеточного цикла в фазах
G1 и G2. Установлено, что клетки после блока G2/M
более восприимчивы к индукции апоптоза по сравне-
нию с более устойчивыми клетками после остановки
клеточного цикла в фазе G1, которые способны обра-
тимо выходить из клеточного цикла, переходить в фазу
G0 или развивать стресс эндоплазматического ретику-
лума, что приводит к деградации поврежденных бел-
ков и сохранению жизнеспособности опухолевых
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клеток (Hill et al., 2014; Beaumont et al., 2016). Наши
результаты проточной цитометрии подтверждают
способность дакарбазина снижать долю клеток в фа-
зах G1 и G2 клеточного цикла с параллельным повы-
шением доли клеток в фазе G0 клеточного цикла.

Часто генетическим и эпигенетическим измене-
ниям при онкологических заболеваниях подверга-
ются регуляторы клеточного цикла, такие как цик-
лин D1/CDK4/pRb. Известно, что сигнальный кас-
кад циклин D/p16–CDK4/6-Rb нарушен в 90%
меланом и, следовательно, является очевидной тера-
певтической мишенью для этого заболевания. Ос-
новным результатом активации CDK4 является фос-
форилирование Rb. Кроме того, CDK4 непосред-
ственно фосфорилирует другие белки, которые
способствуют прогрессии клеточного цикла и инги-
бируют клеточное старение и апоптоз (Sheppard,
McArthur, 2013). Основываясь на роли CDK4 и CDK1 в
развитии клеточного цикла, можно предположить, что
их ингибирование под воздействием химиотерапевти-

ческих препаратов может вызывать остановку клеток в
G1 или G2 (Joshi et al., 2007).

Для определения доли G0-положительных клеток
меланомы B16 после воздействия дакарбазином мы
использовали маркер пролиферации опухолевых
клеток Ki-67. Распределение Ki-67 резко меняется во
время прогрессии клеточного цикла, что связано с
различными его функциями. Во время интерфазы
он необходим для распределения гетерохроматино-
вых антигенов и ядрышковой ассоциации гетеро-
хроматина, а во время митоза – для формирования
перихромосомного слоя, рибонуклеопротеиновой
оболочки, покрывающей хромосомы. В фазе G0
клетки становятся отрицательными по антигену Ki-
67, в то время как во всех других фазах клеточного
цикла этот антиген присутствует (Sun et al., 2018).

Как отмечалось выше, арест клеточного цикла,
переход клеток в G0 с последующим развитием апо-
птоза наблюдается через 72 ч культивирования в
присутствии дакарбазина (Mhaidat et al., 2007; Sun
et al., 2018; Pawlowska, 2018). Мы оценивали распре-

Рис. 3. Клетки меланомы линии B16, окрашенные флуоресцентно мечеными антителами к Ki-67 через 48 ч после прекраще-
ния действия дакарбазина. а – Контроль (К), б – дакарбазин в концентрации 1.86 мМоль/л (IC50), в – дакарбазин (Д) в кон-
центрации 3.73 мМоль/л (2 × IC50); ядра Ki-67-положительных клеток окрашены в зеленый цвет, ядра Ki-67-негативных
(G0-позитивных) клеток – в синий (окраска DAPI). г – Графическое отображение полученных результатов; указана концен-
трация дакарбазина; (**) – различия между контролем и действием 3.73 мМоль/л дакарбазина достоверны при Р ≤ 0.05.
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деление клеток меланомы по фазам клеточного цик-
ла после воздействия дакарбазином через 5 сут с по-
мощью проточной цитометрии (72 ч культивирова-
ния с дакарбазином и 48 ч культивирования в
стандартной среде после элиминации апоптических
клеток). Повышение доли G0-положительных кле-
ток может рассматриваться как механизм перепро-
граммирования опухолевых клеток под действием
повреждающего фактора, которым в данном случае
является дакарбазин, накопления мутаций и тран-
скрипционного перепрофилирования, позволяю-
щего обеспечить выживаемость опухолевых клеток.

Увеличение доли клеток в фазе G0 под воздей-
ствием дакарбазина может свидетельствовать о сни-
жении активности сигнального пути MAPK−
ERK1/2 и PI3K/AKT (Ossowski et al., 2010). Регуля-
ция хода клеточного цикла осуществляется соотно-

шением сигнальных путей киназ ERK1/2 и p38. Вы-
сокий уровень активности ERK1/2 способствуют
пролиферации, тогда как повышенная активность
MAP-киназы p38 активирует ответ каскада белков,
способствуя аресту клеточного цикла и сохранению
жизнеспособности клеток (Fares et al., 2020).

При иммуноцитохимическом анализе было так-
же выявлено увеличение доли G0-положительных
клеток после воздействия дакарбазином, что соот-
носится с результатами проточной цитометрии. В
митотических клетках Ki-67 локализуется в области
перихромосомного слоя, что выражено характер-
ным ярким зеленым окрашиванием. При вступле-
нии клеток в раннюю фазу G1 наблюдается фокаль-
ный характер экспрессии Ki-67 в ядрах клеток, что
при иммунофлуоресцентной микроскопии выраже-

Рис. 4. Распределение клеток меланомы B16 по фазам клеточного цикла через 48 ч после прекращения действия дакарбазина.
Проточная цитометрия. По горизонтали и вертикали – интенсивность флуоресценции йодида пропидия (PI) и анти-Ki-67
моноклональных антител соответственно. G0-позитивные клетки находятся в нижнем квадранте. а – Контроль (без воздей-
ствия), б – 1.86 мМоль/л (IC50) дакарбазина, в – 3.73 мМоль/л (2 × IC50) дакарбазина. г – Процентное распределение клеток
по фазам клеточного цикла до и после воздействия дакарбазина; показаны средние значения и их ошибки; различия между
контролем и действием 1.86 мМоль/л (*) или 3.73 мМоль/л (**) дакарбазина достоверны при Р ≤ 0.05.
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но в виде единичных зеленоватых вкраплений
(Matheson, Kaufman, 2017).

Таким образом, при воздействии дакарбазином
на клетки меланомы B16 в клеточном цикле увели-
чивается доля G0-положительных клеток, а также
происходит снижение доли клеток в фазах G1 и G2. С
учетом сохраняющейся способности покоящихся
G0-положительных клеток к пролиферации, фено-
мен перехода в G0, в равной степени как и сама по-
пуляция таких клеток, может быть целенаправлен-
ным объектом в рамках противоопухолевой терапии.
Помимо этого, ранее мы наблюдали схожие измене-
ния в клетках меланомы после воздействия
таргетным препарата вемурафениб, ингибитора бел-
ка BRAF (Николаева, 2020), что может указывать на
универсальность подобных изменений вне зависи-
мости от действующего лекарственного средства, и
подчеркивает необходимость разработки целена-
правленных стратегий в отношении G0-положитель-
ных клеток.
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Cell Cycle Phase Distribution in B16 Melanoma Cells under Daсarbazine Treatment
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Reversible transition to the resting phase (G0) of the cell cycle is implicated in the development of cancer cells drug
resistance. The effect of dacarbazine on B16 melanoma cells was used to study the distribution of phases of the cell
cycle of melanoma cells. The ability of cells to enter into a G0 phase of cell cycle was determined by immunocyto-
chemistry and flow cytometry based on the negative staining of Ki-67 protein. The pool of G0-positive cells was in-
creased with subsequent a decrease in the proportion of cells in the G1 and G2 phases in the cell cycle in dacarbazine-
treated B16 melanoma cells.
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Транслокаторный белок (TSPO), ранее называвшийся бензодиазепиновым рецептором периферического
типа (peripheral-type benzodiazepine receptor, PBR) представляет собой белок с молекулярной массой
18 кДа, локализованный во внешней митохондриальной мембране и участвующий в клеточной пролифе-
рации и апоптозе. В настоящей работе мы обнаружили TSPO в виде мономера и димера в клетках глиомы
крысы C6. Мы показали, что сниженный уровень экспрессии TSPO в клетках влияет на индукцию поры
неспецифичеcкой митохондриальной проницаемости (mitochondrial permeability transition pore, мPTP).
Снижение экспрессии TSPO стимулировало Ca2+-индуцированное открытие мPTP. Природный эндоген-
ный лиганд TSPO протопорфирин IX (PPIX) ускорял открытие мPTP. Стимулирующий эффект PPIX был
сильнее в митохондриях клеток глиомы С6 дикого типа, чем в клетках глиомы С6 с нокдауном по TSPO.
Фосфорилирование мембранных рецепторов, ионных каналов и транскрипционных факторов – важное
событие внутриклеточной передачи сигналов, ответственное за регуляцию различных ферментов и мно-
гих клеточных функций. В настоящем исследовании PPIX модулировал белковое фосфорилирование. Мы
предположили, что TSPO является важным белком в регуляции клеточного выживания и может участво-
вать в функционировании мРТР.

Ключевые слова: митохондрии, клетки глиомы С6, окислительный стресс, митохондриальная пора неспе-
цифической проницаемости, протопорфирин IX (PPIX), транслокаторный белок (TSPO)
DOI: 10.31857/S0041377122060025

Митохондрии считаются важной органеллой в
клетке. Поддержание структурной и функциональ-
ной целостности митохондрий является важнейшей
предпосылкой нормальной клеточной функции, по-
скольку митохондрии играют ключевую роль в энерге-
тическом обмене, а также в поддержании окислитель-
но-восстановительного состояния клеток и регуляции
апоптоза (Nunnari, Suomalainen, 2012). Окислительный
стресс считается одним из факторов риска развития
митохондриальной дисфункции, что приводит к раз-
личным патологическим состояниям в организме
(Kowalczyk, et al., 2021). Известно, что регулятором
клеточной гибели считается открытие неспецифи-
ческой поры в митохондриях (mitochondrial permea-
bility transition pore, мPTP) (Crompton, Costi, 1990).

Окислительный стресс и пороговая концентрация
Са2+ рассматриваются как индукторы мРТР (Takeya-
ma et al., 1993). Функционирование мРТР приводит
к изменению проницаемости митохондриальной
внутренней мембраны, сопровождающемуся паде-
нием митохондриального мембранного потенциала
(ΔΨм), деполяризацией мембраны, повреждением
внешней митохондриальной мембраны и, в конечном
итоге, к клеточной смерти (Javadov, Karmazyn, 2007).
Точная структура мРТР до сих пор не определена, од-
нако считается, что регуляторами мРТР являются
транслоказа адениновых нуклеотидов (ANT), потен-
циал-зависимый анионный канал (VDAC), TSPO,
циклофилин Д и другие факторы.

TSPO, ранее известный как бензодиазепиновый
рецептор периферического типа (peripheral-type
benzodiazepine receptor, PBR) (Papadopoulos et al.,
2006) распространен в сердце, мозге, надпочечни-
ках, почках, слюнных железах, тромбоцитах, коже и
печени (Gavish et al., 1999). Было показано, что лиган-
ды TSPO модулируют митохондриальный и цитозоль-
ный Ca2+ (Campanella et al., 2008, Крестинина и др.,

Принятые сокращения. АФК – активные формы кислорода;
МГ – митохондрии, изолированные из клеток глиомы С6;
мРТР – пора неспецифической проницаемости (mitochondrial
permeability transition pore); ANT – транслоказа адениновых
нуклеотидов (adenine nucleotide translocase); PPIX – протопор-
фирин IX; ТРР – тетрафенилфосфоний; TSPO – транслока-
торный белок; VDAC – потенциал-зависимый анионный
канал.

УДК 577.24

EDN: MQWQPQ
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2009), а сам TSPO может ослаблять клеточную мито-
фагию (Gatliff et al., 2014).

К известным лигандам TSPO относятся природ-
ные, такие как протопорфирин IX (PPIX), диазепам-
связывающий ингибитор (diazepam binding inhibitor)
и синтетические, такие как РК11195 и Ro 5-4864.
PPIX вырабатывается в клетках через синтез гема из
субстрата аминолевулиновой кислоты и может ис-
пользоваться для обнаружения опухолей и фотоди-
намической терапии. В фотодинамической терапии
используется свойство PРIX инициировать образова-
ние АФК в раковых клетках при возбуждении види-
мым светом, что приводит к их гибели (Yoshioka et al.,
2018).

Одной из посттрансляционных модификаций и
важной регуляторной системой передачи сигнала
является белковое фосфорилирование (дефосфорили-
рование), которое регулирует многие стороны клеточ-
ных функций. Эта регуляция может сильно влиять на
свойства ферментативной активности белков, их
структуру, субклеточную локализацию и стабильность
(Lim et al., 2016). Последние несколько десятилетий
митохондрии все чаще рассматриваются как центр
передачи клеточных сигналов; сообщалось, что мно-
гие киназы и фосфатазы, благодаря которым осу-
ществляется фосфорилирование (дефосфорилирова-
ние) белков, локализуются в митохондриях и играют
важные функции (Lim et al., 2016). Кроме того, изме-
нение путей фосфорилирования может привести к
серьезным заболеваниям, в частности, к онколо-
гическим. Многие сигнальные пути, включая тиро-
зинкиназу, МАР-киназу, комплекс кадгерин−кате-
нин, циклин-зависимую киназу и т.д., являются ос-
новными участниками циклических клеточных
процессов и было показано, что нарушение регуля-
ции фосфорилирования (дефосфорилирования) в их
каскадах ассоциируется с различными типами рака
(Singh et al., 2017).

В настоящей работе мы исследовали роль TSPO в
транспорте Са2+ при Са2+-индуцированном откры-
тии мPTP в митохондриях, выделенных из клеток
глиомы С6, с использованием PPIX – природного
высокоаффинного лиганда TSPO. Мы сравнили пара-
метры открытия мPTP и изменение степени фосфори-
лирования белков в митохондриях, выделенных из
клеток глиомы С6 (МГ) дикого типа и в митохондриях,
выделенных из клеток глиомы С6 с нокдауном по
TSPO. Поскольку экспрессия TSPO повышена в клет-
ках глиом, для исследования была выбрана клеточная
линия глиомы С6.

Изучение участия TSPO в индукции и регуляции
открытия поры неспецифической проницаемости в
митохондриях представляет огромную важность как
для фундаментального понимания функционирова-
ния мРТР и апоптоза, так и в прикладном плане, т. к.
лиганды TSPO являются лекарственными препара-
тами.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Выделение митохондрий из клеточной линии глио-
мы С6. Клеточные линии глиомы С6 (дикого типа и
с нокдауном по TSPO) подарены д-ром М. Gavish
(Технион, Израиль). Митохондрии изолировали из
клеток глиомы С6 дикого типа (МГ дикого типа) и из
клеток глиомы С6 с нокдауном по TSPO (МГ с нокдау-
ном). Выделение митохондрий из клеток проводили
при 4°С по опубликованной методике (Leissring et al.,
2004). Монослои клеток глиомы С6 соскребали скреб-
ком, промывали фосфатно-солевым буферным рас-
твором (PBS), осаждали при 500 g в течение 3 мин.
Осадок растворяли в буфере, содержащем 0.32 М са-
харозы, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ ЭГТА, 0.02% бычьего сы-
вороточного альбумина (фракция V), 10 мМ Трис-
HCl (pH 7.4). Клеточные мембраны разрушали при
помощи механического гомогенизатора Dounce (Ве-
ликобритания) (40 пасов при 10000 об./мин) и оса-
ждали при 500 g в течение 5 мин. Осадок повторно
суспендировали в том же ледяном буфере и разруша-
ли с помощью гомогенизатора Dounce. Супернатан-
ты после двух центрифугирований осаждали при
3000 g в течение 4 мин для удаления неразрушенных
клеток и ядер. Полученный супернатант центрифу-
гировали при 12000 g в течение 10 мин. Осадок мито-
хондрий суспендировали в ледяной среде, содержа-
щей 0.32 М сахарозы и 10 мМ трис-HCl (рН 7.4), и
центрифугировали при 12000 g в течение 10 мин. Вы-
деленные митохондрии ресуспендировали в том же
растворе. Концентрацию белка определяли по мето-
ду Брэдфорда (Bio-Rad Protein assay; Bio-Rad, Гер-
мания).

Оценка митохондриальных функций. Все парамет-
ры измеряли, как описано ранее (Azarashvili et al.,
2007). Митохондрии (1 мг/мл) инкубировали в муль-
тифункциональной ячейке со встроенными селек-
тивными электродами (тетрафенилфосфониевым
(ТРР+), Са2+-селективным и кислородным Clarck-
type О2) в 1 мл в среды, содержащей 125 мМ KCl,
10 мМ Трис-HCl, 0.4 мМ K2HPO4, 5 мМ сукцината ка-
лия и 5 мкМ ротенона, рН 7 при 25°С. Скорость по-
требления кислорода измеряли с помощью О2-элек-
трода (Clark-type, Россия), рассчитывали в нг-ато-
мах O за 1 мин на 1 мг белка и измеряли в закрытой
ячейке. Mитохондриальный мембранный потенци-
ал (ΔΨ) оценивали, измеряя распределение ТРР+

между митохондриальным матриксом и инкубаци-
онной средой с помощью ТРР+-селективного элек-
трода (Нико Аналит, Россия). Са2+-индуцирован-
ную диссипацию мембранного потенциала выража-
ли в виде скорости входа ТРР+ после первой и
второй добавок Са2+ (ТРР+, нмоль за 1 мин на 1 мг

белка). Транспорт Са2+  измеряли с помощью

Са2+-чувствительного электрода (Нико Аналит, Рос-
сия) и оценивали, как скорость входа Са2+ после
первой и второй добавок и рассчитывали, как коли-

( )2+CaV
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чество нмоль  за 1 мин на 1 мг белка. Изменение
потоков ТРР+ и Са2+ измеряли в открытой ячейке.

Электрофорез и Вестерн-блот-анализ. Аликвоту
клеточного и митохондриального белка (15 мкг) солю-
билизировали в буфере Лэммли, кипятили в течение 3
мин. Для иммуноблотинга полученные лизаты разде-
ляли в денатурирующих условиях (12.5% SDS-PAGE)
и переносили на нитроцеллюлозную мембрану
(0.2 мкм). Поликлональные антитела к TSPO полу-
чены от Abcam (Cambridge, Великобритания). Ак-
тивность пероксидазы определяли с помощью хеми-
люминесцентных реагентов ECL (Pierce, Rockford,
IL США). Количественную оценку плотности полос
иммуноблотов проводили с использованием денси-
тометра (GS-100 Calibrated Densitometer Bio-Rad,
США) и рассчитывали с помощью программного
обеспечения Gell Pro Software (Bio-Rad США).

Оценка фосфорилирования белков. Для оценки
степени фосфорилирования белков аликвоты мито-
хондриальной суспензии (15 мкг белка) добавляли
олигомицин (1.5 мкМ) для предотвращения гидро-
лиза АТФ. Затем в образец добавляли смесь меченой
[γ–32P]АТФ и немеченый Mg2+-АТФ для достижения
конечных концентраций 2 мМ Mg2+, 400 мкМ АТФ и
185000 Бк [γ–32P]АТФ. Образцы митохондрий инку-
бировали 3 мин при комнатной температуре, реак-
цию останавливали добавлением буфера Лэммли,
далее образцы нагревали на кипящей водяной бане в
течение 3 мин (Azarashvili et al., 2003). Солюбилизи-
рованные митохондрии, содержащие 15 мкг белка,
разделяли методом электрофореза в денатурирую-
щих условиях (15% SDS-PAGE). Радиоактивные по-
лосы в полиакриламидных гелях визуализировали
путем экспонирования на пленке Kodak X-Omat AR-5
при –80°C. Через 1 сут пленку проявляли с помощью
проявителя и закрепителя. Для оценки уровня фос-
форилирования белка пленки сканировали с помо-
щью денситометра (Bio-Rad, США).

Статистический анализ. Значения измеренных па-
раметров выражали средними значениями и их сред-
нестатистическими отклонениями из 3–4 экспери-
ментов. Достоверности различий оценивали с исполь-
зованием тестов t-критерия Стьюдента при Р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сначала мы проверили содержание TSPO в кле-

точных и митохондриальных лизатах, приготовлен-
ных из клеток глиомы С6 дикого типа и с нокдауном
по TSPO. На рис. 1а показано распределение TSPO
в клеточных лизатах. В контрольных клеточных лиза-
тах (клетки глиомы С6 дикого типа) антитела к TSPO
распознавали интенсивно окрашенные белки с мо-
лекулярной массой 36 кДа и 18 кДа, которые соот-
ветствуют димерной и мономерной формам. В клет-
ках глиомы С6 со сниженной экспрессией TSPO по-
лосы мономера и димера имели одинаковую
интенсивность. На рис. 1а' показаны усредненные

2+
inСа количественные значения уровней TSPO в клетках

глиомы C6. Оказалось, что мономерная форма TSPO
(18 кДа) в клетках глиомы С6 с нокдауном по TSPO
снижалась на 40% по сравнению с контрольными
клетками (дикого ипа) глиомы С6. Снижение уров-
ня белка с молекулярной массой 36 кДа почти в
2.5 раза обнаруживалось в клетках глиомы С6 со
сниженной экспрессией TSPO.

На рис. 1б показано изменение уровня TSPO в
митохондриях, изолированных из исследуемых кле-
ток глиомы С6, а ниже (рис. 1б') представлен коли-
чественный анализ содержания TSPO в изолирован-
ных митохондриях. На рисунке видно, что в мито-
хондриях, изолированных из клеток глиомы С6
дикого типа присутствует и мономерная, и димерная
формы белка (18 и 36 кДа), в то время как в митохон-
дриях, изолированных из клеток глиогмы С6 с нок-
дауном по TSPO белковые полосы не обнаружены.

Ранее было показано существование TSPO с мол.
массой 36 кДа, способного связывать меченный ра-
диоактивным изотопом PK14105 ([N-methyl-N-(1-
methyl-propyl)-1(2-fluoro-5-nitrophenyl)isoquinoline-
3-carboxamide]) в экстрактах митохондриий клеток
CHO (Riond et al., 1989). Олигомеры TSPO также бы-
ли обнаружены и другими авторами (Delavoie et al.,
2003). В клетках Jurkat и лимфоцитах был обнаружен
белок с мол. массой 36 кДа, что свидетельствует о на-
личии в этих клетках димера TSPO (Costa et al.,
2006). Димерные и олигомерные формы могут обра-
зовываться в ответ на окислительный стресс в при-
сутствии АФК. Сообщали, что, вероятно, из-за вы-
сокого уровня эндогенных свободных радикалов
клетки агрессивного рака молочной железы челове-
ка содержат в основном димерную форму TSPO
(Hardwick et al., 1999). Позже было сделано предполо-
жение, что АФК-индуцированное перекрестное свя-
зывание TSPO включает образование дитирозина, и
TSPO может быть мишенью для АФК (Delavoie et al.,
2003). В настоящем исследовании мономер и димер
TSPO были обнаружены в клетках глиомы С6 дикого
типа и с нокдауном по TSPO, но содержание TSPO в
клетках с нокдауном было ниже. Можно предполо-
жить, что TSPO принимает участие в развитии опу-
холей.

Далее мы исследовали функциональное состоя-
ние митохондрий, изолированных из клеток обоих
типов, измеряя скорость потребления кислорода в
изолированных митохондриях в присутствии сукци-
ната в качестве дыхательного субстрата. На рис. 2а
показаны кривые дыхательной активности в состоя-
нии 2, 3 и 4. Рис. 2б отражает количественные харак-
теристики скоростей дыхания. На рисунке видно,
что скорости потребления О2 (V2-субстрат-зависи-
мое дыхание не отличались в митохондриях, изоли-
рованных из клеток обоих типов, тогда как скорость
потребления кислорода митохондриями в фосфори-
лирующем состоянии (V3) снижалась в митохондри-
ях, изолированных из клеток глиомы С6 с нокдау-
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ном по TSPO на 30% по сравнению со значением V3
в митохондриях клеток глиомы С6 дикого типа. Ско-
рости потребления кислорода в состоянии 4, т.е. в
восстановленном состоянии после исчерпания из-
бытка АДФ (V4) в митохондриях значимо не отлича-
лись. Дыхательный контроль (ДК) митохондрий,
изолированных из клеток глиомы С6 с нокдауном по
TSPO, снижался на 15% по сравнению с ДК в мито-
хондриях, изолированных из клеток глиомы С6 ди-
кого типа и составлял 3.43 и 4.01 соответственно.

В литературе есть данные о том, что в микроглии
животных с нокдауном по TSPO наблюдается более
низкий синтез АТP и скорость потребления кисло-
рода, чем в клетках дикого типа, что позволило авто-
рам предположить, что дефицит TSPO может приво-
дить к изменениям метаболической активности
микроглии (Banati et al., 2014). Исследование функ-
ционального состояния митохондрий, выделенных
из обоих типов клеток глиомы С6, показало, что
снижение уровня TSPO в клетках глиомы С6 сопро-
вождается подавлением дыхательной способности
митохондрий в состоянии 3 и снижением ДК, которое
могло происходить из-за нарушения работы перенос-
чиков электронов. Кроме того, снижение TSPO в ли-
затах и отсутствие белка в митохондриях из клеток
глиомы С6 с нокдауном по TSPO могло привести к
нарушению проницаемости мембраны.

Поэтому следующий этап нашей работы заклю-
чался в изучении изменения транспорта Са2+, поро-
говой концентрации Са2+ (т.е. концентрации при
которой происходит открытие мРТР) и мембранно-
го потенциала при Са2+-индуцированном открытии
мРТР в митохондриях, изолированных из клеток
глиомы С6. При этом выясняли влияние снижения
экспрессии TSPO в клетках глиомы C6 на функцио-
нирование мPTP в митохондриях и действие PPIX
на индукцию мPTP в митохондриях, изолированных
из обоих типов клеток глиомы C6.

Ранее мы сообщали, что PPIX индуцировал от-
крытие мРТР в митохондриях, изолированных из
мозга крыс (Krestinina et al., 2018).

На рис. 3а показаны кривые изменения транс-
порта Са2+ при Са2+-индуцированном открытии
мРТР в присутствии 1 мкМ PPIX в обоих типах кле-
ток. Как видно на рисунке, первое добавление Са2+

(50 нмоль на 1 мг белка) во всех случаях приводило к
устойчивому накоплению Са2+ в митохондриях с по-
следующим восстановлением. Однако после 5-ой
добавки Са2+ или после 4-ой в присутствии PPIX к
МГ дикого типа происходил выход Са2+ из митохон-
дрий. В МГ с нокдауном выход Са2+ из митохондрий
наблюдали после 4-ой добавки Са2+, а в присутствии
PPIX – после 3-ей.

Рис. 1. Уровень TSPO в клеточных (а, а') и митохондриальных (б, б') лизатах клеток глиомы С6 (МГ) дикого типа и с нокдау-
ном по TSPO. а, б – Иммуноблоты TSPO; а', б' – результаты денситометрии белковых полос, показанных соответственно на
а и б. * Различия с соответствующим контролем достоверны при P < 0.05.
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На рис. 3б, в показаны количественные измене-

ние скорости входа Са2+ после 1-ой  и 2-ой

 добавок Са2+ и изменение пороговой кон-

центрации Са2+ соответственно. В присутствии
PPIX в МГ дикого типа, значение VCa2+

1 снижалось

на 40%, а  существенно не изменялось по срав-
нению с соответствующим контролем (МГ дикого

типа). В МГ сс нокдауном значение  снижалось

на 35%, а  существенно не изменялось по срав-
нению с контролем (МГ дикого типа). Добавление
Са2+ к МГ с нокдауном в присутствии PPIX приво-

дило к снижению  на 25%, а  – на 40% по
сравнению с соответствующим контролем (МГ с
нокдауном).

Пороговая концентрация Са2+ в МГ с нокдауном
снижалась на 50% по сравнению с МГ дикого типа.
При добавлении PPIX к МГ дикого типа пороговая
[Са2+] снижалась на 35% по сравнению с этим пара-
метром в МГ дикого типа, в то время как в МГ с нок-

( )2+Ca
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( )2+Ca
2V

2+Ca
2V

2+Ca
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2+Ca
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2+Ca
1V

2+Ca
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дауном PPIX снижал этот параметр на 10% по сравне-
нию с соответствующим контролем (МГ с нокдауном).
PPIX индуцировал открытие мРТР в обеих клеточных
линиях, однако в МГ с нокдауном по TSPO – в более
низкой степени.

Параллельно с транспортом Са2+ мы изучили из-
менение мембранного потенциала в тех же экспери-
ментальных условиях. Рис. 4а отражает кривые рас-
пределения иона ТРР+ между митохондриальным
матриксом и цитозолем при Са2+-индуцированном
открытии мРТР. Количественные изменения в ско-
рости входа ТРР+ в митохондрии после 1-ой 

и 2-ой  добавок Са2+ показаны на рис. 4б. В
присутствии PPIX, в МГ дикого типа, значение

 снижалось на 23%, а  на 20% по сравне-
нию с соответствующим контролем (МГ дикого ти-
па). В МГ нокдаун, значение  снижалось на
60%, а  – на 50% по сравнению с контролем
(МГ дикого типа). PPIX не изменял значения 

( )ТРР+
1V

( )ТРР+
2V

ТРР+
1V ТРР+

2V

ТРР+
1V

ТРР+
2V

ТРР+
1V

Рис. 2. Влияние TSPO на дыхательную активность в митохондриях клеток глиомы С6 дикого типа (МГ дикого типа) и с нок-
дауном по TSPO. а – Кривые изменения потребления кислорода митохондриями. Стрелами отмечены места добавления ми-
тохондрий, АДФ и FCCP (разобщителя митохондриального фосфорилирования). б – Показатели потребления кислорода в
состоянии 2 (V2), 3 (V3) и 4 (V4); потребление О2 выражено в нг-атом О2 за 1 мин на 1 мг белка. в – Дыхательный контроль
(отношение V3 к V4); показаны средние значения и их стандартные отклонения из трех независимых экспериментов; * раз-
личие с контролем (дикий тип) достоверно при P ˂ 0.05).
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в МГ с нокдауном, однако значение  снижа-
лось на 20% по сравнению с соответствующим кон-
тролем (МГ с нокдауном).

Полученные результаты указывают на то, что по-
давление экспрессии гена TSPO связано со сниже-
нием емкости Ca2+ и скорости входа Са2+ и ТРР+ в
МГ с нокдауном, которое привело к индукции от-
крытия мPTP. Добавление PPIX к митохондриям,
изолированных из глиомы С6 обоих типов, индуци-
ровало открытие мPTP. Следует отметить, что сти-
мулирующее действие PPIX на МГ дикого типа было
сильнее, чем на МГ с нокдауном. Левин и соавторы
(Levin et al., 2005) показали, что митохондриальные
экстракты, полученные из клеток глиомы С6 с нок-
дауном по TSPO, более чем в 2 раза снижали способ-
ность связывать PK11195, экзогенный лиганд TSPO, по
сравнению с клетками глиомы С6 дикого типа. В на-
ших экспериментах мы наблюдали, что такая способ-
ность связывания эндогенного лиганда PPIX с TSPO
также могла нарушаться из-за отсутствия TSPO в ми-
тохондриях, поэтому стимулирующее действие PPIX
на МГ с нокдауном было более выраженным.

Белковое фосфорилирование (дефосфорилиро-
вание) считается одной из ключевых регуляторных

ТРР+
2V сигнальных систем, контролирующих многие аспек-

ты клеточных функций (Lim et al., 2016). Ранее в ми-
тохондриях мозга крысы мы обнаружили белки, ко-
торые при функционировании мРТР изменяли уро-
вень фосфорилирования: кальпаин с молекулярной
массой 67 кДа (Baburina et al., 2021), фосфодиэстера-
зу циклических нуклеотидов (46 кДа) (Azarashvili et al.,
2014), изоформы миелинового основного белка (17 и
14.4 кДа) (Крестинина et al., 2013), субъединицу
FoF1-АТФ-азы (3.5 кДа) (Azarashvili et al., 2002). Мы
обнаружили, что открытие мРТР коррелировало с
изменением степени фосфорилирования белков. В
настоящей работе было изучено изменение уровней
фосфорилирования мажорных белков с молекуляр-
ной массой 46, 14.4 и 3.5 кДа в митохондриях, изоли-
рованных из исследуемых типов клеток в присут-
ствии и отсутствие PPIX.

На рис. 5а, б показана авторадиограмма с вклю-
ченной меченой [γ–32P]АТФ в митохондриальные
белки клеток глиомы С6 дикого типа, и в митохон-
дриальные белки МГ с нокдауном. На этом же ри-
сунке (а', б') показаны результаты денситометрии,
отражающие количественные изменения уровней
фосфорилирования белков. На рис. 5а показано, что
уровень фосфорилирования белка с молекулярной

Рис. 3. Влияние нокдауна по TSPO на изменение мембранного потенциала в митохондриях (МГ), изолированных из клеток
глиомы С6 дикого типа и с нокдауна по TSPO, в присутствии PPIX. а – Кривые распределения ТРР+ при Са2+-индуцирован-
ном открытии мРТР в митохондриях, изолированных из клеток обоих типов; б – скорость входа иона ТРР+ в присутствии
PPIX после 1-ой  и 2-ой  добавок Са2+. Различия с соответствующим контролем (* дикий тип без добавок или
#соответствующее значение митохондриального параметра в клетках глиомы С6 с нокдауном по TSPO), достоверно при
P < 0.05.

МГ (дикий тип), контроль
МГ (дикий тип), PPIX
МГ (нокдаун), контроль
МГ (нокдаун), PPIX

МГ (дикий тип), контроль

МГ (дикий тип), PPIX

МГ (нокдаун), контроль

МГ (нокдаун), PPIX

0.5
0.6
0.7

0.4
0.3
0.2
0.1

0
VTPP+

1 VTPP+
2

а

С
ко

ро
ст

ь 
вы

хо
да

 T
PP

+
,

аб
с.

 е
д. *

*

*

*
*

#

б

Митохондрии
Ca2+

Митохондрии

Митохондрии

Митохондрии

VTPP+
1

VTPP+
2

( )ТРР+
1V ( )ТРР+

2V



ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 6  2022

УЧАСТИЕ ТРАНСЛОКАТОРНОГО БЕЛКА В ИНДУКЦИИ И РЕГУЛЯЦИИ ОТКРЫТИЯ 587

массой 46 кДа в МГ дикого типа увеличивался при
Са2+-индуцированном открытии мРТР на 60%, уро-
вень белка с молекулярной массой 14.4 кДа не изме-
нялся, а с молекулярной массой 3.5 кДа снижался на
45% по сравнению с контролем (без Са2+-индук-
ции). PPIX усиливал степень включения [γ–32P]АТФ
в белок 46 кДа в 4 раза, в белок 14.4 кДа – на 50%, но
снижал уровень фосфорилирования белка 3.5 кДа на
50% по сравнению с контролем (без Са2+-индук-
ции). Добавление Са2+ к митохондриям, инкубиро-
ванным с PPIX (МГ дикого типа), снижало уровень
фосфорилирования белков 46 и 3.5 кДа на 50%, но
существенно не изменяло уровень фосфорилирова-
ния белка 14.4 кДа по сравнению с действием только
PPIX (без Са2+).

На рис. 5б показано, что в МГ с нокдауном при
Са2+-индуцированном открытии мРТР уровень фос-
форилирования белка 46 кДа не изменялся, тогда
как уровень белка 14.4 кДа в этих условиях повышал-
ся на 20%, а белка 3.5 кДа снижался на 45% по срав-
нению с контролем (без Са2+). Добавление PPIX
привело к повышению уровня фосфорилирования
белка 46 кДа в 2 раза и снижению степени включе-

ния [γ–32P]АТФ в белок 14.4 кДа на 25%, а в белок
3.5 кДа – на 40% по сравнению с контролем (без
Са2+). В присутствии PPIX при Са2+-индуцирован-
ном открытии мРТР степень включения [γ-32P]АТФ
в белок 46 кДа не изменялась, в белок 14.4 кДа – по-
вышалась на 40% и снижалась на 20% в случае белка
3.5 кДа по сравнению с действием одного PPIX (без
Са2+).

Несмотря на то, что TSPO участвует в различных
биологических функциях, регуляторные пути, свя-
занные с ним, а также первичные механизмы дей-
ствия TSPO мало изучены. Ранее мы наблюдали, что
некоторые мембранно-связанные белки в митохон-
дриях мозга и печени крыс подвергались фосфори-
лированию, регулируемому Са2+, как вторичным
мессенджером (Azarashvili et al., 2002). Более того,
было установлено, что уровень фосфорилирования
сильно изменялся при Ca2+-индуцированном от-
крытии мРТР. В настоящей работе мы предположи-
ли, что поскольку PPIX при функционировании
мРТР может модулировать фосфорилирование бел-
ков, то TSPO можно считать важным участником в ре-
гуляции клеточного выживания. На основании полу-

Рис. 4. Влияние нокдауна по TSPO в клетках глиомы С6 на изменение транспорта Са2+ в митохондриях (МГ), изолированных
из клеток дикого типа и с нокдауном по TSPO, в присутствии PPIX. а – Кривые транпорта Са2+ в изолированных митохон-
дриях; б – влияние PPIX на скорость входа Са2+ в митохондрии в присутствии PPIX после 1- и 2-ой добавки Са2+ к митохон-

дриям (   соответственно); в – изменение пороговой концентрации Са2+ в митохондриях. клетки глиомы С6 ди-
кого типа являются контролем; показаны средние значения и их стандартные отклонения из трех независимых эксперимен-
тов; различие с контролем (* дикий тип без добавок или #соответсвующеее значением митохондриального параметра в
клетках глиомы С6 с нокдауном по TSPO), достоверно при P < 0.05.
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ченных результатов, мы предполагаем, что TSPO мо-
жет выполнять дополнительную роль в качестве
модулятора фосфорилирования митохондриальных
белков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Итак, мы изучили участие TSPO в функциониро-
вании мРТР. Объектом исследования были мито-
хондрии, изолированные из клеток глиомы С6 дико-
го типа и с нокдаун по TSPO. В клеточных лизатах
обоих типов клеток обнаружены мономер и димер
TSPO. Поскольку в клетках глиомы С6 со снижен-
ной экспрессией TSPO уровень как мономерного,
так и димерного белка снижался, мы предположили,
что TSPO способен участвовать в развитии опухо-
лей. Дыхательный контроль в митохондриях, изолиро-
ванных из клеток со сниженной экспрессией TSPO
был ниже, чем в митохондриях, изолированных из
клеток глиомы С6 дикого типа. Кроме того, порого-

вая концентрация Са2+ в митохондриях, изолиро-
ванных из клеток с нокдауном по TSPO снижалась,
что ускоряло открытие мРТР, а PPIX (лиганд TSPO)
стимулировал открытие мРТР. Изменение мембран-
ного потенциала коррелировало с изменением поро-
говой [Ca2+]. При функционировании мРТР, PPIX
был способен модулировать фосфорилирование
белков, и мы предположили, что TSPO можно счи-
тать важным регулятором клеточного выживания.
На основании полученных результатов, мы предпо-
лагаем, что TSPO является важным белком в разви-
тии и выживании клетки и может участвовать в
функционировании мРТР.
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Рис. 5. Влияние PPIX на изменение степени включения [γ–32Р]АТФ в белки с молекулярной массой 46, 14.4 и 3.5 кДа мито-
хондрий (МГ) из клеток глиомы С6 дикого типа (а, а') и с нокдауном по TSPO (б, б') при открытии мРТР. Пороговая концен-
трация Са2+ ([Ca2+]) – это та концентрация, при которой происходит открытие мРТР. а, б – Авторадиограмма включения
меченной [γ–32Р]АТФ. а', б' – Диаграмма, отражающая уровень фосфорилирования белков в митохондриях, изолированных
их клеток глиомы С6 дикого типа и с нокдауном по TSPO соответственно; изменение достоверно по сравнению с (*) соответ-
ствующим значением в митохондриях, изолированных из клеток глиомы С6 дикого типа и с нокдауом по TSPO, или по срав-
нению с (#) соответствующим значением в митохондриях, изолированных из клеток глиомы С6 дикого типа и с нокдауном
по TSPO в присутствии PPIX) при P < 0.05.
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The Participation of a Translocator Protein in the Induction and Regulation of Permeability 
Transition Pore Opening in Mitochondria from C6 Glioma Cells

Yu. L. Baburinaa, L. D. Sotnikovaa, and O. V. Krestininaa, *
aInstitute of Theoretical and Experimental Biophysics of the Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow region, 142290 Russia

*e-mail: ovkres@mail.ru

Translocator protein (TSPO), formerly called the peripheral-type benzodiazepine receptor (PBR), is an 18 kDa pro-
tein localized in the outer mitochondrial membrane and involved in cell proliferation and apoptosis. In the present
work, we found TSPO as a monomer and dimer in C6 rat glioma cells. We have shown that a reduced level of TSPO
expression in cells affects the induction of a mitochondrial permeability transition pore (mPTP). A decrease in TS-
PO expression stimulated the Ca2+-induced opening of mPTP. The natural endogenous TSPO ligand protoporphy-
rin IX (PPIX) accelerated the opening of mPTP. The stimulatory effect of PPIX was stronger in the mitochondria
isolated from wild type C6 glioma cells than in mitochondria isolated from C6 glioma cells with TSPO knockdown.
Phosphorylation of membrane receptors, ion channels, and transcription factors is an important intracellular signal-
ing event responsible for the regulation of various enzymes and many cellular functions. In the present study, PPIX
modulated protein phosphorylation. We hypothesized that TSPO is an important protein in the regulation of cell
survival and may be involved in the functioning of mPTP.

Keywords: mitochondria, C6 glioma cells, oxidative stress, mitochondrial permeability transition pore (mPTP), pro-
toporphyrin IX (PPIX), translocator protein (TSPO)
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СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК В ХРОНИЧЕСКОМ ЭКСПЕРИМЕНТЕ IN VIVO
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С целью создания тканеинженерного сосудистого имплантата получена биорезорбируемая трубчатая мат-
рица из поли(L-лактида) и разработан метод посева и культивирования на ней мезенхимных стромальных
клеток. В группе 1 крысам в брюшную аорту имплантировали матрицы без клеточного материала; в
группе 2 – матрицы с предварительно культивированными мезенхимными клетками жировой ткани кры-
сы. Сроки наблюдения в группе 1 составляли от 2 сут до 64 нед. (n = 36), в группе 2 – до 72 нед. (n = 42).
Проходимость графтов в группе 1 составила 86%, в группе 2 – 97%. Морфологическое исследование им-
плантатов первой группы выявило постепенную биодеградацию биополимера и замещение волокон по-
лимера соединительной тканью, однако после достижения тотальной резорбции полимера через 64 нед.
во всех наблюдениях отмечено образование аневризмы зоны реконструкции. В группе 2 в имплантате
определяли большее число клеток и вокруг него формировалась более толстая неоадвентиция, однако
морфологическая картина на поздних сроках наблюдения качественно не отличалась от таковой в
группе 1. На поздних сроках наблюдения во второй группе в четырех из девяти наблюдений (45%) разви-
лась аневризма имплантата. Таким образом, предварительное культивирование мезенхимных стромаль-
ных клеток на матрице привело к выраженной клеточной реакции со стороны организма реципиента, что
вероятно позволило снизить частоту образования аневризм, однако не обеспечило формирования структу-
ры естественного сосуда.

Ключевые слова: тканевая инженерия, искусственный сосуд, биорезорбируемые матрицы, поли(L-лак-
тид), мезенхимные стромальные клетки жировой ткани
DOI: 10.31857/S0041377122060098

В настоящее время согласно статистическим дан-
ным в мире продолжается рост сердечно-сосудистой
заболеваемости (World health statistics 2021: Monitor-
ing health for the SDGs, sustainable development goals.
World Health Organization. https://apps.who.int/iris/
handle/10665/342703). Основным хирургическим
методом лечения остаются реконструктивные опе-
рации с использованием синтетических протезов
или аутологичных сосудов. Альтернативой имеюще-
муся пластическому материалу является разработка
тканеинженерного сосудистого имплантата. Кон-

цепция его создания заключается в применении трех
составляющих: биорезорбируемой матрицы, кле-
точного материала и сигнального воздействия меха-
нической и биологической природы (Sullivan et al.,
2000). Предполагается, что под влиянием последних
произойдет заселение клетками матрицы, их проли-
ферация и дифференцировка, что в совокупности с
биорезорбцией материала каркаса приведет к фор-
мированию нового сосуда с морфологией естествен-
ного.

Ранее нами разработана относительно простая и
эффективная методика посева и культивирования
мезенхимных стромальных клеток жировой ткани
(МСК-ЖТ) на матрице из поли(L-лактида) (ПЛА)
(Попов и др., 2018). Необходимость предваритель-

Принятые сокращения: ГМКИТ – гигантские многоядерные
клетки инородных тел; МСК-ЖТ – мезенхимные стромаль-
ные клетки (МСК) жировой ткани (ЖТ); ПЛА – поли(L-лак-
тид).

УДК 616-77

EDN: JUFTPF
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ного посева клеточного материала на матрицу до сих
пор остается спорным вопросом (Villalona et al., 2010;
Row et al., 2017), для решения которого требуется
проведение длительных хронических эксперимен-
тов с этапной оценкой гистологических данных,
описанием основных процессов формирования новой
сосудистой стенки и определения роли посеянных ме-
зенхимных и соматических клеток реципиента.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
процессов формирования новой сосудистой стенки
тканеинженерного имплантата малого диаметра на
основе биодеградируемой матрицы из ПЛА in vivo и
оценке роли предварительно культивированных ме-
зенхимных стромальных клеток жировой ткани.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Получение матрицы. Пористые трубчатые 3D-

матрицы получали из ПЛА Purasorb PL-10 (Corbion
Purac, Нидерланды). ПЛА растворяли в трихлорме-
тане (хлороформе) (Sigma-Aldrich, США), концен-
трация раствора составляла 15%. Полученные рас-
творы с помощью инжекторного насоса подавали
через электрод-фильеру в электрическое поле с на-
пряженностью Е = 1.5 × 104–4 × 105 В/м при рассто-
янии между электродами 0.15 м, осаждение микро-
волокон происходило на цилиндрическом электроде
диаметром 1.1 мм. Скорость вращения последнего со-
ставляла 1500 об./мин. Затем выполняли термообра-
ботку в фиксированном состоянии (Popryadukhin et al.,
2017).

Изучение структуры матрицы. Исследование об-
разцов для определения распространения тканей в
матрице и процессов резорбции осуществляли на
сканирующем электронном микроскопе Supra 55VP
(Carl Zeiss, Германия) в режиме регистрации вторич-
ных электронов с предварительным нанесением
тонкого слоя платины.

Стерилизация и хранение образцов. Стерилизацию
матриц проводили низкотемпературной плазмой
(35–60°C) и парами пероксида водорода в плазмен-
ном стерилизаторе (DGM Z200, Швейцария). Хра-
нение образцов осуществляли в морозильной каме-
ре (при −24°С) для предупреждения их самопроиз-
вольной кристаллизации и деструкции.

Получение и культивирование клеток. Использо-
вали первичную культуру мезенхимных стромаль-
ных клеток (МСК) жировой ткани (ЖТ) крысы
(МСК-ЖТ). Белую ЖТ, полученную методом лип-
эктомии, подвергали гомогенизации, ферментатив-
ной обработке 0.2%-ным раствором коллагеназы
(Sigma, США) и центрифугированию. Выделенные
клетки культивировали в питательной среде MEM
AlphaModification (Gibco, США), содержащей 15% фе-
тальной сыворотки телят (Gibco, США) и антибиоти-
ки: 100 ед./мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептоми-
цина (Gibco, США). Культивирование стромальных
клеток производили в CO2-инкубаторе (Thermo Fisher

Scientific, 3423, США) в атмосфере с влажностью 70%,
содержанием CO2 5% и температурой 37°C. Исполь-
зовали традиционную методику селекции по адгезии
к пластику (Zhu et al., 2013).

Посев и культивирование клеток на матрице. Посев
МСК-ЖТ на матрицу производили ранее разрабо-
танным фильтрационным способом; последующее
динамическое культивирование проводили в разра-
ботанном проточном биореакторе в течение 7 сут
(Попов и др., 2018). В этот период через внутренний
просвет матрицы непрерывно прокачивалась куль-
туральная среда в пульсовом режиме. Далее матрица
переносилась в СО2 инкубатор и последующее куль-
тивирование проходило в пробирке с культуральной
средой в течение 7 сут. После окончания срока куль-
тивирования матрицу промывали фосфатно-соле-
вым буферным раствором (PBS) и в транспортном
термостатированном контейнере доставляли в тече-
ние 30 мин в операционную.

Эксперименты на животных. Эксперименты in vivo
проводили на самцах белых крыс породы Wistar в со-
ответствии с правилами работ на эксперименталь-
ных животных (Хельсинская декларация Всемирной
медицинской ассоциации о гуманном обращении с
животными 1996 г.). Операции выполняли под об-
щей интраперитонеальной анестезией (растворы:
0.1 мл Zoletil 100 и 0.0125 мл Rometar (20 мг/мл) из
расчета на 0.1 кг массы животного). Выполняли Y-об-
разную лапаротомию, мобилизацию инфаренально-
го отдела аорты, ее протезирование биодеградируе-
мым протезом. В группе 1 (n = 36) имплантировали
матрицу из ПЛА без предварительного культивиро-
вания МСК-ЖТ, сроки наблюдения в этой группе
составили 2 сут, 1, 2, 4, 12, 24, 48, 56 и 64 нед. (по
4 животных для каждого срока). В группе 2 (n = 42)
применяли матрицу с МСК, сроки наблюдения со-
ставляли: 2 сут, 1, 2, 4, 12, 24, 48, 56, 64 (по 4 живот-
ных для каждого срока) и 72 нед. (6 животных). Ан-
тикоагулянты и дезагреганты не использовали. Про-
ходимость оценивали с помощью классической
методики – последовательное пережатие микрохи-
рургическим пинцетом сосуда ниже дистального
анастомоза, сдаивание крови в сосуде вторым пин-
цетом в каудальном направлении, контрольный за-
пуск кровотока с оценкой скорости заполнения со-
суда кровью (Acland, 1972). После операции живот-
ных содержали в виварии в отдельных клетках при
свободном доступе к пище и воде. Проводили на-
блюдение за цветом и температурой кожных покро-
вов задних конечностей животных, а также их двига-
тельной активностью.

Морфологическое исследование. Материал фик-
сировали в 10%-ном нейтральном формалине на
PBS (рН 7.4) в течение 24 ч и обезвоживали с помо-
щью изопропилового спирта и петролейного эфира.
Срезы окрашивали гематоксилином Майера и эози-
ном (Биовитрум, Россия). Визуализацию соедини-
тельной ткани осуществляли методом Маллори
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(Биовитрум, Россия). Микроскопический анализ
проводили с помощью светового микроскопа Leica
DM750 (Германия), используя окуляр 10× и объек-
тивы с увеличением 4×, 10×, 40× и 100×. Запись
цифровых изображений выполняли с помощью фо-
токамеры ICC50 (Leica, Германия).

Морфометрическое исследование. Толщину нео-
интимы и неоадвентиции, подсчeт клеток произво-
дили на изображениях имплантата с помощью про-
граммы ImageScope Color (версия M), используя
окуляр 10× и объектив 40×. Исследование выполня-
ли на препаратах с продольным сечением матрицы.
В одном поле зрения (0.3 × 0.25 мм) считали число
ядер клеток во внутренней и наружной половинах
стенки матрицы. Для этого проводили вертикаль-
ную линию длиною, равной толщине стенки матри-
цы. Программа автоматически определяла ее сере-
дину, далее чертили горизонтальную линию, кото-
рая разделяла стенку матрицы на две равные
половины (внутреннюю и наружную). Клетки счи-
тали в каждой матрице по описанной схеме.

Иммуногистохимическое исследование. Для выяв-
ления макрофагов использовали первичные моно-
клональные мышиные антитела Anti-CD68 (ab
31630; Abcam, Великобритания) в разведении 1 : 1000
при комнатной температуре и экспозиции
длительностью 1 ч. Для выявления связавшихся пер-
вичных антител использовали мультимерную без-
биотиновую систему детекции (D&A, Reveal-Biotin-
Free Polyvalent DAB, Spring Bioscience Corporation,
США). Препараты докрашивали гематоксилином
Майера (Биовитрум, Россия).

Для выявления актин-содержащих клеток после
стандартной процедуры депарафинирования срезов
препараты обрабатывали мышиными моноклональ-
ными антителами к гладкомышечному альфа-акти-
ну (клон 1А4, разведение 1 : 2000) (AbCam, Велико-
британия) в течение 10 мин при комнатной темпера-
туре. В качестве вторичных реагентов применяли
набор MACH2 Mouse (Biocare medical, США). Для
визуализации продукта иммуногистохимической
реакции препараты обрабатывали 3',3'-диаминобен-
зидином (DAB+, Dako, Дания).

Флуоресцентная микроскопия матриц из ПЛА с ме-
зенхимными стромальными клетками жировой ткани.
Треки МСК-ЖТ in vivo отслеживали с помощью мет-
ки РКН-26 (Sigma, США) согласно протоколу про-
изводителя.

Флуоресцентную микроскопию в красном спек-
тре проводили на микроскопе LSM 5 Pascal (Carl
Zeiss, Германия).

Статистический анализ. Полученные результаты
обрабатывали с использованием статистической
программы Statistica 7.0 Stat.Soft for Windows. Значи-
мость различий оценивали с помощью критерия
знаковых рангов Уилкоксона для независимых вы-
борок, различия считали значимыми при P ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Структура матрицы. Полученная матрица имела

внутренний диаметр 1.1 мм и толщину стенки
250 ± 11 мкм. По данным электронной микроско-
пии ее стенка состоит из микроволокон ПЛА диа-
метром 2.5 ± 0.5 мкм. Волокна не имеют определен-
ной ориентации, между ними располагаются поры
размером 55 ± 12 мкм. Последнее соответствуют
среднему размеру МСК и превышает таковые всех
соматических клеток крысы.

Посев и культивирование клеток на матрице.
Фильтрационный посев МСК-ЖТ приводил к рас-
пределению клеток во всем объеме матрицы. Фор-
мировался градиент их распространения от макси-
мального на внутренней поверхности трубки до мини-
мального на ее внешней поверхности. Последующее
культивирование в условиях проточного биореактора
приводило к распространению клеток во внешние
слои графта (Попов и др., 2018). Таким образом, уда-
лось добиться равномерного распределения клеток в
объеме матрицы.

Эксперименты на животных. Проведение опытов
по протезированию брюшной аорты в первой группе
не вызывало больших трудностей. Среднее время
выполнения оперативного вмешательства составило
92.5 ± 11.3 мин. При манипулировании протезом в
операционной ране не происходило значимой его
деформации, при прокалывании и проведении
атравматической иглы дефекты не образовывались,
при формировании и затягивании узлов стенка
графта не прорезывалась.

В группе 2 среднее время операции составило
98.3 ± 12.9 мин и требовало максимальной аккурат-
ности и внимательности, так как стенка ПЛА матри-
цы после 14 сут культивирования в питательной сре-
де становилась более мягкой. После пуска кровотока
в обеих группах происходило пропитывание стенки
матрицы элементами крови и фибрином, что приво-
дило к изменению окраски матрицы на красный
цвет, однако значимого кровотечения сквозь стенку
матрицы и в области анастомозов не было. В первые
сутки после операции животные начинали активно
двигать задними конечностями; признаков ишемии не
наблюдали. Проходимость имплантатов в группе 1 со-
ставляла 86%; пять раз зарегистрировали тромбоз
матрицы: на 3 сут (n = 3) и на 7 сут (n = 2) после опе-
рации. В группе 2 проходимость имплантатов соста-
вила 97%: тромбоз в отсутствие признаков ишемии
задних конечностей зарегистрирован на 2-ой неделе
эксперимента при заборе материала.

Макроскопическая оценка сосудистых графтов.
Макроскопически у животных обеих групп на всех
сроках выведения в зоне имплантации матрицы отсут-
ствовали признаки острого воспаления и какие-либо
патологические изменения окружающих тканей. Ор-
ганы брюшной полости и забрюшинного простран-
ства имели нативный вид. Лимфоаденопатии не бы-
ло. Рубцовые процессы в области операции не выра-
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жены. Снаружи имплантаты покрывались тонкой
соединительнотканной капсулой (неоадвентицией)
с множеством мелких сосудов. С течением времени
окраска матриц приобретала оттенки нативных тка-
ней (рис. 1, 2).

В группе 1 через 64 нед. во всех случаях в зоне им-
плантации ПЛА матрицы развились аневризмы раз-
личной степени выраженности (рис. 1а). В группе 2
образование аневризмы в зоне операции зареги-
стрировано в одном случае через 56 нед. (n = 4), в
двух случаях – через 64 нед. (n = 4), а также в двух
случаях отмечено образование аневризмы через
72 нед. (n = 6), тогда как интактные имплантаты по
своему внешнему виду не отличались от брюшной
аорты крысы (рис. 2а).

Флуоресцентная микроскопия. В группе 2 через 2,
7 и 14 сут после операции при флуоресцентной мик-
роскопии в красном спектре выявляли МСК-ЖТ в
стенке матрицы, меченные красителем РКН-26; по-
следние преобладали в ее внутренних слоях. С тече-
нием времени отмечено снижение интенсивности
сигнала. Через 14 сут регистрировали единичные ме-
ченые МСК-ЖТ.

Гистологическое исследование. На 2-е сут экспе-
римента в препаратах обеих групп отсутствовали
признаки острой воспалительной реакции. Внут-
ренняя поверхность графтов выстлана неравномер-
ным слоем фибрина, заполняющим также простран-
ство между волокнами полимера. В стенке матриц
выявляли нейтрофилы, лимфоциты, лейкоциты и
эритроциты. В группе 1 в наружной половине стенки
матрицы определяли 85 ± 10.2, во внутренней –
47.2 ± 5.6 клеток в поле зрения. В группе 2 наблюдали
большее число клеток и практически равномерное их
распределение в наружной и во внутренней частях
стенки матрицы: 159.8 ± 13.7 и 154.2 ± 12.9 клеток соот-
ветственно в поле зрения (рис. 3). Снаружи поверх-
ность матриц окружена единичными фибробласта-
ми, лимфоцитами и макрофагами. Наличие послед-
них более отчетливо прослеживали в препаратах
группы 2.

На сроках 1–2 нед. после имплантации гистологи-
ческая картина не претерпевала значимых изменений.
В зоне анастомозов выявляли распространение эндо-
телиальных клеток с аорты на графт. Наружная и внут-
ренняя части стенки матрицы были заселены клетка-
ми: в группе 1 – 127.0 ± 7.1 и 62.2 ± 7.5 соответственно
в поле зрения, а в группе 2 – 170.0 ± 10.3 и 120.5 ± 10.5
соответственно в поле зрения (рис. 3). На этих сро-
ках эксперимента в обеих группах выявляли α-ак-
тин-содержащие клетки (миофибробласты и глад-
комышечные), располагающиеся в формирующем-
ся субэндотелиальном слое и в неоадвинтиции, а
также единичные среди волокон матрицы. Отметим,
что в группе 2 α-актин-содержащих клеток больше,
и они располагаются во всей стенке матрицы. В обе-
их группах CD-68+-клетки (макрофаги, моноциты,
гигантские многоядерные клетки инородных тел

(ГМКИТ)) равномерно распределены в стенке мат-
рицы. Они выявляются непосредственно вокруг во-
локон полимера, при этом в неоадвентиции ГМКИТ
формируют неравномерный вал вдоль поверхности
матрицы. Отличительной особенностью импланта-
тов группы 2 является развитие выраженной неоад-
вентиции вокруг матрицы. Клеточный состав по-
следней представлен фибробластами, макрофагами,
единичными ГМКИТ и лимфоцитами.

Через 4 нед. эксперимента в зоне анастомозов
определяли ровный переход интимы с брюшной
аорты на матрицу без признаков миоинтимальной
гиперплазии. Вся внутренняя поверхность матрицы
выстлана эндотелием. Субэндотелиальный слой вы-
ражен слабо. Число клеток в стенке матрицы по-
прежнему превалировало в группе 2, где наблюдали их
равномерное распределение (рис. 3). Отметим, что
α-актин-содержащие клетки в обеих группах преобла-
дали в субэндотелиальном слое, но также встречались
в неоадвентиции. С этого срока наблюдения отмеча-
ли более равномерное распространение CD-68+-
клеток в основном в наружной половине стенки
матрицы и неоадвентиции, гораздо чаще встреча-
лись ГМКИТ. В группе 1 большую часть клеток так-
же регистрировали в наружной части стенки матри-
цы. Более толстую неоадвентицию выявляли вокруг
имплантатов группы 2. Неоадвентиция содержала
многочисленные кровеносные сосуды, по краю
графта располагались ГМКИТ.

Через 12 нед. эксперимента в обеих группах в зоне
анастомозов интима брюшной аорты ровно перехо-
дит на интралюминальную поверхность матрицы.
Неоинтима состоит из эндотелиальных клеток и
сформированного субэндотелиального слоя, пред-
ставленного α-актин-содержащими клетками. Рас-
положение CD-68+-клеток в стенке матрицы соот-
ветствует таковому на предыдущем сроке. Выявля-
ются первые признаки биорезорбции полимера
матрицы в обеих группах: отдельные волокна распа-
даются на фрагменты. В группе 2 клеток в матрице
больше и, в отличие от группы 1, они равномерно
распределены по всему объему графта (рис. 3). По
внешнему краю имплантатов группы 2 располага-
лись многочисленные ГМКИТ, снаружи они по-
крыты более толстой неоадвентицией, содержащей
множество сосудов (табл. 1).

Через 24 нед. эксперимента в имплантатах обеих
групп продолжает увеличиваться толщина неоинти-
мы (табл. 1). При этом в зоне анастомозов с брюш-
ной аортой признаки миоинтимальной гиперплазии
отсутствуют. В остальном гистологическая картина
соответствует вышеописанной.

В группе 1 через 64 нед. (n = 4) эксперимента
стенка имплантата представлена соединительной
тканью и резидуальными фрагментами волокон
ПЛА. На внутренней поверхности сформирована
неоинтима, состоящая из эндотелия и субэндотели-
ального слоя с α-актин-содержащими клетками
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Рис. 1. Тканеинженерный сосудистый имплантат, полученный на основе матрицы из поли(L-лактида) (ПЛА) через 64 нед.
после имплантации (группа 1). а – Фотография имплантата. б–з – Гистологические препараты: б–г – окраска по Маллори;
д, е – иммуногистохимическое (ИГХ) выявление антигена к CD-68 (коричневый цвет); ж, з – ИГХ-выявление антигена к α-
SMA (коричневый цвет). Увел об.: 4× (б), 10× (в, д, ж), 40× (г, е, з); и, к – электронная микроскопия имплантата.
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(рис. 1б, г, ж, з). Неомедия и неоадвентиция пред-
ставлены в основном фибробластами, волокнами
соединительной ткани и единичными α-актин-со-
держащими клетками. Клетки CD-68+ в подавляю-
щем большинстве располагаются преимущественно
в стенке матрицы и в составе неоадвентиции на гра-
нице с полимером (рис. 1в, д, е). В группе 2 через
72 нед. (n = 6) стенка имплантатов, в которых не бы-
ло аневризмы (n = 4), представлена неоинтимой, ос-
новным средним слоем, сформированным на месте
ПЛА матрицы, и толстой неоадвентицией (рис. 2).
Неоинтима на внутренней поверхности графта со-
стояла из эндотелиальных клеток и субэндотелиаль-
ного слоя, выполненного из фибробластов, гладко-
мышечных клеток и коллагеновых волокон. Основ-
ной средний слой представлен фибробластами и
фиброцитами, и волокнами соединительной ткани
(в основном коллагеновыми). Между ними выявля-
лись фрагменты полимера. Неоадвентиция состоит
в основном из коллагеновых волокон, в ней опреде-
ляются в небольшом количестве лимфоциты, мак-
рофаги и ГМКИТ. В неоадвентиции отмечено фор-
мирование vasa vasorum. Дальнейшего увеличения
числа клеток в стенке и толщины неоадвентиции не

происходит (рис. 3). В случае образования аневриз-
мы зоны реконструкции выявляли истонченную
стенку, состоящую из фибробластов, остатков ПЛА
и единичных коллагеновых волокон.

ОБСУЖДЕНИЕ

Применение разработанных матриц в качестве
сосудистых протезов показало их высокую надеж-
ность. При работе в операционной ране и выполне-
нии сосудистого анастомоза не нарушалась целост-
ность стенки графтов. Несмотря на их высокую по-
ристость, после пуска кровотока не развивалось
кровотечение сквозь стенку или по линии анастомо-
за. Проходимость имплантатов в группе 1 составляла
86%; в группе 2 – 97%. Высокие показатели прохо-
димости, вероятно, обусловлены наличием неоин-
тимы, которая состояла из эндотелия, распростра-
няющегося на поверхность матрицы из зон анасто-
мозов с брюшной аортой, и вновь сформированного
субэндотелиального слоя. При этом здесь во всех
случаях отсутствовали признаки миоинтимной ги-
перплазии, что, скорее всего, объясняется высокой
пористостью, множеством переплетающихся мик-

Рис. 1. Окончание

20 мкм
и к100 мкм

Таблица 1. Морфометрическое исследование неоинтимы и неоадвентиции в имплантированных матрицах

Отличия от аналогичных показателей в группе 1 статистически значимы при: аР = 0.0285, бР = 0.0285, вР = 0.0285), гР = 0.0285,
дР = 0.0285, еР = 0.0285, жР = 0.0285.

Время, нед.
Толщина неоинтимы, мкм Толщина неоадвентиции, мкм

Группа 1 Группа 2 Группа 1 Группа 2

2 сут – – – –
1 8.6 ±1 .8 9.1 ± 1 .8 152 ± 10.3 636.0 ± 12.7а

2 9.5 ± 1.2 10.3 ± 2.0 336.1 ± 13.4 684.0 ± 7.8б

4 11.9 ± 1.1 13 ± 1 .4 525.8 ± 15.4 728.4 ± 15.9в

12 23.1 ± 4.1 28.4 ± 3.1 616.2 ± 19.6 932.0 ± 44.1г

24 75.6 ± 8.5 95.6 ± 3.4 621.2 ± 11.8 961.6 ±2 3.9д

48 357.6 ± 13.0 327 ± 13.5 652.6 ± 10.5 818.0 ± 27.5е

64 366.2 ± 13.0 299 ± 11.2 654.2 ± 11.4 821.0 ± 19.3ж
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Рис. 2. Тканеинженерный сосудистый имплантат, полученный на основе матрицы из ПЛА и МСК-ЖТ через 72 нед. после
имплантации (группа 2). а – Фтография имплантата. б–з – Гистологические препараты: б–г – окраска гематоксилином-
эозином; д, е – ИГХ-выявление антигена к CD-68 (коричневый цвет); ж, з – ИГХ-выявление антигена к αSMA (коричневый
цвет). Увел об.: 10× (б, в, д, ж) или 40× (г, е, з).

Анастомозы

Анастомоз

100 мкма б

Просвет сосуда

Неоинтима

Просвет сосуда

Неоинтима

Просвет сосуда

Анастомоз

100 мкмв 20 мкмг

100 мкм
д

20 мкм
е

100 мкм
ж

20 мкм
з



598

ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 6  2022

ПОПОВ и др.

роволокон и постепенной биодеградацией матрицы
(Курьянов и др., 2008). Высокий уровень проходи-
мости в группе 2, вероятно, обусловлен супрессией
адгезии тромбоцитов мезенхимными стромальными
клетками за счет наличия на их поверхности гепа-
рансульфат-протеогликанов (Hashi et al., 2007; Kraw-
ieca, Vorp, 2012).

Гистологическое исследование имплантатов вы-
явило различия двух групп на ранних сроках наблю-
дения. В группе 1 происходило постепенное про-
никновение клеток (фибробласты, макрофаги) в
стенку матрицы с ее наружной поверхности, тогда
как в группе 2 отмечали присутствие клеток в боль-
шом количестве и равномерное их распределение в
стенке матрицы. Возможным объяснением являют-
ся цитокины и факторы роста (VEGF, bFGF, PDGF-
BВ, TGF-β и пр.), секретируемые культивированны-
ми на матрице МСК и привлекающие клетки соеди-
нительной ткани (Калинина, 2011). Другим вероят-
ным механизмом может быть изменение свойств по-
лимера (в частности) и матрицы в целом после
длительного культивирования в питательной среде
(например, увеличение гидрофильности), а также
присутствие элементов среды в стенке матрицы. Ре-
крутирование клеток реципиента также привело к
быстрому образованию более толстой неоадвенти-
ции на наружной поверхности матрицы.

Однако на поздних сроках не наблюдали значи-
мого качественного различия в морфологии им-
плантатов.

Иммуногистохимическое исследование выявило
неспецифический иммунный ответ на инородное
тело в виде распространения CD-68+-клеток в зоне
расположения полимера. Основной средний слой

имплантатов после тотальной резорбции полимера
представлен соединительной тканью, при этом α-ак-
тин-содержащие клетки (гладкомышечные, миофиб-
робласты) отчетливо находили только в субэндотели-
альном слое и неоадвентиции. В итоге аневризма им-
плантата формировалась в группе 1 во всех случаях
через 16 мес., а в группе 2 – в 4 из 9 наблюдений
(45%) на поздних сроках. Последнее, по-видимому,
обусловлено вышеописанной разницей в динамике
формирования новой сосудистой стенки.

Таким образом, разработанные биодеградируе-
мые матрицы малого диаметра пригодны для им-
плантации в сосудистое русло. Предварительное
культивирование на них МСК-ЖТ приводит к по-
вышению показателей проходимости, привлечению
клеток реципиента в структуру имплантата и форми-
рованию толстой соединительнотканной неоадвен-
тиции, однако не обеспечивает образования струк-
туры естественного сосуда. В настоящее время пред-
варительное культивирование соматических клеток
на матрице in vitro (эндотелиальных, гладкомышеч-
ных) представляется возможным решением этой на-
сущной задачи.
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Рис. 3. Морфометрические показатели препаратов групп 1 и 2 (2 сут–64 нед.). На столбцах указано число клеток в наружной
(синий и голубой цвета) и внутренней (красный и розовый цвета) половинах стенки имплантата.
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цинской ассоциации о гуманном обращении с животны-
ми, 1996 г.).
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Evaluation of Tissue-Engineered Vascular Grafts Based on the Biodegradable Scaffold 
and Mesenchemal Stem Cells in the Long-Term in vivo Experiment

G. I. Popova, *, V. N. Vavilova, P. V. Popryadukhinb, G. Yu. Yukinaa, E. G. Sukhorukovaa, A. A. Davydova,
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bInstitute of Macromolecular Compounds, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 199004 Russia
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In order to create a tissue-engineered vascular graft, the bioresorbable tubular scaffold from poly(L-lactide) and the
method for mesenchymal stem cells seeding and culturing were developed. In group 1, scaffolds without pre-seeded
cells were implanted into the abdominal rat aorta; in group 2 scaffolds with pre-cultured rat adipose-derived mesen-
chymal cells were used. Follow-up in the group 1 was from 2 days to 64 weeks (n = 36), in the group 2 up to 72 weeks
(n = 42). Patency in the group 1 – 86% (31/36), in the group 2 – 97% (41/42). Histology revealed gradual polymer
biodegradation and replacement with connective tissue, however, after 64 weeks a total polymer resorption was
achieved and an aneurysm formation was noted in all cases in the group 1. Cells amount and neoadventitia thickness
were above in the group 2, however the graft morphology did not fundamentally differ from the group 1. Aneurysm
formation was noted only in 45% of grafts at the later stages of follow-up in the group 2. Thus, the preliminary cul-
tivation of mesenchymal stem cells on the scaffold led to a pronounced host cellular reaction, which probably made
it possible to reduce the incidence of aneurysm formation, but did not ensure the formation of a natural vessel struc-
ture.

Keywords: tissue engineering, artificial vessel, bioresorbable scaffold, poly(L-lactide), adipose-derived mesenchy-
mal stem cells
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Впервые при помощи электронной микроскопии изучено действие проназы на нервные ганглии моллюс-
ка, пиявки и лягушки. Выявлено, что действие проназы вызывает ретракцию и удаление глиальных обо-
лочек, денудацию нервных волокон и тел нейронов с одновременным сближением нейромембран этих
структур и приводит к образованию щелевых контактов (ЩК). Такое действие проназы на мембраны от-
носится к ряду необычных, непредвиденных функций, а наблюдаемый эффект был получен нами впер-
вые. Так как нами ранее при таких же условиях в ганглиях лягушки и пиявки была зарегистрирована ре-
верберация нервного импульса, мы полагаем, что полученные морфологические данные представляют со-
бой доказательство формирования электрических синапсов (ЭС) при действии проназы на нервные
ганглии.
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Общепризнанной функцией протеаз является про-
теолиз – ферментативный гидролиз амидных связей в
белках и пептидах, в связи с этим протеазы использу-
ются при выделении отдельных клеток для создания
культуры ткани (Сотников, Костенко, 1981). Долгое
время функции протеолитических ферментов свя-
зывали исключительно с их ролью в деструкции, в
катаболических процессах (Антонов, 1991). Однако
оказалось, что функции протеаз этим не ограничи-
ваются (Kerstein et al., 2017). Привлекают внимание и
регуляторные функции этих ферментов. Так, актив-
ный протеолиз в химическом синапсе признан клю-
чевым фактором в управлении динамическими из-
менениями формы и функции дендритных шипиков
(Magnowska et al., 2016). Металлопротеазы, увеличи-
вая внутриклеточную концентрацию Ca2+, способ-
ствуют активации ветвления (арборизации) нейри-
тов (Allen et al., 2016).

Хотя существует огромный выбор протеолитиков
для экспериментов в биологии и эти ферменты обла-
дают высокой специфичностью, мы считали целесо-
образным использовать проназу, т. к. она представляет
собой комплекс нескольких протеаз одновременно. В
качестве объектов для исследования действия прона-

зы были выбраны нервные ганглии моллюска, пияв-
ки и симпатический ганглий лягушки, морфологи-
ческие и электрофизиологические характеристики
которых хорошо известны.

В настоящее время щелевые контакты (ЩК) од-
нозначно признаны жизненно важным компонен-
том в схемах мозга млекопитающих. В обзорах по-
следних лет отмечается их важность и широкое рас-
пространение (Alcamí, Pereda, 2019; Ixmatlahua et al.,
2020; Thomas et al., 2020). Изучение целого ряда
свойств и морфологических особенностей ЩК в
мозге in vivo сдерживает ряд факторов, главным из
которых считается экспериментально сложная до-
ступность к нервным клеткам, и незначительное ко-
личество ЩК в объеме мозга. Работы в основном
проведены на мышах, нокаутных по коннексинам
(Cx36, Cx45, Cx26), и с применением их блокаторов
(Wang, Belousov, 2011; Xu et al., 2020; Wang, Wu, 2021;
Talukdar et al., 2022). Сложнее провести морфологи-
ческое изучение структур ЩК, крайне редких в моз-
ге. Считается, что ЩК и плотные контакты (ПК)
между нейромембранами позволяют только косвен-
но определять их функциональную роль (Киричен-
ко и др., 2008). Некоторые авторы описывают ча-
стично слившиеся мембраны нейронов и волокон
под названием ЩК, даже не подозревая, что такой
же функцией обладают межнейронные перфорации

Принятые сокращения: ЩК – щелевой контакт; ПК – плот-
ный контакт; ЭС – электрический синапс.
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(синцитии) (Fontes et al., 2015; Spray et al., 2019; Nak-
agawa, Hosoya, 2019). ЩК в нейромембранах не толь-
ко осуществляют метаболическую связь между ней-
ронами, они способствуют упорядочиванию высо-
кочастотной нервной импульсации, вместо одного
импульса могут формировать серию (Сергеева и др.,
2020; Сотников, 2021).

Целью работы было исследование на уль-
траструктурном уровне экспериментально получен-
ных с помощью проназы ЩК, которые по всем мор-
фологическим критериям соответствуют классиче-
ским, известным структурам ЭС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служили ганглии мол-

люска (Lymnaea stagnalis) (n = 5), ганглии мозга ме-
дицинской пиявки (Hirudo medicinalis L.) (n = 6) и
симпатический ганглий травяной лягушки (Rana
temporaria) (n = 6). Использовали 0.4% раствор про-
назы (лиофилизированная проназа из Streptomyces
grisens, Serva, Германия) в который помещали ган-
глии на 60 мин.

Для электронно-микроскопического исследова-
ния нервные ганглии фиксировали в течение 1 ч в
охлажденном растворе 2.5%-ного глютарового аль-
дегида (Acros Organics, США) и 4%-ного парафор-
мальдегида, приготовленном на 0.1 М какодилатном
буфере (рН 7.2–7.4), затем в 1%-ном растворе охла-
жденной четырехокиси осмия (Sigma-Aldrich, Гер-
мания). После дегидратации в растворах этилового
спирта восходящей концентрации и абсолютном
ацетоне образцы заливали в смесь аралдитов (арал-
дит M, аралдит H, аралдит B, дибутилфталат) (Fluka,
Швейцария). Ультратонкие срезы изготавливали на
ультратоме LKB-5 (Швеция) и контрастировали ме-
тодом тройного контрастирования (цитрат свинца,
уранил ацетат, цитрат свинца) (Sigma-Aldrich, Гер-
мания). Просмотр и фотосъемку проводили в элек-
тронном микроскопе FEI Tecnai G2 Spirit BioTWIN
(Нидерланды) при напряжении 80 кВ, предостав-
ленном Центром коллективного пользования Ин-
ститута эволюционной физиологии и биохимии им.
И.М. Сеченова РАН. Количество качественных
снимков равнялось до 50 экземпляров в каждой се-
рии экспериментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Мы провели эксперименты на нервных ганглиях

моллюска, брюшном мозге медицинской пиявки и
симпатическом ганглии лягушки. При анализе кон-
трольного материала мы не обнаружили ЩК на на-
ших препаратах. Как известно, ЩК встречаются
крайне редко. После обработки материала проназой,
во всех видах ганглиев отмечается неспецифический
процесс разрушения и удаления из ганглия глиаль-
ных оболочек. Оставшиеся незначительные фраг-
менты отростков глиоцитов сокращаются и образу-

ют варикозные расширения (рис. 1а), которые мож-
но видеть, в частности, в щелях, оставшихся после
протеолиза глиоцитов (рис. 1б). Многие нервные во-
локна, лишенные глиоцитов, прилегают друг к другу
на обычном межклеточном расстоянии, равном 20 нм.
Другие противолежащие мембраны нервных воло-
кон образуют ЩК или ПК. На некоторых препара-
тах мозга лягушки после обработки проназой ЩК
образуются почти между всеми соседними клетками
(рис. 2). Особенность мембран при обработке про-
назой состоит в том, что белки аксолеммы со време-
нем при денатурации, агрегируя с мембраной, суще-
ственно утолщают ее поверхностные образования
(“бахрома”) и маскируют светлую полосу, соответ-
ствующую гидрофобным жирным кислотам били-
пидной мембраны, и ее наружные контуры.

В случае образованных глиоцитами оболочек
нервных клеток и волокон ЩК выявляются на всех
препаратах. Внутри щели бахрома часто маскирует
слои билипидных мембран. По бокам ЩК нередко
наблюдаются расширения межклеточного про-
странства (рис. 3), которые, по-видимому, формиру-
ются за счет скопления “свободной воды”, образую-
щейся в результате процесса протеолиза мембран-
ных белков. Обращает на себя внимание также и
большое количество одиночных локальных ЩК
(рис. 4). Их щели заполнены осмиофильными бел-
ковыми агрегатами, маскирующими семислойное
строение ЩК. Встречаются и множественные, се-
рийные ЩК в форме цепочки (рис. 5). Они располо-
жены последовательно на пресинапсах.

На ультраструктурном уровне контакты между
нейронами моллюска, лягушки и пиявки имеют
сходное строение. Их число достигает шести на од-
ном нейрите. При этом следует вновь обратить вни-
мание на многочисленные почти сплошные семи-
слойные ЩК. На рис. 5 наряду с множественными
ЩК представлены химические синапсы, характерной
особенностью которых является отсутствие типичных
пресинаптических и постсинаптических хеморецеп-
торных специализаций в области скопления синапти-
ческих пузырьков, что является последствием протео-
лиза.

Удивительно, но в результате действия проназы,
комплекса протеолитических ферментов, формиру-
ются межклеточные септы, представляющие собой
агрегаты межнейрональных белков (рис. 6). Иногда
они имеют сходные размеры и чередуются, располага-
ясь примерно на одном расстоянии друг от друга.
Встречается небольшое количество и узких белковых
глиально-нейрональных мостиков (рис. 6). Межкле-
точные белковые околомембранные агрегаты локали-
зуются поперек мембран и имеют утолщения на своих
концах. Они выпячиваются и внутрь, и наружу от
обеих мембран, маскируя размеры межклеточной
щели и, по-видимому, нарушая ее изоляционную
функцию. В тех случаях, когда прослеживается меж-
клеточная щель, можно отметить, что обе мембраны
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оказываются связанными поперечными, плохо ви-
димыми белковыми мостиками. Перемычки про-
должаются внутрь нейролеммы и обычно имеют пи-
рамидальную форму. В результате действия проназы
получено значительное разнообразие структур.

ОБСУЖДЕНИЕ

Новообразование ЩК при действии проназы от-
носится к ряду необычных, непредвиденных функ-
ций проназы. С помощью обработки ганглиев по-
звоночного и беспозвоночных животных 0.4%-ных
раствором проназы впервые получены эксперимен-
тальные ЩК. Впервые выявлено деструктивное дей-
ствие проназы на химические синапсы, приводящее
к утрате пре- и постсинаптических структур. Ново-
образование ЩК при сближении мембран может
встречаться при травмах, воспалениях, и приводить
к изменению электрогенеза (Belousov et al., 2017). В
химических синапсах, как известно, имеется четыре
составляющих: пре- и постсинаптические структу-
ры, синаптическая щель и пузырьки с медиатором в

терминалях аксона. При протеолизе исчезают хемо-
рецепторные околомембранные белковые комплек-
сы, а пузырьки, ограниченные липидной мембра-
ной, остаются хорошо видимыми.

Экспериментальные исследования, проводимые
на “простых нервных системах”, вносят определен-
ный вклад в различные разделы физиологии, позво-
ляя изучать клеточные, молекулярные, генетические
механизмы. Известно, что белковые агрегаты ли-
пидных бислоев (септы), могут быть электропрони-
цаемыми (Беркинблит и др., 1981). Наши экспери-
менты, проведенные с проназой, продемонстриро-
вали еще один вариант использования нервной
системы моллюска, пиявки и лягушки. Поскольку
проназа не изменяет амплитудные и кинетические
характеристики ионных токов, участвующих в гене-
рации нервных импульсов (Lun’ko et al., 2014), наша
экспериментальная модель может быть полезной
для изучения многих еще не понятых свойств и осо-
бенностей ЩК как ЭС. Действительно, в предыду-
щих наших электрофизиологических исследованиях
было показано, что созданные de novo цепочки ЭС

Рис. 1. Фрагменты неспецифических изменений наружной и внутренней глиальных оболочек симпатических ганглиев пияв-
ки, моллюска и лягушки в норме и после обработки проназой. а – Ганглий пиявки в норме; б – ганглий лягушки в норме; в –
массовая диссоциация глиальной наружной оболочки в ганглии пиявки, варикозности после воздействия проназы; г – остат-
ки глиальной оболочки между двумя нейронами в ганглии лягушки; 1 – варикозная форма фрагмента глиоцита после его от-
рыва, перед окончательным лизисом; стрелка – щелевой контакт; Г – глия; A – аксон; М – митохондрия. Электронная мик-
роскопия. Масштабная линейка: а – 1.5 мкм; б – 1.5 мкм; в – 3 мкм; г – 4 мкм.
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Рис. 2. Безглиальные нервные волокна ганглия моллюска (а) и группа денудированных вегетативных нервных волокон ган-
глия лягушки, образующих мембранные контакты (б) после обработки проназой. 1 – пустоты, где ранее находились отростки
глиоцитов; 2 – микротрубочки; 3 – остаток сократившейся в результате протеолиза “культи” глиальной оболочки; 4 – ней-
рон; 5 – митохондрии; стрелки – межнейронные щелевые контакты. Электронная микроскопия. Масштабная линейка: а –
2 мкм; б – 3 мкм.
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Рис. 3. Варианты спаренных щелевых контактов волокон мозга пиявки и ганглия лягушки после действия проназы. а – Три
ЩК на препарате мозга пиявки; б – четыре ЩК на препарате ганглия лягушки; 1 –межнейронные щели, расширенные за
счет накопления “свободной воды” после денатурации белков; стрелки – электрические синапсы; М – митохондрия; Н –
нейроны. Электронная микроскопия. Масштабная линейка: а – 1 мкм; б – 2 мкм.

а

б

НН

НН

НН

НН

MM

11

11
11

Рис. 4. Одиночные щелевые контакты после обработки мозга пиявки 0.4%-ной проназой в течение 60 мин. Cтрелки – щеле-
вые контакты. Электронная микроскопия. Масштабная линейка: а, б – 40 нм.
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между мембранами нервных волокон у моллюска,
пиявки и лягушки имеют особые электрические
функции – они на один раздражающий импульс об-
разуютю частотную серию (6–8) спайков, формиру-
ют реакцию реверберации (Сергеева и др., 2020;
Сотников, 2021). Известно, что классическая фи-

зиология предположительно объясняет возникнове-
ние реверберации возбуждения круговой связью
между цепочкой естественных ЩК в головном моз-
ге. Мы впервые получили этот нервный процесс на
экспериментальных, четко морфологически уста-
новленных ЩК.

Рис. 5. Множественные щелевые контакты в области химических синапсов, утратившие хеморецепторные специализации
(специфические морфологические признаки пре- и постсинаптических мембран) после обработки проназой, в ганглиях мол-
люска (а, в) и лягушки (б). Н – нейрон; cтрелки – щелевые и плотные нейро-нейрональные контакты разной величины.
Электронная микроскопия. Масштабная линейка: а–в – 1 мкм.
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Рис. 6. Множественные межклеточные трансмембранные мостики, выявляемые после обработки препарата проназой. а –
Сформировавшиеся септы после обработки ганглия лягушки проназой; б – формирующиеся септы после обработки прона-
зой ганглия лягушки; в – узкие нейронно-глиальные септы моллюска; 1 – непрерывный нейронно-глиальный контакт ней-
ролеммы и глиолеммы сохранившейся варикозности отростка глиоцита после обработки проназой; стрелки – межнейро-
нальные, нейронно-глиальные мостики и агрегаты околомембранных белков пирамидальной формы; Г – глия; Н – нейрон.
Электронная микроскопия. Масштабная линейка: а, б – 20 нм; в – 40 нм.

а б

в

НН

НН

НН

НН

НН

ГГ11
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Результатом настоящей работы является подтвер-
ждение на ультраструктурном уровне формирования
большого числа ЩК в ганглиях моллюска, пиявки и
лягушки под влиянием проназы. Так как в подобных
условиях под действием проназы ранее нами доказа-
но появление электрических синапсов, можно пред-
полагать, что ЩК являются морфологическим экви-
валентом ЭС.
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Action of Pronase on the Nerve Ganglia Causes Formation of Neural-Neuronal Gap Contacts
O. S. Sotnikova, *, S. S. Sergeevaa, and N. M. Paramonovab

aPavlov Institute of Physiology RAS, St. Petersburg, 199034 Russia
bSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry RAS, St. Petersburg, 194223 Russia
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The effect of pronase on the nerve ganglia of molluscs, leeches, and frogs was studied using electron microscopy for
the first time. It was revealed that action of pronase causes retraction and removal of glial membranes, denudation
of nerve fibers and neuronal bodies with simultaneous convergence of the neuromembranes of these structures and
leads to the formation of gap junctions. This effect on the membranes is an unusual and unforeseen function of pro-
nase, observed by us for the first time. Since we previously recorded reverberation of a nerve impulse in the ganglia
of frogs and leeches under the same conditions, we believe that morphological data obtained here are evident for the
formation of electrical synapses under the action of pronase on the nerve ganglia.

Keywords: electrical synapses, gap junctions, pronase, nerve ganglia, septs
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18 апреля 2022 г. исполнилось 100 лет со дня рож-
дения профессора Дыбана Андрея Павловича – вы-
дающегося ученого, внесшего существенный вклад в
эмбриологию и биологию развития млекопитаю-
щих. А.П. Дыбан – доктор медицинских наук (1960 г.),
профессор (1961 г.), заслуженный деятель науки РФ
(1998 г.), Почетный доктор ФГБНУ “Институт экс-
периментальной медицины” (2000 г.), Почетный
доктор Национального общества регенеративной
медицины (2014 г.).

Андрей Павлович Дыбан родился 18 апреля1922 г.
в г. Умань Киевской (Черкасской) области в семье
земских врачей – известных клиницистов (отец –
окулист, кандидат медицинских наук, мать – фтизи-
атр), внесших существенный вклад в развитии здра-
воохранения на Украине.

В 1939 г. А.П. Дыбан поступил в Киевский меди-
цинский институт (КМИ), который и окончил в
1944 г. в г. Челябинске, куда КМИ был эвакуирован.

А.П. Дыбан был ассистентом кафедры гистоло-
гии и эмбриологии Киевского медицинского инсти-
тута (1943–1947 гг.), заведующим кафедрой гистоло-
гии и эмбриологии Львовского медицинского ин-
ститута (1947–1963 гг.), руководителем отдела
эмбриологии Института экспериментальной меди-
цины (ИЭМ, Ленинград–Санкт-Петербург, 1963–
1991 гг.), прикомандированным руководителем ла-
боратории Чикагского института репродуктивной
генетики (Чикаго, 1991–1994 гг.), ведущим научным
сотрудником Отдела молекулярной генетики ИЭМ
(Санкт-Петербург,1992–2013 гг.).

А.П. Дыбан защитил кандидатскую диссертацию
на тему “Гистологические структуры аномальных
зародышей человека” (1947 г.), а по материалам сво-
ей монографии (“Очерки патологической эмбрио-
логии человека”, 1959 г.) докторскую диссертацию
(1960 г.).

Проф. А.П. Дыбан, обладая научным предвиде-
нием и энциклопедическими знаниями не только в
области экспериментальной эмбриологии, внес су-
щественный вклад как в классические, так и в новые
научные области (экспериментальная тератология,
цитогенетика развития млекопитающих, генетика
поведения, трансгеноз млекопитающих).

Современный этап развития тератологии начался
после талидомидной трагедии, когда группа экспер-
тов, представленная всемирно известными специа-
листами (в том числе и проф. А.П. Дыбаном), под
эгидой ВОЗ разработала основные принципы тести-
рования тератогенности и эмбриотоксичности ле-
карственных веществ (1968 г.).

Сотрудники отдела эмбриологии ИЭМ АМН
СССР под руководством проф. А.П. Дыбана устано-
вили общие закономерности повреждающего дей-
ствия различных агентов на разных стадиях эмбриоге-
неза. Полученные данные были положены в основу со-
ставленных этим коллективом правил доклинической
проверки лекарственных препаратов на тератогенную
и эмбриотоксическую активность, утвержденных
Минздравом СССР (1972 г., 1986 г.) и внедренных в
здравоохранение.

Заслуженное признание получили работы проф.
А.П. Дыбана по экспериментальной цитогенетике
развития млекопитающих, в частности о влиянии
числовых и структурных хромосомных абераций на
ключевые звенья эмбриогенеза. Проф. А.П. Дыба-
ном были сформулированы новые положения о ро-
ли различных хромосом в раннем развитии и соче-
танном участии генов и эпигеномных факторов в
контролирующих механизмах раннего эмбриогенеза
млекопитающих. Проф. А.П. Дыбан и сотрудники
Отдела эмбриологии ИЭМ совместно с коллегами
лаборатории генетики поведения кафедры ВНД
МГУ (руководитель – член-корр. АН СССР
Л.В. Крушинский) на основе полученных пионер-
ских данных о положительном влиянии центриче-
ского слияния определенных аутосом на некоторые
поведенческие акты у мышей сформулировали по-

EDN: UDQGZN
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ложение о возможной роли робертсоновских транс-
локаций в адаптивной эволюции млекопитающих.

Цитогенетические работы на ранних зародышах
мышей, выполненные акад. А. Тарковским (Поль-
ша), проф. А.П. Дыбаном (СССР) и проф. А. Гроп-
пом (Германия) послужили фундаментом для созда-
ния пренатальной генетической диагностики чело-
века (J.L. Simpson, 2010).

Заслуженное признание получили пионерские
исследования проф. А.П. Дыбана и сотрудников От-
дела эмбриологии ИЭМ по трансгенозу млекопита-
ющих. Особенно широкий резонанс получили рабо-
ты Отдела эмбриологии ИЭМ совместно с лаборато-
рией генной инженерии (С.И. Городецкий, ИОГ АН
СССР, Москва), в результате которых впервые в
СССР были созданы трансгенные мыши (1984 г.) и
впервые в мире крысы (1986 г.), экспрессирующие
ген гормона роста человека. Использование интро-
дукции чужеродных клонированных генов позволи-
ло получить новые данные о механизмах начального
эмбриогенеза млекопитающих.

Проф. А.П. Дыбан – основатель отечественной
школы по изучению нормального и патологического
развития млекопитающих, основоположник петер-
бургской школы цитогенетиков и биологов разви-
тия, подготовивший 45 кандидатов и 5 докторов на-
ук (член-корр. РАН В.С. Баранов, проф. И.Р. Бари-
ляк, проф. Е.Л. Паткин, д. м. н. Н.А. Самошкина;
к. м. н. и к. б. н.: Б.Л. Вайсман, И.И. Тиходеева,
Г.Ф. Голинский, Г.Г. Секирина, Е.Л. Северова,
Е.М. Нониашвили, В.Б. Попов, Н.А. Чеботарь,
Т.В. Игнатьева, В.М. Михайлов и др.).

Профессор А.П. Дыбан – автор 289 статей, 20 глав
в книгах и коллективных монографиях, 6 моногра-
фий, две из которых были изданы в Германии (Dy-
ban A.P. Grundriss der pathologishen Embryologie des

Menschen. Jena, Gustav Fisher Verlag, 1962; Dyban A.P.,
Baranow W.S. Die Zytogenetik der Sauger-Embryogen-
ese. Berlin und Hamburg, Verlag Paul Parey, 1990), а од-
на – в Великобритании (Dyban A.P., Baranov V.S. Cy-
togenetics of mammalian embryonic development. Ox-
ford, Oxford Univ. Press, 1987). Он был не только
ученым-теоретиком и автором обзоров и моногра-
фий (в том числе монографии “Раннее развитие
млекопитающих” (1988) и др.)), посвященных узло-
вым процессам оогенеза и раннего развития млеко-
питающих, послуживших базисом для становления
нескольких поколений ученых, но и блестящим экс-
периментатором, вплоть до 86 лет непосредственно
участвовавшим в эксперименте, автором методик по
цитогенетике, цитологии, гистологии, эмбриологии.

Проф. А.П. Дыбан был членом редколлегий и
редсоветов журналов “Онтогенез”, “Цитология”,
“Архив анатомии, гистологии, эмбриологии”.

Доклады и лекции на различного рода научных
мероприятиях проф. А.П. Дыбана – ученого миро-
вого уровня, блестящего оратора и полемиста со
сверхбыстрой реакцией, энциклопедически образо-
ванного, обладавшего удивительным аналитиче-
ским умом, в совершенстве владевшем английским,
немецким и польскими языками, – завораживали
как отечественных, так и зарубежных коллег, кото-
рые специально приходили “на Андрея Павловича”
не только ознакомиться с новыми достижениями от-
дела эмбриологии и ведущих лабораторий мира, но и
соприкоснуться с обобщениями, в которых нередко
зарождались современные пути развития эмбриоло-
гии, биологии развития, цитогенетики млекопита-
ющих.

В.Б. Васильев, Е.Л. Паткин,
Е.М. Нониашвили, П.А. Дыбан


