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Взаимодействие внеклеточного матрикса (ВКМ) с цитоскелетом клетки осуществляют интегриновые ре-
цепторы. После связывания интегринов с ВКМ в адгезионные структуры, формирующиеся в клетке, во-
влекаются молекулы талина, которые участвуют как в регуляции активности интегриновых рецепторов,
так и в связывании этих рецепторов с актиновым цитоскелетом. Талин является адаптерным белком, ко-
торый содержит головной домен, представляющий собой атипический FERM-домен, и палочковидный
домен, состоящий из спирализованных пучков, построенных из 4-х или 5-ти α-спиралей. Особенности
укладки α-спиралей в пучках определяют их устойчивость к воздействию сил натяжения и способность к
растяжению. В представленном обзоре сделан акцент на выявлении связи между структурной организа-
цией талина и распределением функций между головным и палочковидным доменами. Пространственная
ориентация субдоменов (F0, F1, F2, F3) в головном домене обеспечивает доступность сайтов связывания
в этих субдоменах для эффекторных молекул и быструю трансформацию самого домена при активации та-
лина. Линейное расположение спирализованных пучков (R1–R13) в палочковидном домене с преоблада-
нием 4-х спиральных пучков в N-конце домена и 5-ти спиральных пучков на его C-конце определяют:
1) эффективное межпучковое взаимодействие при образовании неактивной (автоингибированной) фор-
мы димера талина и 2) возможность изменения степени спирализации отдельных пучков под действием
физических стимулов, в результате чего происходит демаскирование мест связывания с различными бел-
ками, скрытыми в спирализованных пучках палочковидного домена талина. Это означает, что N-конце-
вая часть молекулы талина (головной домен) трансформирует одни биохимические сигналы в другие, а C-
концевая часть молекулы (палочковидный домен) преобразует физические стимулы в биохимические или
физиологические сигналы, регулирующие клеточный ответ. В обзоре рассматриваются и некоторые осо-
бенности взаимодействия талина с различными соединениями на молекулярном уровне.

Ключевые слова: домены и субдомены талина, автоингибирование талина, активация талина, интегрины,
клеточная адгезия

DOI: 10.31857/S0041377121010065

Главенствующее положение в формировании
клеточных адгезионных структур занимают инте-
гриновые рецепторы, обеспечивающие взаимосвязь
между внеклеточными и внутриклеточными моле-
кулами (Zaidel-Bar et al., 2007; Theocharis et al., 2016).
Клеточно-матриксная адгезия, опосредованная ин-
тегринами, лежит в основе протекания многих кле-
точных процессов, включая изменение клеточной

формы, миграцию, рост, дифференциацию и апо-
птоз (Berrier, Yamada, 2007; Theocharis et al., 2016).

Интегрины представляют собой трансмембран-
ные гетеродимерные рецепторы, состоящие из двух
нековалентно связанных α- и β-субъединиц. В на-
стоящее время известно 18 α- и 8 β-субъединиц, ко-
торые ассоциируют, формируя 24 различных вида
интегриновых рецепторов, обладающих разной спе-
цифичностью (Takada et al., 2007; Barczyk et al., 2010;
Pan et al., 2016). Каждая субъединица содержит круп-
ный внеклеточный трансмембранный домен и корот-
кий цитоплазматический домен (Campbell, Humphries,
2011). Внеклеточный домен α- и β-субъединиц обеспе-
чивает связывание интегринов с лигандами – белками
внеклеточного матрикса (ВКМ) и поверхностными
клеточными белками. Цитоплазматический домен
обеих субъединиц взаимодействует с актиновым ци-
тоскелетом клетки, а также с интегрин-ассоцииро-

Принятые сокращения: ВКМ – внеклеточный матрикс; ABS –
сайт связывания с актином; DLC1 – опухолевый супрессор
печени; FAK – киназа фокальных адгезий; FERM – семейство
белков (протеин 4.1, эзрин, радиксин, моезин); IBS – сайт
связывания с интегринами; KANK1−2 – белки почек, содер-
жащие анкириновые повторы; PIP2 – фосфатидилинозитол-
4,5-бифосфат; PIPK1γ – фосфатидилинозитол-4фосфат-5ки-
наза I типа; RIAM – адаптерная молекула, взаимодействую-
щая с ГТФазой Rap1; TIAM1 – фактор индукции инвазии и
метастазов Т-клеточной лимфомы; VBS – сайт связывания с
винкулином.

УДК 576.32/.36:576.524
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ванными и сигнальными белками (Legate, Fässler,
2009; Morse et al., 2014).

Большинство клеточных процессов, определяе-
мых актиновыми филаментами, зависят от множе-
ства актин-связывающих белков и их регуляторов
(Wolfenson et al., 2013). Одними из первых, после вза-
имодействия интегриновых рецепторов с компонен-
тами ВКМ, в формирующиеся адгезионные структу-
ры клетки вовлекаются молекулы талина, участвуя
как в регуляции активности интегриновых рецепто-
ров, так и осуществляя связь этих рецепторов с акти-
новым цитоскелетом клетки (Changede et al., 2015).
Талин, являясь адаптерным белком, может контак-
тировать также с другими адаптерными и регулятор-
ными белками, формируя первичную платформу
(базис) для построения клеточной адгезионной
структуры (Critchley, Gingras, 2008; Das et al., 2014).

Цель представленного обзора состояла в анализе
современных данных об особенностях строения и
функционирования талина, а также о способах его
активации и формах участия талина в структуриро-
вании адгезионных структур и проведении внутри-
клеточного и межклеточного сигнала. При этом ос-
новное внимание акцентировано на анализе струк-
турно-функциональных связей талина.

ОСОБЕННОСТИ ДОМЕННОЙ 
ОРГАНИЗАЦИИ ТАЛИНА

Молекула талина (2541 аминокислотных остат-
ков) состоит из глобулярного N-концевого головно-
го домена и крупного палочковидного С-концевого
домена (рис. 1). Талин содержит два сайта связыва-
ния с интегринами, три сайта связывания с актином
и 11 VBS (дополнительного компонента фокальных
адгезий с актин-связывающей активностью), а так-
же сайты связывания с другими структурными и ре-
гуляторными молекулами (табл. 1). В представлен-
ном обзоре описываются свойства талина 1 – домини-
рующей у позвоночных животных изоформы талина.
(Более подробную информацию об изоформах талина
см.: Gough, Goult, 2018).

Головной домен (около 400 аминокислотных
остатков) талина включает 4 субдомена: F0 (85 ами-
нокислот), а также F1, F2 и F3, образующие атипич-
ный FERM (four-point-one-protein/ezrin/radixin/moes-

in) домен (остатки с 86 по 400) (табл. 2) (Goult et al.,
2010). В отличие от белков, содержащих типичный
FERM-домен, в молекуле талина субдомены F0–F3 в
головном домене расположены линейно (Elliott et al.,
2010). Субдомены F1, F2 и F3 могут контактировать
с плазматической мембраной клетки. Субдомен F3
содержит сайт связывания (IBS1) с последователь-
ностью, содержащей фрагмент NPxY (остатки 744–
747), расположенной в цитоплазматической области
β-субъединицы интегринового рецептора (Calder-
wood et al., 2002). Кроме того, субдомены F2 и F3 го-
ловного домена образуют сайт связывания с F-акти-
ном (ABS1) (остатки 202–435) (Lee et al., 2004).
Предполагается, что указанные субдомены талина
связываются с субдоменом 4 мономерной единицы
F-актина и ингибируют элонгацию актиновых фи-
ламентов (Ciobanasu et al., 2018). Головной домен та-
лина соединен с палочковидным неструктурирован-
ным линкерным участком последовательности
(остатки с 401 по 481).

Палочковидный домен талина (около 2000 ами-
нокислотных остатков) построен из 62 повторяю-
щихся α-спиральных участков (H1–H62), которые
структурированы в 13 спирализованных пучков
(R1–R13), состоящих из четырeх (R2–R4, R8) или
пяти (все, кроме H62) α-спиралей (рис. 1, табл. 2)
(Klapholz, Brown, 2017). У 4-х спиральных пучков
R2–R4 N- и C-концевые последовательности распо-
ложены на одной стороне пучка. Наличие 4-х спи-
ральных пучков (R2–R4) обусловливает более ком-
пактную организацию N-концевой части палочко-
видного домена. В отличие от четырехспиральных
пучков, пятиспиральные пучки содержат протяжен-
ную петлю, которая при укладке пучка ориентирует
расположение 1-ой спирали напротив 3-ей и 4-ой
спиралей. Подобная укладка α-спиралей приводит к
тому, что N- и C-концы последовательности распо-
лагаются с противоположных сторон пятиспираль-
ного пучка. Именно указанная пространственная
укладка α-спиралей в пучке способствует линейной
организации С-концевого участка (R5–R13, кроме
R8) палочковидного домена, которая, в свою оче-
редь, является необходимым структурным элемен-
том для возможного приложения механических сил.
Установлено, что для растягивания четырехспираль-
ного пучка требуется меньше силы, чем для раскры-
тия пятиспирального (Yan et al., 2015). Т.е. четырех-

Рис. 1. Доменная и субдоменная организация молекулы талина. Талин состоит из N-концевого головного домена (субдомены
F0, F1, F2, F3) и палочковидного (спирализованные пучки R1–R13). Между головным и палочковидным доменами располо-
жен неструктурированный участок. D – субдомен димеризации. α-Спирали, содержащие сайты связывания с винкулином,
выделены синим цветом. По: Yao et al., 2016, публикуется с любезного разрешения авторов.
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спиральные пучки менее устойчивы к воздействию
сил натяжения и первыми теряют свернутую про-
странственную структуру.

В палочковидном домене талина расположен 2-ой
сайт связывания с интегринами (IBS2) (Xing et al.,
2001; Tremuth et al., 2004), который локализован
внутри спирализованного пучка R11. По разным ис-
точникам, размеры IBS2 варьируют и соответствуют
остаткам 1984–2113 (Tremuth et al., 2004), 1974–2139
(Gingras et al., 2009), 2077–2099 (Moes et al., 2007) и
2080–2099 (Rodius et al., 2008). При взаимодействии
с интегринами имеет место ассоциация 50-ой α-спи-
рали пучка R11 палочковидного домена талина с
α-спиралью цитоплазматического сегмента 716–734
(KLLITIHDR–KEFAKFEEER) β-субъединицы ин-
тегринов, расположенной проксимально от мембра-
ны (Rodius et al., 2008). При этом положительно за-
ряженные остатки Lys2085 и Lys2089 в IBS2 талина
связываются с отрицательно заряженными остатка-
ми Glu726 и Glu733 в β-субъединице интегринов
(Rodius et al., 2008). Установлено, что IBS2 участвует
в процессах кластеризации интегриновых рецепто-
ров в незрелых адгезиях (Changede et al., 2015).

Два актин-связывающих сайта находятся в обла-
сти субдоменов R4−R8 (остатки 957–1327) (ABS2)

(Hemmings et al., 1996; Atherton et al., 2015; Kumar et al.,
2016) и субдоменов R13−D (остатки 2340–2541)
(ABS3) (McCann, Craig, 1997; Gingras et al., 2008).
Установлено, что димер талина через ABS3 связыва-
ется с 3 мономерами актиновых филаментов (Gin-
gras et al., 2008). Существует представление, что свя-
зывание актина с ABS3 приводит к начальному раз-
вертыванию субдомена R3, которое определяет
последующее развертывание молекулы талина. По
сравнению с R1 и R2, субдомен R3 характеризуется
наименьшей стабильностью из-за наличия в его
структуре 4-х остатков треонина (Thr809, Thr833,
Thr867, Thr901), которые локализованы в гидрофоб-
ном коре этого субдомена (Yao et al., 2014). В резуль-
тате развертывания R3 происходит высвобождение
ABS2, расположенного в центральной зоне палочко-
видного домена талина, для взаимодействия с F-ак-
тином, что способствует стабилизации фокальных
адгезий и генерации силы натяжения (Atherton et al.,
2015; Kumar et al., 2016). Установлено, что актив-
ность ABS регулируется соседними субдоменами.
Так, 57-я α-спираль ингибирует связывание актина
через ABS3 (58–62 α-спирали) (Gingras et al., 2008). А
субдомены R3 и R9, фланкирующие последователь-
ность ABS2, ингибируют его активность (Atherton et al.,

Таблица 1. Сайты связывания с различными лигандами в субдоменах молекулы талина

Лиганды талина Субдомены талина Источник литературы

Aктин F2−F3 (ABS1) Lee et al., 2004

R4−R8 (ABS2) Hemmings et al., 1996

R13−D (ABS3) Gingras et al., 2008

β-интегрины F3 (IBS1) Calderwood et al., 2002

R11 (IBS2) Tremuth et al., 2004

Белок Gα13 F3 Schiemer et al., 2016

Моезин R11−R13−D Beaty et al., 2014

Паксиллин F2−F3 Gao et al., 2017

α-синемин R7−R8 Sun et al., 2008; Gingras et al., 2010

DLC1 R8 Zacharchenko et al., 2016

FAK F3 Lawson et al., 2012

KANK1−2 R7 Bouchet et al., 2016; Sun et al., 2016

PIP2 F2, F3 Chinthalapudi et al., 2018

PIPK1γ F3 Di Paolo et al., 2002

Rap1 F0 Zhu et al., 2017

RIAM F3, R2, R3, R8, R11 Goult et al., 2013b; Chang et al., 2014; Yang et al., 2014

TIAM1 F3 Wang et al., 2012
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2015). При этом указанный ингибирующий эффект
отменяется в результате конформационных измене-
ний молекулы талина.

Существует определенное разграничение в функ-
ционировании ABS2 и ABS3. Так, ABS3 регулирует
распределение клеточных адгезий в клетке (перифе-
рическое или центральное), а ABS2 выполняет

функцию механосенсора, обеспечивающего переда-
чу силового сигнала и изменение физико-химиче-
ских свойств субстрата (Kumar et al., 2016). Кроме то-
го, связывание молекулы талина с F-актином через
разные сайты взаимодействия может регулировать
направленность силы натяжения. Так, в случае свя-
зывания актиновых филаментов с ABS2 может про-
исходить растягивание спирализованных пучков
R1–R8, а при связывании с ABS3 ─ всего палочко-
видного домена (Goult et al., 2018). Однако каким об-
разом сайты взаимодействия с актином регулируют
ремоделирование актина, неизвестно. Недавно уста-
новлено участие ABS3 в поляризации и миграции
клеток (Rahikainen et al., 2019).

Палочковидный домен талина содержит 11 сай-
тов связывания с головным доменом винкулина
(табл. 3) (Bass et al., 2002; Gingras et al., 2005). VBS в
свернутой форме молекулы талина скрыты внутри
спирализованных пучков (состоящих из 4-х или 5-ти
α-спиралей) (Gingras et al., 2005; Patel et al., 2006).

Вслед за этими участками расположен субдомен
димеризации (D), участвующий в образовании ан-
типараллельного гомодимера талина (рис. 1) (Goult
et al., 2013a).

АКТИВАЦИЯ ТАЛИНА. 
СТРУКТУРООБРАЗУЮЩАЯ РОЛЬ ТАЛИНА 

В ФОРМИРОВАНИИ ФОКАЛЬНЫХ АДГЕЗИЙ

В неактивном состоянии димер талина локализует-
ся в цитоплазме и имеет компактную пространствен-
ную форму (рис. 2) (Goksoy et al., 2008; Goult et al.,
2013a; Dedden et al., 2019). Предполагается, что неак-
тивная форма димера талина представляет собой ан-
типараллельную свернутую по кругу структуру па-
лочковидных доменов вокруг общего центра, в кото-
ром располагаются головные домены каждого из

Таблица 2. Расположение субдоменов в первичной после-
довательности молекулы талина

аДано по: Yang et al., 2014.

Субдомены талина
Позиция субдомена 

в последовательности талинаа

F0 1–85
F1 86–202
F2 203–309
F3 310–402
R1 482–655
R2 656–786
R3 787–911
R4 913–1044
R5 1045–1205
R6 1206–1357
R7 1358–1653
R8 1461–1580
R9 1654–1822
R10 1823–1973
R11 1974–2140
R12 2141–2294
R13 2300–2482
D 2494–2541

Таблица 3. Распределение сайтов связывания с винкулином в палочковидном домене талина

аДано по: Gingras et al., 2005.

Локализация сайтов связывания 
в последовательности талинаа

Порядковый номер
α-спирали

Спирализованный пучок

из 4-х α-спиралей из 5-ти α-спиралей

604–633 4 R1
664–688 6 R2
765–789 9 R2
820–844 11 R3
852–876 12 R3

1330–1354 27 R6
1520–1544 33 R8
1628–1652 36 R7
1945–1969 46 R10
2077–2101 50 R11
2345–2369 58 R13
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мономеров молекулы (модель “double donut”) (Goult
et al., 2013a). Стабилизация неактивной формы тали-
на осуществляется взаимодействиями между субдо-
менами F3 и R9 (Goult et al., 2009; Song et al., 2012),
F2–F3 и R1–R2 (Banno et al., 2012), а также R3–R4 и
R9–R10–R11–R12 (Goult et al., 2013a). Верхний слой
компактной структуры димера стабилизируется
контактами между участками палочковидного доме-
на R3–R4 и R9–R10–R11–R12. Самая сильная связь
формируется между субдоменами F3 головного до-
мена с субдоменом R9 палочковидного домена тали-
на. При этом Tyr377 субдомена F3 фиксируется в
гидрофобном кармане на одном конце 5-спирально-
го пучка R9. Одновременно кластер основных ами-
нокислотных остатков основной петли субдомена
F3, состоящий из Lys316, Lys318, Lys320, Lys322 и
Lys324, взаимодействует с кластером отрицательно
заряженных аминокислотных остатков Asp1676,
Asp1763, Glu1770, Glu1798, Glu1805, локализованных
в середине 4-ой α-спирали R9 (Goksoy et al., 2008;
Goult et al., 2009). Позднее было показано, что кроме
4-ой α-спирали в процессе автоингибирования мо-
лекулы талина может участвовать и 5-я α-спираль R9
(Zhang et al., 2016). Остальные взаимодействия,
участвующие в стабилизации свернутой формы ди-
мера талина, относятся к слабым связям.

В настоящее время существуют разные точки зре-
ния относительно способов активации молекулы та-
лина (Lee et al., 2009; Kopp et al., 2010). Сторонники
одной точки зрения считают, что главенствующее
значение в активации и транслокации к мембране
талина играет малая ГТФаза Rap1 и ее эффектор
RIAM (Rap1-GTP-interacting adapter molecule –
адаптерная молекула, взаимодействующая с ГТФа-
зой Rap1) (Han et al., 2006). Молекула RIAM может
взаимодействовать с головным и палочковидным
доменами талина. RIAM, связываясь с субдоменом
F3 головного домена, вытесняет субдомен R9 палоч-
ковидного домена из зоны формирования свернутой
неактивной формы талина (Yang et al., 2014). Кроме
того, молекула RIAM через сайт связывания с тали-
ном 1 (TBS1) (остатки 1–30) связывается с опреде-
ленными участками, локализованными в субдоме-
нах R2–R3 (остатки 655−911), R8 (остатки 1461–
1580) и R11 (остатки 1974–2140) палочковидного до-
мена талина (Lee et al., 2009; Goult et al., 2013b; Chang
et al., 2014). Интересно, что RIAM может связывать-
ся с субдоменами R2 и R3 талина, которые находятся
в исходной спирализованной конформации (Goult
et al., 2013b). Взаимодействие RIAM с субдоменами
палочковидного домена приводит к транслокации
талина к мембране клетки, где он активирует инте-
гриновые рецепторы (Yang et al., 2014).

Существуют данные, подтверждающие роль
ГТФазы Rap1 в рекрутизации талина к плазматиче-
ской мембране (Zhu et al., 2017). Мембраносвязыва-
ющая способность головного домена талина через
положительно заряженную поверхность субдоменов
F1, F2 и F3 усиливалась при связывании Rap1 с мем-

браной. Установлено, что Rap1 посредством α1-спи-
рали и участка переключения 1 (switch1) (остатки
Gln25, Val21, Val29, Asp33) связывается с α2-спира-
лью субдомена F0 головного домена талина (Glu38,
Pro37, Ile36, Arg35), усиливая тем самым взаимодей-
ствие с мембраной (Zhu et al., 2017).

Активацию талина может регулировать не только
RIAM. У тромбоцитов в этом процессе может участ-
вовать гетеротримерный G-белок (Gα13), который,
как известно, регулирует процессы гемостаза и
тромбоза. Показано, что активация молекулы тали-
на происходит в результате взаимодействия пептид-
ного фрагмента VGGQRSERKRWFECFDS, локализо-
ванного в зоне переключения 2 (switch region 2) G-бел-
ка, с фрагментом 310–328 субдомена F3 головного
домена талина (Schiemer et al., 2016). Передача сиг-
нала посредством взаимодействия Gα13 c молекулой
талина регулирует адгезионные процессы тромбо-
цитов. Предполагается, что зоны взаимодействия
Gα13 и RIAM с субдоменом F3 талина перекрывают-
ся. Это означает, что связывание Gα13 с талином ин-
гибирует или уменьшает эффективность связывания
молекулы RIAM с талином и наоборот.

Другая точка зрения состоит в том, что активация
молекулы талина является мембранозависимым
процессом и обусловлена связыванием субдоменов

Рис. 2. Неактивная компактная форма талина. а – Свер-
нутый мономер талина; б – глобула димера талина, в цен-
тре располагаются головные домены мономеров, вокруг
которых свернуты палочковидные домены. Более по-
дробно см. в тексте. Приводится частично по: Gough,
Goult, 2018.

a

б
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F2 и F3 головного домена с участками внутреннего
листка липидного бислоя плазматической мембра-
ны, обогащенными минорным фосфолипидом фос-
фатидилинозитол-4,5-бифосфатом (PtdIns(4,5)P2
или PIP2) (Kopp et al., 2010; Song et al., 2012). Соглас-
но последним данным, это взаимодействие обеспе-
чивается остатками Lys272 субдомена F2, а также
Lys316, Lys324, Glu342 и Lys343 субдомена F3 (Chin-
thalapudi et al., 2018). При этом 4'-фосфатная группа
PIP2 взаимодействует с головным доменом по остат-
кам Lys272, Glu342 и Lys343, а 5'-фосфатная группа
связывается с Glu342 и Lys316. Два аминокислотных
остатка Lys316 и Lys324 субдомена F3, как упомина-
лось выше, используются также при формировании
неактивной формы молекулы талина. Т.е. имеет ме-
сто перекрывание зон взаимодействия субдоменов
F3 с различными лигандами (палочковидным доме-
ном талина, аннулярными липидами).

После контакта головного домена талина с мем-
браной и последующего связывания талина с F-ак-
тином под действием сил натяжения происходит ча-
стичная деспирализация трехмерной структуры па-
лочковидного домена талина, которая приводит к
демаскированию определенных мест связывания с
различными белками, включая винкулин, скрытых
до этого в спирализованных пучках палочковидного
домена талина (Yao et al., 2014).

Имеющиеся в настоящее время данные о спосо-
бах активации талина в клетке могут свидетельство-
вать о вариабельности этого процесса. В зависимо-
сти от типа клеток, физико-химических свойств
ВКМ и условий микроокружения клетки в целом
может использоваться тот или иной способ актива-
ции талина.

Постепенное раскрытие третичной структуры па-
лочковидного домена талина определяет иерархию
активации сайтов взаимодействия с различными
молекулами (Hytönen, Vogel, 2008). Некоторые сай-
ты (IBS1, IBS2 и ABS3) доступны для взаимодей-
ствия в молекуле талина с частично развернутой
конформацией, но с сохранением третичной струк-
туры у всех спирализованных пучков (Ascario, Tajk-
horshid, 2014). Под действием силы натяжения про-
исходит разворачивание спирализованных пучков с
сохранением структуры α-спиралей, которое приво-
дит к доступности VBS, ранее скрытых в свернутой
структуре палочковидного домена талина (del Rio et al.,
2009; Margadant et al., 2011; Yao et al., 2014; Wang et al.,
2019). В зависимости от места приложения механи-
ческой силы (латерально или через N- и C-концы
пучка) возможна различная последовательность
раскрытия спиралей и, следовательно, доступность
VBS может варьировать (Roberts, Critchley, 2009).
При увеличении механической силы увеличивается
число доступных для взаимодействия VBS, соответ-
ственно, возрастает количество молекул винкулина,
связанных с молекулой талина (Hytönen, Vogel, 2008).
Более того, показано, что связывание молекул винку-

лина с димером талина, пространственная структура
которого находится в процессе развертывания, являет-
ся кооперативным процессом (Hu et al., 2016). Т.е.
молекула винкулина, связываясь и стабилизируя
развернутую структуру талина, ускоряет связывание
дополнительных молекул винкулина с талином.

В настоящее время молекулярный механизм вза-
имодействия всех VBS полностью не изучен. Напри-
мер, известно, что детерминанта VBS-1, локализо-
ванная в 4-ой α-спирали пятиспирального пучка R1
(остатки 482–655) палочковидного домена талина,
содержит 5 гидрофобных остатков (Leu608, Ala612,
Leu615, Val619 и Leu623). Последние формируют ло-
кальную гидрофобную зону на поверхности пяти
оборотов 4-ой α-спирали. Указанная панель амино-
кислотных остатков осуществляет гидрофобное вза-
имодействие с бороздой, расположенной в головном
домене винкулина, при этом образуется эквивалент
пятиспирального пучка совместно с имеющимися
N-концевыми 4-мя спиралями (α1–α4) головного
домена винкулина (Papagrigoriou et al., 2004). Обра-
зование комплекса между VBS1 талина и винкули-
ном требует разворачивания пятиспирального пучка
R1. Другими словами, за счет дестабилизации структу-
ры талина образуется новая трехмерная структура для
связывания с другим белком. Можно предположить,
что подобный механизм актуален и для других VBS.

Связывание молекул винкулина с развернутой
структурой талина способствует как взаимодей-
ствию с актиновыми филаментами, так и укрупне-
нию фокальных адгезий (Humphries et al., 2007). В
целом, стабилизация вытянутой конформации мо-
лекулы талина через связывание с головным доме-
ном винкулина обеспечивает усиление взаимодей-
ствия между интегринами и цитоскелетом (Yao et al.,
2014; Yan et al., 2015).

Следует отметить, что талин можно отнести к ме-
ханочувствительному адаптеру, который посред-
ством конформационных изменений спирализован-
ных пучков палочковидного домена, индуцированных
сокращением актиновых филаментов, ассоциирован-
ных с фокальными адгезиями, может регулировать
вовлечение молекул винкулина в фокальные адгезии
и взаимодействие с другими белками через структур-
ные изменения (Lee et al., 2007; del Rio et al., 2009;
Yan et al., 2015; Goult et al., 2018).

ЗНАЧЕНИЕ ТАЛИНА В РЕГУЛИРОВАНИИ 
АКТИВНОСТИ ИНТЕГРИНОВ 

И ПРОВЕДЕНИИ ВНУТРИКЛЕТОЧНОГО 
И МЕЖКЛЕТОЧНОГО СИГНАЛА

Не менее важным является участие талина в про-
цессах активации интегриновых рецепторов в ходе
передачи сигнала из клетки (inside−out). Особая роль
в этом процессе принадлежит головному домену та-
лина, который характеризуется асимметрией распре-
деления положительно заряженных аминокислот на
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поверхности субдоменов F2 и F3. Установлено, что по-
ложительно заряженная зона на поверхности субдоме-
на F2 (Lys256, Lys272, Lys274, Arg277) (Anthis et al.,
2009; Chinthalapudi et al., 2018) и субдомена F3
(Lys322 (Wegener et al., 2007) и Lys324 (Saltel et al.,
2009) или Lys316, Lys324, Lys343 (Chinthalapudi et al.,
2018)) взаимодействует с анионными липидами кле-
точных мембран, включая PIP2 (Ye et al., 2016), что
обеспечивает изменение пространственной ориен-
тации субдоменов F0–F3 головного домена талина.

В частности, удалось показать, что в результате
этих процессов происходит переход от линейного
расположения указанных субдоменов в V-образную
конфигурацию с углом 60° между F0–F1 и F2–F3
(Kalli et al., 2013). Подобная конформация, с одной
стороны, оптимизирует контакты талина с отрица-
тельно заряженными микродоменами липидного бис-
лоя клеточной мембраны, с другой стороны, усиливает
взаимодействие с интегриновыми рецепторами, уве-
личивая число водородных связей между субдоменом
F3 и цитоплазматическим участком β-субъединицы
интегринов (Saltel et al., 2009). Скорее всего, связыва-
ние субдомена талина F2 с мембранными участками,
содержащими PIP2, способствует необходимой ори-
ентации головного домена талина для продуктивно-
го взаимодействия субдомена F3 с α-спиральным
сегментом (остатки 716–734) цитоплазматического
домена β-субъединицы интегриновых рецепторов,
который локализован проксимально относительно
мембраны (Anthis et al., 2009; Saltel et al., 2009; As-
cario, Tajkhorshid, 2014). Ведущая роль во взаимодей-
ствии интегринов отводится отрицательно заряжен-
ным аминокислотным остаткам. По разным источ-
никам, это может быть группа, состоящая из Asp723,
Glu726, Glu733 (Saltel et al., 2009) или из Glu726 и
Glu733 (Rodius et al., 2008). Установленный контакт
F3 защищает β-субъединицу от реассоциации с
α-субъединицей рецепторов.

Кроме субдомена F2 установлено участие субдо-
менов F0 и F1 в пространственной подстройке суб-
домена F3 для оптимального взаимодействия талина
с β-субъединицей интегринов (Bouaouina et al.,
2008). По мнению некоторых исследователей, осо-
бенности пространственной укладки субдомена F1
талина играют существенную роль в активации ин-
тегринов (Goult et al., 2010). Субдомен F1 головного
домена содержит большую петлю, которая при кон-
такте с мембраной может формировать спираль, в
которой основные аминокислотные остатки сгруп-
пированы на одной стороне спирали, что обеспечи-
вает наилучшие условия для взаимодействия с отри-
цательно заряженными фосфолипидами мембраны.
Кроме того, в ходе спирализации петли субдомена
F1 происходит уменьшение ее длины, что приводит
к сближению субдоменов F0 и F1 с плазматической
мембраной. В конечном итоге, взаимодействие суб-
домена F3 талина с цитоплазматическим доменом
β-субъединицы рецептора вносит свой вклад в уско-

рение сборки фокальных адгезий и увеличение их
количества (Kopp et al., 2010).

Для активации интегринов, помимо связывания
талина с отрицательно заряженными липидами
мембран, необходимо также взаимодействие субдо-
мена F3 головного домена талина в зоне локализа-
ции IBS1 с фрагментом WxxxxNPxY (остатки 739–
747 для β3) цитоплазматического домена β-субъеди-
ницы интегринов (Calderwood, 2004; Legate, Fässler,
2009). Предполагается, что Trp739 интегрина связы-
вается с карманоподобной структурой, образован-
ной остатками Arg358, Ala360 и Tyr377, которые распо-
ложены в 5-ом тяже β-структуры субдомена F3 талина.
Одновременно фрагмент NPxY β-субъединицы рецеп-
тора взаимодействует со спиралью H1 субдомена F3
талина на участке Ala389, Gln390, Ala393 и Ile398. А
остаток Phe727 β-субъединицы интегрина входит в
петлю между тяжами 1–2 субдомена F3 талина, в со-
став которой входят остатки Lys318, Met319 и Lys320
(Garcia-Alvarez et al., 2003; Wegener et al., 2007; Mehr-
bod et al., 2013).

Присоединение талина приводит к разрушению
зон ассоциации α-спиралей в трансмембранных до-
менах α- и β-субъединиц, обусловливающих низко-
аффинное состояние интегринов (Luo et al., 2004). В
частности нарушается взаимодействие глицин-со-
держащих сегментов Gly972xxxGly976 (в α-субъеди-
нице) и Gly708 (в β-субъединице), а также участков с
гидрофобными аминокислотами Phe992–Phe993 (в
α-субъединице) и Trp715 (в β-субъединице). Нару-
шение тесного контакта в этих участках трансмем-
бранных доменов интегринов приводит к разруше-
нию электростатического взаимодействия между
Arg995 и Asp723 в α- и β-субъединицах соответствен-
но (Vinogradova et al., 2002; Lau et al., 2009). Скорее
всего, Lys324 талина вытесняет Arg995 α-субъедини-
цы из солевого мостика между α- и β-субъединица-
ми, ингибирующего активность интегриновых ре-
цепторов. В результате этих процессов изменяется
пространственная ориентация трансмембранного
домена β-субъединицы, и α- и β-субъединицы рас-
ходятся в плоскости мембраны, что приводит к акти-
вации внеклеточного домена и усилению аффинно-
сти интегриновых рецепторов к ВКМ (Luo et al.,
2004; Wegener et al., 2007; Anthis et al., 2009; Shattil
et al., 2010; Kim et al., 2012). Другими словами, Asp723
β-субъединицы интегринов может участвовать в ре-
гуляции как инактивации рецепторов через взаимо-
действие с Arg995 α-субъединицы в отсутствии тали-
на, так и активации рецепторов посредством взаи-
модействия с Lys324 талина (Saltel et al., 2009).

Кроме регулирования аффинности интегрино-
вых рецепторов талин может влиять на формирова-
ние кластеров из этих рецепторов (Bunch, 2010). Воз-
можно талин, образуя комплекс с лиганд-связанным
рецептором, может вовлекать соседние интегрино-
вые рецепторы, находящиеся в неактивном состоя-
нии, в формирующиеся адгезионные структуры,
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способствуя кластеризации рецепторов и образованию
фокальных адгезий (Saltel et al., 2009; Goult et al., 2018).

Талин не только осуществляет связь между инте-
гриновыми рецепторами и цитоскелетом клетки, но
и участвует в проведении сигнала через другие бел-
ки, используя структурные элементы, как головного,
так и палочковидного доменов (табл. 1). Так, связыва-
ние субдомена F3 головного домена талина с С-конце-
вым участком фосфатидилинозитол-4фосфат-5кина-
зы I типа (PIPK1γ) в зоне гептапептидного фрагмента
WVYSPLH (Di Paolo et al., 2002) обеспечивает транс-
локацию комплекса талина с киназой к плазматиче-
ской мембране, где фермент осуществляет локаль-
ный синтез PIP2 на необходимом уровне.

Связывание фрагмента PIPK1γ 636–652
(PTDERSWVYSPLHYSAR) с субдоменом F3 талина
происходит в зоне расположения β-листа, образо-
ванного тремя тяжами (β5–β6–β7), и примыкающей
к нему α-спирали (H5) (De Pereda et al., 2005). Уча-
сток киназы 642–644 (WVY) располагается у тяжа
β5, создавая дополнительную структуру. Остаток
Trp642 направлен в глубокий карман, образованный
остатками β-тяжей талина: Tyr377 (β7), Asp369 (β6) и
Arg358 (β5). Val643 киназы взаимодействует с Trp359
талина в гидрофобном коре β-структуры. На внеш-
ней стороне комплекса остаток киназы Tyr644 свя-
зывается с Arg358 субдомена F3 талина. Участок ки-
назы 645–648 (SPLH) направлен в противополож-
ную сторону, при этом His648 взаимодействует с
петлей между тяжами β6 и β7 талина.

Кроме того, субдомен F3 талина может взаимо-
действовать с С-концевым фрагментом 965–1012 не-
рецепторной тирозиновой киназы FAK, способ-
ствуя вовлечению FAK в фокальные контакты и ее
активации (Chen et al., 1995). Вместе с тем имеются
данные о том, что FAK способствует рекрутирова-
нию талина в незрелые адгезии независимо от свя-
зывания талина с интегринами во время клеточной
миграции. При этом прямое взаимодействие F3 та-
лина происходит на участке 1011–1042 тирозиновой
киназы (Lawson et al., 2012).

Обнаружено прямое связывание головного доме-
на талина в области субдоменов F2–F3 с белком ци-
тоскелета паксиллином. Последний усиливает свя-
зывание талина с интегриновыми рецепторами и их
активацию в тромбоцитах (Gao et al., 2017). Однако
места связывания талина в аминокислотной после-
довательности паксиллина до настоящего времени
не идентифицированы.

Белок TIAM1 (T-cell lymphoma invasion and metas-
tasis1), индуцирующий Т-клеточную лимфому и от-
носящийся к регуляторам факторов обмена гуани-
новых нуклеотидов, через прямое связывание с суб-
доменом талина F3 (остатки 305–400) участвует в
регуляции динамических изменений адгезионных
структур у мигрирующих клеток, определяя степень
их поляризации (Wang et al., 2012).

Палочковидный домен талина может взаимодей-
ствовать с опухолевым супрессорным белком DLC1
(deleted in liver cancer1), что обеспечивает вовлечение
последнего в фокальные адгезии. Установлено, что
центральный участок DLC1 (остатки 448–500) свя-
зывается с пучком R8 палочковидного домена тали-
на. Минимальный сайт связывания супрессора с та-
лином представляет собой LD-содержащий участок
469–476 (LDDILYHV) (Li et al., 2011). Амфипатиче-
ская LD-спираль DLC1 укладывается между двумя со-
седними спиралями α2 и α3 на поверхности 4-спи-
рального пучка R8 палочковидного домена талина, об-
разуя 5-спиральный комплекс (Zacharchenko et al.,
2016). Установлено, что при формировании этого
комплекса конформация пучка R8 не изменяется.

Белки, содержащие анкириновые повторы
KANK-1 и 2 (kidney ankyrin repeat-containing protein)
и участвующие в регуляции полимеризации актина в
мигрирующих клетках посредством ингибирования
Rho-ГТФазной активности (Kakinuma et al., 2009), че-
рез взаимодействие с талином рекрутируются в фо-
кальные адгезии (Bouchet et al., 2016; Sun et al., 2016). α-
Спираль LD-содержащего N-концевого фрагмента
(остатки 30–68) KANK-1 и 2 связывается с консерва-
тивной поверхностью 5-спирального пучка R7 талина.
Сайт связывания располагается в гидрофобной бороз-
де пучка R7 талина между спиралями 29 и 36. Консер-
вативные аминокислотные остатки Trp1630 и
Tyr1389 удерживают спирали в отдалении друг от
друга, а Gly1404, благодаря отсутствию бокового ра-
дикала, создает пространственный карман между
этими спиралями, тем самым обеспечивая форми-
рование сайта связывания. Добавление спирали ли-
ганда к спирализованному пучку является способом
взаимодействия палочковидного домена талина без
изменения степени спирализации пучков.

Талин может участвовать при определенных
внешних стимулах в инвазии опухолевых клеток, ре-
гулируя процесс созревания инвадоподий. При этом
активируется связывание талина с моезином (адап-
терным белком, связывающим плазматическую
мембрану и кортикальный актиновый цитоскелет
(Ponuwei, 2016)). Установлено, что С-концевые спи-
рализованные пучки R11–R13 и субдомен димериза-
ции D палочковидного домена талина связываются с
N-концевым FERM-доменом моезина (Beaty et al.,
2014). При этом место связывания моезина в талине
перекрывается как с IBS2 (R11), так и с ABS3 (R13−D)
(Hemmings et al., 1996; Gingras et al., 2008). В свою
очередь, связывание талина с моезином приводит к
рекрутированию в инвадоподии опухолевых клеток
Na+/H+-обменника (NHE-1), локального регулято-
ра внутриклеточного pH (Beaty et al., 2014), который
так же, как и талин, обеспечивает созревание инва-
доподий, определяющих инвазивные характеристи-
ки клеток. Связано это с тем, что изменения значе-
ний pH в клетке обусловливают протонирование
или депротонирование боковых радикалов амино-
кислотных остатков во взаимодействующих белках,
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регулируя тем самым степень межбелковых связей в
белковых комплексах инвадоподий и, в конечном
итоге, способность опухолевых клеток к метастази-
рованию.

Наконец, палочковидный домен талина в зоне
локализации пучков R7–R8 (остатки 1359–1659) мо-
жет осуществлять связывание с белком промежуточ-
ных филаментов – α-синемином на С-концевом
участке 1153–1464 (SNTIII), состоящем из семи тан-
демных повторов (по 39 аминокислот), каждый из ко-
торых включает последовательность S/T-X-R-H/Q
(Sun et al., 2008; Gingras et al., 2010). Образующаяся
связь обеспечивает механическую интеграцию про-
межуточных филаментов с актин-содержащим ци-
тоскелетом в мышечных клетках.

На основе проведенного анализа структурной ор-
ганизации талина и способов взаимодействия с раз-
личными компонентами адгезионных структур и
мембранных комплексов можно заключить, что го-
ловной домен талина определяет его связывание с
клеточной мембраной и регулирует процессы сиг-
нальной трансдукции, а палочковидный домен спе-
циализируется на формировании платформы для
построения адгезионных структур.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Суммируя все вышеизложенное, можно выделить
следующие особенности структурно-функциональ-
ной организации талина. Обращает на себя внима-
ние разделение функциональной нагрузки между го-
ловным и палочковидным доменами молекулы та-
лина. В головном домене сосредоточены сайты
активации или связывания с различными белками:
рецепторами (интегринами), ферментами (киназа-
ми, малыми ГТФазами) и их эффекторами (RIAM),
структурными белками (актином) и др., а также ани-
онными липидами клеточных мембран. Главная
функция палочковидного домена состоит в транс-
формации физического стимула (механические си-
лы, силы натяжения) в биохимический или физиоло-
гический ответ через активацию (демаскирование)
сайтов связывания с определенными адаптерными
белками (например, с молекулами винкулина), бел-
ками цитоскелета (актином) или рецепторами (ин-
тегринами).

Отмеченное распределение функций между до-
менами талина определяется структурной организа-
цией талина. Пространственная локализация 4-х
субдоменов (F0, F1, F2 и F3) в головном домене наи-
лучшим образом обеспечивает доступность сайтов
связывания в этих субдоменах для эффекторных мо-
лекул. Кроме того, линейное расположение субдо-
менов в пространстве обеспечивает энергетически
выгодный способ конформационной подстройки
этих субдоменов, определяющий в итоге конечный
биологический эффект, например, при взаимодей-
ствии с анионными липидами или структурными

(регуляторными) белками. Следует также отметить,
что компактная укладка глобулы головного домена
при необходимости способствует быстрой конфор-
мационной трансформации домена, которая приво-
дит к активации тех или иных сайтов связывания ли-
гандов, необходимых для проведения сигнала.

Трехмерная структура палочковидного домена
является эволюционным приспособлением для вы-
полнения механико-адаптерных функций. Как от-
мечалось выше, в состав палочковидного домена
входят спирализованные пучки, состоящие из 4-х
или 5-ти α-спиралей. Четырехспиральные пучки со-
средоточены в N-концевой части домена (кроме R8)
и сгруппированы довольно компактно, а 5-спираль-
ные пучки локализованы в C-концевой части доме-
на (кроме R1) и распределены линейно. Связано это
с различиями в способах укладки α-спиралей в про-
странстве у 4- и 5-спиральных пучков. Как уже отме-
чалось, N- и C-концевые последовательности в 4-
спиральных пучках расположены на одной стороне
пучка, а в 5-спиральных пучках – с противополож-
ных сторон пучка. Именно особенностями про-
странственной укладки α-спиралей определяется
устойчивость пучка к воздействию сил натяжения,
что имеет существенное значение при трансформа-
ции клеточного сигнала.

Столь заметное пространственное разграничение
4- и 5-спиральных пучков, во-первых, способствует
эффективному межпучковому взаимодействию при
образовании неактивной формы димера талина, а
во-вторых, обеспечивает возможность под действи-
ем физических стимулов изменять степень спирали-
зации определенных пучков. В результате указанных
процессов степень доступности различным белкам
сайтов связывания, которые были скрыты в спира-
лизованных пучках неактивной формы талина, мо-
жет варьировать с изменением внешних факторов.
Такой тип структурной организации дает возмож-
ность регулировать не только активное (неактивное)
состояние молекулы димера талина, но и уровень
вовлечения других адаптерных молекул при форми-
ровании адгезионных клеточных структур.

Связывание палочковидного домена талина с
другими белками может осуществляться и другим
способом – без изменения степени спирализации
пучков этого домена. Например, белки DLC1 и
KANK связываются с палочковидным доменом та-
лина посредством добавления дополнительной спи-
рали. В этом случае α-спираль молекулы лиганда,
содержащая LD-последовательность, укладывается
у одной из сторон палочковидного домена талина,
формируя 5-ти или 6-спиральный комплекс по ме-
сту связывания. Таким образом, палочковидный до-
мен талина в зависимости от структурных и функци-
ональных характеристик молекулы лиганда может
использовать тот или иной способ взаимодействия
спирализованных пучков талина, изменяя или нет
степень их спирализации.
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В последнее время большое внимание уделяется
изучению механизмов взаимодействия талина с дру-
гими соединениями на молекулярном уровне. В
частности, установлено формирование в субдоменах
(доменах) талина положительно заряженных плат-
форм, которые электростатически взаимодействуют
либо с анионными липидами, формирующими мик-
родомены в клеточной мембране, либо с участками
аминокислотной последовательности талина или
белков-партнеров, содержащими компактные зоны
из отрицательно заряженных аминокислот. Необхо-
димо отметить, что взаимодействующие платформы
заряженных аминокислотных остатков могут распо-
лагаться не только линейно в первичной структуре
талина, но и концентрироваться на одной из сторон
сформированных α-спиральных структур молекулы.
В ряде случаев имеет место формирование внутри-
белковых или межбелковых гидрофобных взаимо-
действий, но чаще всего они действуют совместно с
электростатическими связями. При этом смешан-
ные платформы аминокислот могут быть распреде-
лены как в α-спиралях, так и в β-структурах молеку-
лы талина.

И, наконец, следует выделить основную особен-
ность структурно-функциональной организации та-
лина, которая состоит в детерминированности
функций головного и палочковидного доменов. Ес-
ли N-концевая часть молекулы талина (головной до-
мен) трансформирует одни биохимические сигналы
в другие, то C-концевая часть молекулы (палочко-
видный домен) главным образом преобразует физи-
ческие стимулы в биохимические или физиологиче-
ские сигналы, которые активируют или ингибируют
определенный клеточный ответ, актуальный или не-
актуальный в данных условиях.
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Talin: Structural-Functional Relationships
V. P. Ivanova*

Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, RAS, St. Petersburg, 194223 Russia
*e-mail: valet@iephb.ru

The extracellular matrix (ECM) ligands are linked to cytoskeleton by integrin receptors. After integrin binding to the
ECM talin molecules are recruited into forming cell adhesion structures. As a result, talin can both regulate integrin
activity and connect these receptors to actin cytoskeleton. Talin is an adaptor protein which consists of a head do-
main being atypical FERM-domain, and a rod domain composed of the 4- or 5-helical bundles. Peculiarities of α-
helices packing in bundles determinate their resistance to the tension forces exertion and ability to stretching of talin
subdomains. In this review our attention is focused on the revelation of relationships between the structural organi-
zation of talin domains and the function distribution between the head and rod domains. Spatial orientation of sub-
domains (F0, F1, F2, F3) in the head domain maintains the accessibility of binding sites for effector molecules in
these subdomains and rapid structural changes in the head domain during the talin activation. Linear configuration
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of helical bundles (R1-R13) in the rod domain with predominance of 4-helical bundles in the N-terminal part and
5-helical bundles in its C-terminus determinates 1) effective interbundle interactions during the formation of inac-
tive (autoinhibited) dimer form of talin; 2) possibility of alteration in spiralization level of α-helical rod subdomains
under physical stimuli effects. This alteration leads to force-regulated exposure of protein interaction sites to be
masked in helical bundles of the talin rod domain. It signifies that the N-terminal part of talin (the head domain)
transforms some biochemical signals into others but the C-terminal part of talin (the rod domain) converts physical
stimuli into biochemical and physiological signals regulating cell response. Some peculiarities of interactions be-
tween talin and different compounds at the molecular level are also discussed.

Keywords: talin domains and subdomains, autoinhibition and activation of talin, integrins, cell adhesion
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Семейство липинов объединяет ферменты-участники пути биосинтеза фосфолипидов (пути Кеннеди),
дефосфолирирующие фосфатидную кислоту до диацилглицерина. Помимо этого, липины способны
транспортироваться из цитоплазмы в ядро и функционировать в нем в качестве коактиваторов экспрессии
генов. Такая дуальная функция обосновывает высокий интерес к изучению этих белков. Настоящий обзор
суммирует последние данные, полученные исследователями в этой области, и дает общее представление о
структуре, функциях и механизмах регуляции различных ортологов и изоформ липина в тканях и организ-
мов эукариот. Отдельный раздел посвящeн заболеваниям человека, вызываемым избытком или недостат-
ком липина.

Ключевые слова: липин, липиды, фосфатидат-фосфатаза, мыши с мутацией fld, липодистрофия, тран-
скрипционный кофактор
DOI: 10.31857/S0041377121010090

Липин относится к классу фосфогидролаз и пред-
ставляет собой Mg2+-зависимый фермент, катализи-
рующий дефосфорилирование фосфатидной кисло-
ты до диацилглицерина и неорганического фосфата.
Этому белку в настоящее время уделяется большое
внимание, так как он входит в число белков мембран
эндоплазматического ретикулума (ЭПР). Этот ком-
партмент не только является “кровеносной” систе-
мой клетки, по которой перемещаются синтезируе-
мые белки, но и обеспечивает запасом фосфолипи-
дов все внутриклеточные мембранные органеллы.
Липин катализирует реакцию, занимающую важное
место в пути Кеннеди – синтезе триацилглицеринов
из глицеро-3-фосфатов. Эта функция неотъемлемо
связана с регуляцией динамики внутриклеточных
мембран. Кроме того, в ядре липин выступает в роли
транскрипционного фактора, изменяя экспрессию
генов, участвующих в окислении жирных кислот и
митохондриальном метаболизме. Такая двойствен-
ная функция делает липин уникальным белком, без
корректной работы которого невозможно функцио-

нирование клеток, в частности, адипоцитов и гепа-
тоцитов, так как они специализируются на синтезе и
запасании жиров. Показано, что нарушение экс-
прессии гена, кодирующего этот белок, вызывает за-
держки в развитии у насекомых и повышение риска
возникновения хронических заболеваний у млеко-
питающих. Дефицит липина у человека может ле-
жать в основе таких болезней как атеросклероз, ко-
лит, раковые опухоли, рабдомиолиз или алкоголь-
ное заболевание печени.

Настоящий обзор ставит целью не только дать об-
щее представление о липинах как белках-участниках
липидного метаболизма, но и собрать новейшие
данные о его строении, функциях и связи с заболева-
ниями млекопитающих, в частности, человека. Про-
гресс в изучении роли этого белка в организме и ме-
ханизмов его взаимодействия с другимих внутрикле-
точными системами имеет большое значение для
решения фундаментальных и практических задач
современной медицины.

БИОСИНТЕЗ ЛИПИДОВ 
И ОТКРЫТИЕ ЛИПИНА

Липиды – незаменимый класс органических со-
единений в клетке, которые вследствие наличия в их
составе полярных групп и длинных цепей углеводо-
родной структуры (остатков жирных кислот) обла-

Принятые сокращения: ГлиТФ – глицеринтрифосфат; ДАГ –
диацилглицерин; ЖК – жирные кислоты; ЛОНП – липопро-
теины очень низкой плотности; ТАГ – триацилглицерин; ФК –
фосфатидная кислота; ФХ – фосфатидилхолин; ФЭ – фосфати-
дилэтаноламин; ФЭ/Х/С/И – фосфатидилэтаноламин/хо-
лин/серин/инозитол; ЦДФ – цитидиндифосфат; NES – сигнал
ядерного экспорта; TLR – Toll-подобные рецепторы.

УДК 577.151.6
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дают уникальным свойством – амфипатичностью,
то есть одна часть молекулы гидрофильна, другая –
гидрофобна. Это свойство определяет основные
функции липидов. Все мембраны клеток, ядер и ор-
ганоидов построены из бислоя фосфолипидов с раз-
личными полярными группами. Триацилглицерин
выполняет запасающую функцию, образуя жировые
капли, и в дальнейшем может использоваться для
получения энергии и воды. Кроме того, из липидов
синтезируются гормоны, витамины и сигнальные мо-
лекулы, без которых нарушается метаболизм и регуля-
ция физиологических функций живых организмов.

Общий путь биосинтеза фосфолипидов консер-
вативен от дрожжей до млекопитающих (рис. 1). Он
был назван в честь Юджина Кеннеди, который вме-
сте с коллегами в 1950-х годах объединил два извест-
ных в то время пути синтеза фосфатидной кислоты
(ФК) из глицерина и фосфолипидов из диацилгли-
церина (ДАГ) в единую схему, предположив суще-
ствование ферментов, обладающих фосфатазной ак-
тивностью по отношению к ФК (Harris, Finck, 2011).
Это соединение занимает центральное место в пути

Кеннеди и служит предшественником всех фосфо-
липидов в клетке.

Преобразования ФК могут пойти по двум основ-
ным путям. По одному пути ФК превращается в ци-
тидиндифосфат-ДАГ (ЦДФ-ДАГ), который дает
фосфатидилинозитол (ФИ) (Harris, Finck, 2011; Si-
niossoglou, 2013; Chen Y. et al., 2015). Клетки дрожжей
способны синтезировать фосфатидилсерин (ФС),
фосфатидилэтаноламин (ФЭ) и фосфатидилхолин
(ФХ) через ЦДФ-ДАГ (Harris, Finck, 2011; Sinios-
soglou, 2013). Другой путь начинается с предсказан-
ной Кеннеди реакции: ФК дефосфорилируется до
ДАГ, который затем используется для синтеза наи-
более распространенных фосфолипидов – ФЭ и ФХ
в присутствии этаноламина и холина соответствен-
но. В гепатоцитах млекопитающих возможно также
получение ФХ путем метилирования ФЭ (Sinios-
soglou, 2013). ЭПР является основным компартмен-
том, ответственным за производство структурных
фосфолипидов, которые затем перераспределяются
для образования других мембранных органелл вези-
кулярным и невезикулярным путями. Кроме того,
присоединение к ДАГ еще одного остатка жирной

Рис. 1. Упрощенная схема пути биосинтеза липидов (путь Кеннеди). Липины катализируют реакцию дефосфорилирования
фосфатидной кислоты (ФК) в диацилглицерин (ДАГ). ГлиТФ – глицеринтрифосфат, ЖК – жирные кислоты, ТАГ – триа-
цилглицерин, ФЭ/Х/С/И – фосфатидилэтаноламин/холин/серин/инозитол, ЦДФ – цитидиндифосфат.
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кислоты приводит к получению триацилглицерина
(ТАГ), накапливающегося в липидных включениях
(Siniossoglou, 2013).

В 1989 г. Лангнер с соавторами описали мышей с
мутацией fld (fatty liver dystrophy), которая проявля-
ется в уменьшении размеров тела в совокупности с
замедлением темпов роста, липодистрофией, гипер-
триглицеридемией, инсулинорезистентностью, пе-
риферической невропатией, сниженной выживаемо-
стью и практической стерильностью (Langner et al.,
1989). Эту мутацию можно идентифицировать сразу
же после рождения, поскольку у новорождeнных fld-
мышат (до 28 сут) наблюдается гипертрофирован-
ная печень, имеющая характерную бледность
(Langner et al., 1989). В 2001 г. лабораторией Петер-
фая методом позиционного клонирования был уста-
новлен ген, мутация которого вызывает такой фено-
тип и является причиной липодистрофии мышей
(Pеterfy et al., 2001). Этому гену присвоили название
lipin1. У дрожжей Saccharomyces cerevisiae, являющих-
ся основной удобной моделью для исследования
функции белков-липинов, ортолог этого гена носит
название Pah1p (также известный как Smp2) (Han et al.,
2006). Активное изучение свойств и функции фос-
фатидат-фосфатазной активности в дрожжевых ли-
затах велось ещe с 1989 г. (Lin, Carman, 1989), однако
принадлежность выделенного белка к липинам была
установлена позже (Han et al., 2006).

Белки семейства липинов катализируют Mg2+-за-
висимое дефосфорилирование ФК в ДАГ, который
затем может быть использован для производства
фосфолипидов по пути Кеннеди (рис. 1) (Harris,
Finck, 2011; Siniossoglou, 2013; Chen et al., 2015). Ак-
тивность этих ферментов строго специфична для
ФК, липины не могут дефосфорилировать другие
фосфолипиды, например, такие, как лизоФК, цера-
мид-1-фосфат или сфингозин-1-фосфат (Chen et al.,
2015). Эта специфичность, вероятно, обусловлена
взаимодействием с полярным глицериновым скеле-
том, о чем свидетельствует конформация активного
сайта фермента (Khayyo et al., 2020). Поскольку ФК
также используется для синтеза фосфолипидов че-
рез ЦДФ-ДАГ, регуляция активности липина влияет
на распределение потока ФК между этими двумя пу-
тями. Липиновые белки обычно присутствуют в сво-
бодной форме в цитозоле и в ответ на повышение
концентрации жирных кислот могут прикрепляться
к мембранам ЭПР, содержащим субстрат для этих
ферментов – ФК (Chen et al., 2015). Кроме того, на-
личие последовательности внутриядерной локали-
зации в составе белка свидетельствует о том, что ли-
пины присутствуют и в ядре (Chen et al., 2015).

ОРТОЛОГИ И ИЗОФОРМЫ ЛИПИНА

Гены липинов консервативны от дрожжей до
млекопитающих. У дрожжей и большинства беспо-
звоночных имеется только один ортолог липина, в
то время как у растений, рыб и многих червей (за ис-
ключением C. elegans) были обнаружены два ортоло-
га, а у большинства позвоночных – три (липины 1, 2
и 3) (Chen et al., 2015). Кроме того, Петерфай и соав-
торы показали, что у мышей существуют две изо-
формы липина 1, обозначаемые как липины 1α и 1β,
которые образуются в результате альтернативного
сплайсинга, отличаются по своим временным паттер-
нам экспрессии и субклеточной локализации, и име-
ют комплементарные функции (Pеterfy et al., 2001).

Липин 1α в основном образуется в преадипоци-
тах и функционирует на ранних стадиях их диффе-
ренцировки, тогда как липин 1β преобладает в зре-
лых адипоцитах и индуцирует экспрессию липоген-
ных генов и накопление липидов. Липин 1 человека
имеет три изоформы (1α, 1β, 1γ), получающиеся пу-
тем альтернативного сплайсинга мРНК. Недавние
исследования показали, что липин 1γ локализуется в
липидных каплях и изменяет морфологию липид-
ных капель, не влияя на уровень триацилглицерина
(Chen et al., 2015). Ген, кодирующий липин 1γ, ак-
тивно экспрессируется в мозге человека; напротив,
синтез липинов 1α и 1β в головном мозге очень ни-
зок. Это говорит о том, что липин 1γ может быть спе-
циализированным регуляторным белком в метабо-
лизме липидов мозга. Ортологи липина 2 и 3 имеют
49 и 46% сходства аминокислотной последователь-
ности с липином 1 (Siniossoglou, 2013). Фосфатидат-
фосфатазная активность липина 1β выше, чем у ли-
пина 1α; липин 1γ обладает низкой активностью, но
большей аффинностью к ФК. Ортолог липина 1 не-
сколько более активен, чем липин 2, в то время как
липин 3 обладает более низкой относительной ак-
тивностью (Donkor et al., 2007; Han, Carman, 2010).
Все три ортолога демонстрируют Mg2+-зависимую
активность (Donkor et al., 2007).

Все три липина имеют различную концентрацию
в тканях млекопитающих и, по-видимому, выполня-
ют специфические физиологические функции. Ли-
пин 1 активно синтезируется в скелетных мышцах,
жировой ткани и яичках, но слабо представлен во
многих других тканях, в том числе печени, почках,
мозге, сердце и легких. Несмотря на примерно оди-
наковый уровень экспрессии гена в скелетной му-
скулатуре и жировой ткани, липин 1 оказывает со-
вершенно разное влияние на чувствительность к ин-
сулину и уровень глюкозы в этих тканях (Chen et al.,
2015). Липин 2 синтезируется преимущественно в
печени и мозге, а также в почках и легких. Жировая
ткань людей богата липином 2, в отличие от жиро-
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вой ткани мышей (Donkor et al., 2007). Интересно,
что уровень липина 2 в печени несколько выше у
мышей с липодистрофией, вызываемой дисфункци-
ей липина 1. Кроме того, у взрослых fld-мышей в
этой ткани не наблюдается изменения уровня фос-
фатидат-фосфатазной активности, необходимой для
образования ТАГ.

Синтез липина 3 у fld-мышей почти в 4 раза пре-
вышает таковую у мышей дикого типа. Это позволя-
ет предположить, что липины 2 и 3 могут частично
компенсировать дисфункцию липина 1 (Chen et al.,
2015). Тем не менее, при рассмотрении функций ли-
пина в иммунном ответе, оказывается, что липин 1 и
2 выступают в роли антагонистов: первый оказывает
провоспалительное, второй – противовоспалитель-
ное действие (Balboa et al., 2019). Липин 3 синтезиру-
ется на низком уровне в большинстве тканей; одна-
ко его содержание увеличено в печени у свиней, а
также кишечнике людей и мышей (Donkor et al.,
2007). В нескольких исследованиях сообщается, что
липин 3 и липин 1 могут совместно влиять на актив-
ность фосфатидат-фосфатазы жировой ткани in vivo
(Csaki et al., 2013). Подобно липину 1, липины 2 и 3
также содержат мотив LXXIL. Как показали некото-
рые исследования, липин 2 может выступать коакти-
ватором транскрипции для внутриядерного рецеп-
тора PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor
γ – активируемый пероксисомным пролифератором
рецептор γ), аналогично липину 1 в гепатоцитах
(Finck et al., 2006).

Любопытен тот факт, что, несмотря на наличие
одной и той же NLS-последовательности, липины
1α и 1β имеют разное распределение в клеточных
линиях: первый преимущественно накапливается в
ядре, второй – в цитоплазме. Это объясняется их
различной ролью: липин 1α отвечает за дифференци-
ацию адипоцитов, активируя нужные транскрипци-
онные факторы, а липин 1β необходим для непосред-
ственного биосинтеза липидов (Siniossoglou, 2013).

Гомологи липина имеются и у растений. У Arabi-
dopsis thaliana описаны две Mg2+-зависимые фосфо-
гидролазы фосфатидной кислоты, называемые Pah1
и Pah2, которые подавляют биосинтез фосфолипи-
дов в эндоплазматическом ретикулуме. Потеря их
функции повышает уровни ФК и других фосфолипи-
дов в растении, однако, что удивительно, не влияет на
содержание ТАГ в семенах (Eastmond et al., 2010).

ДОМЕННАЯ СТРУКТУРА ЛИПИНОВ

Все липины имеют схожую структурную организа-
цию (рис. 2). В их составе выделяют две большие кон-
сервативные области: N-концевой (N-LIP) и С-конце-
вой (C-LIP) домены, разделенные вариабельным
линкером, составляющим в длину 250–300 амино-
кислот (Chen et al., 2015; Khayyo et al., 2020). Домен
C-LIP содержит два ключевых функциональных мо-
тива: мотив в составе галогенкислотной дегалогеназо-
подобной фосфатазы (известен как HAD-домен) –
DXDXT-мотив, который необходим для дефосфори-
лирования ФК, и мотив взаимодействия с ядерным

Рис. 2. Первичная структура ортологов липина у дрожжей S. cerevisiae (Pah1p) и мыши M. musculus (липин 1α). N-LIP и C-LIP –
N- и С-концевые консервативные домены соответственно. Липин дрожжей имеет на N-конце амфипатическую петлю, которая
позволяет заякоривать липин в мембране. На C-конце имеется последовательность кислых аминокислот, предположительно
отвечающая за поддержание баланса в содержании липина в цитозоле и ядре; NLS – сигнал ядерной локализации, который у
мышей представляет собой последовательность основных аминокислот (PBs) с двойной функцией – связывание ФК и транс-
порт в ядро. SRD – серин-богатый домен, опосредующий взаимодействие с белком 14-3-3 и необходимый для накопления ли-
пина в цитоплазме; DXDXT – каталитический центр фермента дефосфорилазы (HAD-домен); LXXIL – мотив, обеспечиваю-
щий взаимодействие с ядерными рецепторами.
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рецептором – LXXIL, который позволяет липинам
взаимодействовать с ядерными рецепторами и
функционировать в качестве регуляторов транскрип-
ции (Chen et al., 2015). Функция домена N-LIP начала
проясняться только недавно: некоторые исследова-
ния показывают, что он важен для каталитической
активности, ядерной локализации и связывания ли-
пина с протеинфосфатазой-1cγ (PP-1cγ) (Reue, Dw-
yer, 2009; Siniossoglou, 2013).

Изучение кристаллической структуры липинов
показало, что N-LIP связывается с первыми 45 ами-
нокислотными остатками C-LIP и образует атипич-
ный иммуноглобулин-подобный домен (Khayyo et al.,
2020). Канонический иммуноглобулин-подобный
домен представляет собой двуслойный β-сэндвич из 7
β-цепей, которые обозначаются буквами A-G. Ати-
пичный домен в липинах имеет вставку в цепи βЕ,
которая выходит из плоскости β-сэндвича и образу-
ет шпильку. Именно в этой шпильке находится лин-
кер, разделяющий N-LIP и C-LIP. Такая конформа-
ция обнажает HAD-домен и способствует работе
фермента (Khayyo et al., 2020). Мутации, нарушаю-
щие трeхмерную структуру липина, приводят к поте-
ре его каталитической функции.

Липины млекопитающих формируют стабиль-
ные гомо-олигомерные комплексы, в которых белки
располагаются в ориентации “голова к голове” и
“хвост к хвосту” (соответственно N-LIP с N-LIP и
C-LIP с C-LIP) (Harris, Finck, 2011; Khayyo et al.,
2020). Высказываются предположения о возможном
формировании комплексов с транс-взаимодействи-
ем N-LIP одной молекулы с C-LIP другой. Липин 1
обычно присутствует в клетке в форме ди- или тетра-
мера, а также способен образовывать гетеро-олиго-
меры с липинами 2 и 3; все три белка по отношению
друг к другу являются гомологичными (Harris, Finck,
2011). У липинов дрожжей образования олигомеров не
обнаружено (Harris, Finck, 2011; Khayyo et al., 2020).

У S. cerevisiae помимо N-LIP на N-конце (в соста-
ве иммуноглобулин-подобного домена) имеется ам-
фипатичная α-петля, обеспечивающая заякорива-
ние фермента в мембране (Harris, Finck, 2011;
Khayyo et al., 2020). Фосфорилирование этой петли
приводит к потере возможности дрожжевого липина
связываться с мембранами. Трансмембранный мо-
тив, как таковой, у всех липинов отсутствует, что
позволяет им динамично перемещаться из цитозоля
к ЭПР и наоборот. Кроме того, в липиновых белках
дрозофилы, червей и млекопитающих присутствует
богатый лизином и аргинином сигнал ядерной лока-
лизации (NLS), мутация в котором нарушает транс-
порт этих белков в ядро (Siniossoglou, 2013). NLS так-
же необходим для связывания ФК и, следовательно,
каталитическая функция и транспорт липинов в яд-
ро взаимоисключают друг друга (Loewen et al., 2004;

Ren et al., 2010). Несмотря на то, что ещe ни в одном
липине не было обнаружено сигнала ядерного экс-
порта (NES), имеются данные о том, что потеря С-
концевого участка после 204 аминокислоты (в эту
область также входит часть С-LIP домена) вызывает
накопление липина 1β в ядре, например, у мышей
(Ren et al., 2010).

ФУНКЦИИ ЛИПИНОВ

Актуальность изучения липинов обусловлена
тем, что их дефицит или дисфункция в организмах
млекопитающих нарушает метаболизм, приводя к
печeночной дистрофии, дефектам развития жиро-
вой ткани, миопатии и, как следствие, связанным с
ними болезням: диабету второго типа, атеросклеро-
зу, рабдомиолизу, синдрому Маджида (Reue, Wang,
2019). Кроме того, была обнаружена связь этого бел-
ка с жизнеспособностью аденокарциномы легких
(Fan et al., 2018). Такой широкий круг ассоциирован-
ных заболеваний свидетельствует о многообразии
процессов, в которых принимают участие эти белки.
В число их функций входят: адипогенез, синтез фос-
фолипидов, аутофагия, секреция хиломикрона, син-
тез жирных кислот, участие в энергетическом обме-
не клетки (Khayyo et al., 2020). Во многих работах
выделяют особенную дуальную ферментативно-ге-
норегулирующую функцию липинов, обусловлен-
ную их способностью находиться как в свободном,
так и связанном с мембранами состоянии (Sinios-
soglou, 2013; Chen et al., 2015; Reue, Dwyer, 2019).

Липины как ферменты пути биосинтеза фосфоли-
пидов. Как уже было упомянуто выше, липины обла-
дают специфичной Mg2+-зависимой фосфатидат-
фосфатазной активностью и способны отщеплять
фосфат от ФК с образованием ДАГ, который являет-
ся ключевым субстратом для синтеза ТАГ, ФЭ и ФХ.
Липиновые белки обычно находятся в цитозоле и
ассоциируются с мембраной ЭПР в ответ на повы-
шение уровня жирных кислот (Chen et al., 2015).

Триацилглицерин, синтезируемый из ДАГ, игра-
ет ключевую роль в поддержании энергетического
гомеостаза, поскольку является основной молеку-
лой для запасания энергии. Накопление ТАГ позво-
ляет животным выживать в условиях недостатка пи-
щи, давая не только энергию, но и основу для синте-
за фосфолипидов, а также является необходимым
для созревания эмбрионов у червей, дрозофилы,
мышей и человека (Bahmanyar et al., 2014). Клетки
большинства мутантов с нефункциональным липи-
ном имеют маленькие липидные капли по сравне-
нию с контролем, что, скорее всего, связано с повы-
шенным отношением фосфолипидов к нейтраль-
ным липидам (Ugrankar et al., 2011). Таким образом,



22

ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 1  2021

САЙДАКОВА и др.

липины способствуют образованию липидных ка-
пель в клетках.

Временной и пространственный контроль актив-
ности липинов может оказывать существенное вли-
яние на биогенез органелл, так как ФК и ДАГ служат
в качестве метаболических интермедиатов, сигналь-
ных молекул и регуляторов физических свойств
мембран. Непосредственно определяя фосфолипид-
ный состав билипидного слоя, липины способны за-
давать такие физические свойства мембранам, как
кривизна и вязкость. Данные, полученные на различ-
ных модельных системах, подтверждают важную роль
липинов в контроле структурной организации мем-
бран ядерной оболочки и ЭПР (Siniossoglou et al., 1998;
Golden, Liu, Cohen-Fix, 2006; Bahmanyar et al., 2014).

Важная роль липинов в организации ядерной
оболочки была впервые продемонстрирована на
дрожжах, у которых инактивация комплекса фосфа-
тазы Nem1p-Spo7p (активатора дрожжевого липина)
вызывает образование длинных тяжей ядерной обо-
лочки, выдающихся в цитоплазму (Siniossoglou et al.,
1998). Интересно то, что такие тяжи формируются в
области субдомена ядерной оболочки дрожжей, ко-
торый прилегает к ядрышку, лишен связывания с
хроматином и, судя по всему, обладает большей гиб-
костью (Campbell et al., 2006).

Деформация ядерной мембраны вызывается ка-
талитически неактивным белком Pah1p. Этот фено-
тип наблюдается и при чрезмерном количестве
трансмембранной ДАГ-киназы, которая производит
избыточную ФК. Насколько непосредственна роль
именно ФК в перестройке мембран, пока неизвест-
но. Генетический анализ показывает, что усиление
биосинтеза фосфолипидов по пути ЦДФ-ДАГ, воз-
никающее в результате инактивации Pah1p, необхо-
димо, но недостаточно для подобной деформации
ядерной оболочки в клетках с делециями pah1Δ,
nem1Δ или spo7Δ (Santos-Rosa et al., 2005). Следова-
тельно, в дополнение к увеличению синтеза фосфо-
липидов должны быть вовлечены и другие факторы.
Поскольку инактивация белка Pah1p приводит к из-
менениям в фосфолипидном составе мембран (уве-
личению ФК и изменению отношения ФЭ : ФХ),
возможно, что эти количественные изменения в со-
ставе ядерной оболочки и (или) ЭПР также приво-
дят к деформации мембран, входящих в еe состав, с
образованием длинных тяжей (Siniossoglou, 2013).

В клетках живых организмов ядерная оболочка
претерпевает значительные структурные изменения
во время клеточного цикла. Поскольку дрожжи
вступают в закрытый митоз, она не распадается, но
значительно увеличивается и растягивается, позво-
ляя сестринским хроматидам разойтись. Регулиро-
вание соотношения фосфолипидов в составе ядер-

ной оболочки и ЭПР с помощью Pah1p может играть
важную роль в этом процессе. Конститутивное де-
фосфорилирование Pah1p репрессирует синтез фос-
фолипидов de novo и препятствует растяжению ядер-
ной оболочки дрожжей во время митоза. Основные
механизмы, с помощью которых активность Pah1p
регулирует этот процесс, еще не определены (Sinios-
soglou, 2013).

У Drosophila melanogaster и Caenorhabditis elegans
липин необходим для сохранения сферической фор-
мы ядра. Снижение уровня синтеза липина или его
активатора CNEP-1 у C. elegans вызывает нарушение
процессов деполимеризации ламины, разборки
ядерной оболочки и сегрегации хромосом во время
митоза, а также изменяет организацию мембран
ЭПР, формирующих крупные мембранные стопки в
цитоплазме (Golden et al., 2006; Bahmanyar et al.,
2014). Тем не менее, поскольку было установлено,
что опосредованные отсутствием липина нарушения
в процессе разборки ядерной оболочки могут быть
значительно скомпенсированы одновременным
снижением уровня ламинов, исследователи сделали
вывод, что липин играет специфическую роль в раз-
борке ядерной оболочки, регулируя своевременную
деполимеризацию филаментов ламины во время
митоза, и эта функция хотя бы частично отделима от
влияния липина на морфологию ЭПР (Gorjаnаcz,
Mattaj, 2009). Имеются данные о роли липинов в со-
действии разборке ламины в культивируемых клет-
ках млекопитающих (Mall et al., 2012).

В ядрах млекопитающих было обнаружено мно-
жество пулов ДАГ, которые через протеинкиназу C
опосредуют фосфорилирование и разборку ламины
(Siniossoglou, 2013). Липины могут также регулиро-
вать форму ядра посредством образования ФК и
ДАГ, которые имеют коническую форму и тем са-
мым способствуют искривлению мембраны. Автора-
ми показано, что искривление внутренней мембраны
ядерной оболочки инициирует формирование фраг-
ментарных инвагинаций, которые, возможно, при-
нимают участие в изменении внутриядерной концен-
трации ионов кальция, росте ядерной оболочки или
экспрессии генов, ассоциированных с ламиной и
внутренней ядерной оболочкой. Синтезированный
с участием липинов ДАГ может также играть роль в
биогенезе ядерных пор и формировании сильно изо-
гнутых мембранных доменов ядерных пор, которые
связывают внутреннюю и внешнюю мембраны ядра
(Siniossoglou, 2013).

Липины как транскрипционные коактиваторы генов
метаболизма липидов. В условиях голодания липин
активно привлекается в ядро и может выступать там
в роли транскрипционного коактиватора. Имеется
не так много информации о подобной его функции в
клетках дрозофилы, однако исследования ортологов
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липина в печени млекопитающих позволяют пред-
положить, что в ядре гепатоцитов липин действует
как активатор транскрипции генов, участвующих в
утилизации ФК, и как репрессор липогенных генов
(Heier, Kühnlein, 2018). Главную роль в этом играет
мотив LXXIL, который способен связываться с ядер-
ными рецепторами. Важно отметить, что у липинов
отсутствуют выраженные ДНК-связывающие по-
следовательности, поэтому их роль в качестве тран-
скрипционных факторов, вероятно, опосредована
взаимодействием с белками скаффолда: гистонами
или транскрипционным комплексом (Siniossoglou,
2013).

В 2006 г. Финк и соавторы впервые выявили ак-
тивность липинов как транскрипционных коактива-
торов в исследованиях на мышах, у которых был но-
каутирован активируемый пролифератором перок-
сисом рецептор γ (PPARγ) (Finck et al., 2006). Эти
авторы показали, что липин 1 способен формиро-
вать физический комплекс с PGC-1α (peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-al-
pha-коактиватор PPARγ 1α) и PPARα. Этот ком-
плекс контролирует экспрессию генов, продукты
которых участвуют в реакциях β-окисления жирных
кислот в митохондриях. Кроме того, активация
PPARγ липинами очень важна для дифференциации
адипоцитов (Siniossoglou, 2013; Chen et al., 2015). Ис-
следования этого процесса показали, что понижение
содержания липина в ядре этанолом может привести к
ухудшению функционирования PPARα/PGC-1α, что
способствует падению уровня окисления жирных
кислот и развитию алкогольного стеатоза печени
(Chen et al., 2015). В дополнение к PGC-1α и PPARα,
липины могут также взаимодействовать с другими
ядерными рецепторами, такими как ядерный фак-
тор гепатоцитов 4α (HNF-4α) и глюкокортикоид-
ный рецептор (Harris, Finck, 2011; Siniossoglou, 2013;
Chen et al., 2015).

Липины не только участвуют в коактивации этих
транскрипционных факторов, но также в некоторых
случаях функционируют как транскрипционные ре-
прессоры. Например, липин 1 ингибирует актив-
ность ядерного фактора активированных Т-клеток
с4 (NFATc4), участвуя в рекрутировании гистондеа-
цетилаз в промоторы-мишени. Следовательно, ли-
пины могут служить важным эпигенетическим регу-
лятором для активации или подавления экспрессии
генов в зависимости от типа клеток, стадии их диф-
ференцировки и клеточного цикла (Harris, Finck,
2011; Chen et al., 2015). Липины 2 и 3 также содержат
LXXIL-мотив, и имеются данные относительно их
способности взаимодействовать с PPARα в качестве
коактиваторов, однако степень функциональной
значимости этих взаимодействий пока не определе-
на (Finck et al., 2006; Donkor et al., 2009).

Регуляция экспрессии генов липинами может
осуществляться не только через непосредственное
взаимодействие с транскрипционным комплексом.
Например, накопление неутилизируемой ФК в от-
сутствие липина ведет к подавлению раннего адипо-
генеза у мышей (Siniossoglou, 2013). Адипоциты у та-
ких мышей остаются незрелыми, и накапливают жи-
ровые капли меньшего размера, чем у мышей в
контрольной группе. У дрожжей уровень ФК влияет
на экспрессию генов-участников пути Кеннеди, ко-
торые управляются промотором UASINO. ФК-связы-
вающий белок Opi1p при низком уровне ФК перено-
сится из ЭПР в ядро и подавляет экспрессию генов.
Липины могут также регулировать транскрипцию
через перестройку или изменение формы ядра, не-
посредственно влияя на пространственную конфор-
мацию хроматина, прилегающего к ядерной оболоч-
ке (Siniossoglou, 2013).

Любопытен тот факт, что у высших организмов
функции липина, как фермента и как транскрипци-
онного фактора, чeтко разнесены и независимы.
Так, в клетках млекопитающих каталитически не-
функциональный липин 1 сохраняет способность
коактивировать ядерные рецепторы и подавлять ак-
тивность ядерного фактора активированных Т-кле-
ток NFATc4. В дрожжевых клетках каталитическая
активность липина необходима для регуляции экс-
прессии генов (Donkor et al., 2009; Harris, Finck,
2011).

Прочие функции липинов. Липиновые белки
участвуют в регуляции клеточного цикла в клетке.
Отсутствие фосфорилирования Smp2 (он же Pah1p)
в почкующихся дрожжах вызывает задержку митоза,
формирование коротких веретeн деления по причи-
не недостатка фосфолипидов для формирования
двух дочерних ядер (Santos-Rosa et al., 2005). Когда
липин инактивируется путeм фосфорилирования,
скорость биосинтеза фосфолипидов увеличивается,
и вся эндомембранная система, включающая ядер-
ную оболочку и ЭПР, интенсивно растeт (Santos-Ro-
sa et al., 2005). Липин важен для правильного разви-
тия крыльев мушки дрозофилы, принимая участие в
репликации ДНК. Дисфункция продукта гена dLipin
(ортолога липина у D. melanogaster) приводит к на-
коплению в крыловом имагинальном диске клеток в
S-фазе и множественной активации точки контроля
G2/M в клеточном цикле, приводящей к апоптозу.
Как результат, формируется малофункциональное
крыло меньшего размера с неровным краем (Duy
Binh et al., 2019). В кератиноцитах млекопитающих
липин 1 способствует активации протеинкиназы С,
которая подавляет синтез белка р21 и тем самым
приводит к дифференцировке этих клеток. Нокдаун
липина 1 приводит к аресту клеточного цикла кера-
тиноцитов на стадии G1 (Chae et al., 2016).
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Способность липинов связываться со сложными
фосфолипидами, которые могут служить лигандами
для ядерных рецепторов, дает возможность пола-
гать, что липины выполняют функцию сенсоров
фосфолипидного содержимого клетки. Таким обра-
зом, связанные фосфолипиды позволяют тонко ре-
гулировать липидный метаболизм и биосинтез мем-
бран с помощью липинов, которые в данном случае
функционируют как шапероны, переносящие ли-
ганды к соответствующим рецепторам (Harris, Finck,
2011).

Имеются противоречивые данные, полученные
на мышах и крысах, описывающие вклад липинов в
синтез и секрецию липопротеинов очень низкой
плотности (ЛОНП) (Chen et al., 2015). В то время как
у мышей дефицит липина 1 вызывает увеличение
скорости секреции ЛОНП, а увеличенный синтез
липина 1 подавляет секрецию ЛОНП, на клеточной
линии гепатоцитов крыс выявлена противоположная
картина: повышенный синтез липина 1 стимулирует
секрецию ЛОНП, а нокдаун эндогенного липина 1 ее
снижает (Chen et al., 2008; Khalil et al., 2008).

Липины регулируют экспрессию не только генов,
связанных с липидным метаболизмом. Несколько
работ свидетельствуют в пользу того, что липин 1 не-
обходим для активации IL4-зависимых генов, экс-
прессирующихся в макрофагах, как сигнал к поля-
ризации макрофагов для заживления ран. Без дан-
ного коактиватора экспрессия Arg1, Socs2, Ccl17,
Mannr, Il10, Pparg значительно снижена, и раны на
экспериментальных животных заживают значитель-
но медленнее (Chandran et al., 2020). При активации
макрофагов посредством Toll-подобных рецепторов
(TLR), продуцируемый с помощью липина ДАГ
включается в регуляцию преобразований арахидо-
новой кислоты и синтез эйкозаноидов (Balboa et al.,
2019). Как следствие своей поддерживающей роли
TLR4-опосредованной передачи сигнала, липин 1
влияет на величину продукции многих воспалитель-
ных факторов в активированных макрофагах мыши
и человека, тем самым влияя на развитие воспале-
ния. Есть данные об антагонистичной функции ли-
пина 2, участвующего в противовоспалительных ре-
акциях (Balboa et al., 2019). Липин 1 регулирует также
образование липидных капель в макрофагах, однако
это, по-видимому, не связано с продукцией ТАГ, по-
скольку при отсутствии фермента уровень включе-
ния свободных кислот в ТАГ не изменяется (Balboa
et al., 2019).

Последние исследования на клеточных линиях
человека свидетельствуют о β-TRCP-опосредован-
ной деградации липина 2 в макрофагах. Было пока-
зано, что липин 2 взаимодействует с убиквитинли-
газным комплексом SCFβ-TRCP, а именно с входящим
в его состав белком F-box, который является важ-

ным медиатором воспалительных реакций и играет
решающую роль в контроле разнообразных клеточ-
ных процессов, включая клеточный цикл, диффе-
ренцировку и иммунный ответ. Убиквитинирование
и деградация липина 2 способствует активации ми-
тоген-активируемой протеинкиназы и последую-
щей индукции провоспалительных факторов. Это
делает SCFβ-TRCP потенциальной терапевтической
мишенью для аутовоспалительных заболеваний, вы-
званных изменением уровня белка липина-2 в мак-
рофагах (Watahiki et al., 2020).

МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ 
АКТИВНОСТИ ЛИПИНОВ

Наиболее распространeнным механизмом регу-
ляции активности липинов является фосфорилиро-
вание. Интересно то, что при всей консервативно-
сти этого семейства белков у разных групп организ-
мов сайты фосфорилирования различны. У дрожжей
фосфорилирование Smp2 снижает его внутреннюю
функциональную ферментативную активность, а
также способность к ассоцииации с хроматином
(Santos-Rosa et al., 2005; Makarova et al., 2016). В се-
рии экспериментов было показано, что комплекс
Nem1p−Spo7p дефосфолирирует Smp2 и тем самым
способствует поддержанию в интерфазе сфериче-
ской формы ядра. В митозе этот процесс блокирует-
ся, и фосфорилированный киназами Smp2 перестаeт
репрессировать гены ферментов пути биосинтеза
фосфолипидов, тем самым вызывая короткий им-
пульс активного мембранного синтеза, что позволя-
ет веретену деления разделить материнское ядро на
два дочерних (Santos-Rosa et al., 2005).

Было установлено, что в клетках дрожжей S. cere-
visiae дефицит цинка служит индуктором синтеза
липина по Zap1-зависимому пути (Soto-Cardalda
et al., 2012). Фосфатаза CNEP-1 (CTD nuclear enve-
lope protein 1, также известная как Dullard) – белок
ядерной оболочки, который активирует липин у
C. elegans вблизи ядра, тем самым ограничивая кон-
центрацию ФИ в этой области для поддержания
формы ядра и предотвращения атипичных взаимо-
действий наружной мембраны ядерной оболочки с
ЭПР (Bahmanyar, 2015). При отсутствии липина или
его активатора вблизи ядра синтез фосфолипидов
сдвинут в сторону ФИ, градиент ФИ отсутствует, и
вследствие этого, а также сходства состава мембран
ЭПР и наружной мембраны ядерной оболочки, про-
исходит их аномальное слипание (Bahmanyar, 2015).

Различные липиды способны оказывать регуля-
торное воздействие на активность липина у дрож-
жей. Так, фосфолипиды (ЦДФ-ДАГ, ФИ, кардиоли-
пин) действуют на фермент как активаторы, а сфин-
гоиды (cфингозин, фитосфингозин и сфинганин),
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напротив, конкурируют с ФК за место в активном
центре липина и выступают в роли ингибиторов
(Pascual, Carman, 2013).

У млекопитающих фосфорилирование влияет
также на ферментативную активность липина, ин-
гибируя ее. В ответ на повышение уровня инсулина
аминокислоты 19–23 в белке фосфорилируются,
обеспечивая его транслокацию от ЭПР в цитозоль, а
оттуда в ядро для участия в регуляции генов, ответ-
ственных за липидный обмен (Harris, Finck, 2011). За
дефосфорилирование липина 1 у млекопитающих
отвечает комплекс CTDNEP1−(NEP1-R1), гомоло-
гичный дрожжевому Nem1p−Spo7p (Han et al., 2012).
Сумоилирование производит схожий эффект c фос-
форилированием.

Гипоксия, недостаток нутриентов и факторов ро-
ста приводят к перемещению липина 1 в ядро для ре-
прессии генов, вовлечeнных в биосинтез липидов
(Siniossoglou, 2013). Кроме того, повышение кон-
центрации глюкокортикоидов приводит к увеличе-
нию фосфатидат-фосфатазной активности липина 1
(но не липина 2) в печени и ускоряет дифференциа-
цию адипоцитов в жировой ткани. Тем не менее, в
разных тканях имеют место различные механизмы
регуляции активности липинов. Так, голодание и
диабет приводят к активному привлечению липино-
вых белков к работе в печени, но в жировой ткани
наблюдается противоположное действие. Синтез
липина 1 в адипоцитах усиливается воздействием
инсулин-чувствительных соединений (таких как ти-
азолидиндионы и гармин), и в целом коррелирует с
чувствительностью клеток к инсулину (Chen et al.,
2015). Кроме того, экспрессия гена, кодирующего
липин, индуцируется понижением концентрации
стеролов, контролирующих накопление ТАГ в цито-
золе (Chen et al., 2015).

Недостаток TORC1 (мишени комплекса рапами-
цина 1) приводит к дефосфорилированию и транс-
локации липина 1 в ядра клеток млекопитающих для
увеличения синтеза SREBP1 – транскрипционного
фактора, ответственного за регуляцию генов-участ-
ников биосинтеза жирных кислот, холестерина, ТАГ
и фосфолипидов (Peterson et al., 2011). По этому же
механизму протекает индукция повышенного син-
теза липина 1 в печени с помощью этанола и актив-
ный перенос фермента в цитоплазму (Hu et al., 2013).
Недавние исследования показали, что воздействие
ультрафиолетового излучения на кератиноциты по-
давляет синтез SREBP1, а, следовательно, и липина 1
(Chae et al., 2020).

Ингибирование синтеза липина 1 вызывают такие
факторы, как индукторы стресса ЭПР, но эта репрес-
сия снимается при активации PPAR-γ (Chen et al.,
2015). Подобное наблюдается и с экспрессией гена

lipin 2 при стрессе ЭПР, но только в печени (Chen et al.,
2015). Эстрогены также подавляют синтез липина 1 в
матке и печени, демонстрируя его возможную роль в
репродуктивной функции. Липополисахариды и
глюкан зимозан воздействуют соответственно на ре-
цепторы TLR4 и TLR2 адипоцитов, приводя к пони-
жению синтеза липина 1. Провоспалительные цито-
кины имеют отрицательное воздействие на уровень
этого фермента (Chen et al., 2015).

ЗАБОЛЕВАНИЯ И СОСТОЯНИЯ,
СВЯЗАННЫЕ С ЛИПИНАМИ

Исходя из специфики выполняемых липиновы-
ми белками функций, можно заключить, что нару-
шения в их работе оказывают влияние на морфоло-
гию мембран в клетке. Если принять во внимание
тот факт, что большая часть компартментов в живой
клетке ограничена билипидными мембранами, ста-
новится ясно, насколько обширно влияние этих
белков. Нарушение регуляции уровня экспрессии
генов или мутации, приводящие к изменению кон-
центрации фосфатидат-фосфатазы в тканях, может
приводить к различного рода заболеваниям и син-
дромам у людей. Не менее интересно то, что измене-
ние экспрессии кодирующих липиновые белки ге-
нов может облегчить развитие атеросклероза, онко-
логии и ожирения (Balboa et al., 2019; Dinarvand et al.,
2020; Phan, Reue, 2005). Экспериментальные дан-
ные, полученные на животных моделях и клеточных
линиях с истощением или гиперэкспрессией гена,
кодирующего липин, крайне необходимы для изуче-
ния этих состояний и построения стратегии по их
лечению и коррекции.

Как уже было описано, мутантные по гену lipin 1
fld-мыши страдают значительной липодистрофией,
которая вносит вклад в развитие инсулинрезистент-
ности, гипертонии, дисгликемии и атеросклероза.
Тем не менее, люди, которые несут две копии му-
тантного гена lipin 1, липодистрофией не страдают.
Мутации липина 1 приводят к болям в скелетной му-
скулатуре, слабости, рецидивирующему рабдомио-
лизу и миоглобинурии в детском возрасте. Есть мно-
жество работ, свидетельствующих, что делеция гена
липина у млекопитающих ведeт к тяжелым хрониче-
ским поражениям соматической мышечной ткани
(Zhang, Reue, 2014; Alshudukhi et al., 2018; Schweitzer
et al., 2019). На ультраструктурном уровне это прояв-
ляется как двукратное увеличение площади липид-
ных капель (вследствие накопления ФК) и увеличе-
ние содержания округлых митохондрий с малым со-
держанием крист. Именно эти нарушения, как
предполагают, являются причиной мышечной ауто-
фагии, приводящей к различным формам мышеч-
ных повреждений и миопатии, включая мышечную
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дистрофию (Zhang, Reue, 2014; Alshudukhi et al., 2018;
Schweitzer et al., 2019). Имеются данные, что ВИЧ-
положительные пациенты с липодистрофией имеют
очень низкий уровень всех изоформ липина по срав-
нению с пациентами без липодистрофии, что в дей-
ствительности очень напоминает фенотип fld-мы-
шей (Chen et al., 2015).

Аналогичная картина наблюдается при рассмот-
рении влияния липина 1 и 2 на центральную нерв-
ную систему больных TOR1A дистонией (обусловле-
на рецессивной мутацией в гене TOR1A, который ко-
дирует белок, работающий на внутренней мембране
ЭПР). Мыши и люди с таким заболеванием имеют
повышенный уровень активности липинов, что при-
водит к нарушению роста аксонов и смерти нейро-
нов. Искусственное понижение этой активности
теоретически может помочь в коррекции этого забо-
левания. Исходя из симптоматики, описанной при
мутациях в липинах 1 и 2, люди, в отличие от мышей,
не имеют нарушений в центральной нервной систе-
ме, что может означать большую толерантность кле-
ток человека к модификации в такой ситуации (Cas-
calho et al., 2020).

Несколько миссенс-мутаций в гене lipin2 у людей
ассоциированы с развитием аутоиммунных заболева-
ний, таких как псориаз и синдром Маджида, характе-
ризующийся рецидивирующей лихорадкой, пораже-
нием костей, анемией и воспалительными поражения-
ми кожи. Единичные нуклеотидные полиморфизмы в
этом гене коррелируют с диабетом 2 типа. Предпо-
лагается, что эти заболевания могут развиваться по
SCFβ-TRCP-зависимому пути, и этот убиквитин-лигаз-
ный комплекс может служить мишенью для контроля
уровня липина 2 в макрофагах (Watahiki et al., 2020).
Синдромы, вызванные биаллельными мутациями ге-
на lipin3, все еще не описаны.

Липин 1 присутствует в атеросклеротических
бляшках человека и колокализуется с CD68, марке-
ром макрофагов. Было обнаружено, что липин 1
участвует в накоплении ДАГ и нейтральных липидов
в пенистых клетках во время обработки окисленны-
ми липопротеинами низкой плотности. Активность
липина 1 коррелирует с количеством и размером
бляшек в аорте животных. В отсутствие липина 1 в
миелоидных клетках развитие атеросклероза замед-
ляется. По-видимому, в макрофагах липин 1 является
связующим звеном между накоплением липидов и
повышенной выработкой провоспалительных факто-
ров (Balboa et al., 2019).

В настоящее время показана связь между липи-
новыми белками и развитием колита. На животной
модели колита было установлено, что липин 1 влия-
ет на тяжесть заболевания, усиливая активацию
макрофагов и выработку IL-23 в толстой кишке (Bal-
boa et al., 2019). Этот цитокин вырабатывается денд-
ритными клетками и макрофагами в кишечнике, и
его наработка усиливается у пациентов с болезнью
Крона или язвенным колитом. Важность липина 1 в
макрофагах во время развития колита была экспери-

ментально продемонстрирована путем переноса
синтезирующих липин 1 макрофагов животным с
дефицитом этого фермента (Balboa et al., 2019). Кро-
ме того, обработка цитокином IL-23 животных с де-
фицитом липина 1 усугубляла течение заболевания,
подтверждая важность IL-23 в развитии этой болез-
ни. Известно, что прогрессирование колита может
привести к развитию опухолей, и в этом, как и во
многих других видах опухолей, не последнюю роль
играет липин 1 (Balboa et al., 2019). В таких опухолях,
как рак предстательной железы, рак молочной желе-
зы и рак легких, синтез липина 1, по-видимому, ва-
жен для выживания и распространения опухолевых
клеток. Экспрессия гена, кодирующего липин 1,
увеличивается в вышеупомянутых типах рака чело-
века, за исключением рака толстой кишки человека,
данных о синтезе липина 1 в котором пока недоста-
точно (Balboa et al., 2019; Dinarvand et al., 2020). Про-
ведeнные эксперименты показали, что фармакологи-
ческое ингибирование экспрессии lipin1 пропраноло-
лом, блокатором β-адренергических рецепторов,
подавляет пролиферацию и миграцию клеток рака
молочной железы (Dinarvand et al., 2020). Совокуп-
ность перечисленных выше данных говорит о липи-
не 1 как о потенциальном кандидате для прогноза и
лечения онкологических заболеваний.

Гиперэкспрессия гена, кодирующего липин 1, в
адипоцитах мышей приводит к активному накопле-
нию ТАГ в липидных каплях и способствует разви-
тию ожирения (Phan, Reue, 2005; Chen et al., 2015).
Согласно экспериментам этих авторов, повышен-
ный синтез липина приводит к резкому увеличению
массы жировой ткани в организме мышей в диапазо-
не от 10% до трехкратного превышения нормы. Это
даeт основания предполагать, что ген lipin 1 человека
может быть геном-кандидатом на роль виновника
расстройств, связанных с увеличением массы жиро-
вой ткани. Кроме того, показано, что более слабые
генетические вариации уровня экспрессии гена
lipin 1 могут вносить вклад в развитие ожирения в
популяциях людей (Phan, Reue, 2005).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучение липиновых белков в настоящее время

высоко актуально. На протяжении последних десяти
лет каждый год выходит порядка 30 статей, посвя-
щeнных этой теме. Липины уникальны среди фер-
ментов биосинтеза глицеролипидов своей способ-
ностью перемещаться между клеточными мембра-
нами, диффундируя через цитозоль, а также служить
кофактором транскрипции в ядре. Растущий объем
знаний о биохимической и клеточной активности
липиновых белков крайне ценен для понимания фи-
зиологических функций липиновых белков в под-
держании здоровья или развития патологических
состояний. Тем не менее, в этой области всe ещe
остаeтся множество вопросов, на которые предстоит
найти ответ. Для чего высшим организмам необхо-
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димо более одного ортолога липина? Почему разные
члены семейства липиновых белков синтезируются
в разных тканях, и есть ли между ними какая-либо
взаимосвязь? Как клетки координируют активность
различных липинов во время роста и развития? По-
чему иногда схожий дефицит липиновых белков
имеет отличные эффекты у разных организмов? Воз-
никновение подобных вопросов подогревает инте-
рес к дальнейшему изучению роли и механизма дей-
ствия липинов и построению полной картины всех
процессов, которые с ними связаны.
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The family of lipin proteins includes enzymes participating in the phospholipid biosynthesis pathway (Kennedy
pathway) which are able to dephosphorylate phosphatidic acid to diacylglycerol. In addition, lipins may be trans-
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ported from the cytoplasm to the nucleus and function as coactivators of gene expression. This dual function justifies
the high interest in the study of these proteins. The purpose of this review is to give a general idea of the structure,
functions, and regulation mechanisms of various lipin orthologs and isoforms in the tissues of eukaryotic organisms
and to summarize the latest data obtained by researchers in this field. A separate section is devoted to human diseases
caused by excess or deficiency of lipin.

Keywords: lipin, lipids, phosphatidate phosphatase, fld mice, lipodystrophy, transcriptional cofactor
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С позиций современной мембранной биоэнергетики возможно разделение в пространстве мембранных
белков, обеспечивающих запасание и использование энергии, аккумулированной в форме мембранного
потенциала (МП). Наличие в многоклеточных системах электрической связи через проницаемые контак-
ты (ПК) создает возможность транспорта энергии через ПК и на этой основе разделения труда между со-
седними клетками. Происходящие при этом процессы и явления проявляются в изменениях электриче-
ских характеристик отдельных клеток и ПК и могут быть количественно проанализированы с помощью
описания клеток и клеточных систем как эквивалентных электрических кабелей. В настоящем обзоре
приводятся данные многолетних исследований с участием автора передачи энергии через ПК в эволюци-
онно различных многоклеточных системах: трихомах нитчатых цианобактерий, гифах мицелиальных гри-
бов и монослойных культурах клеток животных. Более детально рассмотрена, как удобная эксперимен-
тальная модель, гифа Neurospora crassa. На основе сопоставления собственных данных с большим объемом
данных из литературы рассмотрена гипотеза о возможном участии в самоорганизации внутриклеточных
структур на верхушке растущей гифы N. crassa локальных электрических полей, которые создаются при
разделении между клетками функций генерации МП и использования его энергии. Представления об осо-
бенностях электрических процессов и явлений, сопровождающих транспорт энергии через ПК, могут
быть полезны при анализе многих важных вопросов, связанных с рассмотрением механизмов реализации
генетических “инструкций” в конкретных жизненных процессах.

Ключевые слова: биоэнергетика, мембранный потенциал, межклеточные взаимодействия, электрическая
связь, локальные электрические поля, разделение труда, Neurospora crassa
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В рамках представлений современной мембран-
ной биоэнергетики (Скулачев и др., 1977, 2010; Sku-
lachev, 1988) разность электрохимических потенциа-
лов ионов Н+ на сопрягающей мембране (ΔμH+)
представляет собой наряду с АТФ конвертируемую и
транспортабельную форму энергии в клетке, кото-
рая обеспечивает различные типы жизненной ак-
тивности, такие как химическая, осмотическая и ме-
ханическая работа и производство тепла. Транспорт
энергии в форме ΔμH+ вдоль сопрягающих мембран
объединяет тысячи генераторов ΔμH+ в единую
энергосистему.

Транспорт ионов через плазматическую мембра-
ну у всех живых клеток от прокариотов до эукарио-
тов – необходимая составная часть поддержания
ионно-осмотического гомеостаза, передачи инфор-

мации, энергетического обеспечения клеточного
метаболизма, снабжения клеток субстратами и уда-
ления продуктов жизнедеятельности (Mitchell, 1962,
1966; Crane, 1977; Harold 1986; Slayman, 1987; Sku-
lachev, 1988). В стационарном состоянии все ионные
потоки взаимосогласованы между собой и с энерге-
тическим статусом клетки. Транспорт ионов, необ-
ходимых для выполнения клеткой определенных
функций, осуществляют разнообразные внутримем-
бранные белки, которые являются либо первичны-
ми ионными насосами, как, например, непосред-
ственно потребляющая энергию АТФ протонная
ATФаза грибной клетки (Slayman, 1987), либо вто-
ричными транспортерами, например, те, которые у
грибов осуществляют в симпорте с протоном пере-
нос сахаров, аминокислот и ионов (Slayman, Slay-
man, 1974; Sanders et al., 1983; Blatt, Slayman, 1987;
Rodriquez-Navarro et al., 1986). Активная работа по-
добных транспортных белков создает значительные

Принятые сокращения: ВР – верхушечный рост; МП – мем-
бранный потенциал; ПК – проницаемые контакты.
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ионные потоки через плазматическую мембрану
(примерно 106–107 ионов на клетку за 1 с) и часто со-
провождается более или менее значительными элек-
трическими токами: от пикоампер до десятков нано-
ампер на клетку (De Loof, 1985; Harold 1986; Slay-
man, 1987).

Различные транспортные белки, как в пределах
одной клетки, так и в соседних клетках, могут быть
неоднородно распределены или неоднородно акти-
вированы, что может привести к появлению более или
менее значительных локальных электрических полей.
Примером такого рода могут служить локальные элек-
трические токи, связанные с направленным транспор-
том в эпителиальных тканях животных (Jaffe, Nuccitel-
li, 1977; De Loof, 1985; Harold, 1986).

Задача представленного обзора ввести читателя в
детали электрических процессов и явлений, сопро-
вождающих в многоклеточных системах разделение
между клетками функций акумуляции энергии в
форме МП и расходования этой энергии на клеточ-
ные нужды. На примере гифы мицелиального гриба
рассматриваются возможности упорядочивания вза-
имодействий внутриклеточных структур под влия-
нием локальных электрических полей, генерируе-
мых и поддерживаемых разделением труда между
клетками (рис. 1).

ЭЛЕКТРИЧЕСКАЯ СВЯЗЬ МЕЖДУ 
ЭЛЕКТРОНЕВОЗБУДИМЫМИ КЛЕТКАМИ

Во второй половине прошлого века была откры-
та, почти случайно, электрическая связь между
электроневозбудимыми клетками (Kanno, Loewen-
stei, 1964). В ходе исследования электрических
свойств ядерной мембраны клеток слюнной железы
личинки дрозофилы с помощью двух микроэлектро-
дов, через один из которых пропускали тестирую-
щие импульсы электрического тока, оказалось, что
при последовательном перемещении электродов из
клетки в клетку импульсы регистрируются, когда
электроды расположены в соседних клетках. Меж-
клеточные каналы, по которым из клетки в клетку
протекает электрический ток и свободно проходят
ионы и мелкие молекулы, у разных организмов со-
всем не похожи друг на друга: у нитчатых цианобак-
терий это микроплазмадесмы, у растений – плазма-
десмы, у животных – щелевые контакты, у грибов –
септальные поры. Однако электрические свойства
всех многоклеточных систем, связанных внутри себя
такими проницаемыми контактами (ПК), описыва-
ются одними и теми же кабельными уравнениями,
разработанными когда-то для описания электриче-
ских процессов в телеграфных кабелях, проложен-
ных по дну Мирового океана.

В 40-х гг. прошлого века Ходжкин и Раштон
(Hodgkin, Rushton, 1946) экспериментально показа-
ли, что такие одиночные волокна, как гигантский
аксон кальмара, ведут себя подобно электрическому
кабелю. В аксон вводили микроэлектрод и пропус-
кали через него ток, создавая в этой точке изменение
МП. С помощью второго микроэлектрода измеряли
разность потенциалов на мембране на разных рас-
стояниях от первого электрода. Потенциал спадал
по экспоненте, и по графику спада потенциала мож-
но было оценить характерные параметры кабеля.
Измеряя напряжение на мембране непосредственно
около токового электрода и зная силу пропускаемо-
го тока, можно найти входное сопротивление волок-
на (Rвх). Исходя из оценки диаметра волокна, рас-
считали сопротивление мембраны аксона, которое

Рис. 1. Разделение транспортных функций между клетка-
ми, связанными ПК. Вверху – Схема движения ионов
H+, которые откачиваются ионным насосом с затратами
энергии (W) через плазматическую мембрану левой клет-
ки и возвращаются внутрь системы клеток путем транс-
порта субстрата (S), сопряженного с входом ионов H+ по
электрохимическому градиенту. Внизу – Схема эквива-
лентного электрического кабеля, позволяющая произво-
дить количественные оценки. Насосы левой клетки гене-
рируют электрический ток I*, расходуя энергию W. Rm1 и
Rm2 – сопротивление мембран левой и правой клеток со-
ответственно. Em1 и Em2 – диффузионные МП, создавае-
мые различием концентраций ионов между цитоплазмой
и внеклеточной средой. R – сопротивление ПК между
клетками. Rout – сопротивление наружной среды. V1,
V2 – МП левой и правой клеток соответственно.
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оказалось очень мало по сравнению с изоляцией
технических кабелей, и удельное сопротивление ак-
соплазмы, которое, напротив, оказалось примерно в
25 млн раз выше, чем у меди.

Эта работа (Hodgkin, Rushton, 1946) была удосто-
ена Нобелевской премии, а введение представлений
кабельной теории в практику работы электрофизио-
логов способствовало бурному прогрессу в этой об-
ласти. В частности, эти представления были успешно
использованы при анализе электрических взаимо-
действий в разнообразных системах живых клеток,
связанных ПК: многоклеточных микроорганизмах,
развивающихся зародышах, сердечной, мышечной и
других тканях (Беркинблит и др., 1981).

Наличие прямого диффузионного обмена между
клетками позволяет им, сохраняя индивидуальную
неприкосновенность наследственных молекул, ре-
шать часть жизненных проблем, объединяя низко-
молекулярные ресурсы и распределяя обязанности
между соседями (Loewenstein, 1984). При рассмотре-
нии функциональной роли ПК весьма плодотвор-
ным может быть использование представлений об
энергетических функциях ионных градиентов через
плазматическую мембрану. Важная характеристика
эквивалентного элeктрического кабеля – простран-
ственная константа (λ). Это расстояние вдоль кабе-

ля, на котором затухает в е раз приложенный в точке
электрический потенциал. Величина λ у всех много-
клеточных объектов лежит в пределах от нескольких
десятков до нескольких сотен мкм, т.е. электриче-
ская связь эффективна для ограниченного числа
клеток (Беркинблит и др., 1981). Например, в гифах
мицелиального гриба Neurospora crassa, длина клетки
которых составляет 50–100 мкм, такая функционально
связанная группа должна состоять из 4–6 клеток. Од-
нако чтобы понять, какие именно задачи решают
группы клеток, обобществляя свои низкомолеку-
лярные ресурсы, необходимо оценить одновремен-
но динамику обмена через межклеточные каналы и
функциональные характеристики отдельных кле-
ток, составляющих связанную группу, что техниче-
ски не очень просто осуществить (рис. 2).

Например, в экспериментах с трихомом нитчатой
цианобактерии Phormidium uncinatum оказались эф-
фективны внеклеточные электрические отведения.
Трихом – это покрытая слизевым чехлом цепочка из
сотен клеток диаметром 5 мкм, которая движется
под действием света. Локальное воздействие на 10–
20 клеток трихома фотосинтетически активным све-
том вызывало гиперполяризацию плазматической
мембраны в месте освещения и распространение
электрических токов через ПК, приводя к гиперпо-

Рис. 2. Схема экспериментальной оценки с помощью стеклянных микроэлектродов электрических характеристик, связан-
ных с энергетическими процессами в ПМ, в эволюционно разных многоклеточных системах. а – Кончик трихома нитчатой
цианобактерии Phormidium uncinatum с усилием “продавлен” через устье стеклянной микропипетки (чтобы предотвратить его
смещение в ответ на засветку) в каплю дистиллированной воды. Внеклеточные электроды регистрировали между наружной
каплей среды и дистиллированной водой в микропипетке сопротивление в несколько сотен МОм (Потапова и др., 1986). Уз-
кий луч (d ≈ 20 мкм) фотосинтетически активного света (h√) вызывает гиперполяризацию освещенных клеток, которая рас-
пространяется вдоль трихома. б – Регистрация внутриклеточными микроэлектродами градиентов МП между клетками на
верхушке вегетативной гифы мицелиального гриба Neurospora crassa. Указаны величины МП в мВ. в, г – Схемы распростра-
нения электрических токов между участками многоклеточной системы с разной активностью генераторов МП, обусловлен-
ной локальной засветкой трихома (в) или отсутствием протонных насосов у передних клеток гифы (г).
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ляризации неосвещенных участков трихома (Пота-
пова и др., 1986; Aslanidi, Shalapjenok, 1991).

Электрические параметры соседних клеток на
верхушке растущей гифы N. crassa оценивали с по-
мощью стандартных внутриклеточных микроэлек-
тродов (Potapova et al., 1988; Belozerskaya, Potapova,
1993). Чтобы вводить тонкие стеклянные иголочки
внутрь подвижного цилиндра диаметром 10–15 мкм,
покрытого жестким хитиновым чехлом, приходи-
лось тщательно подбирать твердость стекла, длину и
угол наклона тонкой части микроэлектрода, а также
прижимать верхушку гифы к поверхности агара
стекляным крючком, закрепленным на микромани-
пуляторе (Belozerskaya, Potapova, 1993). Теоретиче-
ский модельный анализ показал, что небольшая
группа клеток на верхушке растущей вегетативной
гифы N. crassa эффективно функционирует как еди-
ный ансамбль, способный успешно решать задачу
энергетической кооперации (Асланиди и др., 1997;
Смолянинов, Потапова, 2003).

ВОЗМОЖНОСТИ ЭНЕРГЕТИЧЕСКОЙ 
КООПЕРАЦИИ В СИСТЕМАХ ЖИВЫХ КЛЕТОК

В 80-х гг. прошлого века была разработана ориги-
нальная математическая модель, связывающая
энергетику и ионно-осмотический гомеостаз живот-
ной клетки (Aslanidi, Panfilov, 1986). В этой модели
МП присутствует как гомеостазируемый параметр,
т.е. модель учитывает тот факт, что при ухудшении
энергообеспечения клетки в последнюю очередь ли-
шаются энергии АТФ ионные насосы плазматиче-
ской мембраны, так как у них константа связывания
с АТФ ниже, чем у конкурентных внутриклеточных
потребителей АТФ. Применение этой модели для
анализа ситуации в многоклеточной системе с ПК
показало, что если часть электрически связанных
клеток окажется неспособной поддерживать свой
ионный гомеостаз, то их “проблемы” могут быть ре-
шены ближайшими клетками с помощью электри-
ческой связи и ионных потоков через ПК. Однако
при этом клеткам-генераторам придется тратить на
“помощь соседям” собственные ресурсы АТФ
(Асланиди и др., 1988, 1997).

Это модельное предсказание было проверено в экс-
периментах на смешанных культурах животных клеток
с разной чувствительностью к блокатору ионных насо-
сов клеточных мембран (Na+,K+-ATФаз) уабаину: вы-
соко чувствительных к уабаину фибробластов чело-
века и резистентных к нему (от природы) клеток мы-
ши. Эксперименты показали, что клетки мыши и
человека в смешанной монослойной культуре уста-
навливают друг с другом эффективные ПК. Благода-
ря этим ПК в присутствии 1 мкМ уабаина, полно-
стью блокирующего ионные насосы фибробластов

человека, у всей популяции клеток в смешанной
культуре длительное время устойчиво поддержива-
ются в пределах нормы такие существенные показа-
тели ионно-осмотического гомеостаза, как МП и
внутриклеточные концентрации ионов Na+ и K+

(Aslanidi et al., 1991; Асланиди и др., 1991). Межкле-
точные взаимодействия в такой ситуации носят ха-
рактер энергетической кооперации, при которой
“экспорт” энергии из клеток с активными насосами
сопоставим с суммарным клеточным энергопроиз-
водством.

Исходя из значения электрического тока I*, гене-
рируемого ионным насосом одиночной животной
клетки и равному ~10−11 A (Веренинов, Марахова,
1986; Harold, 1986), можно оценить эффективность
энергетической кооперации. Например, в экспери-
ментах на смешанных культурах клеток человека и
мыши регистрировалась разница между величинами
МП (ΔМП) клеток-доноров и клеток-акцепторов,
равная ~2 мВ (Асланиди и др., 1988). Если принять,
что в среднем сопротивление ПК между двумя клет-
ками, RПК, равно ~100 МОм (Chailakhyan et al., 1982;
Graf et al., 1987), можно рассчитать величину меж-
клеточного тока I**, вызывающего регистрируемое в
эксперименте падение напряжения на сопротивле-
нии контакта:

I** = ΔМП/RПК = 2 × 10−11 A, который соответ-
ствует току I*, генерируемому Na+, K+-насосом оди-
ночной клетки.

Важно отметить, что во всем сообществе клеток с
активными и неактивными ионными насосами под-
держиваются не среднеарифметические значения
между параметрами активных и неактивных клеток,
а значения, присущие именно активным клеткам.
Мы назвали это явление “эффектом лидера”, под-
черкнув, что клетки с активными насосами обеспе-
чивают нормальную жизнедеятельность соседей,
поддерживая межклеточные ионные потоки за счет
своих ресурсов АТФ. Сдвиг параметров ионно-ос-
мотического гомеостаза происходит только после
того, как у “лидеров” исчерпываются резервы увели-
чения мощности насосов (Асланиди и др., 1991).

Участие ПК в “энергетической поддержке” кле-
ток одного типа клетками другого типа описано при
ишемии миокарда (Bukauskas, 1982). В качестве есте-
ственной системы, реализующей технологию энер-
гетической кооперации, можно рассмотреть расту-
щую верхушку вегетативной гифы мицелиального
гриба N. сrassa.
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ЭЛЕКТРИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
ВЕРХУШКИ РАСТУЩЕЙ ГИФЫ N. crassa

В классических исследованиях на клетках N. cras-
sa с использованием внутриклеточных микроэлек-
тродов (Slayman,1965) было показано, что ингибито-
ры дыхания в течение 1 мин снижали МП от −200 до
−30 мВ с восстановлением в течение 10 мин после
отмывки игибитора. Было выдвинуто предположе-
ние, что H+-ATФаза грибной мембраны работает как
генератор трансмембранного тока. Это предположе-
ние получило развитие в дальнейших электрофизио-
логических исследованиях (Slayman et al., 1973;
Gradman et al., 1978), в частности при оценке вели-
чин МП и рН с помощью флуоресцентных красите-
лей в экспериментах с мембранными везикулами,
обогащенными H+-ATФазами (Perlin et al., 1984,
1986). Основные принципы мембранного транспор-
та в гифах мицелиального гриба N. crassa следуют хе-
миосмотической схеме Митчелла (Mitchell, 1962,
1966): первичные протонные насосы генерируют
трансмембранный градиент ионов H+, который ис-
пользуется как источник энергии для накопления ве-
ществ трансмембранными вторичными белковыми
транспортерами (Slayman et al., 1973; Slayman, Slayman,
1974; Slayman, 1977; Sanders et al., 1983; Rodrigues-Na-
varro et al., 1986; Blatt et al., 1987; Slayman et al., 1994).

В обзорной работе (Slayman, 1987) детально рас-
смотрены свойства ионных насосов плазматических
мембран N. сrassa (H+-ATФаз) как генераторов очень
сильных (по клеточным масштабам) электрических
токов. Плотность молекул H+-ATФазы в плазмати-
ческих мембранах клеток N. crassa составляет (2–3) ×
× 1011/см2. Следовательно, для поддержания электри-
ческого тока величиной 10 мкА/см2 (соответствую-
щего переносу 6.2 × 1013 ионов на 1 см2 за 1 с) каждая
молекула фермента (через которую при гидролизе
одной молекулы ATФ перекачивается один протон)
должна работать со скоростью 200–300 оборотов/с.
Этот электрический ток создает и поддерживает вы-
сокую трансмембранную разность потенциалов (в
среднем −180 мВ), которую и регистрируют в экспе-
рименте с помощью внутриклеточных микроэлек-
тродов (Slayman, 1965; Чайлахян и др., 1984). С ис-
пользованием стандартных кабельных уравнений
оценили величину пространственной константы λ
(~511 мкм; Gradman et al., 1978). Кроме того, был
сделан вывод, что при стехиометрии 1H+ : 1АТФ на-
сосы должны потреблять 38–52% суммарной про-
дукции АТФ (Gradman et al., 1978).

В электрофизиологических экспериментах (Slay-
man, Slayman, 1962; Potapova et al., 1988; Takeuchi et al.,
1988) было охарактеризовано продольное электри-
ческое поле на переднем конце растущей гифы N.
crassa. По нашим измерениям с помощью внутри-

клеточных микроэлектродов на расстоянии 100 мкм
(L1) от переднего конца гиф N. crassa величина МП
равна приблизительно –130 мВ (Vm1), а на расстоя-
нии 400 мкм (L2) – приблизительно –160 мВ (Vm2)
(Potapova et al., 1988; Потапова, Бойцова, 1997; Pota-
pova, 2012).

Исходя из этих величин, можно оценить напря-
женность электрического поля (Е) вдоль переднего
конца гифы:
E = (Vm2 – Vm1)/(L2 – L1) = 30 мВ/300 мкм = 100 В/м.

В этом случае эквивалентную электрическую схе-
му верхушки гифы можно представить в виде соеди-
ненных последовательно потребителей энергии, ло-
кализованных на участке длиной 0.2–0.3 мм (пример-
но 2–3 самых молодых сегмента), и электрических
генераторов, локализованных в плазматической мем-
бране более взрослых сегментов (Асланиди и др., 1997;
Смолянинов, Потапова, 2003). При наличии элек-
трической связи между соседними клетками, МП
апикальных клеток поддерживаются на высоком
уровне за счет работы H+-ATФаз мембран более ди-
стальных клеток. В такой ситуации дистальные
клетки расходуют энергию собственных пулов АТФ
на поддержание через ПК (септальные поры у гифы)
межклеточных электрических токов, которые со-
ставляют от трети до половины токов, генерируемых
обычной взрослой клеткой через собственную плаз-
матическую мембрану. С помощью техники при-
жизненных флуоресцентных меток в начале XXI в.
было показано, что в плазматических мембранах
апикальных клеток вегетативных гиф, действитель-
но, отсутствуют H+-ATФазы (Riquelme et al., 2005;
Fajardo-Somera et al., 2013).

В принципе, на верхушке гифы активно происхо-
дит митохондриальное дыхание, которое вырабаты-
вает значительное количество АТФ и которое могло
бы поддерживать работу H+-ATФаз непосредствен-
но в собственных клетках, создавая таким образом
движущую силу для работы расположенных здесь
вторичных транспортеров. Однако природа пошла
по пути разной транспортной специализации плаз-
матической мембраны молодых апикальных и более
взрослых клеток, позволяя апикальным клеткам
экономить ресурсы АТФ и направлять их на обеспе-
чение синтеза и работы цитоскелетных элементов. Та-
ким образом, исследование N. сrassa позволило в
прямом электрофизиологическом эксперименте
продемонстрировать эффективность рассмотрения
мембранного электрогенеза с позиций биоэнерге-
тики для анализа функциональной роли ПК как ме-
ханизма, обеспечивающего энергетическую коопе-
рацию между соседними клетками. Локальные про-
дольные токи и электрические поля, возникающие
благодаря разделению труда между клетками по ге-
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нерации и потреблению энергии МП, могут быть се-
рьезным фактором самоорганизации системы элек-
трически связанных клеток.

СТРУКТУРНАЯ УПОРЯДОЧЕННОСТЬ 
АПИКАЛЬНОГО СЕГМЕНТА РАСТУЩЕЙ 

ГРИБНОЙ ГИФЫ
Гифа N. crassa представляет собой цепочку мно-

гоядерных сегментов длиной 50–100 мкм, септаль-
ные поры между которыми свободно пропускают
растворенные вещества и даже органеллы и поддер-
живают электрическую связь вдоль гифы. Растет и
развивается гифа путем поляризованного верхушеч-
ного роста (ВР) – векторного удлинения верхушек
со скоростью 20–30 мкм/мин и периодического об-
разования ветвей, которые также удлиняются на
верхушках и ветвятся (Davis, 2000). В ходе ВР из бо-
лее взрослых отделов гифы к точке удлинения на пе-
реднем конце поступают многочисленные везику-
лы, которые содержат необходимые для роста гифы
материалы и с высокой скоростью сливаются с плаз-
матической мембраной переднего конца. Благодаря
достижениям современной экспериментальной био-
логии накоплен большой объем данных о структуре и
динамике внутриклеточных систем, принимающих
участие в ВР вегетативных гиф N. crassa, составлены
карты-схемы многих метаболических путей, описано
большое количество молекул-участников, в том чис-
ле белков-регуляторов. В одном из недавних обзоров
на эту тему (Steinberg et al., 2017) цитируется 346 ис-
точников, в которых описаны молекулярно-генети-
ческие детали процессов на переднем конце гифы:
экзоцитоза и эндоцитоза, септирования и организа-
ции потоков цитоплазмы, тонкости транспорта по
сети аппарата Гольджи. Авторы сравнивают белки и
структуры, принимающие участие в процессе ВР, с
оркестром, исполняющим понятную музыку по не-
понятной партитуре при неизвестном дирижере,
особо подчеркивая, что до сих пор не ясны механиз-
мы участия ядер в процессе ВР.

Особенное внимание исследователей приковано
к структурно-функциональной организации перед-
него конца растущей гифы N. сrassa:

1) Непосредственно на расстоянии 1–2 мкм от
переднего конца располагается Spitzenkorper, или
центр распределения везикул (который состоит из
везикул, рибосом, актиновых волокон и аморфного
материала неизвестной природы) (Davis, 2000).

2) Передний участок длиной ~20–30 мкм – это
зона скопления нитевидных митохондрий (Potapo-
va, 2012; Потапова и др., 2013; Potapova, Golyshev,
2016).

3) На переднем участке отсутствуют ядра (зона,
свободная от ядер) (Davis, 2000; Freitag et al., 2004).

4) Первая септальная перегородка образуется на
расстоянии, не ближе чем ~150 мкм от точки роста
гифы (Delgado-Álvarez et al., 2014; Потапова и др.,
2016), так что длина апикального сегмента всегда
больше, чем средняя длина следующих гифальных
сегментов.

5) Н+-ATФазы – основные генераторы МП у
N. сrassa – отсутствуют в апикальном сегменте гифы
и встраиваются в плазматическую мембрану только
за первой септальной перегородкой (Riquelme et al.,
2005; Fajardo-Somera et al., 2013).

6) Значение МП на переднем участке длиной
150–200 мкм существенно ниже, чем в дистальной
части гифы (Slayman, Slayman, 1962; Potapova et al.,
1988; Belozerskaya, Potapova, 1993; Потапова, Бойцо-
ва, 1997).

7) На переднем участке длиной 100–150 мкм
принципиально меняется характер движения мик-
ротрубочек (Mouriño-Pérez et al., 2006; Sugden et al.,
2007; Held et al., 2010; Riquelme et al., 2011).

Изменение характера движения микротрубочек –
очень важная особенность апикального сегмента ги-
фы. Вдоль всей гифы микротрубочки встречаются в
виде коротких палочек (длиной 5–10 мкм), которые
свободно переносятся током цитоплазмы, проникая
через септальные поры. В апикальном сегменте на
переднем участке длиной 100–150 мкм микротру-
бочки образуют длинные тяжи, которые ориентиру-
ются строго параллельно оси гифы и перемещаются
не потоком цитоплазмы, а с помощью собственной
векторной сборки–разборки, требующей значи-
тельного расхода энергии в виде АТФ (Mouriño-
Pérez et al., 2006; Held et al., 2010; Riquelme et al.,
2011). В этой связи понятно, зачем на передних кон-
цах растущих гиф собираются нитевидные митохон-
дрии и почему эффективность их скопления зависит
от скорости удлинения гифы (Потапова и др., 2013).
Коллеги из Великобритании (Sugden et al., 2007) коли-
чественно охарактеризовали работу микротрубочек по
транспорту везикул к переднему концу растущей гифы
N. сrassa. В рамках их математической модели упорядо-
ченный ансамбль из ≈10 микротрубочек способен до-
ставлять в зону роста достаточное количество везикул с
материалами, чтобы обеспечить удлинение гифы со
скоростью 25–30 мкм/мин. Однако возникает вопрос:
чем и как регулируется образование упорядоченного
ансамбля микротрубочек и митохондрий на перед-
нем конце растущей гифы?

Возможно, что существенную роль в этом про-
цессе играет локальное электрическое поле на пе-
реднем конце гифы. Изолированные микротрубоч-
ки в экспериментах in situ ориентируются и меняют
скорость движения под влиянием электрического
поля напряженностью 2 × 103 В/м (Böhm et al., 2005;
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Dujovne et al., 2008). По нашим оценкам (см. выше)
напряженность электрического поля (Е) вдоль пе-
реднего конца гифы составляет 100 В/м. Эта величи-
на на порядок меньше, чем в экспериментах in situ.
Но может быть, в условиях живой клетки зареги-
стрированное нами электрическое поле также может
влиять на ориентацию, расположение и скорость
движения согласованного ансамбля микротрубочек
и митохондрий. Во всяком случае, факт отсутствия в
апикальном сегменте гифы Н+-ATФаз – основных
генераторов МП у N.сrassa (Riquelme et al., 2005; Fa-
jardo-Somera et al., 2013) – и поддержание за счет
этого локального постоянного электрического поля,
безусловно, следует учитывать при анализе механиз-
мов самоорганизации внутриклеточных структур в
этой области.

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ СВЯЗЬ 
ЭЛЕКТРИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ 

В ТРИХОМАХ НИТЧАТЫХ 
ЦИАНОБАКТЕРИЙ С ЭНЕРГЕТИКОЙ

Способность к энергетической кооперации меж-
ду клетками с помощью межклеточной электриче-
ской связи, по-видимому, появилась на заре эволю-
ции миллиарды лет назад как структурно-функцио-
нальная база для разделения труда в трихомах
нитчатых цианобактерий – первых многоклеточных
организмов нашей планеты (Потапова, Кокшарова,
2020). Трихомы цианобактерий – это нити из сотен
клеток, связанных межклеточными взаимодействия-
ми. В трихомах некоторых цианобактерий в отсутствие
азота развивается специализация клеток для решения
разных функциональных задач: 1) фотосинтеза с выде-
лением кислорода и 2) фиксации азота, для которой
кислород является ингибитором. Таким образом, три-
хом превращается в некий организм с обменом про-
дуктами фотосинтеза и фиксации азота между вегета-
тивными клетками и гетероцистами.

Реализовать такое разделение труда нитчатые ци-
анобактерии смогли за счет приобретения в ходе
эволюции способности не просто создавать встроен-
ные в мембраны структурно-функциональные бел-
ковые комплексы, но и пространственно разделять
их вплоть до размещения в разных клетках. Объеди-
нение функционально связанных белков в такие
комплексы и их размещение на расстоянии друг от
друга в однотипной мембране или в разнотипных
мембранах одной и той же клетки, а также распреде-
ление по разным клеткам – явление динамичное и
зависящее как от состояния самих клеток, так и от
условий внешней среды. В связи с этим возникает
много вопросов о механизмах регуляции этой дина-
мики. Например, вопрос: как конкретные белки нахо-
дят свое место в разных мембранах? Ответа пока нет.

Цианобактерии – очень популярный лаборатор-
ный объект. В настоящее время достаточно полно
изучены детали морфологии, физиологии и генети-
ки межклеточных взаимодействий в трихомах
(Flores et al., 2019). Для модельной цианобактерии,
образующей гетероцисты, Anabaena sp. strain PCC
7120, охарактеризованы обязательные компоненты
септальных контактов: белки SepJ, FraC и FraD, а
также еще ряд белков, важных для формирования
нормального количества межклеточных нанопор и
их функционирования, включая некоторые амила-
зы, белки, связывающие пептидогликан, и несколь-
ко мембранных транспортеров. Специалисты по ци-
анобактериям отмечают функциональное сходство
септальных контактов между клетками в трихомах
цианобактерий с щелевыми контактами животных,
описанными в литературе (см. обзор: Herve, Deran-
geon, 2013).

При анализе функциональных свойств трихомов
с разделением труда между вегетативными клетками
и гетероцистами серьезную проблему представляет
описание потоков энергии (Magnuson, 2019). В ре-
шении этой проблемы может помочь обращение к
принципам мембранной энергетики и представле-
ниям о возможности энергетической кооперации
между клетками с помощью электрической связи че-
рез ПК (Потапова, Кокшарова, 2020). Мембранные
системы вегетативных клеток конвертируют солнеч-
ную энергию в биохимическую посредством окси-
генного фотосинтеза, создавая значительные по ве-
личине МП, с помощью которых происходит синтез
АТФ. Фотосинтетические системы имеют близкий
ферментный состав у цианобактерий, водорослей и
высших растений. Но у водорослей и высших расте-
ний фотосинтез происходит в специальных органел-
лах (тилакоидах), а у цианобактерий – в разных зо-
нах одной и той же непрерывной мембранной систе-
мы, объединяющей тилакоидные мембраны и
плазматическую мембрану клетки (Mullineaux, 2014).

В тилакоидных и плазматических мембранах ге-
тероцист не происходит оксигенного фотосинтеза,
создающего МП, необходимый для работы АТФ-
синтаз, но при этом функционирует АТФ-синтаза
(Telor, Stewart, 1976; Ernst et al., 1983), активность ко-
торой, очевидно, поддерживается благодаря распро-
странению через ПК гиперполяризации плазмати-
ческой мембраны, генерируемой вегетативными
клетками (Chailakhyan et al., 1982; Потапова и др.,
1986). Изучение деталей строения АТФ-синтазы ци-
анобактерий приводит к заключению, что для произ-
водста 1 молекулы АТФ требуется перенести через мем-
брану 4–5 ионов H+ (Muller, Hess 2017; Pogorelov et al.,
2012), что ниже по эффективности, чем у митохон-
дриальных АТФ-синтаз млекопитающих, но близко
к тилакоидам растений. Можно ориентировочно
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оценить величину мощности, передаваемой вдоль
трихома через межклеточные каналы. В экспери-
ментах с локальном освещениeм от 2-х до 10 клеток
трихома, фиксированного в устье микропипетки
(рис. 2), мы регистрировали скачок разности потенци-
алов ΔV величиной около 20 мВ при сопротивлении
микропипетки R = 400 Мом (Потапова и др., 1986;
Aslanidi, Shalapjenok, 1991). Исходя из этих данных,
можно оценить внеклеточный ток I = ΔV/R = 50 пА.
Поскольку электрический ток в 1 пА переносит 6 ×
× 106 электрических зарядов за 1 с, а для синтеза
1 молекулы АТФ необходим перенос 4–5 “горячих”
протонов через молекулу внутримембранной АТФ-
синтазы (Pogorelov et al., 2012; Muller, Hess, 2017),
можно заключить, что освещенные клетки обеспе-
чивают темновым клеткам трихома возможность
производить около 6 × 107 АТФ/с. Оборот АТФ в
бактериальной клетке составляет в среднем (1–7) ×
× 107 АТФ/с (Chapman, Atkinson, 1977). Таким обра-
зом, передача энергии вдоль трихома может быть со-
поставима с суммарным клеточным энергопроиз-
водством.

ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Одна из центральных задач современной биоло-

гии – понять, как живая клетка создает, поддержи-
вает и воспроизводит свою пространственную
структуру, устанавливая взаимодействия с соседни-
ми клетками и с окружающей средой. Известный
микробиолог и биоэнергетик Харольд (Harold, 2001,
2005) утверждает, что новый продукт работы генома
всегда оказывается в клетке с уже существующей
структурой и вынужден работать под влиянием уже
существующего порядка. В этом плане при анализе
проблемы самоорганизации в любой небольшой
группе клеток важно принимать во внимание веро-
ятность наличия локальных электрических полей,
которые создаются неравномерным распределением
между клетками генераторов МП, расходующих
энергию внутренних или внешних ресурсов, и по-
требителей энергии, аккумулированной в форме
МП (рис. 1).

Такого рода электрические явления описаны для
эволюционно различных организмов и по праву мо-
гут быть отнесены к универсальным естественным
технологиям биологических систем, согласно пред-
ставлениям Уголева (Уголев, 1987). У нитчатых ци-
анобактерий, благодаря межклеточной электриче-
ской связи, фотосинтезирующие вегетативные клет-
ки могут оказывать энергетическую поддержку
фиксирующим азот гетероцистам (Потапова, Кок-
шарова, 2020). Неслучайно в нитях цианобактерий
гетероцисты располагаются через каждые 10–15 ве-
гетативных клеток (Herrero et al., 2016). Это доста-

точно удобно, чтобы эффективно использовать
электрические кабельные свойства трихома.

Мицелиальные грибы приобрели в ходе эволю-
ции уникальное свойство: H+-АТФазы (основные
генераторы МП) отсутствуют в плазматической
мембране апикального сегмента (Riquelme et al.,
2005; Fajardo-Somera et al., 2013). Удлинение гифы
диаметром 10–15 мкм со скоростью 20–30 мкм/мин
обеспечивается путем экзоцитоза на переднем кон-
це везикул, содержащих ферменты и предшествен-
ники синтезов клеточной стенки, со скоростью
~40000 везикул/с (Davis, 2000). Везикулы поступают
к растущему концу из мицелия с расстояний до 1 см
с потоком цитоплазмы, но в апикальном сегменте их
движение перестает быть потоком, а становится по-
шаговым движением по микротрубочкам (Mouriño-
Pérez et al., 2006; Held et al., 2010; Riquelme et al., 2011).
В рамках математической модели (Sugden et al., 2007)
обеспечить такое движение может ансамбль из 10
микротрубочек, ориентированных вдоль оси гифы.
Работа микротрубочек требует значительных ресур-
сов АТФ, так же, как и процессы, обспечивающие
последующее слияние везикул с плазматической
мембраной. В связи с этим устранение из апикаль-
ного сегмента такого мощного конкурентного по-
требителя АТФ, как H+-АТФазы, – это эффектив-
ное конструктивное решение, тем более что благода-
ря электрической связи апикального сегмента с
остальной гифой отсутствие генераторов МП на пе-
реднем участке гифы длиной ~200 мкм создает здесь
сильное локальное электрическое поле (см. выше),
которое безусловно должно способствовать упоря-
дочиванию расположения и взаимодействий внут-
риклеточных молекул и частиц. Осталось понять,
как это конструктивное решение запрограммирова-
но в геноме.

В последние годы бурно обсуждается возможная
роль локальных электрических полей в регуляции
работы генома на клеточном уровне (Blackiston et al.,
2009; Levin, 2014, 2017; Pai et al., 2015, 2016; Pietak,
Levin, 2017; Cervera et al., 2018, 2020; Cao Lin et al.,
2018; Fields et al., 2018). С этих позиций было бы по-
лезно проанализировать более детально события,
происходящие в апикальном сегменте растущей ве-
гетативной гифы N. crassa, где высокая скорость
удлинения гифы обеспечивается согласованным
взаимодействием внутриклеточных структур в силь-
ном локальном электрическом поле.

Несмотря на огромные массивы эксперименталь-
ных данных на молекулярно-генетическом и кле-
точном уровне о событиях, происходящих в апи-
кальном сегменте, остается практически не осве-
щенной роль ядер в ВР N. crassa (Borkovich et al.,
2004; Riquelme et al., 2011, 2018; Steinberg et al., 2017).
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Технически неразрешимой оказывается задача наблю-
дать за поведением каждого из 20–30 динамичных и
асинхронно делящихся ядер диаметром 2–3 мкм внут-
ри гифального цилиндра диаметром 10–20 мкм, непре-
рывно удлиняющегося со скоростью 20–30 мкм/мин.
Один из подходов к решению этой задачи – наблю-
дение за динамикой и делением ядер в эксперимен-
тах на проростках спор N. сrassa – зачатках вегета-
тивных гиф, имеющих в первые 10 ч развития мень-
ший диаметр и меньшую скорость удлинения, чем
взрослая гифа (Roca et al., 2010). Мы предлагаем (как
удобный экспериментальный подход) использовать
изолированные верхушки вегетативных гиф N. сras-
sa, которые после отделения от материнского мице-
лия продолжают удлинение в прежнем направлении,
но с меньшей скоростью и меньшим диаметром, чем у
связанных с мицелием гиф. При этом сохраняются
структурно-функциональные особенности организа-
ции апикального сегмента (Потапова и др., 2016, 2018).

В наши дни полностью расшифрованы геномы
десятков организмов, описаны в деталях многие
процессы на молекулярно-генетическом уровне, но
мы все еще далеки от понимания, как записанные в
геноме программы роста и развития реализуются на
материальных носителях во времени и в простран-
стве. При дальнейших исследованиях в этой области
важно учитывать, что с позиций биоэнергетики
(Mitchell, 1962, 1966; Skulachev 1988; Скулачев и др.,
2010) в многоклеточных системах возможно разделе-
ние труда между соседними клетками по запасанию
и использованию энергии, аккумулированной в
форме МП, при условии передачи энергии с помо-
щью межклеточной электрической связи через ПК
(Асланиди и др., 1988; Potapova, 1991; Potapova,
Aslanidi, 1995). Такого типа разделение труда между
клетками сопровождается генерацией и поддержа-
нием локальных электрических полей, которые мо-
гут оказывать влияние на клеточную активность на мо-
лекулярном и генетическом уровне (Blackiston et al.,
2009; Levin, 2014; Cervera et al., 2020) и быть количе-
ственно охарактеризованы (с помощью электрофи-
зиологических технологий) и проанализированы в
рамках представлений кабельной теории (Hodgkin,
Rushton, 1946; Беркинблит и др., 1981).
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Membrane Bioenergetics and Distribution of Functions in Systems
of Electrically Coupled Cells

T. V. Potapova*
Belozersky Scientific Research Institute of Physico-chemical Biology, Moscow Lomonosov State University, Moscow, 119991 Russia
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From the standpoint of modern membrane bioenergetics, membrane-associated proteins, which ensure storage and
use of energy accumulated in the form of a membrane potential (MP), are spatially separated. The presence in mul-
ticellular systems of electrical communication through permeable contacts (PC) makes it possible to transfer energy
through the PC and thus contribute to the division of labor between neighboring cells. Processes occurring in these
systems are manifested in changes in the electrical characteristics of individual cells and PCs and can be quantita-
tively analyzed by describing cells and cellular systems as equivalent electrical cables. The review presents the data of
multiannual studies of energy transfer through PC in evolutionarily different multicellular systems: trichomes of fil-
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amentous cyanobacteria, hyphae of mycelial fungi, and monolayer cultures of animal cells. The hypha of Neurospora
crassa as a convenient experimental model is considered in more detail. On the basis of the comparison of the data
in our own works with other publications, a hypothesis is put forward about a possible participation of local electric
fields in self-organization of intracellular structures at the apex of the growing hypha of N. crassa, which are created
owing to uneven distribution between cells of the functions of MP generation and utilization of its energy. Ideas
about the features of electrical processes and phenomena accompanying the energy transfer through PC can be use-
ful in the analysis of many important issues related to the mechanisms for implementation of genetic instructions in
specific life processes.

Keywords: bioenergetics, division of labor, electric coupling, intercellular interactions, local electrical fields, mem-
brane potential, Neurospora crassa
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Условно-патогенные бактерии Serratia grimesii способны проникать в клетки эукариот, однако механизмы
их инвазивной активности неизвестны. Ранее мы показали, что S. grimesii in vitro секретируют мембранные
везикулы, которые проникают в культивируемые клетки эукариот и усиливают инвазию S. grimesii в эти
клетки (Bozhokina et al., 2020). Поэтому целью настоящей работы является исследование роли мембран-
ных везикул S. grimesii в процессе взаимодействия бактерий с клеткой-хозяином. Результаты проведенных
экспериментов показали, что воздействие холодового шока или окислительного стресса, вызванного пе-
рекисью водорода, увеличивает секрецию мембранных везикул бактериями S. grimesii, а выделенные вези-
кулы усиливают инвазию бактерий в клетки СaCo-2. Кроме того, мембранные везикулы S. grimesii инду-
цируют иммунный ответ клеток СaCo-2, а также обладают по отношению к этим клеткам цитотоксиче-
ской активностью, определяемой по уровню высвобождения из клеток лактатдегидрогеназы. В
присутствии везикул, полученных в условиях стресса, бактерии активнее адгезировали и проникали в
клетки CaCo-2. Кроме того, впервые продемонстрировано участие рецептора клеточной поверхности Е-
кадгерина в инвазии мембранных везикул S. grimesii в клетки CaCo-2. Полученные результаты позволяют
предположить, что везикуло-опосредованная доставка факторов вирулентности к клеткам эукариот мо-
жет вносить существенный вклад в патогенез, вызванный инфекцией S. grimesii.

Ключевые слова: Serratia grimesii, мембранные везикулы, гримелизин, бактериальная инвазия
DOI: 10.31857/S0041377121010028

Многие грамотрицательные бактерии способны
секретировать мембранные везикулы, представляю-
щие собой сферические пузырьки наружной мем-
браны бактерий размером от 20 до 400 нм, которые
содержат биологически активные белки, нуклеино-
вые кислоты, а также различные бактериальные ме-
таболиты (Brown et al., 2015; Schwechheimer, Kuehn,
2015; Bryant et al., 2017; Toyofuku et al., 2019). Предпо-
лагается, что мембранные везикулы бактерий явля-
ются ключевыми участниками в межбактериальных
взаимодействиях, а также во взаимодействии бакте-
рий с клетками эукариот. Этому способствуют раз-
нообразные роли мембранных везикул, такие как
поглощение питательных веществ, перенос генов,
образование биопленок, антимикробная защита, до-
ставка токсинов и факторов вирулентности при за-
ражении клетки-хозяина (Kulp, Kuehn, 2010).

Бактериальная ДНК, выделенная из везикул, об-
наруживается в моче (Yoo et al., 2016; Park et al., 2017),
а также в таких стерильных отделах организма, как
сердечный миокард (Svennerholm et al., 2017). Это
предполагает, что бактериальные везикулы могут про-
никать в органы, значительно удаленные от места пер-
вичного бактериального контакта (Stentz et al., 2018).
Показано, что везикулы могут взаимодействовать с
различными клетками млекопитающих, включая
клетки эпителия кишечника (Bielaszewska et al., 2013;
Stentz et al., 2014; O’Donoghue et al., 2017), клетки ле-
гочного эпителия (Bauman, Kuehn, 2009), эндотели-
альные клетки (Kim et al., 2013) и клетки иммунной
системы (Hickey et al., 2015; Deo et al., 2018). Тем не
менее, молекулярные механизмы проникновения
мембранных везикул, а также дальнейшая судьба их
содержимого в цитоплазме эукариотической клетки
остаются мало изученными (Margolis, Sadovsky, 2019).

Исторически исследования мембранных везикул
были сосредоточены на изучении везикул, продуци-
руемых патогенными грамотрицательными бакте-
риями, и роли этих структур в транспортировке ток-

Принятые сокращения: ИФА – иммунноферментный анализ;
ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реакция с обратной тран-
скрипцией; LDH – лактакдегидрогеназа.

УДК 579.61
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синов и факторов вирулентности в клетку-хозяина
(Kunsmann et al., 2015; Rasti et al., 2018). Недавно по-
явились исследования, показывающие наличие
мембранных везикул условно-патогенных и пробио-
тических бактерий, которые могут благоприятно
влиять на клетки хозяина, поддерживая их гомеостаз
путем воздействия на сигнальные пути эпителиаль-
ных и иммунных клеток. Например, было показано,
что мембранные везикулы Escherichia coli штамма
Nissle 1917 помогают поддерживать целостность ки-
шечного барьера за счет усиления экспрессии бел-
ков оклудина-1 и клаудина-14, усиливающих меж-
клеточные контакты (Alvarez et al., 2016), а также пу-
тем увеличения производства противомикробных
пептидов и противовоспалительных цитокинов
(Fabrega et al., 2017; Alvarez et al., 2019). С другой сто-
роны, показано, что выделенные мембранные вези-
кулы S. grimesii содержат актин-специфическую про-
теазу гримелизин, которую везикулы могут перено-
сить в цитоплазму эукариотической клетки и
способствовать заражению этих клеток инвазирую-
щими бактериями (Bozhokina et al., 2020).

Хотя все эти данные указывают на способность
мембранных везикул бактерий влиять на жизнедея-
тельность клеток эукариот, процессы образования
везикул и их проникновения в клетки эукариот оста-
ются недостаточно изученными. Ранее мы показали,
что условно-патогенные бактерии S. grimesii образу-
ют везикулы, которые не только способны прони-
кать в эукариотические клетки, но и усиливают инва-
зию “материнских” бактерий в эти клетки (Bozhokina
et al., 2020). В экспериментах этой работы количество
выделенных мембранных везикул увеличивали с по-
мощью холодового шока (4°С), которому были под-
вергнуты бактерии S. grimesii (Bozhokina et al., 2020).

Задачей настоящей работы было изучение влия-
ния мембранных везикул S. grimesii, полученных в
условиях холодового шока или окислительного
стресса, на свойства эукариотических клеток in vitro
и взаимодействие бактерий с клеткой-хозяином.

Результаты нашей работы показали, что мем-
бранные везикулы S. grimesii индуцируют иммунный
ответ клеток эукариот, а также обладают цитотокси-
ческой активностью по отношению к этим клеткам.
Присутствие везикул усиливало адгезию S. grimesii к
клеткам аденокарциномы кишечного эпителия
CaCo-2 и проникновение бактерий в эти клетки.
Кроме того, впервые продемонстрировано участие ре-
цептора клеточной поверхности Е-кадгерина в инва-
зии мембранных везикул S. grimesii в клетки CaCo-2.
Полученные результаты указывают на то, что мем-
бранные везикулы могут вносить существенный
вклад в патогенез, вызванный инфекцией S. grimesii.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки, бактерии, среды, условия культивирова-
ния. Клетки аденокарциномы толстой кишки чело-

века линии СаCо-2 были получены из Коллекции
культур клеток позвоночных Института цитологии
РАН (КККП ИНЦ РАН, С.-Петербург). Клетки
CaCo-2 культивировали в среде DMEM/F12 (Gibco,
США), содержащей 10% эмбриональной бычьей сы-
воротки (HyClone, США) при 37°C и 5% CO2. Клет-
ки снимали 0.25%-ным раствором трипсин-ЭДТА
(Gibco, Великобритания) и переносили в 24-луноч-
ные планшеты для тканевых культур (Corning Glass
Works, Corning, Нидерланды). Для иммунофлуорес-
центного анализа монослой клеток СаCо-2 дважды
промывали фосфатно-солевым буферным раство-
ром PBS (Биолот, Россия) и культивировали в среде
DMEM/F12 (Gibco, США), не содержащей анти-
биотиков и сыворотки.

Бактерии S. grimesii были получены из Немецкой
коллекции микроорганизмов и клеточных культур
(DSMZ, Берлин, Германия). Бактерии выращивали
в среде LB (Gibco, Великобритания) при 37°C в кол-
бах с аэрацией в течение 24 ч до достижения оптиче-
ской плотности, равной 0.1 при 600 нм (OD600). Для
экспериментов с холодовым шоком бактерии куль-
тивировали при 37°C, а затем (перед выделением
мембранных везикул) помещали на водяную баню
со льдом на 1 ч. Для экспериментов с окислительным
стрессом бактерии культивировали как указано вы-
ше, а затем в среду добавляли пероксид водорода до
конечной концентрации 250 мкМ (Биолот, Россия)
на 1 ч, после чего выделяли мембранные везикулы.

Выделение мембранных везикул. Бактерии, выра-
щенные в течение 24 ч в среде LB (Gibco, Велико-
британия) при 37°C в колбах с аэрацией, центрифу-
гировали при 10000 g в течение 30 мин и полученный
супернатант фильтровали через мембрану с диамет-
ром пор 0.22 мкм (Millipore, Великобритания).
Фильтрат концентрировали, используя центробеж-
ный фильтр Ultra-4 с номинальной отсечкой 10 кДа
(Millipore, Великобритания). Концентрированный
фильтрат подвергали ультрацентрифугированию
при 40000 g в течение 1 ч при 4°C с использованием
ротора Type 45 Ti (Beckman Instruments, США).
Осадки, содержащие мембранные везикулы, суспен-
дировали в PBS (Биолот, Россия). Суспензию мем-
бранных везикул проверяли на стерильность, высевая
на чашки с LB-агаром (Gibco, Великобритания). Ко-
личество мембранных везикул выравнивали по кон-
центрации белка в растворе мембранных везикул,
определенного по методу Лоури (Lowry et al., 1951).

Количественная оценка адгезии и инвазии бактерий
после обработки клеток мембранными везикулами.
Влияние мембранных везикул на инвазию бактерий
S. grimesii определяли с помощью метода количе-
ственной оценки адгезии и инвазии по описанной
методике (Wu et al., 2014) с небольшими модифика-
циями. Клетки CaCo-2 культивировали в среде
DMEM/F12 (Gibco, США) без сыворотки в присут-
ствии разного количества везикул в течение 1 ч, за-
тем среду отбирали и клетки промывали 3 раза буфе-
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ром PBS (Биолот, Россия), контроль отмывки вези-
кул проводили с помощью микроскопа ZOI (Biorad,
США). Среду DMEM/F12 заменяли на свежую без
сыворотки и клетки заражали бактериями S. grimesii
из расчета 25 бактерий на 1 клетку. Клетки в присут-
ствии бактерий культивировали при 37°C и 5% CO2 в
течение 2 ч. Затем клетки промывали 1 мл раствора
трипсина с ЭДТА (Биолот, Россия), добавляли среду
DMEM/F12 с гентамицином (100 мкг/мл) и культи-
вировали 1 ч, чтобы уничтожить внеклеточные бак-
терии. После этого клетки лизировали в 4.5%-ном
растворе дезоксихолата натрия в течение 10 мин. Ли-
зат обьемом 100 мкл быстро титровали холодной
средой LB (Gibco, Великобритания) до нужной кон-
центрации и высевали по 100 мкл на чашки с LB-ага-
ром (Gibco, Великобритания) для подсчета количе-
ства колониеобразующих единиц (КОЕ). Ту же про-
цедуру использовали для анализа бактериальной
адгезии, но исключали обработку клеток средой с
гентамицином. Результаты представляют собой сред-
нее значение КОЕ, которое соответствует количеству
образовавшихся колоний, из трех независимых экс-
периментов. Результаты выражали средним значе-
нием и среднестатистическим отклонением. Разли-
чия считали значимыми при вероятности гипотезы
p < 0.05.

Иммунофлуоресцентная окраска мембранных вези-
кул и рецептора клеточной поверхности Е-кадгерина.
Клетки CaCo-2 инкубировали с мембранными вези-
кулами, предварительно окрашенными красителем
DiLO (Thermo Fisher Scientific, Великобритания),
согласно инструкции производителя в течение 1 ч.
Затем клетки промывали буфером PBS и фиксирова-
ли в 4%-ном растворе параформальдегида (Sigma-
Aldrich, США) в течение 20 мин при комнатной тем-
пературе и блокировали 1%-ным раствором бычьего
сывороточного альбумина (BSA; Sigma, ФРГ) в тече-
ние 1 ч. Пермеабилизацию клеточной мембраны
проводили 0.1%-ным раствором Тритона Х-100 в те-
чение 15 мин при комнатной температуре. Далее об-
разцы инкубировали с антителами к Е-кадгерину
(Santa Cruz, США) в течение ночи при 4°С. Вторые
антитела (AlexaFluor 488; Life Technologies, США)
разводили в соотношении 1 : 500 и инкубировали с
ними препараты 1 ч в темноте при комнатной темпе-
ратуре. В качестве отрицательного контроля исполь-
зовали клетки, окрашенные только вторыми антитела-
ми. Визуализацию проводили с помощью микроскопа
Olympus FV3000 (Olympus, Япония), используя про-
граммное обеспечение ImageJ.

Определение уровня воспалительных цитокинов в
клетках СаCо-2 после их инкубации с мембранными
везикулами S. grimesii. Уровень секреции интерлей-
кинов IL-6 и IL-8 оценивали с использованием на-
бора для сэндвич-ИФА в соответствии с инструкци-
ями производителя (Human IL-6, IL-8 Pre-Coated
ELISA Kit; Peprotech, Великобритания). Клетки
СаCо-2 инкубировали в течение 24 ч с мембранными
везикулами в концентрации 2, 50 или 100 мкг/мл.

Определение уровней цитокинов IL-6 и IL-8 прово-
дили с использованием 96-луночных планшет-риде-
ров Dynex MRX II (Dynex, США), предварительно
покрытых моноклональными антителами, специ-
фичными к IL-6 или IL-8. Поглощение измеряли
при длине волны 405 нм, в качестве детектирующих
антител использовали биотинилированные полик-
лональные антитела, специфичные к IL-6 или IL-8,
и анализировали с помощью программного обеспе-
чения Revelation (Dynex, США).

Оценка цитотоксичности мембранных везикул. Ци-
тотоксичность мембранных везикул S. grimesii по от-
ношению к клеткам оценивали с помощью нерадио-
активного анализа цитотоксичности CytoTox 96
(Promega, Великобритания). За 7 сут до инфициро-
вания клетки CaCo-2 засевали в 24-луночные план-
шеты, выращивали до образования 70%-ного моно-
слоя и культивировали при 37°C в течение 24 ч среде
DMEM/F12 (Gibco, США) без сыворотки с мем-
бранными везикулами S. grimesii (в концентрации 2,
50 или 100 мкг/мл). Цитотоксичность мембранных
везикул определяли в супернатантах клеток по уров-
ню высвобождения в среду лактатдегидрогеназы
(LDH). Необработанные клетки являлись отрицатель-
ным контролем цитотоксичности (0%). Полный лизис
клеток после обработки 1%-ым Тритоном Х-100 пред-
ставлял собой положительный контроль (цитоток-
сичность 100%).

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) в режиме ре-
ального времени с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР).
Для анализа экспрессии гена e-cadherin из клеток
выделяли тотальную РНК при помощи набора Ribo-
Pure™ RNA Purification Kit (Invitrogen, США) по
протоколу, рекомендованному производителем. Все
образцы обрабатывали ДНКазой (Fermentas, Thermo
Scientific, Литва). Для синтеза кДНК использовали
1 мкг тотальной РНК на пробу, ревертазу RevertAid
M-MuLV и случайные олигонуклеотидные последо-
вательности (Fermentas, Thermo Scientific, Литва).
Пробы для ПЦР готовили в соответствии с протоко-
лом производителя Taq ДНК-полимеразы (Fer-
mentas, Thermo Scientific, Литва). Использовали
специфические праймеры следующих последова-
тельностей: для e-cadherin прямой 5'-CTGAGAAC-
GAGGANAACG-3' и обратный 5'-TTCACATCCAG-
CACATCC-3'; для β-актина прямой 5'-AATCTGG-
CACCACACCTTCTACA-3' и обратный 5'-GACG-
TAGCACAGCTTCTCCTTA-3'. Температура отжига
праймеров была адаптирована к оптимальным усло-
виям ПЦР для каждой используемой пары. ПЦР-
анализ экспрессии генов проводили на амплифика-
торе CFX96 (BioRad, Сингапур).

Статистическая обработки результатов. Использо-
вали t-критерий Стьюдента. Различия считали до-
стоверными при вероятности гипотезы p < 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Синтез мембранных везикул бактериями S. grimesii 
в условиях стресса

Ранее мы показали, что бактерии S. grimesii увели-
чивают производство мембранных везикул при фи-
зиологическом стрессе (Bozhokina et al., 2020). Тем-
пература является основным регулятором экспрессии
генов у бактерий, и производство мембранных везикул
бактериями происходило как при низких, так и при
более высоких температурах (Yonezawa et al., 2011).
Имея это в виду, мы проверили, влияют ли измене-
ния температуры на количество мембранных вези-
кул S. grimesii. Бактерии S. grimesii культивировали
либо при 32°С, либо при 37°С и оценивали количе-
ство везикул по концентрации белка в очищенной
фракции везикул (рис. 1). Оказалось, что при 37°С
накопление белка значительно выше, чем при 32°С,
что предполагает более активное производство вези-
кул при 37°С, т.е. при температуре, которая является
температурным оптимумом для S. grimesii (рис. 1).

Кроме того, известно, что в условиях стресса про-
исходит активация бактериальных сигнальных пу-
тей (Macdonald, Kuehn, 2013), и это также может уве-
личить образование мембранных везикул. Мы ис-
следовали влияние холодового шока, хорошо
зарекомендовавшего себя индуктора стресса у гра-
мотрицательных бактерий (Phadtare, 2004), на син-
тез мембранных везикул бактериями S. grimesii. Хо-
лодовой шок вызывали выдерживанием бактерий,

выращенных при 37°С, в течение получаса на льду с
качанием. Количественная оценка белков мембран-
ных везикул после холодового шока продемонстри-
ровала значительное увеличение секреции везикул
по сравнению с контрольными бактериями, выра-
щенными при 37°С (рис. 1).

Для того чтобы определить, являются ли условия
стресса физиологически значимыми для стимулиро-
вания производства везикул S. grimesii, мы определи-
ли количество мембранных везикул после добавле-
ния в ростовую среду бактерий пероксида водорода.
Эта добавка имитирует резкое увеличение в среде
активных форм кислорода, которые могли бы про-
дуцироваться нейтрофилами в процессе инфекции
in vivo для противодействия бактериальной инфек-
ции в организме хозяина. Действительно, при добав-
лении в бактериальную среду 250 мкМ пероксида
водорода на 1 ч количество везикул также возрастало
(рис. 1).

Влияние мембранных везикул на инвазию S. grimesii
в клетки CaCo-2. Так как бактерии S. grimesii секре-
тируют везикулы во внеклеточную среду, мы прове-
рили, как инкубация клеток с мембранными везику-
лами влияет на адгезию и инвазию бактерий. После
инкубации клеток CaCo-2 с мембранными везику-
лами (2 или 50 мкг/мл) в течение 30 мин среду меня-
ли на свежую и добавляли бактерии S. grimesii (мно-
жественность заражения 25 : 1). Добавление мем-
бранных везикул не оказало существенного влияния
на бактериальную адгезию через 2 ч (рис. 2а). Одна-
ко на более поздних сроках – через 4 и 8 ч после до-
бавления бактерий, адгезия усиливалась в 2.5 раза
(рис. 2а). Однако количество внутриклеточных (ин-
вазировавших) бактерий после преинкубации кле-
ток с мембранными везикулами увеличивалось на
всех временных точках. Количество внутриклеточ-
ных бактерий увеличивалось также в зависимости от
концентрации везикул до 2.5 раз (рис. 2б).

Стоит отметить, что предварительная обработка
клеток везикулами, полученными в условиях стресса
(холодовой шок или добавление пероксида водоро-
да) приводила к более значительной инвазии бакте-
рий в клетки, что может говорить о наличии в таких
везикулах большего количества бактериальных фак-
торов вирулентности (рис. 3).

Оказалось, также, что предварительная обработ-
ка клеток CaCo-2 мембранными везикулам увеличи-
ла экспрессию гена рецептора клеточной поверхно-
сти Е-кадгерина (рис. 4а), а также колокализацию ве-
зикул с E-кадгерином на поверхности клеток (рис. 4б).
После окраски красителем DiLO к клеткам CaCo-2
добавляли мембранные везикулы в концентрации
50 мкг/мл на 1 ч. Затем клетки фиксировали и окра-
шивали антителами к Е-кадгерину. На врезке
(рис. 4б) видны прикрепившиеся к поверхности кле-
ток везикулы (красный сигнал) и места контакта ве-
зикул с E-кадгерином (зеленый сигнал), что указы-

Рис. 1. Зависимость количества мембранных везикул
бактерий Serratia grimesii от температуры и стрессовых
факторов. Измеряли общее содержание белка мембран-
ных везикул, выделенных из S. grimesii, культивируемых
при 32 или 37°C. Концентрации белка мембранных вези-
кул (МВ) были нормализованы к относительной концен-
трации бактериальной культуры, которую определяли по
оптической плотности при длине волны 600 нм. Холодо-
вой шок (ХШ) моделировали помещением бактерий на
лед на 30 мин, окислительный – 250 мкМ перексида во-
дорода (ПВ) в течение 1 ч. Контроль – количество мем-
бранных везикул от бактерий, выращенных при темпера-
турном оптимуме (37°C) с качанием. Эксперименты по-
вторяли дважды; показаны средние значения и
стандартные отклонения; различия достоверны по срав-
нению с контролем (*) при р < 0.05.
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вает на участие этого рецептора в интернализации
везикул в клетки-хозяина.

Цитотоксическое действие мембранных везикул
S. grimesii, полученных в условиях оптимума роста и
при условиях стресса на клетки CaCo-2. Цитотокси-
ческое действие мембранных везикул на клетки
CaCo-2 оценивали количественно по высвобожде-
нию фермента LDH из цитозоля клеток, как меры их
повреждения. Мембранные везикулы в количестве
25, 75 или 150 мкг/мл добавляли к клеткам CaCo-2 на
24 ч. Цитотоксический эффект мембранных везикул
увеличивался пропорционально концентрации до-
бавленных к клеткам везикул (рис. 5).

Суспензию мембранных везикул, полученных в
условиях стресса, в концентрации 50 и 100 мкг/мл ин-
кубировали с клетками CaCo-2 в течение 24 ч. Цито-
токсический эффект мембранных везикул был про-
порционален концентрации добавленных к клеткам
везикул (рис. 6). Кроме того, мы показали, что цито-
токсический эффект был выше в 1.5 раза при обра-
ботке везикулами, полученными после воздействия
температурного (холодового) шока, а также был вы-
ше в 2.5 раза после воздействия окислительного
стресса (обработки пероксидом водорода). В каче-
стве отрицательного контроля на цитотоксичность,
клетки инкубировали в среде без везикул, для поло-
жительного контроля использовали обработку кле-
ток раствором Triton X-100.

Влияние мембранных везикул S. grimesii на синтез
провоспалительных цитокинов IL-6 и IL-8 в клетках
CaCo-2. По данным иммунноферментного анализа
(ИФА), после инкубации клеток CaCo-2 с мембран-
ными везикулами в концентрации 2, 50 или 100 мкг/мл
в течение 24 ч уровень секретируемых IL-6 и IL-8
увеличивался в 4.8 и в 6.4 раза соответственно
(рис. 7а, б). В ответ на обработку клеток везикулами
(при совместном культивировании клеток с везику-
лами в максимальной концентрации) наблюдали
секрецию цитокинов IL-6 и IL-8 в самых высоких

концентрациях. Секреция цитокинов уменьшалась
пропорционально концентрации мембранных вези-
кул, предварительно добавленных к клеткам. Мак-
симальная секреция цитокинов достигалась при
концентрации мембранных везикул 100 мкг/мл, а
увеличение секреции всего в 1.6 раз достигалась при
концентрации везикул 2 мкг/мл. Было также показа-
но, что ответы клеток на обработку везикулами непа-
тогенного штамма E. coli ССМ были значительно
меньше при аналогичных концентрациях, чем при об-
работке везикулами бактерий S. grimesii (рис. 7 а, б).
Это можно объяснить тем, что в везикулах S. grimesii,
в отличие от везикул штамма E. coli ССМ, содержит-
ся протеаза гримелизин (Bozhokina et al., 2020), по-
этому такая разница в эффектах может быть связана

Рис. 2. Влияние мембранных везикул (МВ) на адгезию и инвазию бактерий S. grimesii в клетки CaCo-2. Клетки инкубировали
в среде с МВ в течение 30 мин. Бактериальную адгезию (а) и инвазию (б) оценивали по количеству прикрепившиеся и про-
никших в клетки S. grimesii. Количество бактерий оценивали по числу колониеобразующих элементов (КОЕ/мл) после высе-
ва на твердые среды. Число прикрепившихся бактерий после инкубирования клеток в среде с МВ увеличивается через 4 и 8 ч
адгезии. Контроль – необработанные везикулами клетки CaCo-2. Эксперименты повторяли трижды; показаны средние зна-
чения и стандартные отклонения; различия достоверны по сравнению с контрольными (*) при р < 0.05.
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Рис. 3. Инвазия S. grimesii в клетки CaCo-2, предвари-
тельно обработанные мембранными везикулами (МВ),
полученными в условиях стресса. МВ из бактерий выде-
ляли после холодового шока (ХШ) в течение 30 мин на
льду, или окислительного стресса добавлением 250 мкМ
пероксида водорода (ПВ). Контроль – инвазия CaCo-2,
без предварительной обработки бактерий МВ. Экспери-
менты повторяли трижды; показаны средние значения и
стандартные отклонения; различия с контролем досто-
верны (*) при р < 0.05.
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с наличием в мембранных везикулах этого фер-
мента.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время мембранные везикулы бакте-
рий считаются одним из ключевых участников бак-
териальной вирулентности (Kulp, Kuehn, 2010). Ве-
зикулы играют важную роль в таких взаимодействи-
ях клетки-хозяина и патогена, как транспортировка
и высвобождение факторов вирулентности многих
патогенных и условно-патогенных бактерий (Ellis,

Kuehn, 2010). Ранее мы обнаружили, что условно-
патогенные бактерии S. grimesii продуцируют мем-
бранные везикулы, содержащие актин-специфиче-
скую протеазу гримелизин, которая является одним
из факторов вирулентности этих бактерий (Bozhoki-
na et al., 2020). Эти результаты указывает на то, что
S. grimesii могут использовать мембранные везикулы
в качестве системы доставки целевых бактериаль-
ных белков в процессе интернализации бактерий.
Однако в литературе недостаточно данных о нали-
чии у бактерий штамма S. grimesii специфических
бактериальных систем секреции, которые способ-
ствуют проникновению этих условно-патогенных
бактерий в клетки эукариот. В то же время, извест-
но, что образование мембранных везикул является
ответом бактерий на неблагоприятные условия
окружающей среды (MacDonald, Kuehn, 2013).

Температуру окружающей среды обычно рас-
сматривают как общий фактор стресса, который
встречается во время инфекции. Используя измене-
ние температуры (холодовой шок), мы показали, что
количество везикул, выделенных бактериями, под-
вергшимися инкубации при 4°C, значительно пре-
вышало количество везикул, выращенных при 32
или 37°C (Bozhokina et al., 2020). Аналогичное увели-
чение количества секретируемых везикул происхо-
дило в результате окислительного стресса – еще од-
ного вида стресса, с которым патоген может встре-
титься в процессе развития инфекции. Оказалось,
что окислительный стресс, а именно инкубация бак-
терий S. grimesii в присутствии пероксида водорода,
приводила к значительному, почти в 3.5 раза, увели-
чению продукции везикул. Активные формы кисло-
рода, такие как пероксид водорода, вырабатываются
клетками врожденного иммунитета и высвобожда-
ются при контакте с инфекционным агентом. Реак-

Рис. 4. Совместная иммунофлуоресцентная окраска мембранных везикул (МВ) бактерий S. grimesii и рецептора клеточной
поверхности Е-кадгерина клеток CaCo-2. Клетки CaCo-2 инкубировали в среде с 10, 25 и 50 мкг/мл МВ в течение 1 ч, затем
оценивали экспрессию рецептора клеточной поверхности Е-кадгерина методом ОТ-ПЦР (а); контроль – клетки CaCo-2 в
среде без МВ. б – Показана иммунофлуорисценция рецептора Е-кадгерина (зеленый цвет) при инкубации клеток CaCo-2 в
среде с МВ (красный цвет) бактерий S. grimesii; на врезке с увеличенным изображением участка видны прикрепившиеся к по-
верхности клеток везикулы и места контакта везикул с E-кадгерином. Масштабный отрезок – 25 мкм.
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Рис. 5. Цитотоксичность мембранных везикул (МВ) в
разной концентрации), выделенных из бактерий S. grime-
sii, на клетки CaCo-2. По горизонтали: ПК – положитель-
ный контроль (лизис клеток в 1%-ном растворе Тритона
Х-100, 100%-ная цитотоксичность), ОК – отрицатель-
ный контроль (культуральная среда без МВ). Цитотокси-
ческое действие на клетки CaCo-2 определяли по росту
содержания лактатдегидрогеназы (LDH) в среде клеток
по мере их повреждения.
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тивный кислород является мощным защитным ме-
ханизмом клетки, а бактерии не обладают единым
механизмом уклонения от активных форм кислоро-
да. Возможно, повышенная продукция мембранных
везикул является как раз таким защитным механиз-
мом для бактерий S. grimesii.

Увеличение количества везикул S. grimesii при воз-
действии стресса согласуется с данными о везикулах
других грамотрицательных бактерий (Deatherage et al.,
2009). При этом изменение количества мембранных
везикул, синтезируемых бактериями S. grimesii, пред-
полагает, что может происходить дифференцирован-
ная сортировка внутренних белков везикул, как, на-
пример, это происходит с мембранными везикулами
бактерий P. gingivalis (Haurat et al., 2011).

В настоящее время было идентифицировано
множество факторов вирулентности бактерий, ассо-
циированных с мембранными везикулами. Было по-
казано, что мембранные везикулы доставляют в
клетки эукариот бактериальные факторы вирулент-
ности таких кишечных патогенов, как энторопато-
генная Escherichia coli и Helicobacter pylori (Ellis,
Kuehn, 2010). Мы показали, что при помощи везикул
S. grimesii в значительном количестве переносит ме-
таллопротеазу гримелизин (Bozhokina et al., 2020).
Кроме того, аналогично данным для мембранных
везикул патогенных бактерий (Lindmark et al., 2009),
мембранные везикулы S. grimesii обладают цитоток-
сичным эффектом по отношению к клеткам CaCo-2.

Рис. 6. Цитотоксический эффект мембранных везикул (МВ), выделенных из бактерий S. grimesii, в условиях стресса. По гори-
зонтали: ПК – положительный контроль (лизис клеток в 1%-ном растворе Тритона Х-100, 100%-ная цитотоксичность), ОК –
отрицательный контроль (культуральная среда без мембранных везикул); 37°C – оптимальные условия роста бактерий;
ХШ – холодовой шок; ПВ – добавление в среду культивирования бактерий пероксида водорода (250 мМ). Цитотоксическое
воздействие на клетки CaCo-2 определяли по содержанию в среде клеток фермента LDH.
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Рис. 7. Индукция IL-6 (а) и IL-8 (б) в клетках CaCo-2 в ответ на обработку мембранными везикулами (МВ) бактерий S. grimesii
и Escherichia coli. Клетки инкубировали в среде с МВ в различной концентрации в течение 24 ч. Содержание IL-6 и IL-8, сек-
ретируемых клетками CaCo-2 в среду после обработки клеток МВ бактерий, определяли методом ИФА; контроль – клетки
без предварительной обработки МВ. Различия с контролем достоверны (*) при р < 0.05.
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Цитотоксичность мембранных везикул измеряли
по наличию в среде клеток внеклеточного фермента
LDH после их совместной 24-часовой инкубации, и
уровень цитотоксичности менялся пропорциональ-
но концентрации добавленных к клеткам везикул.
Такое действие на клетки CaCo-2 может предпола-
гать роль других цитотоксических факторов S. grime-
sii в дополнение к гримелизину, например, других
бактериальных протеаз, которые могут повреждать
клеточные мембраны. Для проверки этого предпо-
ложения требуются дальнейшие исследования, что-
бы установить, является ли снижение целостности
мембраны клетки-хозяина результатом действия
мембранных везикул на клеточный цикл, или цито-
токсичность достигается фактическим лизисом кле-
ток-хозяина. Тем не менее, можно предположить,
что везикулы S. grimesii могут модулировать измене-
ния мембран клеток линии CaCo-2 человека, и тем
самым влиять на проникновение бактерий.

Известно, что бактериальные мембранные вези-
кулы могут активировать сигнальные пути врожден-
ного и приобретенного иммунного ответа в клетках
хозяина (Ellis, Kuehn, 2010). Факторы вирулентно-
сти, ассоциированные с мембранными везикулами,
могут модулировать иммунный ответ хозяина, сти-
мулируя иммунное (воспалительное) повреждение
или уничтожение патогена (Ellis, Kuehn, 2010). Про-
воспалительный ответ на действие мембранных ве-
зикул наблюдали для некоторых видов бактерий,
включая H. pylori (Ismail et al., 2003) и P. aeruginosa
(Bauman, Kuehn 2006).

Мы также показали, что в ответ на инфицирова-
ние мембранными везикулами клетки CaCo-2 про-
дуцируют провоспалительные цитокины IL-6 и IL-8.
Эти результаты являются первым свидетельством того,
что мембранные везикулы S. grimesii действуют как
инициаторы иммунного ответа хозяина. По нашим
предварительным данным, предобработка мембран-
ных везикул протеиназой K не снижает способности
везикул индуцировать IL-8. Так как протеиназа К раз-
рушает белки, связанные с поверхностью везикул,
но не белки, находящиеся в их внутреннем просвете
(Bomberger, et al. 2009), эти данные указывают на то,
что факторы вирулентности S. grimesii, участвующие
в индукции интерлейкинов клетки-хозяина, явля-
ются внутренними компонентами мембранных ве-
зикул.

Ранее мы показали, что клетки эукариот чувстви-
тельны к инвазии S. grimesii (Bozhokina et al., 2011).
Результаты настоящей работы свидетельствуют о
том, что эффективность бактериальной инвазии
увеличивается в присутствии мембранных везикул,
секретируемых бактериями S. grimesii. Секреция ве-
зикул значительно усиливается в условиях стресса,
холодового шока, а также при инкубации бактерий в
присутствии перекиси водорода.

Результаты нашей работы впервые показали, что
предварительная обработка клеток CaCo-2 мем-

бранными везикулами S. grimesii приводит к значи-
тельному усилению инвазии бактерий в эти клетки.
Цитотоксичность везикул для клеток согласуется с
этими данными. Таким образом, полученные ре-
зультаты продемонстрировали роль мембранных ве-
зикул, как средства доставки факторов вирулентно-
сти S. grimesii и выявили влияние везикул на клетки
человека, включая цитотоксичность и индукцию
врожденного иммунного ответа, связанную с секре-
цией интерлейкинов IL-6 и IL-8.
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Role of Outer Membrane Vesicles (OMVS) in Serratia grimesii Interactions 
with CaCo-2 Cells

E. S. Bozhokinaa, * and Yu. M. Bersonb, **
aInstitute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064 Russia

bLLC “Grotex”, St. Petersburg, 195279 Russia
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**e-mail: juletschka.ber@gmail.com

Opportunistic bacteria Serratia grimesii are able to invade eukaryotic cells; however, the molecular mechanisms of
their invasive activity remains unclear. Previously, we have shown that in vitro S. grimesii secrete membrane vesicles
that penetrate cultured eukaryotic cells and promote invasion of S. grimesii into these cells (Bozhokina et al., 2020).
Therefore, the aim of this work was to study the role of S. grimesii membrane vesicles in the process of interaction
between bacteria and the host cell. The results of our experiments showed that exposure of S. grimesii to cold shock
or oxidative stress induced by hydrogen peroxide increased the secretion of membrane vesicles, and the isolated ves-
icles enhanced the invasion of bacteria into CaCo-2 cells. Also, S. grimesii membrane vesicles induced the immune
response of CaCo-2 cells, and demonstrated cytotoxic activity towards these cells, determined by the level of lactate
dehydrogenase release. In the presence of vesicles obtained under the stress conditions, bacteria adhered to and pen-
etrated into CaCo-2 cells more actively. Moreover, we have shown for the first time that the cell surface receptor E-
cadherin is involved in the invasion of S. grimesii membrane vesicles into CaCo-2 cells. Our results suggest that the
vesicle-mediated delivery of virulence factors into eukaryotic cells can significantly contribute to the pathogenesis
induced by S. grimesii infection.

Keywords: S. grimesii, membrane vesicles, grimelysin, invasion
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Известно, что L-аминоадипиновая кислота (L-AA) оказывает токсическое действие на астроглию. Цель
работы – охарактеризовать морфологические изменения астроцитов in vitro и in vivo под действием L-AA.
Оценивали действие L-AA в диапазоне концентраций 0.17–1.4 мМ на астроциты в первичных диссоции-
рованных культурах коры головного мозга и мозжечка крыс, а так же при стереотаксическом введении
(20 мкг) в стриатум крыс. Концентрации 0.35–1.4 мМ L-AA вызывали снижение экспрессии кислого глио-
фибриллярного белка (GFAP), повреждение и гибель астроцитов, пикноз и активацию лизосом (увеличе-
ние экспрессии LAMP2). На вторые сутки после введения L-AA в стриатум крыс формировалась обшир-
ная, лишенная GFAP-позитивного окрашивания область повреждения. Полученные данные показали
перспективность использования L-аминоадипиновой кислоты для моделирования повреждения астро-
глии при нейродегенеративных заболеваниях.

Ключевые слова: астроциты, L-аминоадипиновая кислота, первичная культура коры, первичная культура
мозжечка, интрацеребральное введение, стриатум
DOI: 10.31857/S0041377121010120

Астроглия участвует как в ключевых нейрофи-
зиологических процессах (модуляция синаптиче-
ской передачи, энергетическая поддержка нейро-
нов, нейровоспаление, регенерация и ремоделиро-
вание нервной ткани) (Verkhratsky, Nedergaard,
2018), так и в патогенезе ряда заболеваний (эпилеп-
сия, депрессия, ишемический инфаркт мозга и ней-
родегенеративные патологии, такие как болезни Альц-
геймера, Паркинсона и боковой амиотрофический
склероз) (Pekny, Pekna, 2016; Хаспеков, Фрумкина,
2017; Verkhratsky, Nedergaard, 2018; McConnell et al.,
2019).

Значительный интерес вызывают исследования,
связанные с регуляцией функции астроцитов, для
чего требуются экспериментальные модели их изби-
рательного повреждения (Jäkel, Dimou, 2017). Одной из
таких моделей может служить воздействие глиального
токсина L-аминоадипиновой кислоты (L-AA), кото-
рая является структурным аналогом глутамата и ме-
таболитом лизина. Изменение концентрации эндо-
генной L-AA рассматривается как потенциальный
биомаркер инсулинрезистентности и диабета второ-

го типа (Wang et al., 2013; Lee, 2019); биполярного
расстройства (Watmuff et al., 2016).

L-аминоадипиновая кислота токсична для астро-
цитов (Olney et al., 1980; Huck et al., 1984; Brown,
Kretzschmar, 1998; Billet et al., 2007; Śmiałowska et al.,
2013). Ее энантиомером является D-аминоадипино-
вая кислота. Рацемическая смесь этих аминокислот
повреждает в культуре ткани не только нейроглию,
но и нейроны (Olney et al., 1980). В клетку L-AA пе-
реносят Na-зависимые транспортеры глутамата, но
механизм ее токсического действия не выяснен. Из-
вестно, что L-AA угнетает синтез белка, снижает ак-
тивность глутаминсинтетазы, экспрессию глиофиб-
риллярного белка и белка S100b и активирует про-
апоптотические каскады (Khurgel et al., 1996;
Nishimura et al., 2000; O’Neil et al., 2019). L-AA повре-
ждает не только астроциты ЦНС, но и другие клетки
астроцитарного происхождения, например, Мюлле-
ровские клетки сетчатки (Wang et al., 2016).

При интрацеребральном введении L-AA в ами-
гдалу и префронтальную кору крыс наблюдали мас-
сивную дегенерацию астроцитов и депрессивно-по-
добное поведение животных (Banasr, Duman, 2008;
Śmiałowska et al., 2013). Показано, что L-AA, повре-
ждая астроциты, нарушает глутаматергическую пе-
редачу и провоцирует окислительный стресс (da Sil-

Принятые сокращения: GFAP – кислый глиофибриллярный
белок; L-AA – L-аминоадипиновая кислота.

УДК 57.085.23;616.8-003.98
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va et al., 2017). Некоторые исследования указывают
на неоднозначный характер действия L-AA. Напри-
мер, в одной из работ показано отсутствие глиоток-
сического эффекта L-AA при введении в гиппокамп
и стриатум (Saffran, Crutcher, 1987), а в другой работе
отмечено массивное повреждение нейронов и гене-
рализованные судороги при введении высоких доз
токсина в гиппокамп крыс (Chang et al., 1997).

Избирательное токсическое повреждение астро-
цитов как экспериментальная парадигма (Jakel, Di-
mou, 2017), в отличие от аналогичных подходов, на-
правленных на повреждение нейронов, не получило
широкого распространения. Большинство совре-
менных работ, в которых используются глиотокси-
ческие свойства L-AA, связано с удалением астроци-
тов с целью снижения провоспалительного эффекта
активированной астроглии. Так, введение L-AA по-
давляло нейровоспаление в черной субстанции моз-
га, вызываемое введением бактериальных липопо-
лисахаридов (O’Neil et al., 2019). На купризоновой
модели рассеянного склероза L-AA усиливала реми-
елинизацию (Madadi et al., 2019), а на модели повы-
шенного внутриглазного давления у крыс – ослаб-
ляла ассоциированное с реактивным глиозом повре-
ждение сетчатки (Wang et al., 2016). Было показано,
что L-AA снижала глиальную активацию при транс-
плантации клеток сетчатки и влияла на дифферен-
цировку глиальных клеток в ретинальные нейроны
(Takeda et al., 2008; West et al., 2008). Снижение аст-
роцитарной реакции обнаружили на модели гемор-
рагического инфаркта, при ингибировании тромбин-
индуцированной активации астроглии (Chiu et al.,
2017). Вместе с тем, подавление астроцитов вызыва-
ет и негативный эффект, поскольку дегенерация
астроцитов, под действием флуороцитрата, снижала
возможности восстановления и компенсации на мо-
делях паркинсонизма и ишемического инфаркта
мозга (Hayakawa et al., 2010; Kuter et al., 2019), а на
модели болезни Альцгеймера генетическое подавле-
ние астроцитов отягощало патологические измене-
ния (Katsouri et al., 2020).

Цель настоящего исследования – охарактеризо-
вать изменения астроцитов in vitro и in vivo под дей-
ствием L-аминоадипиновой кислоты и уточнить ис-
пользуемые оптимальные дозы и сроки действия ток-
сина для повреждения астроглии в эксперименте.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Первичные диссоциированные глиальные культуры

клеток мозжечка и коры больших полушарий. Для по-
лучения культур клеток использовали потомство
крыс Вистар, полученных из питомника “Столбо-
вая” (Национальный центр биомедицинских техно-
логий ФМБА России). Животных подвергали эвта-
назии с помощью диэтилового эфира. У трех постна-
тальных 8-дневных крысят извлекали мозжечок, а у
трех 10-дневных крыс – кору больших полушарий.
Выбранный период соответствует окончанию волны

постнатальной пролиферации астроцитов, наблю-
дающейся на первой неделе постнатального разви-
тия (Ge et al., 2012; Cerrato et al., 2018).

После удаления мозговых оболочек и промывки в
фосфатном солевом буфере (PBS) мозжечок и кору
иссекали скальпелем на мелкие фрагменты и поме-
щали на 15 мин в термостат (37°C) в 0.25%-ный рас-
твор трипсина. Фрагменты ткани промывали в среде
для культивирования, содержавшей минимальную
среду Игла, 10% эмбриональной бычьей сыворотки,
10 мМ буфера HEPES, 2 мМ глутамакса, 600 мг глю-
козы и 25 мМ KCl. Среда для коры не содержала KCl.
Фрагменты пятикратно пропускали через пастеров-
скую пипетку, после чего надосадочную жидкость
переносили в центрифужную пробирку, процедуру
повторяли до диссоциации ткани. Полученную сус-
пензию центрифугировали 3 мин при 1000 об./мин,
осадок ресуспендировали в среде для культивирова-
ния. Количество клеток мозжечка в суспензии, под-
считанное на счетчике Invitrogen Countess (Invitrogen,
США) составляло 4–5 млн/мл. Клетки в суспензии ко-
ры не подсчитывали из-за массивного детрита. Сус-
пензию по 150–200 мкл наносили на покровные стекла
(24 × 24 мм), покрытые полиэтиленимином
(0.5 мг/мл) и помещенные в чашки Петри диаметром
40 мм. Культивировали клетки в CO2 инкубаторе
(NuAire, США) при 35.5°С, во влажной атмосфере с
содержанием углекислоты 5%. Через 2 ч в чашки до-
бавляли среду до 1.5 мл без KCl. Через 5 дней среду
полностью заменяли новой, без KCl. При этом в по-
следующие сутки нейроны мозжечка погибали, а
культура коры очищалась от детрита и в обоих случа-
ях наблюдалось развитие глии. На 12 день in vitro
(DIV) в эксперименте с культурой коры или на 6
день in vitro (DIV) в эксперименте с культурой моз-
жечка вносили не более 10 мкл раствора L-AA на
PBS так, чтобы конечная концентрация L-AA соста-
вила 0.17, 0.7, 0.35 или 1.4 мМ. Через сутки после вне-
сения в культуру раствора L-AA, ее фиксировали
15 минут холодным 2% раствором формалина на
PBS, после чего многократно промывали PBS и ис-
пользовали для иммунофлуоресцентного мечения.

Стереотаксическое введение L-AA в стриатум. L-AA
растворяли в 1M HCl в концентрации 120 мкг/мкл, и
доводили до pH 7.3 с помощью 1М NaOH, после чего
разбавляли 0.01М PBS (pH 7.2–7.4) до итоговой кон-
центрации L-AA 20 мкг/мкл (Khurgel, 1996). Стерео-
таксическое введение L-AA проводили 12 крысам
Вистар (получены из питомника “Столбовая”), сам-
цам. Для премедикации применяли атропин в дозе
0.04 мг/кг подкожно. Для анестезии животным вво-
дили Zoletil-100 в дозе 3 мг/100 г и ксиланит в дозе
3 мг/кг внутримышечно. С помощью двойного сте-
реотаксического манипулятора (Stoelting, США) в
правый стриатум животного (координаты по атласу
Paxinos AP = 1.5; L = 2.5; V = 4.8), используя микрош-
приц (Hamilton, США), вводили 5 мкл раствора L-AA,
а в левый стриатум вводили PBS в том же объеме.
Равное количество (n = 4) животных выводили из



ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 1  2021

ОСОБЕННОСТИ ПОВРЕЖДЕНИЯ АСТРОЦИТОВ ГОЛОВНОГО МОЗГА 55

эксперимента на вторые (48 ч), третьи (72 ч) и 12 сут
после операции. Крыс наркотизировали хлоралгид-
ратом, декапитировали гильотиной, извлекали мозг
и фиксировали 24 ч погружением в 4%-ный форма-
лин. Далее образцы пропитывали 30%-ным раство-
ром сахарозы, заливали средой O.C.T. и готовили
фронтальные замороженные срезы толщиной
10 мкм, на уровне стриатума.

Иммунофлуоресцентное мечение. Астроциты вы-
являли с помощью поликлональных кроличьих ан-
тител к глиофибриллярному белку GFAP (1 : 500),
нейроны – с помощью моноклональных кроличьих
антител к белку NeuN (1 : 400), а лизосомный белок
LAMP2 – с помощью моноклональных мышиных
антител (1 : 150). Срезы нагревали 15 мин в паровар-
ке, помещая их в цитратный буфер pH = 6.0, для де-
маскировки антигена. Стекла с культурами не нагре-
вали, но выдерживали 1 ч в PBS, содержавшем 0.1%
Triton X-100 для пермеабилизации мембран, а затем
инкубировали с первичными антителами во влаж-
ной камере 12 ч при комнатной температуре, промы-
вали PBS. Далее для визуализации связывания срезы
инкубировали 2 ч с вторичными антителами. Ис-
пользовали соответствующие антитела (1 : 200) про-
тив иммуноглобулинов мыши или кролика, конъ-
югированные с флуорохромами CF555 или CF488
соответственно. Препараты заключали в cреду Fluo-
roshield, содержащую 0.0002% DAPI, и исследовали
под микроскопами Nikon Eclipse Ni-u (Nikon, Япо-
ния) и Nikon SMZ25 (Nikon, Япония).

Морфометрия и анализ данных. Полученные изоб-
ражения анализировали с помощью программы
Nikon NIS Elements (Nikon, Япония). GFAP-пози-
тивные астроциты в культуре подсчитывали вруч-
ную, на фотоизображениях, полученных при увели-
чении объектива 10×, изучали не менее 15 полей зре-
ния с одного стекла. Интенсивность окрашивания
оценивали на изображениях, полученных при одина-
ковых настройках микроскопа и камеры. Для выде-
ленной области определяли среднюю яркость в услов-
ных единицах для 8-битного изображения (256 града-
ций). Для оценки иммуномечения LAMP2 выделяли
профиль клетки (не менее 100 клеток) с помощью
графического планшета Wacom (Wacom, Япония).
Для оценки экспрессии GFAP при стереотаксиче-
ском введении выделяли область шириной 1 мм во-
круг трека иглы (не менее чем на 5 срезах стриатума
от одного животного). Статистическую обработку
данных проводили в программе GraphPad Prism
(GrafPad Soft, США). Полученные результаты от каж-
дого животного усредняли. Для сравнения групп ис-
пользовали дисперсионный анализ ANOVA, с апосте-
рироным тестом Тьюки.

Использованные реактивы: фосфатный солевой
буфер, минимальная среда Игла, глутамакс (Gibco,
США); фосфатный солевой буфер (MP Biomedicals,
США); раствор трипсина, буфер HEPES, глюкоза,
полиэтиленимин, хлоралгидрат, Triton X-100, цит-

ратный буфер, конъюгированные с CF488 антитела
козы против иммуноглобулинов кролика, конъюги-
рованные с CF555 антитела козы против иммуногло-
булинов мыши, среда для заключения Fluoroshield с
DAPI (Sigma, США); эмбриональная бычья сыво-
ротка (HyClone, США); KCl, HCl, NaOH, сахароза
(Химмед, Россия); L-аминоадипиновая кислота
(Acros Organics, Бельгия); формалин (Гистолайн,
Россия); атропин (ГНЦЛС, Украина); Zoletil-100
(Virbac, Франция); ксиланит (ОО НИТА-Фарм, Рос-
сия); O.C.T. compaund (Electron Microscopy Science,
США); кроличьи антитела к глиофибриллярному
белку GFAP (Abcam, ab7260, США); моноклональ-
ные антитела кролика к NeuN (Abcam, ab177487);
моноклональные мышиные антитела к LAMP2
(Thermo Fisher, PA1-655, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При внесении L-AA в культуру клеток коры мор-
фология GFAP-позитивных астроцитов резко изме-
нялась, что выражалось в пикнозе ядер и разнооб-
разных патологических изменениях формы клеток:
размеры тел клеток и количество их отростков
уменьшалось, а тела астроцитов деформировались
(рис. 1а–д).

Количество GFAP-позитивных астроцитов в
культуре клеток неокортекса статистически значимо
снижалось (ANOVA, F = 159, p < 0.01) при использо-
вании L-AA в концентрациях 0.7 и 1.4 мМ (рис. 1е).
При более высокой концентрации токсина морфо-
логические изменения были выражены сильнее
(рис. 1в–д).

В эксперименте, выполненном на первичной
культуре мозжечка, выявили сходные изменения.
Под действием L-AA значимо снижалось как коли-
чество астроцитов (ANOVA, F = 38.5, p < 0.01), так и
размеры (эквивалентный диаметр) их ядер (ANOVA,
F = 158, p < 0.01). Эффект зависел от концентрации
L-AA (табл. 1). Статистически значимое снижение
числа астроцитов по сравнению с контролем обна-
ружили при всех концентрациях L-AA, тогда как
средний эквивалентный диаметр их ядер при кон-
центрации 0.17 мМ не менялся относительно кон-
троля, а при концентрации 0.35 мМ – снижался
лишь на 14%, что указывает на малую долю пикноти-
ческих ядер, по сравнению с концентрацией L-AA
1.4 мМ.

Так как токсическое влияние L-АА на астроциты,
но не на нейроны, было ранее показано нами (Став-
ровская и др., 2019) и другими авторами (Huck et al.,
1984, Khurgel et al., 1996, Brown, Kretzschmar, 1998), в
настоящем исследовании мы не оценивали повре-
ждение нейронов. Морфологические изменения
астроглии мозжечка были сходны с изменениями
астроцитов в культуре неокортекса, кроме того, бы-
ли отмечены изменения в окрашивании на GFAP тел
астроцитов и их отростков: часто дистальные отделы
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отростков астроцитов окрашивались на GFAP сла-
бо, а структура сети промежуточных филаментов
была нарушена. Отмечали сморщивание клеток, из-

менения формы отростков астроцитов (рис. 2г–е), что
согласуется с данными других авторов (Huck et al.,
1984).

Рис. 1. Повреждение астроцитов в культуре неокортекса под действием L-AA. а, в – Контроль, б, г – 0.7 мМ L-AA, д – 1.4 мМ
L-AA. Масштабный отрезок – 50 мкм. а, б – Косое освещение (Nikon OCC contrast), в–д – выявление GFAP, ядра докрашены
DAPI, г – число GFAP-позитивных астроцитов (клеток в поле зрения при увеличении объектива 10×), результаты представ-
лены в виде среднее ± среднеквадратичное отклонение.
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Хотя ранее сообщалось (Brown, Kretzschmar,
1998), что L-AA повреждает преимущественно аст-
роциты 1-го типа в глиальных культурах коры, наши
наблюдения не подтвердили различий в действии L-AA
на астроциты разных типов, поскольку обнаружива-
ли гибель астроцитов, имеющих разную морфоло-
гию. Кроме того, выявленный в нашей работе эф-
фект L-AA был более выраженным при меньших
концентрациях L-AA, чем в указанной работе
(Brown, Kretzschmar, 1998).

По действием L-AA средняя интенсивность окра-
шивания на лизосомный белок LAMP2 в телах аст-
роцитов увеличивалась (ANOVA F = 27.63, p < 0.01),
что может указывать на повышение экспрессии
LAMP2. Усиление окрашивания в виде пунктата в
цитоплазме астроцитов обнаруживалось как у кле-
ток с пикнозом, так и в астроцитах с неизмененны-
ми ядрами, при концентрации L-AA 0.35 мМ
(табл. 1, рис. 2а–в).

Выявленное нами усиление иммуноокрашивания
с помощью антител к маркеру лизосом LAMP2 поз-
воляет предположить активацию лизосом. Это мо-
жет объясняться как участием сохранных активиро-
ванных астроцитов в фагоцитозе клеточного детрита
(Morales et al., 2017; Morizawa et al., 2017) при токси-
ческом действии L-AA, так и активацией аутофа-
гально-лизосомного пути, который может иметь как
протекторное значение, так и вносить вклад в повре-
ждение астроцитов. Активация аутофагии в астро-
цитах показана в экспериментах на моделях фокаль-
ной ишемии и болезни Александера (Tang et al.,
2008; Qin et al., 2010) и таких нейродегенеративных
заболеваний как болезнь Паркинсона и Альцгейме-
ра (Wang, Xu, 2020). Астроцитарный фагоцитоз в
свою очередь так же может иметь значение в патоге-
незе нейродегенеративных заболеваний, поскольку
устранение клеточного детрита может снижать во-
влечение микроглии и сопутствующие негативные
последствия (Iglesias et al., 2017).

В целом, наиболее выраженные эффекты воздей-
ствия L-AA на астроциты мозжечка обнаруживали
при концентрациях 0.35 и 1.4 мМ. При использова-
нии L-AA в концентрации 1.4 мМ число выявляемых
астроцитов в культуре неокортекса, по сравнению с
контролем, снижалось на 88%, а в культуре мозжеч-
ка – на 64%, и хотя эти результаты напрямую мало
сопоставимы, они позволяют предположить, что
астроциты коры более чувствительны к токсическо-
му действию L-AA. Следует подчеркнуть, что L-AA
повреждала астроциты неокортекса и мозжечка, не-
смотря на морфологические и нейрохимические
различия между ними (Buffo, Rossi, 2013), и токсиче-
ское действие L-AA на культивируемые астроциты
не зависело от наличия или отсутствия в клеточной
культуре нервных клеток.

Эксперимент с интрацеребральным введением
также подтвердил глиотоксическое действие L-AA
на астроциты головного мозга (рис. 3). Через 48 ч после
введения L-AA в стриатум наблюдали выраженное по-
вреждение астроглии и формирование GFAP-негатив-
ной зоны в области введения (рис. 3а, е). Таким обра-
зом, имеющиеся в литературе данные (Saffran, Crutch-
er, 1987) об отсутствии токсического действия L-AA
на астроциты стриатума при интрацеребральном
введении не находят подтверждения в нашей работе.
Важно отметить, что интрацеребральное введение
L-AA вызывает одновременно как гибель астроглии,
так и ее активацию по периферии пораженной зоны.

При однократном интрацеребральном введении
погибшие астроциты быстро замещались новыми
клетками, источником которых могло быть как де-
ление астроглии in situ, в периферической зоне пора-
жения, так и миграция астроцитарных предшествен-
ников из субвентрикулярной зоны (Buffo et al., 2008;
Faiz et al., 2015). Через 72 ч после интрацеребрально-
го введения область ослабленного окрашивания с
помощью антител к GFAP в стриатуме уменьшалась,
а через 12 сут она замещалась реактивными астроци-

Таблица 1. Изменения GFAP-позитивной астроглии в первичной культуре мозжечка под действием L-AA

Значения приведены в виде: среднее ± среднеквадратичное отклонение; а – достоверные отличия от контрольной группы (p < 0.05),
б – достоверные отличия от группы L-AA (0.17мМ) (p < 0.05), в – достоверные отличия от группы L-AA (0.35 мМ) (p < 0.05); ANOVA,
апостериорный тест Тьюки.

Экспериментальные 
группы

Эквивалентный диаметр 
ядер астроцитов, мкм

Число астроцитов
(клеток на 0.25 мм2)

Интенсивность окрашивания 
на LAMP2, усл. ед. яркости

Контроль 13.7 ± 1.9 35.0 ± 13.9 19.3 ± 4.3

L-AA (0.17 мМ) 13.2 ± 2.4 20.8 ± 7.2а 18.4 ± 3.8

L-AA (0.35мМ) 11.8 ± 2.6а, б 16.7 ± 7.5а 20.9 ± 4.9б

L-AA (1.4 мМ) 7.7 ± 1.7а, б, в 12.8 ± 7.2а, б 25.0 ± 6.7а, б, в
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тами, формирующими рубец вокруг трека иглы
(рис. 3а–в). Зона некротических изменений была
ограничена областью механического повреждения
ткани иглой. Окрашивание с помощью антител к
NeuN показало сохранность нейронов через 72 ч по-
сле введения токсина в непосредственной близости
от трека иглы (рис. 3д), тогда как зона повреждения
астроглии (рис. 3е) была существенно больше. Пло-
щадь, занимаемая GFAP-позитивной астроглией в об-
ласти стриатума, прилегающей к треку иглы статисти-
чески значимо уменьшалась (ANOVA, F = 32.47, p <
< 0.01) через 48 и 72 ч после введения L-AA, как по
сравнению с контрольной областью (введение PBS в
те же сроки), так и в сопоставлении с группой жи-
вотных через 12 сут после введения L-AA.

Сочетание повреждения астроцитов и их актива-
ции – это важные характеристики интрацеребраль-
ного введения L-AA в нервную ткань мозга живот-
ного, поскольку они отражают процессы, происхо-
дящие при нейродегенеративных заболеваниях
(Pekny, Pekna, 2016), и эти процессы не воспроизво-
дятся на генетических моделях, связанных с удале-
нием астроцитов (Jakel, Dimou, 2017; Liu et al., 2019).

Таким образом, астроциты новой коры, мозжеч-
ка и стриатума крыс чувствительны к токсическому
действию L-AA. Эксперименты на первичных куль-

турах клеток коры и мозжечка показали, что в диапа-
зоне концентраций 0.35–1.4 мМ L-AA снижает экс-
прессию GFAP, приводит к повреждению и гибели
астроцитов, вызывает пикноз и активацию лизосом.
Через 2 сут после однократного введения в стриатум
крыс 20 мкг L-AA на месте введения формируется
обширная, лишенная GFAP-позитивной астроглии,
область повреждения, которая к 12 сут после введе-
ния токсина замещается вновь образованными аст-
роцитами, формирующими глиальный рубец.

Хотя введение L-AA непосредственно не приво-
дило к гибели нейронов, что согласуется с данными
об избирательном захвате L-AA астроцитами (Pow,
2001), повреждение астроцитов и, как результат, ак-
тивация эксайтотоксических реакций и нарушение
энергетического обмена могут отсрочено влиять на
нейроны, что требует отдельного исследования. На-
блюдающаяся активация астроглии и формирова-
ние рубца на поздних сроках после введения L-AA
также приводят к перестройке глио-нейрональных
взаимодействий и могут провоцировать функцио-
нальные нарушения нейронов. Однако, реактивный
астроглиоз может оказывать как положительные,
так и отрицательные эффекты на нейроны, в зависи-
мости от условий (Sofroniew, 2009; Anderson et al.,
2016).

Рис. 2. Изменения астроцитов в культуре мозжечка под действием L-AA. а–в – Иммунофлуоресцентное выявление GFAP
(зеленый цвет) и LAMP2 (красный цвет). Ядра докрашены DAPI. г–е – изменения формы астроцитов и структуры промежу-
точных филаментов. а, г – Контроль, б – 0.35 мМ L-AA, в, д, е – 1.4 мМ L-AA. Ув. об. 100×. Масштабный отрезок 25 мкм.
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Рис. 3. Гибель и замещение астроцитов при введении L-AA в стриатум. а – 48 ч после введения, б – 72 ч после введения, в –
12 сут после введения. Иммунофлуоресцентное выявление GFAP. Ув. об. 4×. г – Площадь, занимаемая GFAP-позитивными
элементами, в процентах от поля зрения. Серые столбики – введение L-AA, белые столбики – контралатеральное полушарие,
введение PBS. Данные представлены в виде среднее ± среднеквадратичное отклонение. * – достоверные отличия от проти-
воположного полушария (p < 0.05), # – достоверные отличия от ипсилатерального полушария через 12 сут после введения L-
AA (p < 0.05). ANOVA, апостериорный тест Тьюки. д, е – Область введения токсина через 72 ч после начала эксперимента при
большем увеличении. Масштабный отрезок 100 мкм. Трек иглы отмечен звездочками. д – Иммунофлуоресцентное выявление
NeuN, е – иммунофлуоресцентное выявление GFAP.
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Проведенная работа показала, что L-амино-
адипиновая кислота может быть использована для
повреждения астроцитов в диссоциированной куль-
туре клеток мозжечка и неокортекса, и при интраце-
ребральном введении. Модель с введением L-ами-
ноадипиновой кислоты может применяться для ис-
следования повреждения астроцитов, их активации
и восстановления популяции в разных условиях, для
исследования роли астроцитарной дисфункции при
нейродегенеративных заболеваниях, а так же воз-
можностей регуляции провоспалительной реакции
астроглии.
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Features of Brain Astrocyte Damage under the Influence of L-aminoadipic Acid 
in vitro and in vivo

D. N. Voronkovа, A. A. Lyzhinа, Yu. V. Dikalovaа, *, A. V. Stavrovskayaа,
R. M. Khudoerkovа, and L. G. Khaspekovа

аResearch Center of Neurology, Moscow, 10506 Russia
*e-mail: dzettaly@gmail.com

L-aminoadipic acid (L-AA) is known to have toxic effects on astroglia. The aim of this work is to characterize the
morphological changes in astrocytes in vitro and in vivo under the action of L-AA. The effect of L-AA in the con-
centration range 0.17–1.4 mM on the astroglia of primary dissociated cultures of the rat cortex and cerebellum, as well as
upon stereotaxic administration (20 μg) into the striatum of rats, was evaluated. Concentrations of 0.35–1.4 mM L-AA
caused a decrease in GFAP expression, damage and death of astrocytes, pycnosis, cytoskeleton disturbances, and
activation of lysosomes (increased LAMP2 expression). When 20 μg L-AA was injected into the striatum of rats, on
the second day after administration, an extensive lesion area devoid of GFAP-positive astroglia was formed. This
work has shown the promise of using L-aminoadipic acid for modeling astrocytic damage accompanying neurode-
generative diseases.

Keywords: astrocytes, L-aminoadipic acid, primary culture of the cortex, primary culture of the cerebellum, intra-
cerebral administration, striatum
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Вопрос о влиянии криозаморозки на стабильность генома клеток разного генотипического статуса оста-
ется открытым. В настоящей работе представлены результаты изучения влияния криозаморозки разной
длительности на стабильность кариотипа фибробластов китайского хомячка линии СHL V-79 RJK, харак-
теризующихся повышенной кариотипической стабильностью в стандартных условиях культивирования.
Установлено, что реакция генома клеток СHL V-79 RJK на криозаморозку в зависимости от ее продолжи-
тельности далеко не однозначна. После длительного (10 лет) пребывания в жидком азоте при температуре
–196°С, в отличие от краткосрочной криозаморозки (3, 6 мес.) клетки демонстрируют тенденцию к разно-
типной дестабилизации структуры кариотипа, а именно: к анеуполиплоидизации, увеличению пула хро-
мосом, вовлекаемых в перестройки, к нарушению степени конденсации отдельных хромосом, к повышен-
ному слипанию негомологичных хромосом (эктопическая конъюгация). Полученные данные говорят в
пользу того, что многолетнее пребывание клеток в условиях глубокой заморозки может нарушить меха-
низм клеточного деления и повлечь за собой дестабилизацию клеточного генома.

Ключевые слова: кариотип, хромосомы, криозаморозка, нестабильность генома
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Разработка методов криоконсервации берет свое
начало с первой половины ХХ в. Ее родоначальни-
ком считается английский ученый Эрнест Джон, ко-
торый открыл криопротекторные свойства глицери-
на. Со временем метод криоконсервации был взят на
вооружение и стал широко использоваться в разных
областях биологии и медицины.

К настоящему времени накоплены данные о том,
что скорость и температура криозаморозки, типы
криопротекторов, используемые в процессе крио-
консервации, реактивы, скорость и температура раз-
морозки могут повлиять на физиологический и ге-
нетический статус клеток. Так, криоконсерва-
ция/декриоконсервация эмбриональных клеток
человека вызывала их апоптоз и дифференцировку c
последующей потерей их плюрипотентности и низ-
кую выживаемость после разморозки (Pera et al.,
2000; Reubinoff et al., 2000; Ji et al., 2004; Heng et at.,
2005).

Подборке условий криохранения посвящено
множество работ. На данный момент большинство
протоколов криозаморозки клеток оптимизированы
и большинство исследователей в своей работе ис-
пользуют стандартные протоколы. Однако проблеме
влияния самой процедуры криоконсервации и дли-

тельного хранения на клеточный геном по сей день
уделено мало внимания.

Современные методы криоконсервации делятся
на две группы (He, 2011): медленное замораживание
и сверхбыстрое замораживание (витрификация).
Наиболее распространеная медленная криконсерва-
ция позволяет замораживать клетки при низком со-
держании криопротекторов. Скорость медленного
замораживания (при добавлении 1.5 М криопротек-
торов) для большинства клеток составляет 1°C/мин
(Zhang et al., 2011), что обеспечивает большее выжи-
вание клеток. Повреждения клеток, вызываемые
воздействием криопротекторов, вне- и внутрикле-
точным образованием льда, а также осмотической
дегидратацией клеток под действием давления, не-
избежны даже после оптимизации условий процес-
сов замораживания–оттаивания. В этой связи воз-
никновение разнотипных стрессовых ситуаций при
криоконсервировании клеток in vitro вызывает бес-
покойство о физиологической и генетической их
стабильности после криоконсервации. Использова-
ние в исследовательских, биоинженерных, меди-
цинских и коммерческих целях различных по проис-
хождению клеточных линий требует их генетиче-
ской стабильности. В основе стабильности генома

УДК 575
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лежит точность прохождения в процессе клеточного
цикла определенной последовательности событий,
направленных на воспроизведение генетического
материала в дочерних клетках. Нарушения на уровне
репликации, репарации, сегрегации хромосом,
удвоения центриолей, формирования веретена деле-
ния ведут к генетическим дефектам потомства (Di-
aferia et al., 2008; Tan et al., 2019).

Возникающие изменения могут носить как спон-
танный характер, так, и индуцированный, вызван-
ный теми или иными факторами. Спонтанные изме-
нения в своем большинстве относятся к числу нек-
лональных (случайных) и встречаются с низкой
частотой. Повторяющиеся в пределах популяции
специфические изменения идентифицируются как
селективные (Rangel et al., 2017).

Известно, что основные типы кариотипической
нестабильности связаны с полиплоидизацией кари-
отипа и изменением структуры хромосом. Измене-
ние геномной архитектоники, сопряженной с изме-
нением профиля генной экспрессии, может стать
причиной генетических заболеваний, озлокачеств-
ления клеток и ускоренного клеточного старения
(Wang et al., 2005; Tang et al., 2012).

Имеющиеся на данный момент сведения о влиянии
криозаморозки на клеточный геном являются далеко
не полными и разноречивыми (deLima Prata et al.,
2012). С одной стороны, широко распространено
мнение о том, что криоконсервация, в частности
краткосрочная (от нескольких дней до нескольких
недель), не влияет и даже поддерживает фенотипи-
ческую и генотипическую стабильность клеток (de-
Lima Prata et al., 2012; Polchow et al., 2012; Imaizumi et al.,
2014). С другой стороны, существуют работы, указы-
вающие на то, что после криозаморозки фенотип
клеток может измениться (Duarte et al., 2012). При
этом могут претерпеть модификационные измене-
ния важнейшие клеточные элементы – мембраны,
лизосомы, митохондрии, генетический аппарат
(Полянская и др., 1990). На клеточных линиях гры-
зунов (как трансформированных, так и не трансфор-
мированных) показано, что после декриоконсерва-
ции возможен обратимый усиленный внеплановый
синтез ДНК, существенно превосходящий исход-
ный уровень (Семенова, 1988).

В связи с тем, что вопрос о влиянии криозамороз-
ки на стабильность генома клеток разного генотипи-
ческого статуса остается не ясным, в настоящей ста-
тье представлены результаты изучения влияния
криозаморозки на стабильность кариотипа. Объек-
том настоящего исследования были выбраны транс-
формированные фибробласты легкого китайского
хомячка (линия CHL V-79 RJK), характеризующие-
ся повышенной кариотипической стабильностью.

Целью настоящей работы было проследить дина-
мику кариотипических изменений клеток линии
CHL V-79 RJK в связи с неоднократным применени-

ем в процессе культивирования процедуры криозамо-
розки и криохранения разной продолжительности.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клеточный материал. В настоящей работе были
использованы клетки фибробластов легкого китай-
ского хомячка постоянной трансформированной
линии CHL V-79 RJK. Клеточная культура CHL V-79
RJK была предоставлена для работы доктором
Ф. Раддлом (Йельский Университет, США).

Культивировали клетки в стандартных условиях
(5% СО2, 37°С) с использованием культуральной
среды ДМЕМ/F12 (Gibco, США) с добавлением 10%
эмбриональной телячьей сыворотки (Gibco, США),
1% пенициллина–стрептомицина (Gibco, США).
Клетки пересевали с помощью 0.05%-ного раствора
трипсина и EDTA (Gibco, США) в соотношении 1 : 4–
1 : 6. Для культивирования использовали флаконы
Т25 и Т75 (Fisher Scientific, США).

Криоконсервация. Клетки, открепленные с помо-
щью 0.05%-ного раствора трипсина и EDTA, помеща-
ли в пробирку, к ним добавляли культуральную среду и
центрифугировали со скоростью 1500 об./мин в тече-
ние 5 мин. Супернатант удаляли, осадок разбивали и
ресуспензировали в растворе 90%-ной бычьей эм-
бриональной сыворотки, содержащей 10% DMSO
(Sigma, США). Ресуспензированные клетки перено-
сили в криовиалы (Nunc, США) и замораживали со
скоростью 1°С/мин, с последующим хранением в
жидком азоте (–196°С). При разморозке ампулу с
клетками быстро нагревали в водяной бане при
37°С. Клетки переносили в центрифужную пробир-
ку, добавляли теплую ростовую среду и центрифуги-
ровали при 1750 об./мин в течение 5 мин. Отмытые от
DMSO клетки помещали в культуральные флаконы.

Кариотипирование. В клеточную культуру для на-
копления клеток в стадии метафазы добавляли кол-
хицин (Merk, США) в конечной концентрации
3.6 мкг/мл на 1 ч. Затем среду с колхицином удаляли,
клетки ферментативно, с помощью 0.05%-ного
трипсина, открепляли от пластика, собирали в цен-
трифужные пробирки, суспензию центрифугирова-
ли (1000 об./мин), супернатант удаляли, осадок ре-
суспензировали, проводили обработку клеток
0.56%-ным раствором КСl (Реахим, Россия) в тече-
ние 15–20 мин. После удаления гипотонического
раствора клетки фиксировали на холоде смесью ме-
танола с ледяной уксусной кислотой (3 : 1) (3 смены
фиксатора, общее время фиксации 1.5 ч). Фиксиро-
ванный материал раскапывали на охлажденные
влажные предметные стекла. Препараты в течение
1 нед. высушивали при комнатной температуре, по-
сле чего метафазные пластинки окрашивали на G-
диски красителем Гимза (BDH, Англия) в PBS после
их предварительной трипсинизации (0.25%-ный
трипсин (Биолот)). Метафазные пластинки анали-
зировали под световым микроскопом Ampleval
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(Zeiss, Германия) при увеличениях объектива 20× и
100×. Хромосомы идентифицировали в соответ-
ствии со стандартной номенклатурой (Ray, Mohan-
das, 1975).

Схема эксперимента представлена на рис. 1. Ис-
ходную клеточную популяцию подвергли криозамо-
розке с хранением в жидком азоте в течении 3 мес.,
после чего клетки были разморожены и их культиви-
ровали в течении 4 пассажей в стандартных услови-
ях. На четвертом пассаже часть клеток была подверг-
нута кариотипическому анализу, а часть – криоза-
морозке. В новой заморозке было увеличено время
пребывания клеток в жидком азоте в 2 раза, до 6 мес.
Через 6 мес. клетки разморозили и культивировали,
как и в первый раз, 4 пассажа. На четвертом пассаже
часть клеток была подвергнута кариотипическому
анализу, а часть – криозаморозке. Длительность 3-го
периода хранения клеток в азоте была значительно
больше, чем в первые две заморозки, клетки храни-
ли в течении 10 лет (120 мес.). После этого клетки
разморозили и прокультивировали до 4-ого пассажа.
На четвертом пассаже после разморозки клетки бы-
ли подвергнуты кариотипическому анализу.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Кариотип клеток CHL V-79 RJK является анеуп-
лоидным и представлен 4 неперестроенными хромо-
сомами, типичными для клеток китайского хомячка

в норме (две копии хромосомы 2, хромосомы 3 и 8 –
по одной копии) и 15 уникальными перестроенными
хромосомами (Z1–Z15), являющихся маркерами ли-
нии (рис. 2а). Модальный класс числа хромосом в
клетках выражен и представлен 17–19 хромосомами.
Стабильность структуры хромосомы Z2, равно как и
ее присутствие в кариотипическом наборе не посто-
янно. Самые короткие хромосомы Z14 и Z15 в еди-
ничных случаях отсутствуют, либо представлены
двумя копиями. В проанализированной популяции
только одна клетка имела кариотипическое наруше-
ние, связанное с наличием делеции в длинном плече
хромосомы Z3 (рис. 2б, табл. 1). Анеуполиплоидные
клеточные варианты отсутствовали.

Работа по изучению влияния криозаморозки раз-
ной продолжительности на стабильность кариотипа
клеток CHLV-79 RJK состояла из 2-х этапов: 1) ана-
лиза структуры кариотипа данных клеток после за-
морозки/разморозки с краткосрочным (3 и 6 мес.)
хранением их в жидком азоте; 2) изучения влияния
на клеточный геном многолетнего (10 лет) хранения
клеток в жидком азоте при температуре –196°С.

Кариотипический анализ клеток после первой
краткосрочной заморозки (3 мес. в жидком азоте)
выявил в структуре кариотипа единичные структур-
ные нарушения хромосом, а именно хромосом Z3,
Z7 и Z8. В одной из клеток наблюдалось отсутствие
хромосомы (Z10) (рис. 3, табл. 1). Каждая из выяв-

Рис. 1. Схема проведения эксперимента. Слева – исходная популяция клеток до заморозки. Часть популяция клеток на 4-ом
пассаже после разморозки кариотипировали, а часть замораживали для дальнейшего хранения в жидком азоте.
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Рис. 2. Кариотип клеток китайского хомячка линии CHL V-79 RJK до первой процедуры криозаморозки/разморозки. а –
Стандартный кариотип. N = 18. Хромосомы 2, 3, 8 не перестроены; Z1–Z15 – маркеры линии. Хромосома Z15 – отсутствует.
б – Кариотип с перестройкой. N = 18. Z4 delq – делеция длинного (q) плеча хромосомы Z4, отсутствие хромосомы Z2.
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Таблица 1. Кариотипические особенности клеток линии CHL V-79 RJK после криохранения различной продолжительности
Кариотипические отклонения в клетках CHL V-79 RJK (контроль)

Ядро
№, пп

Хромосомы
Z1 2 Z3 Z4 Z12 Z6 Z5 3 Z7 Z8 Z9 Z10 Z11 Z13 8 Z14 Z15

1 n 2n delq n n n n n n n n n n n n n n
2 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
3 n 2n n n n n n n n n n n n n – n n
4 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
5 n 2n n n n n n n n n n n n n n n 2n
6 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
7 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
8 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
9 n 2n n n n n n n n n n n n n – n n

10 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
11 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
12 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
13 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
14 n 2n n n n n n n n n n n n n – n n
15 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
16 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n

Кариотипические отклонения в клетках CHL V-79 RJK через 3 мес. хранения в жидком азоте

Ядро
№, пп

Хромосомы
Z1 2 Z3 Z4 Z12 Z6 Z5 3 Z7 Z8 Z9 Z10 Z11 Z13 8 Z14 Z15

1 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
2 n 2n n n n n n n n n n – n n n n n
3 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
4 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
5 n 2n n n n n n n – n n n n n n n n
6 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
7 n 2n n n n n n n n n n n n n n n 2n
8 n 2n n n n n n n delqter n n n n n n 2n 2n
9 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n

10 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
11 n 2n n n n n n n n n n – n n n n n
12 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
13 n 2n p+q n n n n n n n n n n n n n n
14 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
15 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
16 n 2n n n n n n n n pdel n n n n n n n

Кариотипические отклонения в клетках CHL V-79 RJK через 6 мес. хранения в жидком азоте

Ядро
№, пп

Хромосомы
Z1 2 Z3 Z4 Z12 Z6 Z5 3 Z7 Z8 Z9 Z10 Z11 Z13 8 Z14 Z15

1 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
2 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
3 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
4 n 2n n n n n n n n n n n n n – n n
5 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
6 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
7 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
8 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
9 2n 2n n n n n n n n n n n n n n n n

10 n 2n n n n n n n n n + (delqter) n n n n n n n
11 n 2n n n n n n n n n n n n n n 2n 2n
12 n 2n delqter n n n n n n n n n n n n n n
13 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
14 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
15 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
16 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
17 delp 2n n n n n n n n n n n – n n n n
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ленных перестроек в проанализированной популя-
ции встретилась однократно.

Кариотипический анализ клеток после второй за-
морозки (6 мес. в жидком азоте) также не выявил за-
кономерных изменений в структуре кариотипа. В
перестройки оказались вовлечены четыре хромосо-
мы, а именно: хромосомы Z1, Z3, Z4 и Z8 (рис. 4,
табл. 1). Выявленные изменения также были связа-
ны с хромосомными поломками.

Вторая часть работы была связана с изучением
кариотипической стабильности клеток после их
длительного хранения в жидком азоте (120 мес. в
жидком азоте). После длительного пребывания в
жидком азоте спектр кариотипических изменений

расширился. Некоторые из них носили неслучай-
ный характер. В поломки было вовлечено 5 хромо-
сом набора – 2, Z1, Z3, Z4 и Z8. Z5 (рис. 5а). Полом-
ки разной локализации в хромосоме Z3 присутство-
вали в 23% проанализированных клеток. Кроме
структурных изменений, наблюдали изменения в
числе хромосомных копий. Наряду со стандартным
набором хромосом, в кариотипе присутствовали
клетки с удвоенным числом копий отдельных хро-
мосом набора и анеуполиплоидные клетки (табл. 1).
Анеуполиплоидные клетки характеризовались по-
вышенной структурной нестабильностью (поломки
хромосом, межхромосомные транслокации, эктопи-
ческая конъюгация между негомологичными хромо-

Обозначения: n – нормальная хромосома; 2n – две копии нормальной хромосомы; (–) – отсутствие хромосомы; delp – делеция p-пле-
ча; delq – делеция q-плеча; p + q – прицентромерная поломка с сохранением материала; n + (p + q) – 1 нормальная копия и 1 копия
с прицентромерной поломкой; delqter – терминальная поломка в q-плече; delpter – терминальная поломка в p-плече; n + delqter –
1 нормальная копия плюс 1 копия с терминальной делецией q-плеча; tr – межхромосомная транслокация; brqter – терминальная по-
ломка в q-плече с сохранением материала.

Кариотипические отклонения в клетках CHL V-79 RJK через 10 лет хранения в жидком азоте

Ядро
№, пп

Хромосомы

Z1 2 Z3 Z4 Z12 Z6 Z5 3 Z7 Z8 Z9 Z10 Z11 Z13 8 Z14 Z15

1 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
2 n 2n n n n n n n n n n n – n n n n
3 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
4 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
5 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
6 n 2n p + q n n n n n n n n n n n n n n
7 n 2n n n n n n n n n n n n n – n n
8 n 2n n – n n n n n n n n n n n n n
9 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n

10 n 2n delpter n n n n n n n n n n n n n n
11 n 2n n n n n n n n n n n n n n n 2n
12 n 2n n + (p + q) n n n n n n – n n n n n n n
13 n 2n brqter n + delq n n n n n 2n n n n n n n n
14 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
15 n 2n n n n n n n – n n n n n n n n
16 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
17 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
18 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
19 2n 4n 2n + delqter n 2n 2n 2n 2n 2n n + trZ3ter n 2n n n 2n n n
20 n 2n 2n n n n n n n n n n n n n n n
21 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
22 2n 3n+delq brqter n n n n n n n 2n n 2n n n n n
23 n 2n n n n n n n n n n n n n n n n
24 n 2n brqter n n n n n n n n n n n n n n
25 2n 2n 3n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n 2n
26 n + delqter 3n+ trZ1qter 2n 2n 2n 2n n + delpter 2n 2n 2n 2n n – 2n 2n 2n 2n

Таблица 1.  Окончание
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Рис. 3. Кариотип клеток CHL V-79 RJK после первой процедуры криозаморозки/разморозки с краткосрочным (3 мес.) хра-
нением в жидком азоте. Терминальная делеция q-плеча хромосомы Z7 и отсутствие хромосомы Z2. N = 20.

2 3 8

Z1 Z2 Z3 Z4

del

Z5

Z6 Z7 Z8 Z9 Z10 Z11

Z12 Z13 Z14 Z15

Рис. 4. Кариотип клеток CHL V-79 RJK после второй процедуры криозаморозки/разморозки с краткосрочным (6 мес.) хра-
нением в жидком азоте. Делеция короткого (p) плеча хромосомы Z1, отсутствие хромосом Z2, Z15. N = 17.

2 3 8

Z1 Z2 Z3 Z4

del

Z5

Z6 Z7 Z8 Z9 Z10 Z11

Z12 Z13 Z14 Z15
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сомами, разная степень конденсации гомологов)
(рис. 5б). В пределах кариотипического набора в пе-
рестройки могли быть вовлечены несколько хромо-
сом набора.

Обобщая полученные данные, можно говорить о
том, что многолетнетняя криоконсервация, в отли-
чие от краткосрочной, привела к разнотипной деста-
билизации структуры кариотипа.

ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты настоящей работы, направленной на

изучение влияния криоконсервации на клеточный
геном показали, что использованные в качестве мо-
дельной системы трансформированные клетки CHL
V-79 RJK при относительно непродолжительном
хранении в жидком азоте (3 и 6 мес.) сохраняли ста-
бильный кариотип. Выявляемые изменения носили
случайный характер. Длительное (10 лет) пребыва-
ние клеток в условиях криозаморозки привело к их
анеуполиплоидизации, увеличению пула хромосом,
вовлекаемых в перестройки, к усилению частоты
встречаемости поломок в одной из хромосом набора
(хромосома Z3), появлению таких изменений, как
нарушение конденсации хромосом и хромосомные
слипания (эктопическая конъюгация). Неоднократ-
ное выявление в определенной хромосоме набора
(Z3) поломок разной локализации, позволило оце-
нить повышенную ломкость данной хромосомы как
неслучайную, вызванную длительным пребыванием
клеток в условиях сверхнизкой температуры. В по-
пуляциях, претерпевших кратковременные криоза-
морозки, данная перестройка в силу своей уникаль-
ности рассматривалась как случайная. Полученные
данные подтвердили постулат Хенга с соавторами о
важности случайных хромосомных перестроек в
трансформации генома, так как при определенных
условиях они могут стать закономерными (Heng et
al., 2013). На примере раковых клеток Хенг с соавто-
рами показали, что клетки, встав на путь кариотипи-
ческой нестабильности, проходят две стадии. Пер-
вая стадия – неклональная, связана с накоплением в
популяции случайных кариотипических изменений,
которые могут быть в любой момент нивелированы.
Вторая стадия – клональная, когда определенные
аберрации приобретают преимущество и клетки ха-
рактеризуются модифицированным кариотипом. В
нашем случае мы столкнулись с изменениями, вы-
званными повышенной генетической нестабильно-
стью определенной хромосомы кариотипического
набора. Важно, что возникшая нестабильность была
сопряжена с длительным экзогенным воздействием
фактора пониженной температуры. Возможно, в
дальнейшем аберрантность хромосомы Z3 может
приобрести селективное преимущество уже клоно-
генного характера. Полученные в настоящей работе
данные, являются примером того, что в результате
многолетнего пребывания клеток CHL V-79 RJK в
условиях глубокой заморозки они перешли из одно-

го генетического статуса в другой – культура из от-
носительно генетически стабильной превратилась в
нестабильную. Известно, что возникшая кариоти-
пическая нестабильность может повлечь за собой
последующую нестабильность, проявляющуюся у
потомков. Прогнозируя дальнейшую судьбу проана-
лизированных в настоящей работе клеток, можно
предположить, что случайные изменения в других
хромосомах набора (2, Z1, Z4, Z7 и Z8) со временем
могут также перейти в разряд неслучайных, если не
будут нивелированы отбором.

Другим важным элементом дестабилизации кле-
точного генома клеток CHL V-79 RJK, выявленным
нами после многолетней криозаморозки является
возникновение нарушений, связанных с увеличени-
ем числа копий (либо с утратой хромосомы из кари-
отипического набора) отдельных хромосом набора
и/или появлением анеуполиплоидных вариантов.
Считается, что это связано с нарушением механизма
клеточного деления, вызванным разрушением мик-
ротрубочек веретена деления. На настоящий момент
сбой в программе клеточного деления рассматрива-
ется как один из механизмов дестабилизации кле-
точного генома, направленный на переход клеток из
нормального состояния в злокачественное (Zhu et al.,
2012; Passerini et al., 2016). Мак-Гранохан с соавтора-
ми (McGranahan et al., 2012) на клетках человека по-
казали, что присутствие в кариотипе даже одной до-
полнительной хромосомной копии вызывает неста-
бильность генома, нарушая репликацию ДНК.
Динамика непрерывных последовательных измене-
ний в структуре генома, нарастающих во времени
как “снежный ком” может приводить к существен-
ной реорганизации клеточного генома, обозначае-
мой как кариотипический хаос. К числу признаков
“кариотипического хаоса”, наряду с хромосомны-
ми/хроматидными разрывами относят разную сте-
пень конденсации хромосом и межхромосомные
слипания (Rangel et al., 2017). Именно эти наруше-
ния мы наблюдали в клетках CHL V-79 RJK, претер-
певших многолетнюю криозаморозку. Полученные
данные говорят об усилении степени трансформации
проанализированных в настоящей работе клеток.

Обобщая полученные данные в совокупности с
литературными, можно говорить о том, что реакция
клеточного генома на глубокую заморозку в зависи-
мости от ее продолжительности во времени далеко
не однозначна. Временной интервал пребывания
клеток в жидком азоте является определяющим в со-
хранении генетического статуса клеток. Скорее все-
го, для каждой клеточной линии он индивидуален.
Полученные в настоящей работе данные позволяют
говорить о том, что многолетнее пребывание клеток
в условиях глубокой заморозки может повлечь за со-
бой дестабилизацию клеточного генома.

Таким образом, результаты настоящей работы
позволяют сделать вывод, что использование в кли-
нических, биоинженерных и прочих прикладных
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Рис. 5. Кариотип клеток CHL V-79 RJK после длительной (10 лет) криозаморозки. а – Две копии хромосомы Z3 (в одной из
копий – прицентромерная поломка с сохранением р и q), отсутствие хромосом 8 и Z14. N = 18. б – Дополнительные копии
хромосом 2, Z1, Z2, Z9, Z14, Z15; поломка в терминальной часть q-плеча с сохранением хромосомного материала в Z3, тер-
минальная делеция в одной из копий Z2; разная конденсация гомологов хромосом 2 и Z1; отсутствие хромосомы Z11. N = 24.

 a 
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целях клеточного материала, претерпевшего дли-
тельную криозаморозку требует тщательной предва-
рительной отработки всех процедур, связанных с
данным методом, а также системного физиологиче-
ского, цитогенетического и молекулярного контро-
ля клеток до и после заморозки, что позволит мини-
мизировать возможные генетические риски в связи с
их практическим использованием.
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The Influence of Cryopreservation on the Karyotype Stability of Transformed Chinese 
Hamster Lung Fibroblasts in vitro

T. M. Grinchuka, * and M. A. Shilinaa

aInstitute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064 Russia
*e-mail: grintat@bk.ru

The influence of cryoconservation on the genomic stability of cells with different genotypic status is poorly under-
stood. Here, we present the results of studying the effect of cryoconservation of different duration periods on the
karyotype stability of Chinese hamster fibroblasts CHL V-79 RJK, which is characterized by high karyotypic stabil-
ity when cultured under standard conditions. It was found that the genomic reaction of CHL V-79 RJK cells depends
on the duration of cryoconservation. After prolonged storage (within 10 years) in liquid nitrogen at –196°C, in con-
trast to short-term cryoconservation (within 3–6 months), the cells tend to destabilize the karyotype structure,
namely to aneupoliploidization, an increase in the pool of chromosomes involved in rearrangements, disordered
condensation of individual chromosomes and excessive conglutination of non-homologous chromosomes (ectopic
conjugation). These findings suggest that long-term exposure of cells to deep freezing conditions can disrupt the
mechanism of cell division, resulting in the destabilization of the cell genome.

Keywords: karyotype, chromosomes, cryopreservation, genome instability
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Проведена оценка потенциальных возможностей лазерной интерференционной микроскопии при неинва-
зивном исследовании динамики показателей морфофункционального состояния эритроцитов перифериче-
ской крови, подвергнутых в условиях in vitro воздействию адреналина (10–9 г/мл), кортизола (5 × 10–7 г/мл), бе-
та-адреноблокатора пропранолола (10–9 г/мл) и глутарового альдегида (0.1%). Параллельно в эритроцитах
определяли концентрацию малонового диальдегида, аденозинтрифосфорной кислоты и 2,3-дифосфогли-
церата. Полученные результаты продемонстрировали зависимость оптико-геометрических характеристик
эритроцитов от особенностей их структурно-функциональной организации. Усиление метаболической
активности клеток на фоне снижения окислительного потенциала при воздействии на эритроциты корти-
зола и пропранолола сопровождалось уменьшением фазовой высоты эритроцитов на 18 и 29% (p < 0.05) и
уменьшением фазового диаметра на 3 и 5% соответственно (p < 0.05). Снижение метаболической активно-
сти на фоне усиления окислительного стресса при воздействии на красные клетки крови адреналина и
глутарового альдегида вызывало увеличение либо фазовой высоты, либо фазового диаметра клеток. Полу-
ченные результаты демонстрируют, что лазерная интерференционная микроскопия позволяет в режиме
реального времени проводить метаболическую оценку состояния живых эритроцитов, что повышает ин-
формативность и объективизирует данные о морфологических особенностях и функциональных возмож-
ностях клеток.

Ключевые слова: лазерная интерференционная микроскопия, эритроциты, фазовый диаметр, фазовая вы-
сота, функциональная активность
DOI: 10.31857/S004137712101003X

Лазерная интерференционная микроскопия счи-
тается высокоинформативным методом неинвазив-
ного исследования состояния биологических объек-
тов. Высокое пространственное разрешение, коли-
чественный характер получаемой информации и
отсутствие необходимости применения дорогостоя-
щих красителей позволяют использовать этот метод
в качестве универсального инструмента для исследо-
вания структурно-функциональных особенностей жи-
вой клетки (Popescu, Park, 2015; Vasilenko et al., 2015).

Показано, что при измерениях с помощью лазер-
ного интерференционного микроскопа оптически
однородных, хорошо отражающих свет объектов,

достигается разрешение порядка 0.1 нм по вертика-
ли и 15–100 нм – в плоскости объекта, что значи-
тельно превышает классический предел световых
микроскопов (Tychinsky, Tikhonov, 2010). Кроме того,
важное преимущество интерференционной микро-
скопии заключается в том, что регистрируемая вели-
чина оптической разности хода лучей в интерферомет-
ре позволяет получать количественную информацию
об объемном распределении показателя преломления
объекта, отражающего не только его морфологиче-
ские особенности, но и функциональное состояние
(Jiang, Yin, 2016; Cherkezyan et al., 2017).

Однако отсутствие эффективного и универсаль-
ного подхода к интерпретации результатов измере-
ния физических параметров света, рассеянного объ-
ектом, приводит к недопустимому сужению круга

Принятые сокращения: 2,3-ДФГ – 2,3-дифосфоглицерат; МДА –
малоновый диальдегид; АТФ – аденозинтрифосфорная кис-
лота; ТХУ – трихлоруксусная кислота.

УДК 612:576.6
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исследуемых объектов и числа анализируемых пара-
метров (Болотова и др., 2017; Василенко и др., 2018).

Изучение динамики морфологической структуры
и функционального состояния эритроцитов всегда
вызывало повышенный интерес, обусловленный
участием этих клеток в разнообразных процессах
поддержания гомеостаза всего организма. Поэтому
получение новых данных об изменении поверхност-
ной архитектоники, размеров, конфигурации и кон-
формационной перестройки внутриклеточного гемо-
глобина может иметь фундаментальное и практиче-
ское значение для диагностики состояния нормы и
патологии в медицине и биологии (Воробьева и др.,
2018; Farag, Alagawany, 2018; Дерюгина и др., 2019).

В связи с этим цель нашего исследования – выяв-
ления возможностей лазерной интерференционной
микроскопии для получения новой количественной
информации о метаболических процессах в эритроци-
тах, подвергнутых в условиях in vitro направленному
воздействию различных модифицирующих агентов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Исследовали 30 образцов венозной крови прак-
тически здоровых доноров-добровольцев – лиц обо-
его пола в возрасте от 21 до 49 лет. Кровь отбирали из
кубитальной вены в вакуумные пробирки, содержа-
щие гепарин (20–50 Ед. на 1 мл крови).

Микроскопию эритроцитов проводили на лазер-
ном интерференционном микроскопе МИМ-340
(Россия, Екатеринбург), использовали лазер с дли-
ной волны 650 нм и объектив с увеличением 30×.
Для захвата изображений применяли видеокамеру
VS-415U (НПК Videoscan, Россия) с разрешением
782 × 582 пикселей.

Основой аппаратно-программного комплекса
МИМ-340 служит классическая схема интерферео-
метра Линника, которая подразумевает разделение
одного плоскопараллельного пучка когерентного
источника света на два идентичных. Первый прохо-
дит через объект исследования, второй является
опорным и движется по другому оптическому пути.
После объединения двух лучей формируется интер-
ференционная картина, которая фиксируется на мат-
рице видеокамеры. Фаза световых волн, прошедших
через исследуемую клетку, меняется от интегральных
характеристик клеточного вещества, таких как хи-
мический состав, концентрация и конформацион-
ное состояние молекул. Это отражается в распреде-
лении фазовой толщины, закодированной в цифро-
вом виде в топограмме, которая является проекцией
суммарного вклада клеточного вещества в сдвиг фа-
зы световой волны, проходящей через каждый уча-
сток препарата, соответствующий одному пикселю.
В топограммах клеток анализировали значения фа-
зовой толщины Δh и диаметра эритроцита D, как
представлено на рис. 1.

Для объективной оценки метода получали изоб-
ражения 10 участков с монослойным расположени-
ем клеток и рассчитывали морфометрические пока-
затели, используя не менее 100 эритроцитов каждого
образца.

В условиях in vitro эритроциты инкубировали с
соединениями, меняющими их метаболический по-
тенциал: с адреналином (1 × 10–9 г/мл, серия 1) и
кортизолом (5 × 10–7 г/мл, серия 2) – основными
стресс-реализующими гормонами; глутаровым аль-
дегидом (0.1%-ный раствор, серия 3) – фиксатором
белковых структур мембран эритроцитов и пропра-
нололом (1 × 10–9 г/мл, серия 4) – неселективным
адреноблокатором β-адренорецепторов. Время воз-
действия препаратов составило 30 мин, за исключе-
нием адреналина (15 мин). В каждой серии было по
12 проб.

Функциональные показатели красных клеток
крови определяли по содержанию малонового ди-
альдегида (МДА), аденозинтрифосфорной кислоты

Рис. 1. Фазовое изображение (топограмма) (а) и профиль
фазовой толщины (б) нормального эритроцита (диско-
цита).
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(АТФ) и 2,3-дифосфоглицерата (2,3-ДФГ) в эритро-
цитах.

Концентрацию МДА определяли с помощью ре-
акции с тиобарбитуровой кислотой по образованию
окрашенного триметинового комплекса с максиму-
мом поглощения при 532 нм (Крылов и др., 2015).
Для расчета концентрации использовали коэффи-
циент молярной экстинции: E = 1.56 × 10–5 М–1 см–1.

Содержание главных фосфоорганических соеди-
нений 2,3-ДФГ и АТФ эритроцитов исследовали не-
энзиматическим методом, определяя неорганиче-
ский фосфор (Фн) в гидролизатах эритроцитов фо-
тоэлектроколориметрически. Отмытые эритроциты
(1 мл) гемолизировали холодной дистиллированной
водой (2 мл) в течение 20 мин, белки осаждали 12%
трихлоруксусной кислотой (ТХУ) (2 объема), а осадок
отделяли центрифугированием при 3000 об./мин в те-
чение 15 мин с последующим фильтрованием надо-
садочной жидкости через бумажный фильтр. ТХУ
фильтрат гемолизированных эритроцитов исполь-
зовали для определения АТФ и 2,3-ДФГ. При опре-
делении АТФ к 1 мл ТХУ фильтрата добавили 1 мл
2 н НС1 и проводили гидролиз в кипящей водяной
бане 7 мин с последующим охлаждением и нейтра-
лизацией равным объемом 2 н NaOН. Определяли
Фн, в состав которого входил Фн, отщепившийся от
АТФ после гидролиза, и Фн до гидролиза. Для опре-
деления 2,3-ДФГ из ТХУ фильтрата гемолизирован-
ных эритроцитов удаляли нуклеотиды (АТФ, АДФ,
АМФ) путем адсорбции на активированном угле с
последующим центрифугированием. В супернатан-
те (0.5 мл) определяли Фн-1 (пробирка 1). Часть ТХУ
фильтрата (0.5 мл) подвергали озолению, добавляя
0.5 мл 5% раствора нитрата магния, кипятили и по-
сле охлаждения содержимое пробирки растворяли в
0.5 мл 0.36 M КН2Р04. В 0.5 мл супернатанта измеря-
ли Фн-2 (пробирка 2). Определяли Фн в каждой про-
бирке, регистрируя плотность окраски на фотометре
фотоэлектрическом КФК-3 (длина волны 660 нм).
Концентрацию Фн определяли по калибровочной
кривой, используя стандартный раствор КН2РO4.
Расчет концентрации 2,3-ДФГ проводили по фор-

муле (Фн-1 × 100 – Фн × 10)/2. (Виноградова и др.,
1980; Бояринов и др., 2016).

Данные, полученные в ходе исследования, были
статистически обработаны с расчетом средней вели-
чины и ошибки средней. Достоверность различий
оценивали по t-критерию Стьюдента при уровне
значимости p < 0.05. Статистический анализ полу-
ченных результатов выполняли с использованием
программы Microsoft Exel и пакета прикладных про-
грамм Statistika версия 6.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В рамках настоящего исследования проведены

измерения интегрального показателя преломления
эритроцитов, подвергнутых направленному воздей-
ствию модифицирующих агентов.

Анализ оптико-геометрических параметров по-
казал, что фазовая высота эритроцитов, инкубиро-
ванных с кортизолом (5 × 10–7 г/мл), пропранололом
(1 × 10–9 г/мл) и глутаровым альдегидом (0.1%) сни-
жалась относительно контроля на 18, 29 и 19% соот-
ветственно (p < 0.05). В то же время после инкубации
с адреналином (1 × 10–9 г/мл) наблюдали рост фазо-
вой высоты эритроцитов на 3% (p < 0.05).

Фазовый диаметр эритроцитов относительно зна-
чений контрольной группы увеличивался после инку-
бации клеток с глутаровым альдегидом (0.1%) на 8%
(p < 0.05), а после действия кортизола (5 × 10–7 г/мл),
адреналина (1 × 10–9 г/мл) или пропранолола (1 ×
× 10–9 г/мл), напротив, снижался на 3, 2 и 5% соот-
ветственно (p < 0.05) (табл. 1).

При оценке показателей метаболизма эритроци-
тов установлено, что после воздействия модифици-
рующих агентов концентрация маркерного субстра-
та кислородного обеспечения – 2,3-ДФГ – во всех
случаях значительно снижалась.

Влияние используемых соединений на энергети-
ческий потенциал красных клеток крови было под-
тверждено изменением содержания АТФ под их воз-
действием. Выявлено статистически значимое по-
вышение содержания АТФ в эритроцитах после их
инкубации с кортизолом (5 × 10–7 г/мл) на 9%, про-
пранололом (1 × 10–9 г/мл) на 5% и статистически
значимое снижение – под воздействием адреналина
(1 × 10–9 г/мл) на 35% и глутарового альдегида (0.1%)
на 8%.

Концентрация МДА в эритроцитах, характеризу-
ющего интенсивность перекисного окисления ли-
пидов, значимо снижалась на 45% при действии кор-
тизола (5 × 10–7 г/мл), на 47% при действии пропра-
нолола (1 × 10–9 г/мл) и увеличивалась при действии
адреналина (1 × 10–9 г/мл) и глутарового альдегида
(0.1%) на 27 и 17% соответственно (табл. 2).

Можно предположить, что усиление метаболиче-
ской активности клеток на фоне снижения окисли-
тельного потенциала при воздействии на эритроци-

Таблица 1. Действие разных агентов in vitro на оптико-
геометрические показатели эритроцитов

а Отличия от контрольных значений достоверны при p < 0.05 (t-
критерий Стьюдента).

Агент
Фазовый диаметр
эритроцитов, мкм 

(М ± m)

Фазовая высота
эритроцитов, нм 

(М ± m)

− (Контроль) 4.75 ± 0.03 256.8 ± 4.66
Адреналин 4.68 ± 0.03а 265.0 ± 4.62а

Глутаровый альдегид 5.12 ± 0.06а 207.9 ± 2.87а

Пропранолол 4.51 ± 0.05а 182.8 ± 2.76а

Кортизол 4.63 ± 0.03а 211.3 ± 6.09а
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ты стрессового гормона кортизола и неселективного
адреноблокатора β-адренорецепторов пропраноло-
ла обеспечивает мембраностабилизирующий эффект,
фосфорилирование интегральных и периферических
белков эритроцитарной мембраны, вызывающих из-
менение морфологии эритроцитов, которое, вероятно,
направлено на повышение эффективности прохожде-
ния эритроцитами микрокапилляров и улучшение рео-
логии крови (Takakuwa, 2000; Nunomura et al., 2006).

Снижение метаболической активности на фоне
усиления окислительного стресса при воздействии
на красные клетки крови стресс-гормона адренали-
на и глутарового альдегида вызывает увеличение ли-
бо фазовой высоты, либо фазового диаметра, что
ухудшает пластичность эритроцитов и их прохожде-
ние через микрокапилляры.

По нашему мнению, увеличение фазовой высоты
эритроцитов при действии адреналина может быть
следствием окислительного стресса, развивающего-
ся на фоне метаболического истощения клеток.
Снижение содержания АТФ в эритроцитах ведет к
ряду нарушений, в частности, к блокированию ра-
боты ионных насосов, изменению ионного баланса
и снижению способности клеток к деформации
(Zarkovic et al., 2013).

Увеличение фазового диаметра эритроцитов по-
сле действия глутарового альдегида может объяс-
няться его влиянием на подмембранный цитоскелет
клеток. При этом увеличение уровня МДА в эритро-
цитах способствует образованию сшивок между
фосфолипидами и белками мембраны, что приводит
к изменению ионной проницаемости мембран, сни-
жению активности гликолиза (Bura, Сimen, 2008) и
как следствие к изменению оптико-геометрических
показателей эритроцитов.

Из полученных результатов следует вывод о зави-
симости фазово-интерференционных изображений
эритроцитов от функционального состояния клеток.
Применение лазерной интерференционной микро-
скопии позволяет исследовать метаболическое со-
стояние эритроцитов, что дает возможность анали-
зировать физиологический статус клеток и раскры-

вает широкие возможности использования этого
метода в медицине. Метод может оказаться эффек-
тивным при определении состояния нормы или пато-
логии, а также для оценки адекватности лечебной
коррекции выявленных нарушений. Получение с по-
мощью лазерной интерференционной микроскопии
качественно новой информации, недоступной при
традиционных подходах, будет способствовать пони-
манию некоторых вопросов, касающихся структуры
и функции эритроцитов, закономерностей поведения
клетки в условиях нормального функционирования,
их возможных нарушений при различных патологи-
ческих состояниях, а также при направленном воз-
действии физическими, химическими или биологи-
ческими факторами.
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Assessing the Functional State of Red Blood Cells 
by Using the Laser Interference Microscopy
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Estimation of possibilities of laser interference microscopy at noninvasive investigation of morphofunctional state
dynamics of peripheral blood red blood cells exposed in vitro to adrenaline (10−9 g/ml), cortisol (5 × 10−7 g/ml),
propranolol beta-adrenoblocker (10−9 g/ml) and glutar aldehyde (0.1%) was performed. Concentrations of malonate
dialdehyde, adenosine triphosphoric acid and 2.3-diphosphoglycerate were determined in red blood cells. Our re-
sults demonstrated that there is a dependence of erythrocytes' optical-geometric characteristics on peculiarities of
their structural and functional organization. The intensification of cell’s metabolic activity at decreasing in oxidative
potential at the presence of cortisol and propranolol was accompanied by the decrease in erythrocyte phase height
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by 18% and 29% (p < 0.05) and decrease in phase diameter by 3 and 5%, respectively (p < 0.05). Decrease in meta-
bolic activity in red blood cells as a result of increased oxidative stress at the glutarous aldehyde action caused an in-
crease in either phase height or phase diameter of the cells. The results show that laser interference microscopy allows
estimation of metabolic activity in real time in living red blood cells. The latter leads to increase in data information
regarding morphological features and functional capabilities of the cells.

Keywords: laser interference microscopy, red blood cells, phase diameter, phase height, functional activity
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Цель работы состояла в изучении возможностей двухмерного и трехмерного количественного анализа
структурно-функционального состояния астроцитов на примере изображений, полученных при двойной
иммуноцитохимической реакции на астроцитарные маркеры GFAP и GLT-1, с применением свободно
распространяемого программного обеспечения. Материалом для исследования служил мозг половозре-
лых самцов крыс линии Вистар (n = 5). В работе продемонстрировано, что современные методы двухмер-
ного и трехмерного анализа с помощью общедоступного программного обеспечения расширяют возмож-
ности получения качественной и количественной информации о структурно-функциональном состоянии
таких сложноорганизованных объектов, как астроциты центральной нервной системы, а также обеспечи-
вает уровень стандартизации данных, необходимый для сопоставления результатов исследований, полу-
ченных разными научными группами.

Ключевые слова: астроциты, ImageJ, иммуногистохимия, конфокальная лазерная микроскопия, количе-
ственный анализ, морфометрия
DOI: 10.31857/S0041377121010077

Функционирование головного мозга зависит от
взаимодействия двух основных типов клеток: нейро-
нов и клеток глии (Verkhratsky et al., 2014). Наруше-
ние этого взаимодействия происходит при нейроде-
генеративных заболеваниях, таких как эпилепсия,
болезнь Альцгеймера и другиx, следствием которых
является снижение когнитивных функций, потеря
памяти, психические расстройства (Hancock et al.,
2014; Rodríguez-Arellano et al., 2016; Verkhratsky et al.,
2016). В настоящее время в мировой литературной
базе накапливается все больше данных о ключевой
роли астроцитов в патогенезе этих заболеваний
(Baber, Haghighat, 2010; Bernardinelli et al., 2014;
Pekny, Pekna, 2014; Sukhorukova et al., 2015). Понима-
ние механизмов вовлечения астроцитов в формиро-
вание и развитие массовой гибели нейронов может
стать ключом к эффективной терапии нейродегене-
ративных заболеваний. В контексте этого становит-
ся актуальным применение современных подходов,
позволяющих получать дополнительную информа-
цию о структурно-функциональном состоянии аст-
роцитов – важнейших клеток нейроглии.

В последние десятилетия наблюдается стреми-
тельное развитие методов флуоресцентной и конфо-
кальной микроскопии (Ведяйкин и др., 2019; Jonk-
man et al., 2020). Методы, созданные на основе флу-
оресцентной микроскопии, стали незаменимыми в
клеточных и молекулярно-биологических исследо-
ваниях. Эти подходы позволяют получать изображе-
ния с более высоким разрешением, чем традицион-
ная световая микроскопия, что также открывает но-
вые возможности для применения современных
методов количественного анализа изображений.
Кроме того, появляется все больше инструментов,
позволяющих осуществлять объективную оценку
изображений, основанную на количественных подхо-
дах не только в двухмерном пространстве (Costes et al.,
2004; Bolte, Cordelieres, 2006; Lagache et al., 2015), но
и в трехмерном (Zinchuk, Grossenbacher-Zinchuk,
2009; Adler, Parmryd, 2010; Zinchuk et al., 2013; Rizk et al.,
2014; Heck et al., 2015; Kraus et al., 2017). Чтобы визу-
ализировать, обрабатывать и анализировать эти ти-
пы данных, необходимо использовать соответствую-
щее программное обеспечение. Существуют ком-
мерческие пакеты, такие как Amira (Thermo Fisher
Scientific, USA), Imaris (Bitplane, Switzerland), Volo-
city (PerkinElmer, UK) и др. Эти программы пред-
ставляют собой дорогостоящее програмное обеспе-

Принятые сокращения: GFAP – глиальный фибриллярный
кислый белок; GLT-1 – астроцитарные транспортеры глутамата.

УДК 577.29
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чение, что является ограничивающим фактором для
использования во многих цитологических лаборато-
риях. Свободно распространяемым аналогом этих
программ является пакет для анализа изображений
ImageJ (https://imagej.net/Fiji). Хотя первоначально
ImageJ был разработан для целей двухмерного ана-
лиза морфологических данных, благодаря дополни-
тельным плагинам он может использоваться в каче-
стве мощного программного обеспечения и для
трехмерного анализа изображений. Большая попу-
лярность ImageJ у исследователей и открытость ис-
пользуемых в этом программном обеспечении алго-
ритмов создает благоприятную возможность для
широкого использования этой программы в каче-
стве основного средства анализа изображений, по-
лучаемых с помощью конфокальной микроскопии в
процессе исследования сложноорганизованных ци-
тологических объектов, к которым можно отнести и
астроциты головного мозга.

Целью данной работы стало изучение возможно-
стей двухмерного и трехмерного количественного
анализа структурно-функционального состояния
астроцитов на примере изображений, полученных
при двойной иммуноцитохимической реакции на
астроцитарные маркеры GFAP и GLT-1 с примене-
нием свободно распространяемого программного
обеспечения.

Выбор маркеров, анализируемых в рамках пред-
ставленной работы, был обусловлен следующими
причинами. Белок цитоскелета GFAP широко ис-
пользуется в качестве маркера для оценки морфоло-
гического состояния астроцитов как в норме, так и
при патологических состояниях (Emsley, Macklis,
2006; Takahashi et al., 2010; Kulijewicz-Nawrot et al.,
2013). GLT-1 – это глутаматный транспортер астро-
цитов, обеспечивающий захват глутамата из синап-
тической щели. Многочисленные исследования
свидетельствуют о роли этих транспортеров в разви-
тии и формировании нейродегенеративных заболе-
ваний (Baber, Haghighat, 2010; Gibbons et al., 2013;
Kulijewicz-Nawrot et al., 2013; Hubbard et al., 2016;
Murphy-Royal et al., 2017). Мембранные транспорте-
ры глутамата формируют кластеры, размеры и рас-
положение которых могут варьировать в зависимо-
сти от функционального состояния астроцитов
(Benediktsson et al., 2012; Murphy-Royal et al., 2015).
Таким образом, были использованы маркеры, поз-
воляющие произвести количественную оценку мор-
фологических особенностей как мембранного, так и
цитоплазматического белков.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. В качестве объекта исследования ис-

пользовали интактных половозрелых самцов крыс
линии Вистар в возрасте 4–6 мес. (n = 5). При содер-
жании и умерщвлении животных соблюдали между-
народные правила Хельсинской декларации о гу-
манном обращении с животными и “Правила прове-

дения работ с использованием экспериментальных
животных” (приказ № 755 от 12.08.1977 г. МЗ СССР).
Исследование одобрено Локальным этическим ко-
митетом ФГБНУ “ИЭМ” (протокол № 3/18 от
22.11.2018).

Гистологическое исследование. Головной мозг
был фиксирован в цинк-этанол-формальдегиде
(Korzhevskii et al., 2015), обезвожен и залит в пара-
фин обычным способом. Изготавливали фронталь-
ные срезы толщиной 10 мкм. После стандартной
процедуры депарафинирования срезы подвергали
тепловому демаскированию в модифицированном
цитратном буфере S1700 (Dako, Дания). Далее срезы
инкубировали в смеси первичных антител к GFAP
(моноклональные мышиные антитела, клон
SPM507; Spring Bioscience, США) и глутаматным
транспортерам GLT-1 (поликлональные кроличьи
антитела, ab106289; Abcam, Великобритания). Для
визуализации данных маркеров использовали следу-
ющие вторичные антитела: моновалетный Fab-
фрагмент антикроличьего иммуноглобулина осла,
конъюгированного с флуорохромом Rhodamine
Red™-X (RRX) (Jackson ImmunoReaserch, США) и
моновалетный Fab-фрагмент антимышиного имму-
ноглобулина осла, конъюгированного с флуорохро-
мом Cy-2 (Jackson ImmunoReaserch, США). Полу-
ченные препараты заключали в водорастворимую
среду Fluorescence Mounting Medium (Dako, Дания).
Анализировали астроциты зоны stratum radiatum по-
ля CA1. Препараты фотографировали с помощью
конфокального лазерного микроскопа LSM 710
(Zeiss, Германия) с объективом alpha Plan-Apochro-
mat 100×/1.46 Oil DIC M27, в режиме сканирования
по оси z, параметры которого определялись соглас-
но общепринятым методикам (Штейн, 2007). Для
этого была использована управляющая программа
Zen2011 Black (Zeiss, Германия). С каждого образца
мозга животных было получено по 3 z-стека толщи-
ной от 4 до 7 мкм, которые использовали для даль-
нейшего анализа.

Анализ изображений. Нормализацию изображе-
ний проводили в свободно распространяемой про-
грамме Intensify 3D (https://github.com/nadavyay-
on/Intensify3D) (Yayon et al., 2018). Для унификации
полученных данных z-стеки обрезали до размеров
40×40×4 мкм по 13 оптических срезов. Далее осу-
ществляли двухмерный анализ в ImageJ в плагине
GDSC (http://sites.imagej.net/GDSC/) (Herbert et al.,
2014), где использовали каждый 4-й срез в z-стеке.
Для трехмерного анализа применяли плагины DiAna
(https://github.com/JeffGilles/DistanceAnalysis-DiAna) и
3D Suite в ImageJ (Gilles et al., 2017). Трехмерную ви-
зуализацию изображений выполняли с помощью бес-
платно распространяемого программного обеспече-
ния Blender (https://www.blender.org/) (Calì et al., 2016).

Статистический анализ. Для расчета значений ко-
эффициента Пирсона и Мандерса использовали
корреляционный поиск порога интенсивности
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флюоресценции с уровнем значимости p < 0.05. Для
трехмерного анализа рассчитывали объем колокали-
зованных вокселей, объем и площади поверхности
исследованных маркеров, объем и количество кла-
стеров глутаматных транспортеров. Статистический
анализ данных параметров осуществляли в програм-
ме Origin 2016 (https://www.originlab.com/). Результа-
ты расчетов представлены в виде медианы и интерк-
вартильного интервала.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Предварительная обработка изображений. Полу-

ченные цифровые изображения подвергались пред-
варительной обработке перед анализом. Для коррек-
тировки неоднородности распределения сигнала
(аберрация оптических систем, различное проник-
новение и рассеивание света по z-оси в образце)
применяли алгоритм нормализации интенсивности
флюоресценции (Yayon et al., 2018). Каждый канал
оригинального стека проходил нормализацию в
программе Intensify 3D со следующими параметра-
ми: размер пространственного фильтра 205 пиксе-
лей, автоматическая детекция ткани с помощью
EM-алгоритма с параметром чувствительности рав-
ным 9 пикселям. Данные параметры выбирали с уче-
том имеющегося опыта использования данного ал-
горитма. Следует учитывать, что при использовании
слишком высоких или слишком низких значений
параметров фильтра, возможно появление арте-
фактных зон с повышенным уровнем флюоресцен-
ции, что является критичным для дальнейшего ана-
лиза (Yayon et al., 2018). Затем для удаления шума
применяли медианный фильтр (Median3D Filter; па-
раметры фильтра: х радиус “2” пикселя, y радиус “2”
пикселя, z радиус “2” пикселя), являющийся стан-
дартным плагином в ImageJ. Таким образом были
получены нормализованные изображения, с более
четким контуром как тел, так и отростков исследуе-
мых клеток.

Двухмерный анализ. Изображения анализировали
в плагине GDSC (Herbert et al., 2014), который поз-
воляет осуществлять анализ колокализации белков в
разных каналах. Применение такого подхода позво-
ляет производить более объективную оценку коло-
кализованных областей интереса, в сравнении с
описательным методом. Кроме того, этот анализ ис-
пользуется для определения точного местоположе-
ния интересующих структур и их общих характери-
стик. Анализ выполнялся в два этапа: поиск корре-
ляционного порога, где отделяется сигнал от шума,
и анализ колокализации пикселей, где пиксели счи-
таются колокализованными, если присутствуют в
двух каналах одновременно. Поиск корреляционно-
го порога выполняется автоматически плагином
GDSC (Costes et al. 2004). Далее вычисляли значения
коэффициента Мандерса, коэффициента корреляции
Пирсона, и процент колокализованных пикселей –
показатели, которые широко используются для коло-

кализационного анализа (Manders et al., 1993; Zinchuk,
Grossenbacher-Zinchuk, 2009; Adler, Parmryd, 2010;
Ramírez et al., 2010; Zinchuk et al., 2013; Wang et al.,
2016; Papageorgiou et al., 2018). Коэффициент Пирсо-
на отражает корреляцию интенсивности флюорес-
ценции между двумя каналами и может варьировать
от –1 (отрицательная корреляция) до 1 (положи-
тельная корреляция). Коэффициент Мандерса
представляет собой долю пикселей от каждого кана-
ла, которые вносят вклад в колокализованную об-
ласть, т.е. представляет степень перекрытия сигнала
и может принимать значения в пределах от 0 до 1
(Manders et al., 1993; Adler, Parmryd, 2010; Ramírez et al.,
2010). Эти критерии позволяют получить информа-
цию о степени взаимного перекрытия маркирован-
ных белков, а также оценить степень колокализации
между ними (Zinchuk et al., 2013). Поскольку значе-
ния коэффициентов Мандерса и Пирсона часто
принимают промежуточные значения, необходимо
ввести оценочные критерии для различных уровней
показателя. На практике удобно использовать клас-
сификатор, предложенный Зинчук с соавторами
(Zinchuk et al., 2013). Данный метод подразумевает
использование следующих оценок для характери-
стики степени колоколизации с учетом значений ко-
эффициента корреляции Пирсона и коэффициента
Мандерса: 0.1 – очень слабая, 0.2 – слабая, 0.3 – ме-
нее слабая, 0.4 – меньше умеренной, 0.5 – умерен-
ная, 0.6 – более умеренная, 0.7 – меньше сильной,
0.8 – сильная, 0.9 – очень сильная). Тем не менее,
применение данного подхода не избавляет от труд-
ностей интерпретирования близких значений. На-
пример, при очень слабой степени колокализации
сложно объяснить в чем состоит биологический
смысл ее отличия от слабой степени колокализации.

С использованием плагина GDSC были получе-
ны изображения с колокализованными пикселями
(рис. 1г), где пурпурным цветом отображен GFAP
(рис. 1а), желтым – GLT-1 (рис. 1б), синим – коло-
кализованные пиксели (рис. 1в). Рассчитанные ос-
новные характеристики представлены в табл. 1. Со-
гласно коэффициенту Пирсона (0.15 ± 0.07 при
p < 0.05, n = 5), изучаемые белки демонстрируют
очень слабую степень колокализации. Анализ пока-
зал, что коэффициент Мандерса имеет значения
0.63 ± 0.18 при p < 0.05 для GFAP и 0.22 ± 0.29 при
p < 0.05 для GLT-1 (табл. 1). Значение параметра до-
ли колокализованных пикселей для обоих каналов
оказалось малым и составило 0.09 ± 0.17 при p < 0.05.
Объяснить это можно тем, что исследуемые маркеры
располагаются не слишком близко друг к другу, что
обусловлено размещением в разных клеточных ком-
партментах (GFAP – белок цитоскелета, GLT-1 –
мембранный белок). В целом, такого рода данные
могут быть использованы для исследования струк-
турно-функциональных особенностей распределе-
ния двух белков в разных физиологических и пато-
логических состояниях.
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Описанный подход к анализу изображений поз-
воляет получить количественную информацию о ко-
локализации исследуемых белков, что представляет
возможность для оценки структурно-функциональ-
ного состояния отдельных астроцитов. Тем не ме-
нее, этот метод имеет значительный недостаток,
связанный со сложностью интерпретации промежу-
точных значений используемых коэффициентов
Пирсона и Мандерса. В целом, количественные па-
раметры описанного подхода позволяют получить
информацию о перекрывающихся пикселях иссле-
дуемых маркеров, но не о пространственных харак-
теристиках, таких как объем, площадь поверхности
и т.д. Подобные недостатки ограничивают примене-
ние двухмерного подхода к анализу изображений
сложно организованных биологических объектов,
что требует использования трехмерного подхода, ко-
торый их устраняет.

3D анализ. Изображения, подвергавшиеся пре-
процессингу, далее проходили процедуру сегмента-

ции в дополнительном плагине ImageJ 3D Suite. К
настоящему времени разработаны различные алго-
ритмы сегментации, что позволяет при выборе алго-
ритма учитывать особенности распределения марке-

Рис. 1. Визуализация GFAP и GLT-1 в одном из астроцитов гиппокампа крысы с помощью плагина GDSC в пределах одного
оптического среза толщиной 0.3 мкм. а – GFAP (пурпурный), б – GLT-1 (желтый), в – области колокализации астроцитарных
GFAP и GLT-1 (синий), г – объединенное изображение GFAP, GLT-1 и колокализованных пикселей.

 а  б 

 в  г 

15 мкм15 мкм15 мкм

Таблица 1. Значения коэффициентов колокализации,
рассчитанные в плагине GDSC для изображений с двой-
ным иммуномечением GFAP и GLT-1

Данные представлены в виде медианы ± интерквартильный раз-
мах при p < 0.05. Для анализа использовали каждый 4-й срез из
каждого z-стека для 5 животных.

Коэффициент колокализации Значения 
коэффициентов

Коэффициент Пирсона 0.15 ± 0.07
Коэффициент Мандерса для GFAP 0.63 ± 0.18
Коэффициент Мандерса для GLT-1 0.22 ± 0.29
Общий объем колокализованных 
пикселей

0.09 ± 0.17
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ров (Bolte, Cordelieres, 2006; Heck et al., 2015; Sigal et al.,
2015). В данной работе, принимая во внимание осо-
бенности распределения белков GLT-1 (мембран-
ный белок) и GFAP (белок цитоскелета), применяли
разные алгоритмы сегментации. Так, изображения с
реакцией на GLT-1 сегментировали с использовани-
ем точечной сегментации (“spot segmentation”), что
позволяет более правильно определять кластеры
транспортеров глутамата. В то время как для цито-
плазматического белка GFAP применяли алгоритм
простой сегментации (“simple segmentation”), в ре-
зультате чего отростки лучше выявлялись. Сегмен-
тированные изображения анализировали в плагине
DiAna в ImageJ (Gilles et al., 2017). Плагин позволяет
получить значения объема колокализованных вок-
селей (объем, занимаемый вокселями, которые рас-
полагаются в одном и том же объеме пространства в
обоих каналах, нормализованных к общему объему
вокселей одного канала): общий объем колокали-
зованных вокселей в обоих каналах (составил
0.053 ± 0.05%), объем колокализованных вокселей
для каждого из каналов (для GFAP 0.05 ± 0.05%, для
GLT-1 31.86 ± 41.42%). Использование этих парамет-
ров позволяет косвенно судить об объеме, который
занимает изучаемый белок, а также об изменениях
соотношения маркеров в ткани. Также изменения в
объеме колокализованных вокселей могут свиде-
тельствовать о перераспределении наблюдаемых
белков. Кроме того, рассчитываются значения объе-
ма и площади поверхности для маркеров обоих ка-
налов (объем GFAP в ткани 925.62 ± 1035.6 мкм3,
площадь поверхности GFAP 8074.31 ± 6929.66 мкм2,
объем GLT-1 1543.96 ± 1499.9 мкм3, площадь поверх-
ности GLT-1 19723.64 ± 40917.76 мкм2). Более того,
для белков с преимущественно кластерным распре-
делением актуально использование параметра объе-
ма и количества кластеров (объем кластера GTL-1
0.16 ± 0.15 мкм3, количество кластеров GLT-1 86.38 ±
± 76.49 на 125 мкм3) (рис. 2б), что также может яв-
ляться важным физиологическим показателем. Ис-
следованные параметры, в отличие от двухмерного
подхода, позволяют оценить пространственные ха-
рактеристики исследуемых маркеров в норме (объ-
ем, площадь поверхности исследуемых маркеров
ткани, объем и количество кластеров), что может
быть использовано в дальнейшем для сравнительно-
го исследования при патологических состояниях.
При использовании различных алгоритмов сегмен-
тации важно учитывать характер распределения
маркера, так, при использовании точечной сегмента-
ции для цитоплазматических белков можно получить
артефактные изменения в толщине и форме отростков.
Поэтому необходимо подбирать метод сегментации в
соответствии с характером цитологического объекта.
Для графического представления полученных в ре-
зультате трехмерного анализа изображений возможно
применение программы Blender, имеющей более ши-
рокие возможности для трехмерного реконструиро-

вания, чем базовая программа ImageJ (рис. 2). Таким
образом, использование трехмерного подхода к анали-
зу изображений позволяет получить свидетельства
функционального состояния рассматриваемых марке-
ров, что может быть использовано как при исследова-
нии нормального морфофункционального состояния
мозга, так и его патологический изменений.

Описанный трехмерный подход, в отличие от
двухмерного, позволяет получить информацию не
только о колокализации исследуемых маркеров, но
и о пространственных характеристиках изучаемых
объектов. В частности, используемый алгоритм ана-
лиза позволяет рассчитать площадь поверхности
изучаемого объекта и объем, занимаемый анализи-
руемым маркером. Более того, для белков с кластер-
ным распределением возможно получение инфор-
мации о количестве и размерах кластеров. Учитывая
то, что трехмерный подход показал информатив-
ность при анализе распределения как цитоплазма-
тического, так и мембранного астроцитарных мар-
керов, можно заключить, что использование подоб-
ных маркеров и при исследованиях других клеток
нервной системы окажется перспективным.

Полученные результаты свидетельствуют о том,
что использование многомаркерной конфокальной
микроскопии в сочетании с современными методами
2D и 3D анализа позволяет увеличить объем информа-
ции о структурно-функциональной организации аст-
роцитов центральной нервной системы в дополнение
к традиционным методам морфометрического анали-
за. На основании проведенного исследования можно
заключить, что для исследования сложноорганизован-
ных цитологических структур, к которым относятся и
астроциты, предпочтительнее выбирать трехмерные
алгоритмы анализа. Несомненным преимуществом
представленного подхода является использование
общедоступного программного обеспечения, кото-
рое широко используется исследователями, что
обеспечивает определенный уровень стандартиза-
ции морфологических подходов, необходимый для
сопоставления данных, получаемых различными на-
учными группами.
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Astrocyte Structural Organization Analysis Based on Fluorescent Microscopy 
with 2D and 3D Quantitative Approaches

O. I. Nosovaa, *, D. A. Sufievaa, and D. E. Korzhevskya

aInstitute of Experimental Medicine, St. Petersburg, 197376 Russia
*e-mail: nosova@neuro.nnov.ru

According to the obtained data over the last decades, astrocytes play a crucial role in neuronal homeostasis. There-
fore, the software for assessing morphological changes in astrocytes is not sufficiently cover in the literature. Hence,
the article examines two- and three-dimensional quantitative approach of astrocytic structure analysis based on free-
ly available software. The brains of mature male Wistar rats was used (n = 5). Double immunocytochemical
GFAP/GLT-1 staining was performed to obtain f luorescent confocal images. The article supposes the implementa-
tion of recent analysis approaches using freely available software to obtain qualitive and quantitative information
about the structural features of heterogeneous cells of central nervous system such as astrocytes. Moreover, proposed
approach provides standardization of data that necessary for comparing the results obtained by different scientific
groups.

Keywords: astrocytes, ImageJ, immunocytochemistry, confocal laser microscopy, quantitative analysis, morphom-
etry
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В настоящей работе мы проанализировали, как изменяется взаимодействие между мономерами в ближне-
инфракрасных флуоресцентных биомаркерах iRFP713 и iRFP713/C15S/V256C при изменении сети водо-
родных связей между хромофором и его белковым окружением в результате аминокислотной замены
треонина в положении 204 на аланин (T204A) в микроокружении хромофора или при замене природного
лиганда биливердина на фикоцианобилин. Обнаруженное ранее аллостерическое ингибирование кова-
лентного присоединения биливердина к мономеру iRFP713/C15S/V256C после ковалентного присоедине-
ния хромофора к другому мономеру белка существенно уменьшается при введении замены T204A. Алло-
стерического ингибирования ковалентного связывания фикоцианобилина с iRFP713/C15S/V256C не про-
исходит, в отличие от связывания биливердина с этим белком. Напротив, замена биливердина на
фикоцианобилин в iRFP713 приводит к усилению аллостерического ингибирования ковалентного связы-
вания хромофора. Наши исследования свидетельствуют, что изменение внутримолекулярных связей меж-
ду хромофором и остатками его микроокружения в биомаркерах, происходящее при замене хромофора
или в результате аминокислотных замен, оказывает влияние на взаимодействие мономеров в биомаркере.

Ключевые слова: бактериальные фитохромы, флуоресцентные биомаркеры, аллостерическое взаимодействие
DOI: 10.31857/S0041377121010107

Предметом настоящего исследования являются
димерные ближне-инфракрасные (NIR) биомарке-
ры, разработанные на основе бактериальных фито-
хромов – фотосенсорных белков, которые участву-
ют в свето-зависимой регуляции биологических
процессов в клетках бактерий. NIR-биомаркеры со-
стоят из двух доменов PAS (Per-ARNT-Sim) и GAF
(cGMP PDE/AC/FhlA), которые вместе образуют
так называемый хромофор-связывающий домен
полноразмерных фитохромов. В состав N-концево-
го участка домена PAS входит цистеиновый остаток,
который необходим для ковалентной фиксации хро-
мофора, а в домене GAF находится карман для
встраивания тетрапиррольного хромофора (Rodri-
guez et al., 2017). Комплексы NIR-биомаркеров с их ли-
гандом биливердином (BV) нашли широкое примене-
ние в качестве генетически-кодируемых меток для
прижизненной визуализации молекулярных процес-
сов с высоким разрешением в реальном масштабе
времени, происходящих в отдельных клетках и в целом
организме (Rodriguez et al., 2017).

В фитохромах при фотоконверсии происходит
передача структурных изменений от тетрапирроль-
ного хромофора к хромофор-связывающему домену
и далее последовательно к остальным доменам белка
(Takala et al., 2014; Burgie et al., 20164; von Horsten
et al., 2016). Кроме того, домены фоторецепторов,
аминокислоты которых не контактируют с тетрап-
ирролом в хромофор-связывающем домене напря-
мую, также влияют на процесс изомеризации хромо-
фора (Burgie et al., 2017). Считается, что подобная
связь между доменами фоторецепторов расширяет
возможности регуляции процессов фотоактивации
и темновой релаксации этих белков (Gourinchas
et al., 2018).

Наши исследования также выявили влияние мо-
номеров в NIR-биомаркерах на структуру друг друга,
которое определяет характер связывания хромофора
с отдельными мономерами белка (Stepanenko et al.,
2016, 2017). Этот эффект заключается в том, что ко-
валентное связывание BV с остатком Cys в одном из
мономеров биомаркера аллостерически ингибирует
формирование ковалентной связи между встроенным
в карман белка хромофором и остатком Cys второго
мономера биомаркера. Характер связывания хромо-
фора в NIR-биомаркеров оказывает существенное
влияние их фотофизические свойства, в частности

Принятые сокращения: NIR-биомаркеры – ближне-инфра-
красные флуоресцентные биомаркеры; BV – биливердин;
PCB – фикоцианобилин; GdnHCl – гидрохлорид гуанидина.

УДК 577.344
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квантовый выход и стабильность, существенные для
их использования в качестве генетически-кодируе-
мых меток в клетке. Это определяет актуальность
дальнейшего исследования межмономерных алло-
стерических эффектов в NIR-биомаркерах.

В настоящей работе мы анализировали, какое
влияние оказывает изменение внутримолекулярных
связей между хромофором и его белковым окруже-
нием в NIR-биомаркере на взаимодействие между
мономерами. Для этого мы проанализировали, как
изменяются спектры поглощения флуоресценции
биомаркеров iRFP713 и iRFP713/C15S/V256C, име-
ющих цистеиновые остатки, способные к ковалент-
ному присоединению BV, в разных доменах белка в
нативном состоянии и под действием денатуранта
при введении аминокислотной замены в положение
204 (замена треонина на аланин) и при изменении
вида тетрапиррола.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Материалы. Гидрохлорид гуанидина (GdnHCl) и
трис(гидроксиметил)аминометан (Tris) производ-
ства Sigma (США), а также фикоцианобилин (PCB,
Frontier Scientific, США) использованы без дополни-
тельной очистки. Концентрацию GdnHCl определя-
ли с помощью рефрактометра Аббе (ЛОМО, Рос-
сия). Для определения концентрации PCB исполь-
зовали коэффициент молярной экстинкции  =
= 35.500 M−1 см−1 в денатурирующих условиях при
высокой кислотности раствора (8 M, pH 2.0) (Glazer,
Fang, 1973).

Выделение и очистка белков. Гены целевых биомар-
керов, а именно белков iRFP713 и iRFP713/C15S/V256C
и их мутантных форм, несущих аминокислотную
замену треонина в положении 204 на аланин
iRFP713/T204A и iRFP713/C15S/V256C/T204A, с
полигистидиновой меткой на N-конце клонирова-
ны в вектор pBAD/His-B (Invitrogen, США) по сай-
там BglII и EcoRI, которым трансформировали
штамм бактерий E. сoli LMG 194. Биомаркеры получе-
ны и очищены, как описано ранее (Stepanenko et al.,
2016, 2019). Кратко, биомаркеры в апо- (т.е. в отсут-
ствие хромофора) и холоформе (т.е. в комплексе с
биливердином) получены при экпрессии только ге-
на целевого белка и совместно с геном гемоксигена-
зы (НО) с вектора pWA23h-HO соответственно. Фер-
мент HO обеспечивает синтез BV. Для экспрессии био-
маркеров в апоформах использовали среду RM (48 мМ
Na2HPO4, 22 мМ KH2PO4, 19 мМ NH4Cl, 8.5 мМ
NaCl, 2% казаминовых кислот, 1 мМ MgCl2, 1 мМ
тиамин), содерждащую ампицилин. В состав культу-
ральной среды для экспрессии биомаркеров в холо-
форме входили ампицилин и канамицин. Для
индукции экспрессии биомаркера и НО использова-
ли арабинозу и рамнозу соответственно. Клеточный
лизат очищали с помощью афинной хроматографии
на колонках His-GraviTrap (GE Healthcare, Швеция)

662ε

и ион-обменной хроматографии на колонке MonoQ
(GE HealthCare, Швеция). Чистоту полученных био-
маркеров контролировали электрофоретически.
Оптическая плотность в растворах белка не превы-
шала 0.1, измерения выполнены в растворе 20 мM
Tris/HCl, pH 8.0, содержащем 1 мM гидрохлорида
трис(2-карбоксиэтил)фосфина (TCEP).

Спектрофотометрические измерения. Спектры по-
глощения биомаркеров измерены с использованием
спектрофотометра U-3900H (Hitachi, Япония) и
кварцевых кювет (101.016-QS, Hellma, Германия) с
длиной оптического пути 5 мм.

Флуоресцентные измерения. Для измерений ис-
пользовали спектрофлуориметр Cary Eclipse (Agi-
lent, США) и кюветы 10 × 10 × 4 мм (Starna, США).
Интенсивность флуоресценции BV и PCB корректи-
ровали на эффект вторичного внутреннего фильтра
(Fonin et al., 2014).

Разворачивание белка. Разворачивание белка
инициировали ручным смешением нативного белка
с буферным раствором, содержащим необходимую
концентрацию денатуранта. Равновесные значения
оптической плотности и эллиптичности при 222 нм
белков измеряли после инкубации белка в присут-
ствии GdnHCl при 23°С в течение 24 ч. Значения до-
ли нативных молекул белка получены в результате
аппроксимации зависимостей эллиптичности при
222 нм белков от концентрации GdnHCl, выполнен-
ной в программе Sigma Plot (Systat Software Inc.,
USA) согласно уравнению:

где  – доля белка в нативном (денатурирован-
ном) состояниях,  – сигнал нативного (дена-
турированного) белка, [D] – концентрация GdnHCl.
Сигнал  нативного и денатурированного бел-
ка аппроксимировали линейно: 
Здесь  и  – постоянные.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
План эксперимента. Известно, что в полноразмер-

ных фитохромах и в NIR-биомаркерах на их основе
контакты остатка в положении 204 с хромофором и
другими аминокислотами играют ключевую роль в
индуцированных светом процессах в этих белках
(Toh et al., 2011; Auldridge et al., 2012; Bhattacharya
et al. 2014; Velazquez Escobar et al.. 2014; Buhrke et al.,
2016). Кроме того, наши предыдущие результаты
свидетельствуют о том, что аминокислотная замена
треонина в положении 204 на аланин (T204A) в био-
маркере iRFP713 (Filonov et al., 2011) затрагивает вну-
трибелковые водородные связи вокруг хромофора
(Stepanenko et al., 2020). Мы также показали, что за-
мена BV на фикоцианобилин (PCB), который явля-

( ) ( ) ( )
( ) ( )( )

222 222 222
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ется кофактором фоторецепторов цианобактерий и
представляет собой восстановленную форму BV
(Frankenberg, 2003; Rockwell et al., 2017), в NIR-био-
маркерах приводит к реорганизации сети внутримо-
лекулярных водородных связей в хромофор-связы-
вающем кармане этих белков (Stepanenko et al.,
2019).

В настоящей работе мы проанализировали, как
влияет замена аминокислоты треонина в положении
204 на аланин (T204A) и изменение вида тетрапир-
рола в iRFP713 на характер связывания хромофора в
отдельных мономерах белка. Такой же анализ был
выполнен для биомаркера iRFP713/C15S/V256C, в
котором сайт ковалентного присоединения хромо-
фора изменен с Cys15 в N-концевом участке PAS-до-
менов на Cys256 в GAF-доменах белка. Мы исполь-
зовали предложенный нами ранее подход, который
основан на совместном анализе формы спектра по-
глощения в видимой области спектра и структуры
биомаркера при его разворачивании (Stepanenko
et al., 2016). Подобный анализ ранее помог нам обна-
ружить, что некоторые NIR-биомаркеры содержат
спектрально идентичные виды хромофора, которые
по-разному связаны с белком (Stepanenko et al.,
2016).

Характер связывания хромофора в NIR-биомарке-
рах, содержащих аминокислотную замену T204A.
Длинноволновое положение спектров поглощения
и флуоресценции биомаркера iRFP713/T204A сви-
детельствует о том, что в этом белке так же, как и в
iRFP713, BV ковалентно связан с Cys15 (рис. 1а). Од-
нако очень похожие спектральные свойства имеет BV,
который встроен в карман GAF-домена, но не связан с
белком ковалентно (Stepanenko et al., 2016). Поэтому
мы провели анализ изменения формы спектра по-
глощения iRFP713/T204A и доли белка в нативном
состоянии при его денатурации под действием Gdn-
HCl. Обе зависимости имеют простую сигмоидаль-
ную форму, что указывает на то, что этот белок имеет
в своем составе только одну форму хромофора – BV,
ковалентно связанную с Cys15 (рис. 1б, в).

Коротковолновое положение спектров поглоще-
ния и флуоресценции iRFP713/C15S/V256C/T204A
позволяет нам утверждать, что в состав этого
белка входит преимущественно BV, образующий
химическую связь с Cys256 (рис. 1а). Молекулы
iRFP713/C15S/V256C/T204A содержат еще один вид
хромофора: BV, встроенный в белковую глобулу, но
не зафиксированный химическими связями с цисте-
иновыми остатками белка. Об этом свидетельствуют
длинноволновое плечо в спектрах поглощения (флу-
оресценции) iRFP713/C15S/V256C/T204A, сложный
характер зависимостей оптической плотности белка
от концентрации денатуранта и несовпадение зави-
симостей оптической плотности, измеренной в мак-
симуме и на длинноволновом краю спектра погло-
щения белка (рис. 1б, в). Следует отметить,
что длинноволновое плечо в спектре поглощения

iRFP713/C15S/V256C более выражено по сравнению с
длинноволновым плечом в спектре поглощения
iRFP713/C15S/V256C/T204A (Stepanenko et al., 2016).
Это означает, что доля BV, встроенного в белковую
глобулу, но не присоединенного ковалентно к цистеи-
новым остаткам, в iRFP713/C15S/ V256C/T204A мень-
ше, чем в iRFP713/C15S/V256C (рис. 1а). Получен-
ные результаты свидетельствуют о том, что введение
замены T204A в iRFP713/ C15S/V256C приводит к
уменьшению межмономерного аллостерического
ингибирования ковалентного присоединения BV к
Cys256 в этом белке.

Характер связывания PCB в NIR-биомаркерах.
Спектр поглощения в инфракрасной области спек-
тра iRFP713/C15S/V256C/PCB (рис. 2) аналогичен
спектрам поглощения фитохромов цианобактерий
и растительных фитохромов, кофактором которых
служит PCB (Hahn et al., 2006; Burgie et al., 2017).
Это свидетельствует о том, что PCB при включении
в карман GAF домена белка iRFP713/ C15S/V256C
образует химическую связь с Cys256 и теряет одну
двойную связь, что приводит к коротковолновому
сдвигу его спектра поглощения по сравнению со
свободным тетрапирролом. В спектре поглощения
(флуоресценции) iRFP713/C15S/V256C/PCB отсут-
ствуют длинноволновые плечи, т.е. этот биомаркер
не содержит в своем составе хромофора, который
не присоединен ковалентно к белку. Это говорит о
том, что в данном случае не наблюдается аллосте-
рического ингибирования ковалентного связыва-
ния PCB в мономерах iRFP713/C15S/V256C, кото-
рое характерно для комплексов этого белка с BV
(Stepanenko et al., 2016).

При ковалентом присоединении PCB к Cys15 в
iRFP713 образуется хромофор с необычно длинно-
волновыми спектрами поглощения и флуоресцен-
ции (рис. 1а), которые практически совпадают со
спектрами поглощения и флуоресценции PCB в бел-
ке, не содержащем остатков цистеина, подходящих
для ковалентного связывания тетрапиррола (Stepanen-
ko et al,. 2019). Это означает, что на основании характе-
ра спектра поглощения iRFP713/PCB мы не можем
сказать, входит ли в состав белка хромофор, не при-
соединенный к нему ковалентно.

Было изучено, как изменяется характер спектров
поглощения при разворачивании iRFP713/PCB
(рис. 1б, в). Зависимость оптической плотности в
максимуме спектра поглощения iRFP713/PCB от
концентрации GdnHCl имеет сложный характер.
Наблюдается уменьшение оптической плотности
iRFP713/PCB в области малых концентраций дена-
туранта, при которых белок сохраняет свою натив-
ную структуру. Это говорит о высвобождении от
iRFP713/PCB хромофора, который не связан прочно
с белком, т.е. не связан с ним ковалентно. Уменьше-
ние оптической плотности iRFP713/PCB в области
концентраций денатуранта от 1 до 2 М сопровожда-
ется разрушением структуры белка. Это свидетель-
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ствует о том, что в этих условиях происходит разру-
шение комплекса между iRFP713 и PCB, который
ковалентно связан с Cys15. Эти данные указывают
на наличие двух видов хромофора в составе
iRFP713/PCB. Таким образом, замена хромофора с
BV на PCB в iRFP713 приводит к усилению аллосте-
рического ингибирования связывания хромофора.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты настоящей работы указывают на то,
что изменение внутримолекулярных связей между
хромофором и остатками его микроокружения в
биомаркерах, происходящее при замене хромофора
или в результате аминокислотных замен, могут при-
водить к усилению или ослаблению аллостерическо-

го ингибирования ковалентного связывания хромо-
фора с белком. В результате взаимного влияния мо-
номеров в NIR-биомаркере могут образовываться
димеры, содержащие в одном мономере белка хро-
мофор, который ковалентно присоединен к остатку
цистеина, и во втором мономере белка хромофор,
который только встроен в хромофор-связывающий
карман. Ранее было обнаружено образование ассимет-
ричных комплексов полноразмерных фитохромов, в
которых отдельные мономеры белка имеют различную
структуру и отличаются конформацией лиганда (Taru-
tina et al., 2006; Yang et al., 2007; Essen et al., 2008; Rott-
winkel et al., 2010; Burgie et al., 2017; Buhrke et al., 2018;
Gourinchas et al., 2018; Gourinchas et al., 2019). Вза-
имное влияние мономеров в полноразмерных фито-

Рис. 1. Спектральные свойства биомаркеров: iRFP713/T204A (верхний ряд), iRFP713/C15S/V256C/T204A в комплексе с BV
(средний ряд) и iRFP713/PCB (нижний ряд). а – Спектры поглощения (точечные линии) и флуоресценции (сплошные линии)
хромофора белка в отсутствие денатуранта (λвозб = 600–620 нм). б – Изменение спектров поглощения хромофора биомаркера
в присутствии денатуранта; измерение проводили после инкубации белка в растворе GdnHCl различной концентрации (ука-
зана цветом кривых) в течение 24 ч. в – Изменение оптической плотности хромофора и структуры биомаркера при его раз-
ворачивании под действием GdnHCl; показаны зависимости оптической плотности раствора белка, измеренной в максиму-
ме и на длинноволновом краю спектра поглощения хромофора, и зависимости доли белка в нативном состоянии (  сим-
волы серого цвета) от концентрации денатуранта. За единицу принято значение оптической плотности (OD) при
соответствующей длине волны нативного белка.
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хромах может являться частью многоуровневой ре-
гуляции их активности.
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Interaction of Monomers in Near-Infrared Fluorescent Biomarkers
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Here, we analyze how the inter-monomeric interaction in the near-infrared f luorescent boimarkers iRFP713 and
iRFP713/C15S/V256C is affected by the rearrangement of the hydrogen bond network between the chromophore
and the adjacent amino acids and bound water molecules as result of amino acid substitution of threonine at position
204 for alanine (T204A) in its local environment or replacement of natural ligand biliverdin with phycocyanobilin.
Previously found allosteric inhibition of covalent binding of the biliverdin to a monomer of iRFP713/C15S/V256C
after covalent binding of the chromophore to another monomer is markedly reduced in the protein with T204A substitu-
tion. There is no allosteric inhibition of covalent binding of phycocyanobilin to iRFP713/C15S/V256C, in contrast to the
binding of biliverdin to this protein. Contrary, the replacement of biliverdin with phycocyanobilin in iRFP713 leads to in-
creased allosteric inhibition of covalent chromophore binding. Our studies indicate that the change in the intramo-
lecular contacts involving the chromophore and its protein environment in biomarkers caused by chromophore re-
placement or amino acid substitutions influences allosteric communication between monomers the biomarker.

Keywords: bacterial phytochromes, f luorescent biomarkers, allosteric interaction
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