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Эндотелиальные клетки (ЭК) выстилают кровеносные и лимфатические сосуды, а также камеры
сердца, образуя границу между тканями, с одной стороны, и кровью или лимфой, с другой. Такое
стратегическое положение эндотелия обусловливает его важнейшую функциональную роль в регу-
ляции сосудистого тонуса, гемостаза и воспалительных процессов. Повреждение эндотелия может
одновременно быть и причиной, и следствием многих заболеваний. О состоянии эндотелия свиде-
тельствует фенотип этих клеток, представленный главным образом (транс)мембранными маркера-
ми (поверхностными антигенами). В данном обзоре дается определение эндотелиальных маркеров,
приведен их перечень, рассмотрены механизмы их экспрессии и роль эндотелия в некоторых пато-
логических состояниях.

Ключевые слова: эндотелий, маркеры, экспрессия, старение клеток, патология
DOI: 10.31857/S0233475519040054

ВВЕДЕНИЕ
Эндотелиальные клетки (ЭК) формируют

своеобразный контейнер для крови, площадь ко-
торого у человека достигает 6000 м2 [1]. Это уни-
кальная диффузная ткань, суммарный вес кото-

рой равен примерно 700 г, а большая часть (при-
мерно 600 г) образует стенки капилляров [2].
Микрососуды головного мозга составляют 3–4%
его объема, их совокупная длина близка к 700 км,
а поверхность обмена между кровью и паренхи-

Cписок сокращений: АПФ – ангиотензин-превращающий фермент, АФК – активные формы кислорода, Aβ – амилоид-β1-40,
ГГТ – γ-глутамилтранспептидаза, ГЭБ – гематоэнцефалический барьер, ЛПНП – липопротеины низкой плотности,
МАО – моноаминоксидаза, РАС – ренин-ангиотензиновая система, ЦНС – центральная нервная система, ЭК – эндотелиаль-
ные клетки, ЭР – эндоплазматический ретикулум, Ang – ангиотензин, Angpt – ангиопоэтин, BMP-7 – костный морфогенетиче-
ский белок 7, CAM – молекулы клеточной адгезии, Cav1 – кавеолин-1, ECFC – эндотелиальные колониеобразующие клет-
ки, EGF – эндотелиальный фактор роста, EndoMT – эндотелиально-мезенхимальный переход, EPC – эндотелиальные проге-
ниторы, ESAM – эндотелиальная селективная молекула адгезии, ESDN – нейропилин-подобный белок, синтезируемый
эндотелиальными и гладкомышечными клетками, ET-1 – эндотелин 1, FAT – транслоказа жирных кислот, FGF – фактор ро-
ста фибробластов, GSK – киназа гликогенсинтазы, HIF – фактор, индуцируемый гипоксией, HUVEC – эндотелиальные клет-
ки пупочной вены человека, ICAM-1 – молекула межклеточной адгезии-1, Ig – иммуноглобулин, KTS – синдром Клиппеля–
Треноне, MCAM – молекула адгезии клеток меланомы, MHC I – главный комплекс гистосовместимости I класса, mTOR – ми-
шень рапамицина млекопитающих, NAADP – адениндинуклеотидфосфат никотиновой кислоты, ox-LDL – окисленные липо-
протеины низкой плотности, OP-1 – остеогенный белок-1, PAMP – патоген-ассоциированные молекулярные паттерны,
PECAM – молекула адгезии тромбоцитов и эндотелиальных клеток, PI3K – фосфоинозитид-3-киназа, PKC – протеинкиназа С,
PRR – паттерн-распознающие рецепторы, PTK – протеин-тирозин-киназа, TEM – опухолевый эндотелиальный маркер,
TGF-β – трансформирующий фактор роста β, ТМ – тромбомодулин, TNAP – тканевая неспецифическая щелочная фосфатаза,
TNF – фактор некроза опухоли, VEGF –фактор роста эндотелия сосудов, VWF – фактор Виллебранда, WPB – тельца Вейбеля–
Палада, α-SMA – α-актин гладких мышц.
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мой головного мозга – около 20 м2 [3]. ЭК проис-
ходят из мезодермы на ранних стадиях гаструля-
ции. Ювенильные ЭК формируют первичное
сосудистое сплетение и дифференцируются в ар-
териальные, венозные, лимфатические и капил-
лярные ЭК (эмбриональный васкулогенез). Об-
разование кровеносных сосудов de novo имеет ме-
сто и после рождения за счет эндотелиальных
прогениторов (ЕРС) костного мозга (постнаталь-
ный васкулогенез). Однако более известным ме-
ханизмом формирования новых кровеносных со-
судов после рождения организма является ангио-
генез, когда новые ЭК образуются в результате
пролиферации уже имеющихся ЭК с той или
иной степенью специализации. Дифференциров-
ка и функциональная специализация ЭК – один
из важнейших факторов специализации того или
иного органа в целом. Например, в сердце можно
обнаружить пять различных типов ЭК: эндокар-
диальный, ЭК коронарных артерий, венозный,
капиллярный и лимфатический; каждый из них
имеет соответствующий фенотип [4]. Обмен пи-
тательными веществами и регуляторными моле-
кулами, а также газообмен происходят в капилля-
рах, где соотношение между поверхностью эндо-
телия и объемом крови в 100–500 раз больше, чем
в артериях и венах [5, 6]. Собственно сосудистые
и тканеспецифические функции ЭК обусловлены
особенностями паренхиматозных и гладкомы-
шечных клеток, оксигенацией крови, скоростью
и интенсивностью кровотока. Наиболее извест-
ными морфологическими фенотипами эндоте-
лия являются непрерывный (гематоэнцефаличе-
ский барьер), фенестрированный (экзокринные
и эндокринные железы, слизистая оболочка же-
лудка и кишечника, сосудистое сплетение, клу-
бочки и субпопуляция почечных канальцев),
синусоидальный, или прерывистый (печень, се-
лезенка, костный мозг) [7]. ЭК гематоэнцефали-
ческого барьера (ГЭБ) образуют непрерывный
слой с плотными контактами между клетками,
лишены фенестр, что существенно ограничивает
пара- и трансцеллюлярный обмен молекул [8].
Кроме того, ЭК ГЭБ имеют низкую экспрессию
молекул адгезии лейкоцитов, что делает практи-
чески невозможным проникновение иммунных
клеток в здоровую ЦНС [9]. Среди характерных
маркеров ГЭБ – тканенеспецифическая щелоч-
ная фосфатаза, благодаря которой ЭК капилля-
ров головного мозга отличаются от ЭК капилля-
ров других органов [3]. Экспрессия γ-глутамил-
транспептидазы (ГГТ) и моноаминоксидазы (МАО)
также характерна для ЭК микрососудов головно-
го мозга [10, 11]. Напротив, тромбомодулин прак-
тически отсутствует в ЭК головного мозга, в то
время как в других ЭК его экспрессия отчетливо
выражена [5]. Во многих тканях за пределами
ГЭБ перенос макромолекул через эндотелий
(трансцитоз) опосредован кавеолами, везикуло-

вакуолярными органеллами и трансэндотелиаль-
ными каналами. Плотность кавеол в эндотелии
капилляров может достигать 10000 на клетку, что
значительно больше, чем в артериях, артериолах,
венах или венулах [12]. Транспорт низкомолеку-
лярных веществ происходит между клетками
(парацеллюлярный путь). Эндоцитоз крупных
молекул наиболее выражен в эндотелии синусов
печени, в этом процессе участвуют участки мем-
браны, покрытые со стороны цитоплазмы кла-
трином, полимеризация которого приводит к
формированию везикулы [7]. ЭК костного мозга
экспрессируют Е-селектин (CD62E) конститу-
тивно, тогда как в других типах ЭК E-селектин
экспрессируется только при воспалении. Реак-
ция на воспалительные цитокины и вазоактив-
ные агенты существенно варьирует, но, как пра-
вило, реакция посткапиллярных венул более
выражена. Экспрессия ангиотензин-превращаю-
щего фермента (АПФ) выражена в ЭК мелких ар-
терий и артериол во всех органах, за исключением
почек, в то время как ЭК крупных артерий и вен
слабо или совсем не экспрессируют АПФ [13].

Здоровый эндотелий характеризуется сосудо-
расширяющим фенотипом с высоким содержа-
нием оксида азота (NO) и простациклина (PGI2),
а также низким содержанием мочевой кислоты и
активных форм кислорода (АФК). С другой сто-
роны, ЭК вовлечены в этиологию таких распро-
страненных заболеваний человека, как инсульт,
диабет, инсулинорезистентность, болезни серд-
ца, периферических сосудов, опухолевый рост и
метастазирование, хроническая почечная недо-
статочность, ревматоидный артрит и вирусные
инфекции [14]. В обычном неактивированном
состоянии ЭК экспрессируют молекулы MHC I
(главного комплекса гистосовместимости класса I)
и PRR (паттерн–распознающие рецепторы) для
обнаружения PAMP (патоген-ассоциированные
молекулярные паттерны). Воспалительные сти-
мулы инициируют переход ЭК в провоспалитель-
ное и прокоагулянтное состояние. В ответ на вос-
палительные стимулы ЭК экспрессируют моле-
кулы MHC II, презентирующие эндотелиальные
антигены иммунным клеткам [15]. Описано так-
же увеличение экспрессии других эндотелиаль-
ных маркеров и молекул клеточной адгезии
(CAM) после воздействия АФК или провоспали-
тельных стимулов [16, 17]. В больших количествах
АФК оказывают негативное влияние на эндоте-
лиальные и другие клетки, тогда как низкие кон-
центрации АФК обладают сигнальными функци-
ями и непрерывно генерируются клетками. Дис-
баланс в генерации и нейтрализации АФК
обусловливает ремоделирование (преобразова-
ние) сосудов. Источниками АФК в эндотелиаль-
ных и/или соседних клетках являются NADPН-
оксидазы, митохондрии, ксантиноксидазы,
NO-синтазы, цитохром Р450, липоксигеназы,
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циклооксигеназы, пероксидазы, МАО и гемогло-
бин эритроцитов [18–20].

Несмотря на многочисленные исследования,
мы далеки от понимания закономерностей экс-
прессии эндотелиальных маркеров как в норме,
так и при различных патологических состояниях
организма.

КАКИЕ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫЕ МАРКЕРЫ 
МОЖНО СЧИТАТЬ ГЛАВНЫМИ, 

А КАКИЕ ВТОРОСТЕПЕННЫМИ?
Белковые молекулы, экспрессируемые на по-

верхности клеток, часто служат маркерами опре-
деленных типов, популяций или субпопуляций
клеток. Морфологические и ультраструктурные
особенности также не потеряли своей значимо-
сти, хотя еще не так давно они были единствен-
ными признаками, по которым можно было су-
дить о типе клеток, ну а некоторые клетки до сих
пор не нуждаются в особых молекулярных марке-
рах для своей идентификации (например, эрит-
роциты). Что касается ЭК, то фактор Виллебран-
да (VWF), наряду с тельцами Вейбеля–Палада
(WPB), АПФ (CD143) и морфологией “булыжной
мостовой”, специфичной для монослойных куль-
тур, долгое время (примерно четверть века, начи-
ная с 1970-х годов), служили обязательными кри-
териями идентификации и подтверждения чисто-
ты культуры ЭК [21, 22]. Современный (хотя и не
исчерпывающий) список эндотелиальных марке-
ров с их характеристиками приведен в табл. 1. Тем
не менее, ставшие “классическими” эндотели-
альные маркеры по-прежнему являются объек-
том многочисленных исследований.

ГЛАВНЫЕ МАРКЕРЫ ЭНДОТЕЛИЯ
Тельца Вейбеля–Паладе (WPB) представляют

собой специфические для эндотелия секретор-
ные органеллы. В них содержатся VWF, P-селек-
тин (CD62P) и ангиопоэтин-2 (Angpt2), участву-
ющие в связывании тромбоцитов, рекрутирова-
нии лейкоцитов и модуляции воспаления,
соответственно [59]. VWF является важным ком-
понентом гемостаза, связывая тромбоциты в ме-
стах повреждения эндотелия; он продуцируется в
мегакариоцитах и ЭК [60]. VWF обнаружен
примерно в 80% популяции клеток в культуре
HUVEC [17]. На поверхности ЭК мультимеры
VWF разрезаются на более короткие с помощью
металлопротеазы ADAMTS-13, которая связыва-
ется с доменами VWF-A3 и разрезает отдельные
молекулы VWF в сайте Tyr1605-Met1606 внутри
доменов VWF-A2 [61]. Это приводит к поступле-
нию в кровоток более мелких и более округлых
мультимеров, длина которых в вытянутом состо-
янии достигает 20 мкм. Сайты связывания и рас-
щепления для ADAMTS-13 скрыты в их округлой

структуре, но становятся доступными при повы-
шенном напряжении сдвига (shear-stress) [62].
Эндотелиальный VWF может участвовать в ан-
гиогенезе. Ингибирование экспрессии мик-
роРНК VWF в ЭК обусловливает усиление ангио-
генеза in vitro и повышенную VEGFR-2-зависи-
мую пролиферацию и миграцию в сочетании со
снижением уровней интегрина-αvβ3 и повышен-
ным высвобождением ангиопоэтина-2; кроме то-
го, у мышей с дефицитом VWF отмечена повы-
шенная васкуляризация [58]. Потеря VWF в ЭК
приводит к усиленному и дисфункциональному
ангиогенезу, это согласуется с клиническими на-
блюдениями, согласно которым у некоторых па-
циентов с болезнью Виллебранда пороки разви-
тия сосудов могут вызывать сильное желудочно-
кишечное кровотечение [63].

АПФ (КФ 3.4.15.1), один из основных компо-
нентов ренин-ангиотензиновой системы (РАС),
представляет собой С-концевую дипептидил-
карбоксипептидазу I, превращающую ангиотен-
зин I в вазоконстрикторный ангиотензин II и рас-
щепляющую брадикинин [64], а также белок бе-
та-амилоида [65]. У человека в среднем около 20%
капиллярных ЭК в каждом органе экспрессируют
АПФ, исключение составляют легкие и почки.
Так, в легких человека все капиллярные ЭК экс-
прессируют АПФ, тогда как во всей сосудистой
сети почек АПФ отсутствует. У крыс, в отличие от
человека, гомогенная эндотелиальная экспрес-
сия АПФ наблюдается в артериях и венах всех ор-
ганов, но в сосудах почек выявлена низкая экс-
прессия АПФ. Снижение экспрессии АПФ в со-
судистой сети почек может защитить почечную
циркуляцию от избыточного образования ангио-
тензина II и истощения кининов, что позволяет
поддерживать почечный кровоток [13]. АПФ2 яв-
ляется относительно новым компонентом РАС.
Он известен с 2003 года, когда выяснили, что
АПФ2 является рецептором коронавируса SARS,
и нормальный уровень АПФ2 в легких необходим
для борьбы с воспалительными заболеваниями
легких [66]. Активные пептиды РАС – это ангио-
тензин II (Ang II), Ang III, Ang IV и Ang(1–7), сре-
ди которых Ang II и Ang(1–7) представляются
наиболее важными с точки зрения подержания
нормальных физиологичских функций и патоге-
неза [67]. Функциональные эффекты Ang(1–7)
сильно отличаются от таковых при стимуляции
рецептора AT(1): это вазодилатация, натрийурез,
ингибирование пролиферации, повышение ак-
тивности системы брадикинин-NO (оксид азота).
Каталитическая эффективность АПФ2 примерно
в 400 раз выше с Ang II в качестве субстрата, чем с
Ang I [68]. Продукт протеолиза Ang(1–7) действу-
ет на особый рецептор – онкоген Mas [69], так что
ось ACE2/Ang(1–7)/ Mas можно рассматривать
как систему противовеса оси АПФ/AngII/AT(1).
Этот сигнальный путь включает фосфорилирова-
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Таблица 1. Маркеры эндотелиальных клеток (модифицировано по [23])

Эндотелиальный маркер Функция

CD13/APN CD13/аминопептидаза N – трансмембранная пептидаза, которая индуцируется 
в сосудистой сети солидных опухолей и является мощным ангиогенным регулято-
ром. CD13 функционирует как модулятор передачи сигнала и подвижности клеток 
благодаря влиянию на специфическую организацию плазматической мембраны, 
регулируя таким образом ангиогенез [24]

CD29/интегрин β1 Интегрин β1 участвует в ангиогенезе, контролируя ветвление прорастающих 
капилляров, но при этом тормозит пролиферацию ЭК. В формирующихся сосудах 
интегрин β1 необходим для правильной локализации VE-кадгерина и целостности 
межклеточных контактов [25]. Кроме того, интегрин β1 необходим для взаимодей-
ствия между кардиомиоцитами и ЭК [26]

CD31/PECAM-1 CD31, известный как PECAM-1 (молекула адгезии тромбоцитов и ЭК 1), является 
гликозилированным трансмембранным гомофильным белком адгезии, который 
в значительном количестве экспрессируется в ЭК и необходим для миграции 
лейкоцитов, играя ключевую роль в удалении старых нейтрофилов. Внеклеточный 
домен CD31 высвобождается при апоптозе ЭК, его можно обнаружить в сыворотке 
пациентов, перенесших инфаркт миокарда, острый ишемический инсульт и у боль-
ных рассеянным склерозом [27]

CD34 CD34 – трансмембранный фосфогликопротеин, впервые обнаруженный на гемопо-
этических стволовых и прогениторных клетках. Клетки, экспрессирующие CD34, 
в норме имеются в пуповине и костном мозге: это гемопоэтические клетки, субпо-
пуляция мезенхимальных стволовых клеток, эндотелиальные прогениторы (ЕРС). 
CD34 могут экспрессировать ЭК кровеносных сосудов и лимфатических сосудов 
плевры. Присутствие CD34 на негемопоэтических клетках обусловлено общностью 
фенотипа прогениторов и стволовых клеток взрослого организма [28]

CD36/SR-B3 CD36 известен как рецептор-“мусорщик” 3B класса (SR-B3), гликопротеин IV мем-
браны тромбоцитов (GPIV), гликопротеин IIIb (GPIIIb), рецептор тромбоспондина, 
рецептор коллагена, транслоказа жирных кислот (FAT) и даже как рецептор 
врожденного иммунитета. При связывании лиганда CD36 запускает сигнальный 
каскад, который опосредует широкий спектр провоспалительных ответов. 
Например, амилоид-β1-40 (Aβ), взаимодействуя с CD36, активирует образование 
супероксид-анионов NADPН-оксидазой [29]

CD39/ENTPD1 CD39 (ENTPD1) – это эктонуклеотидаза, экспрессия которой ярко выражена 
на поверхности ЭК, но также имеется на поверхности тромбоцитов и лейкоцитов. 
CD39 катализирует внеклеточный гидролиз АТР до АDP и АМP. Молекулы CD39 
высвобождаются из эндотелия коронарных сосудов при ишемии–реперфузии, 
так что уровень циркулирующей эктонуклеотидазы отражает степень ишемического 
повреждения сосудов [30]. Снижение или отсутствие активности CD39 связано 
с сосудистой дисфункцией и ремоделированием при легочной артериальной 
гипертензии [31], а также при пониженной регенерации печени [32]

CD44 Экспрессия CD44 в колониеобразующих ЭК (ECFC) связана с регуляцией нейро-
васкулярного трофического эффекта [33]. ECFC это зрелые EPC, готовые к диффе-
ренцировке и восстановлению популяции ЭК. Они находятся в сосудистом русле 
и могут мигрировать в места повреждения в виде циркулирующих ЭК [34]

CD47 CD47 – иммуноглобулин, который функционально сопряжен с ICAM-1 (CD54), 
участвуя во внутриклеточной мобилизации кальция, активации киназ Src 
и AKT1/PI3K, повышении проницаемости микрососудов мозга 
для трансэндотелиальной миграции Т-клеток и диапедеза других клеток крови [35]



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 1  2020

МАРКЕРЫ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК 7

CD54/ICAM-1 ICAM-1 (молекула межклеточной адгезии-1) – это трансмембранный белок, 
экспрессия которого повышается на эндотелиальных и эпителиальных клетках 
в местах воспаления. ICAM-1 опосредует адгезию и парацеллюлярную миграцию 
лейкоцитов, экспрессирующих LFA-1 (CD11a/CD18) и Mac-1 (CD11b/CD18). 
Растворимый ICAM-1 участвует в ангиогенезе и является индикатором активации 
или повреждения ЭК. Повышенный уровень растворимого (циркулирующего 
в крови) ICAM-1 сопряжен с оксидативным стрессом, гипертонией, сердечно-сосу-
дистыми заболеваниями, сахарным диабетом 2-го типа, дисфункцией транспланта-
тов, увеличением массы абдоминального жира, заболеваниями печени, 
некоторыми злокачественными новообразованиями и сепсисом [36]

CD61/интегрин β3 CD61 (интегрин-β3) – белок, участвующий в агрегации тромбоцитов. Он считался 
маркером только этих клеток, но затем был выявлен на поверхности ЭК, 
где он сопряжен с другими белками, в частности с дисульфидизомеразой [37]

CD62E/E-селектин E-селектин (молекула адгезии-1 ЭК-лейкоцитов, ELAM-1, CD62E) – одна 
из трех в семействе селектинов (E-селектин, L-селектин и P-селектин), 
который транзитно экспрессирован на ЭК в ответ на IL-1β и TNF-α

CD80/B7-1
CD86/B7-2

В определенных условиях ЭК являются антигенпрезентирующими клетками, 
экспрессирующими молекулы МНС как класса I, так и класса II [15]. Например, ЭК 
печеночных синусов экспрессируют молекулы адгезии CD80 (B7-1) и CD86 (B7-2) 
в ответ на ишемию/реперфузию печени крысы; экспрессия CD80, CD86 и ICAM-1 
также повышается в клубочковых и перитубулярных ЭК 
после ишемии/реперфузии [38]

CD93/C1qR1 C1qR1 (или C1qRp), коллектин (представитель семейства растворимых 
паттерн-распознающих рецепторов (PRR)), антиген AA4. Это трансмембранный 
гликопротеин типа I, обнаруживаемый не только на ЭК, но и на гемопоэтических 
клетках-предшественниках, тромбоцитах и клетках миелоидного происхождения. 
Молекулы C1qR1 опосредуют повышенный фагоцитоз моноцитами 
и макрофагами при взаимодействии с растворимыми защитными коллагенами, 
такими как C1q, MBL и SP-A

CD102/ICAM-2 Молекулы ICAM-2 конститутивно экспрессированы в ЭК сосудов 
и лимфогемопоэтических клетках. Они участвуют в агрегации Т-клеток, 
цитотоксичности и миграции NK-клеток

CD105/эндоглин Эндоглин – трансмембранный рецептор типа III лигандов суперсемейства TGF-β, 
который играет важную роль в дифференцировке гладкомышечных клеток, ангиоге-
незе и неоваскуляризации. Его экспрессия ярко выражена на пролиферирующих ЭК 
сосудов, хондроцитах и синцитиотрофобластах плаценты. Повышенный уровень 
антиангиогенного эндоглина, циркулирующего в крови, 
является патогенным маркером при преэклампсии

CD106/VCAM-1 Молекула адгезии 1 клеток сосудов участвует в адгезии иммунных клеток к ЭК сосу-
дов при воспалении. Взаимодействует с интегринами-α4/β1 (VLA-4), α4/β7, α9/β1 
и αD/β2. VCAM-1 конститутивно экспрессирована в костном мозге, 
где регулирует миграцию Т- и В-клеток и гемопоэтических прогениторов. 
Растворимая форма VCAM-1 способствует хемотаксису моноцитов

CD112/нектин-2 Нектины – это трансмембранные гликопротеины типа I, которые являются каль-
ций-независимыми Ig-подобными молекулами адгезии. Нектин-1 (CD111, PRR1, 
медиатор проникновения вируса герпеса C или HVEC), нектин-2 (CD112, PRR2 
и HVEB) и нектин-3 (PRR3) выявлены в адгезивных контактах ЭК, нейронов, 
эпителиальных клеток и фибробластов

Эндотелиальный маркер Функция

Таблица 1. Продолжение
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CD117/c-Kit CD117/c-Kit – это рецептор с тирозинкиназной активностью, который связывает 
фактор стволовых клеток; CD117/c-Kit является маркером некоторых типов гемопо-
этических предшественников в костном мозге (гемопоэтические стволовые клетки, 
мультипотентные прогениторы и общие миелоидные прогениторы). 
Его экспрессия считается отличительной чертой гемогенных ЭК [39]

CD121a/IL-1 RI IL-1RI, также известный как рецептор типа 1 IL-1 и CD121a, является трансмем-
бранным белком суперсемейства Toll/IL-1R (TIR). IL-1RI связывает плейотропные 
цитокины IL-1α и IL-1β, а также антагонист рецептора IL-1 (IL-1Ra). IL-1RI экс-
прессируется главным образом T-клетками, фибробластами и ЭК, его активация 
через NF-κB опосредует острую фазу воспалительных реакций

CD133/проминин-1 CD133, или проминин-1 — гликопротеин, представитель пентаспановых трансмем-
бранных гликопротеинов, который локализуется в выступах (протрузиях) клеток. 
CD133 экспрессирован в гемопоэтических стволовых клетках, ЕРС, клетках глиоб-
ластомы и во многих других типах клеток [40]. Хотя точная функция CD133 неиз-
вестна, предполагается, что он действует в качестве организатора топологии 
клеточной мембраны. В ECFC клетках CD133 экспрессирован внутриклеточно 
и участвует в васкулогенезе [41]. Так, в крови пациентов, перенесших инсульт, 
повышен уровень стволовых клеток (CD133+) и ранних ЕРС (CD133+CD309+), 
наряду с повышенным уровнем EGF и фибробластов, однако воспалительные 
процессы обуславливают снижение уровня ангиогенных факторов и EPC [42]

CD141/тромбомодулин/ 
BDCA-3

Тромбомодулин (ТМ, CD141, BDCA3) – это трансмембранный белок, экспрессиру-
ющийся на ЭК, гладкомышечных клетках артерий, моноцитах и макрофагах. 
Он связывает тромбин и усиливает опосредованную тромбином активацию антикоа-
гулянтного белка C и антифибринолитической TAFI/карбоксипептидазы B2. 
Тромбомодулин также подавляет способность тромбина активировать ряд 
прокоагулянтных белков, таких как фибриноген, факторы V и XIII, PAR-1.
Уровень растворимых фрагментов тромбомодулина повышен в сыворотке, моче и 
синовиальной жидкости при нарушениях гемостаза и воспалительных процессах

CD142/фактор свертыва-
ния крови III/ тканевый 
фактор/ тромбопластин

Тканевый фактор представляет собой интегральный мембранный белок, 
экспрессируемый многими типами клеток, в том числе ЭК. Он служит 
кофактором/рецептором фактора свертывания крови VII

CD143/АПФ АПФ и АПФ2 – протеазы клеточной поверхности, регулирующие гомеостаз 
артериального давления и водно-солевой баланс, главным образом, 
благодаря образованию ангиотензина II и инактивации брадикинина. 
Кроме того, активность АПФ играет роль в иммунном статусе, репродукции, 
регуляции активности нейропептидов

CD144/VE-кадгерин Эндотелиальный кадгерин – это специфическая молекула адгезии, расположенная 
исключительно в местах соединения между ЭК. Адгезия ЭК с участием 
VE-кадгерина обеспечивает контроль проницаемости сосудов и экстравазацию 
лейкоцитов. Кроме того, VE-кадгерин участвует в пролиферации клеток, апоптозе 
и модулирует функции рецепторов EGF [43]

CD146/MCAM CD146 известен также как молекула адгезии клеток меланомы (MCAM) 
и гликопротеин клеточной поверхности MUC18. CD146 служит маркером ЭК, 
в том числе десквамированных. MCAM является рецептором ламинина-α4, 
молекулы внеклеточного матрикса сосудистой стенки. МСАМ также экспрессиру-
ются гладкомышечными клетками и перицитами. Подавление MCAM ускоряет
старение мезенхимальных стволовых клеток пуповинной крови человека [44]. 
Кроме того, MCAM является неблагоприятным прогностическим фактором 
при саркоме матки [45]

Эндотелиальный маркер Функция

Таблица 1. Продолжение
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CD147/TRA-1-85 Антиген TRA-1-85, или антиген группы крови Оkа, считается специфическим 
эпитопом белка базигина, известного как EMMPRIN и CD147. Это детерминанта 
клеточной поверхности, экспрессируемая практически всеми клетками человека

CD151 CD151 представляет собой гликопротеин суперсемейства тетраспанинов, экспресси-
руемый ЭК, эпителиальными клетками, мегакариоцитами и тромбоцитами. 
Он взаимодействует с другими тетраспанинами и интегринами, такими как α3/β1, 
α6/β1, α6/β4 и α7/β1. CD151 участвует в клеточной адгезии, миграции и активации 
тромбоцитов

CD160 CD160 представляет собой заякоренный гликопротеин с одним Ig-подобным 
доменом типа V, обнаруженный, в основном, в субпопуляции цитолитических 
Т-клеток и натуральных киллеров, где служит рецептором для МНС класса I 
и родственных молекул. Экспрессируемый на ЭК CD160 участвует в передаче 
антиангиогенных сигналов и апоптотической гибели клеток

CD201/EPCR EPCR (эндотелиальный рецептор белка C) – трансмембранный гликопротеин, 
экспрессируемый на ЭК. EPCR ингибирует тромбоз, взаимодействуя с белком C, 
активированным белком C (aPC) и факторами свертывания крови VII и VIIa. EPCR 
усиливает активацию белка С при взаимодействии с комплексами тромбин–тром-
бомодулин. Растворимая форма EPCR подавляет антикоагулянтную активность 
аPC. EPCR связывается с CD11b/CD18 (Mac-1) на моноцитах, 
опосредуя адгезию моноцитов к эндотелию сосудов

CD213a/IL-13R alpha 1 Два члена подсемейства 5 рецепторов цитокинов типа I служат также рецепторами 
IL-13, которые связываются с IL-13Rα1 (CD213a1, известный, как IL13Ra 
или NR4) с низким сродством, а затем взаимодействуют с α-цепью IL-4R, 
образуя высокоаффинный рецептор, способный активировать STAT6. 
Кроме того, IL-13 может высокоаффинно взаимодействовать с IL-13Rα2 (CD213a2) 
без активации STAT6, но продуцируя TGF-β

CD248/эндосиалин Эндосиалин, или эндотелиальный маркер опухолей 1 (Tem1), представляет собой 
трансмембранный O-гликозилированный белок 165 кДа, который содержит один 
лектин С-типа, один Суши-домен, один EGF-подобный домен и муциноподобную 
ножку во внеклеточном домене (ECD). Он экспрессируется на активированных 
периваскулярных и стромальных клетках в эмбриональных и опухолевых сосудах, 
но экспрессия подавлена в зрелой сосудистой сети. 
Эндосиалин регулирует пролиферацию, миграцию и адгезию перицитов 
к матриксному фибронектину и коллагенам I и IV

CD309/VEGFR2/
KDR/ Flk-1

VEGFR2 (рецептор типа 2 EGF) – это трансмембранная рецепторная тирозинки-
наза, которая опосредует ангиогенное действие VEGF-A и VEGF-C. Он экспресси-
рован главным образом на ЭК сосудов и ЕРС, но также в гемопоэтических 
стволовых клетках, эпителии эндометрия, клетках печеночных синусов 
и многих других клетках. Усиление экспрессии CD309 приводит к увеличению 
проницаемости эндотелия в микрососудистом русле [46]

ADAM 8, 9, 10, 12, 
15, 17, 33

Металлопротеазы ADAM10 и ADAM17 с дизинтегриновым доменом служат основ-
ными регуляторами цитокинов, факторов роста и молекул адгезии за счет протеоли-
тического шеддинга [46]. ADAM 12 и 17, экспрессируемые в ЭК, ответственны 
за нарушение гематоневрального барьера в условиях гипоксии. Вероятно, это проис-
ходит в результате протеолиза клаудина-5, одной из молекул плотных контактов ЭК, 
так как ингибирование металлопротеаз ADAM in vivo восстанавливает нарушенную 
барьерную функцию [47]
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ADAMTS-13 ADAMTS-13 (дизинтегрин-подобная металлопротеаза с повторами-13 тромбоспон-
дина типа 1) – цинксодержащая металлопротеаза, которая расщепляет 
фактор Виллебранда. ADAMTS-13 cинтезируется в ЭК и звездчатых клетках печени, 
присутствует в тромбоцитах. Кроме того, ADAMTS-13 синтезируется в подоцитах 
почек с последующим отложением в базальной мембране клубочков (гломерул), 
что предотвращает образование тромбов. ЭК вносят основной вклад 
в синтез ADAMTS-13 в организме [5]

ADAMTS-18 ADAMTS-18 входит в особое семейство протеаз – дизинтегринов и металлопротеаз 
с мотивами тромбоспондина, участвующих в ангиогенезе и тромбообразовании. 
Нарушение регуляции или мутации этих ферментов приводит к воспалению, раку, 
артриту, атеросклерозу и другим заболеваниям. Секреция ADAMTS-18 ЭК 
усиливается тромбином. Агрегаты тромбоцитов 
могут быть разрушены С-концевым фрагментом ADAMTS-18 [48]

CXCL16 Трансмембранный CXC-хемокиновый лиганд 16. Эриптозные эритроциты 
прикрепляются к ЭК сосудистой стенки, в частности, благодаря взаимодействию 
фосфатидилсерина, экспонированного на поверхности эритроцитов, 
с эндотелиальным CXCL16 [49]

DCBLD2/ESDN DCBLD2 (дискоидин, CUB и LCCL-домен-содержащий белок 2), 
также известный как ESDN (нейропилин-подобный белок, синтезируемый ЭК 
и гладкомышечными клетками) и CLCP1. DCBLD2 имеет структурное сходство 
с нейропилинами, рецепторами VEGF и семафоринами, 
он участвует в передвижении клеток и метастазировании

Эндомуцин Эндомуцин (эндотелиальный сиаломуцин; также эндомуцин-1/2 и муцин-14) – 
гликопротеин 80–120 кДа, представитель семейства белков-эндомуцинов. 
Экспрессируется на ЭК и функционирует как про- или антиадгезивная молекула, 
в зависимости от характера гликозилирования

ESAM ESAM (эндотелиальная селективная молекула адгезии) – ассоциированный с ЭК 
представитель подгруппы суперсемейства CTX иммуноглобулинов. Эта молекула 
ассоциирована с плотными и адгезионными контактами, а также модулирует транс-
эндотелиальную миграцию клеток, наряду с FGF-2

FABP Белки, связывающие жирные кислоты (FABP), – небольшие цитоплазматические 
белки, которые могут связывать свободные жирные кислоты, холестерин и ретино-
иды, участвуя в их внутриклеточном транспорте. Наряду с другими биомаркерами, 
циркулирующие FABP служат индикаторами повреждения тканей. 
В частности, гипоксия влияет на экспрессию FABP в ЭК [50]

IgG (иммуноглобулин G) Под воздействием внешних IgG в клетках эндотелия пупочной вены человека 
(HUVEC) активируется синтез и секреция FcRn и собственных IgG [50]

Интегрин-α4β1/VLA-4 Интегрин-α4β1 (VLA-4) и VCAM-1 обеспечивают межклеточную адгезию между ЭК 
и перицитами. Интегрин-α4β1 экспрессируется пролиферирующими ЭК, 
а VCAM-1 – пролиферирующими муральными клетками. Антагонисты этого 
взаимодействия блокируют адгезию муральных клеток к пролиферирующим ЭК, 
вызывая тем самым апоптоз ЭК и перицитов и ингибируя неоваскуляризацию [51]

KLF4 Крюппель-подобный фактор 4 (KLF4) – это транскрипционный фактор и централь-
ный регулятор ангиогенеза через сигнальный путь Notch [52]. Эндотелиальный 
KLF4 является ренопротективным, он обеспечивает статин-индуцированную 
защиту от ишемического острого повреждения почек (ОПП) путем регуляции 
экспрессии молекул клеточной адгезии (САМ) и сопутствующего рекрутирования 
воспалительных клеток [53]
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LYVE-1 Рецептор-1 гиалуронана эндотелия лимфатических сосудов (LYVE-1) – это транс-
мембранный гликопротеин типа I с мол. массой 60 кДа, представитель суперсемей-
ства связывающих белков. Гиалуронан обнаружен во внеклеточном матриксе 
большинства тканей животных и в биологических жидкостях. LYVE-1 модулирует 
поведение клеток во время развития, ремоделирования тканей и при разных заболе-
ваниях, он является маркером лимфатических ЭК, а также экспрессируется на ЭК 
синусов печени. В меньшей степени LYVE-1 экспрессирован на клетках Купфера, 
островках Лангерганса, корковых нейронах и почечном эпителии

Notch Notch-сигналинг является эволюционно консервативным механизмом, имеющим 
важнейшее значение для развития сердечно-сосудистой системы. Вклад Notch-сиг-
налинга в гомеостаз сосудистой системы отражен в новой парадигме, согласно кото-
рой этот путь чувствителен к факторам окружающей среды, медиаторам воспаления, 
компонентам питания [54]

Подокаликсин Подокаликсин, также известный как подокаликсин-подобный белок 1/PODXL, 
или PCLP1 является сиалогликопротеином, структурно связанным с CD34. 
Экспрессируется в эмбриональных стволовых клетках, а также служит маркером 
гемангиобластов, общих предшественников кроветворных и ЭК

Подопланин Подопланин, также известный как T1α и Aggrus, является трансмембранным глико-
протеином муцинового типа с выраженным O-гликозилированием. Экспрессиру-
ется лимфатическими ЭК, а также не ЭК в некоторых тканях. Подопланин участвует 
в регуляции образования лимфатических сосудов и агрегации тромбоцитов

RLIP76/RALBP1 RLIP76 (Ral-взаимодействующий белок 76 кДа), известный также как RalBP1 
(Ral-связывающий белок 1) – это АТР-зависимый транспортер конъюгатов 
электрофил-глутатион [55]

Стабилин-1 и -2 Стабилин-1 и -2 – трансмембранные представители типа I семейства гомологов 
рецептора фасциклиноподобного гиалуронана, экспрессируемые на синусоидаль-
ных ЭК и макрофагах. Стабилин-1 участвует в избавлении от собственных нежела-
тельных молекул, тогда как стабилин-2 – это скавенджер-рецептор для гиалуронана 
и гликированных белков

TEM8/ANTXR1 Опухолевый эндотелиальный маркер 8 (TEM8) является одним из восьми предста-
вителей семейства TEM, которые функционально связаны с опухолевым ангиогене-
зом. TEM8 и CMG2 (ген 2 морфогенеза капилляров) представляют собой 
трансмембранные белки типа I с внеклеточным доменом А VWF. Они считаются 
представителями семейства рецепторов токсина сибирской язвы. TEM8 экспресси-
рован на высоком уровне в сосудистой сети солидных опухолей и может функцио-
нировать в качестве молекулы адгезии при капиллярном тубулогенезе

THSD1 THSD1 (белок 1, содержащий домен тромбоспондина типа 1), также известный как 
трансмембранная молекула с тромбоспондиновым модулем (Tmtsp), – трансмем-
бранный белок типа I, 95 кДа. Он сильно экспрессирован в гемопоэтических стволо-
вых клетках и прогениторах. Кроме того, THSD1 широко представлен на ЭК, 
особенно в легких. THSD1 участвует в регуляции васкулогенеза и/или ангиогенеза

Tie-1 и Tie-2 Tie-1/Tie и Tie-2/Tek являются рецепторными тирозинкиназами с уникальными 
структурными характеристиками: двумя иммуноглобулин-подобными доменами, 
фланкирующими три EGF-подобных домена, за которыми следуют три фибронек-
тин-подобных повтора типа III во внеклеточной области, а также расщепленный 
тирозинкиназный домен в цитоплазме. Рецептор Tie-2 является важным регулято-
ром барьерной функции эндотелия. Основные лиганды Tie-2, ангиопоэтины 1 и 2, 
оказывают противоположное действие на этот рецептор в условиях воспаления [56]
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ние Akt, активацию PKC и ингибирование MAP-
киназы. Кофилин-1, внутриклеточный актин-
модулирующий белок, связывает и деполимери-
зует нитевидный F-актин и ингибирует полиме-
ризацию мономерного G-актина, а также участ-
вует в перемещении комплекса актин-кофилин
из цитоплазмы в ядро, играя доминирующую
роль в индуцированном Ang(1–7) торможении
клеточного цикла в стадии G0/G1 и аутофагии
ЭК аорты человека [70].

Рецепторы VEGF1–3 содержат внеклеточный
сегмент с семью иммуноглобулин-подобными
доменами, трансмембранный сегмент, юкста-
мембранный сегмент, протеинкиназный домен
со вставкой примерно из 70 аминокислотных
остатков и С-концевой хвост. VEGF-A стимули-
рует активацию преформированных димеров
VEGFR2 путем аутофосфорилирования остатков
тирозина в сегменте активации с последующим
фосфорилированием тирозиновых остатков дру-
гих белков, что приводит к рекрутированию фос-
фотирозин-связывающих белков и сигналингу
через ERK1/2, AKT, Src и p38 MAP-киназные пу-
ти [71]. Формирование кровеносных сосудов про-
исходит, главным образом, за счет ангиогенеза –
прорастания ЭК из существующих сосудов. Сосу-
дистая сеть расширяется, когда ростки образуют

новые соединения, а анастомозы сосудов про-
странственно регулируются VEGFR1 (Flt1), кото-
рый действует как рецептор-ловушка [72].
VEGFR1 модулирует активность VEGFR2, глав-
ного регулятора васкулогенеза и ангиогенеза.
Окисленные липопротеины низкой плотности
(ox-LDL) нарушают ангиогенез посредством де-
градации VEGFR2 и подавляют образование ко-
лец ЭК пупочной вены, заодно индуцируя их апо-
птоз [73]. VEGFR3 и его лиганды (VEGF-C и
VEGF-D) участвуют в основном в лимфангиоге-
незе [71].

Помимо сигнального пути от рецептора
VEGF, в ЭК существует другой специфический
сигнальный путь – через систему ангиопоэтин
(Angpt)-Tie, необходимую для эмбрионального
развития сердечно-сосудистой и лимфатической
систем. Система Angpt-Tie также контролирует
постнатальный ангиогенез, ремоделирование и
проницаемость сосудов. Эта система задейство-
вана в патогенезе многих заболеваний, таких как
рак, сепсис, диабет, атеросклероз и ряд других.
Мутации в системе сигналинга Tie-2 нарушают
морфогенез сосудов, обусловливая венозные
мальформации и первичную врожденную глауко-
му [74]. В ЭК довольно ярко выражена экспрес-
сия Tie-2, его паралога Tie-1, тирозинфосфатазы

TNAP Тканевая неспецифическая щелочная фосфатаза (TNAP) локализуется в мембранах 
ЭК кровеносных сосудов головного мозга и в мембранах нейронов, где она индуци-
рует нейрональную токсичность посредством тау-дефосфорилирования. Эта функ-
ция вовлечена в потерю нейронов, наблюдаемую при болезни Альцгеймера. Уровень 
TNAP повышается в плазме крови при цереброваскулярных заболеваниях и после 
травмы головного мозга [3, 57]

TNF RII/TNFRSF1B TNFRII (рецептор II фактора некроза опухоли), также известный как TNFRSF1B, 
p75/p80 и CD120b – это один из широко представленных рецепторов TNF-α и лим-
фотоксина-α. Его активация может инициировать воспаление и выживание ЭК 
через NF-κB-зависимые сигнальные пути, но также может индуцировать апоптоз

VE-statin VE-статин – секретируемый гликопротеин с мол. массой. 41 кДа, представитель 
довольно большого семейства белков, содержащих EGF-подобные домены. 
VE-статин – маркер эмбриональных ЭК, но также экспрессирован в ЭК взрослого 
организма; его секреция блокирует миграцию гладкомышечных клеток

VG5Q Экспрессия белка VG5Q, или AGGF1, связана с синдромом Клиппеля–Треноне 
(KTS), врожденной патологии морфогенеза сосудов. VG5Q экспрессируется в ЭК 
сосудов многих тканей, его секреция способствует пролиферации соседних ЭК

VWF VWF – это гликопротеин, участвующий в свертывании крови, он опосредует при-
крепление тромбоцитов к поврежденным ЭК. VWF высвобождается из телец WPB, 
имеет сайты связывания для фактора VIII и гепарина. Размер и функция VWF 
регулируются протеазой ADAMTS-13. Нарушение этой функции может привести, 
в частности, к тромботической тромбоцитопенической пурпуре. 
Также VWF участвует в регуляции ангиогенеза [58]

Эндотелиальный маркер Функция

Таблица 1. Окончание
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VE-PTP и лиганда Angpt-2 [56], тогда как Angpt-1
секретируется перицитами [75]. В здоровой сосу-
дистой сети Tie-2 фосфорилируется по остаткам
тирозина во внутриклеточном домене, способ-
ствуя усилению барьерной и противовоспали-
тельной функции. При воспалении одновремен-
но происходит быстрое высвобождение Angpt-2
из WBP и активация его транскрипции; Angpt-2
является антагонистом Angpt-1, подавляя сигна-
линг через Tie-2 [56]. Гипоксия усиливает экс-
прессию Angpt-1 благодаря опосредованной
HIF2α активации транскрипции в перицитах
[76]. В то же время, в условиях гипоксии в ЭК воз-
растает активность VE-PTP, что обусловливает
подавление активации Tie-2 эндотелиальным
Angpt-2; особенно этот процесс выражен при не-
оваскуляризации сетчатки [78]. Tie-2, активиро-
ванный Angpt-1, стимулирует GTP-азу Rap1, ко-
торая сокращает радиальные (стрессовые) волок-
на посредством Rac1 и немышечного миозина II,
независимо от VE-кадгерина. С другой стороны,
связка Angpt1-Tie2 также рекрутирует VE-PTP в
межэндотелиальные контакты, где VE-PTP де-
фосфорилирует Tie-2, повышая проницаемость
сосудов [74]. Кроме того, активация VEGFR2-за-
висимого сигнального пути вызывает фосфори-
лирование VE-кадгерина с последующим бета-
аррестин-зависимым эндоцитозом VE-кадгерина
и разрывом межэндотелиальных контактов [77].
При этом в межэндотелиальных контактах VE-
PTP дефосфорилирует VEGFR2 посредством
Tie2-зависимого механизма. Это подавляет фос-
форилирование по тирозину VE-кадгерина, спо-
собствуя усилению функциональной интеграции
ЭК и образованию просвета в капиллярах [74].
Таким образом, эндотелиальная проницаемость
контролируется посредством сложного взаимо-
действия ангиопоэтинов, VEGF, их рецепторов,
VE-кадгерина и VE-PTP. Таргетная терапия, на-
правленная на VE-PTP и другие компоненты это-
го молекулярного комплекса, может стабилизи-
ровать кровеносные сосуды, по крайней мере, у
пациентов с заболеваниями сетчатки и сосуди-
стой оболочки глаза [78].

Молекулы клеточной адгезии (САМ) состав-
ляют значительную группу (не менее двух десят-
ков) эндотелиальных маркеров, которые участву-
ют в гомо- или гетерофильном связывании с дру-
гими клетками или внеклеточным матриксом.
Все представители основных четырех семейств
САМ (иммуноглобулины, интегрины, кадгерины
и селектины), включая IgG, экспрессируются на
поверхности ЭК [50]. Молекула адгезии тромбо-
цитов и эндотелиальных клеток (PECAM-1,
CD31) – белок 130 кДа, который широко пред-
ставлен в эндотелиальных и кроветворных клет-
ках. Он поддерживает целостность кровеносных
сосудов и участвует, несмотря на название, глав-
ным образом во взаимодействии лейкоцитов с

эндотелием и их трансэндотелиальной миграции
при воспалении [79]. Повреждение ЭК, образую-
щих ГЭБ, является одним из патогенетических
или сопутствующих факторов болезни Альцгей-
мера, Паркинсона, рассеянного склероза, неко-
торых случаев бактериального менингита, трав-
мы и ишемии, связанной с наличием опухоли.
PECAM-1 и его растворимая форма (sPECAM-1)
являются потенциальными маркерами этих и
других заболеваний и возможными мишенями
для терапии.

Воспаление модулирует экспрессию генов по-
средством активации NF-κB и других транскрип-
ционных факторов. Медиаторы воспаления мо-
гут влиять на проницаемость ГЭБ через RLIP76
(также известный, как RALBP1), АТР-зависимый
транспортер конъюгатов электрофил-глутатион
[56]. Адгезивные контакты являются основным
компонентом межклеточной адгезии, они состо-
ят из трансмембранных кадгеринов, образующих
гомотипические взаимодействия между соседни-
ми клетками и взаимодействующих с цитоплаз-
матическими катенинами, которые, в свою оче-
редь, взаимодействуют с цитоскелетом. При вос-
палении адгезивные контакты разъединяются, и
через образующиеся щели происходит диффузия
малых молекул и миграция лейкоцитов. Адгезия
лейкоцитов к ICAM-1 (CD54), VCAM-1 (CD106)
и CD47 индуцирует активацию малых ГТФаз
(Rac1, RhoA, RhoG) и сигналинг через PTK, со-
пряженный с активацией Src и Pyk2 [6]. ICAM-1
является одной из главных молекул адгезии, ко-
торая обусловливает изменения проницаемости
сосудов и трансэндотелиальной миграции лейко-
цитов. Экспрессия ICAM-1 увеличивается после
активации ЭК провоспалительными стимулами,
действие которых опосредуется сигнальными пу-
тями с участием Akt/PKB, NF-κB, МАР-киназы
p38 и ERK1/2 [80]. В ЭК сосудов мозга экспрес-
сия ICAM-1 увеличивается через 4 ч после дей-
ствия стимула и остается повышенной до 72 ч да-
же после кратковременного воздействия [81].
Белок ICAM-1 связывается с интегринами
CD11/CD18 и LFA-1 лейкоцитов, в основном
нейтрофилов, после чего они легко проникают в
ткани [82]. Важно отметить, что это взаимодей-
ствие обусловливает усиленную генерацию H2O2
нейтрофилами, т.е. является необходимым усло-
вием формирования положительной обратной
связи. В условиях in vivo с поверхности ЭК удаля-
ется ICAM-1 (шеддинг), который затем действует
как независимый сигнальный агент, поддержива-
ющий воспалительный процесс в эндотелии [83].
Более того, после взаимодействия с лигандами
происходит рециркуляция ICAM-1: интернализа-
ция, передача сигнала в лизосомы и реинтеграция
в плазматическую мембрану [84]. Этот процесс
контролируется PKC и Na+/H+-обменником, ко-
торые способствуют удержанию и/или интегра-
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ции ICAM-1 в плазматической мембране ЭК [85].
Таким образом, исследования регуляции эндоте-
лиального фенотипа довольно интересны, важны
и имеют большие перспективы.

МОДУЛЯТОРЫ СОСТОЯНИЯ 
И СТАРЕНИЯ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК. 

ЭНДОТЕЛИАЛЬНО-МЕЗЕНХИМАЛЬНЫЙ 
ПЕРЕХОД

Воздействие многих факторов определяет фе-
нотип и продолжительность жизни ЭК. В течение
минут они реагируют на изменения гемодина-
мики, а также на вазоактивные, тромбогенные
или воспалительные агенты. Быстрые ответы сле-
дуют за линейными рецептор-опосредованными
сигнальными путями, сопряженными с входом
и/или мобилизацией ионов кальция, активацией
фосфорилирования и различных ферментов.
Во многих случаях дисбаланс кальция предше-
ствует АФК-индуцированной дисфункции ЭК.
Резервуарами ионов кальция служат эндоплазма-
тический ретикулум (ЭР), митохондрии, аппарат
Гольджи илизосомы . В ЭК около 75% ионов Са2+

находится в ЭР и до 25% – в митохондриях [86].
Митохондрии ЭК представляют собой разветв-
ленную сеть, находящуюся в плотном контакте с
кальциевыми каналами ЭР и плазматической
мембраной [87]. Выявлено 11 молекулярных ис-
точников митохондриальных АФК [18]. Реперфу-
зия/реоксигенация индуцирует кальциевые коле-
бания [88], которые влияют на состояние мито-
хондрий и усиливают генерацию АФК [89], а
также экспрессию и экзоцитоз молекул адгезии
[90]. Это усугубляет патологическое состояние
эндотелия за счет инфильтрации лейкоцитов, ко-
торые вырабатывают собственные АФК. В свою
очередь, АФК активируют IP3- и рианодиновые
кальциевые каналы ЭР и некоторые каналы су-
персемейства TRP плазматической мембраны,
что приводит к кальциевой перегрузке ЭК [91].
В ЭК TRPM2 рассматривается в качестве основ-
ных каналов для входа ионов Са2+ [92]. TRPM2 –
неселективные катионные каналы, их эндоген-
ными лигандами являются ADP-рибоза (ADPr) и
адениндинуклеотидфосфат никотиновой кисло-
ты (NAADP), но ионы Ca2+ и молекулы Н2О2 мо-
гут потенцировать активацию TRPM2 [93]. Кана-
лы TRPM2 считаются сенсорами оксидативного
стресса и редокс-статуса клеток, а их активация
обусловливает дисфункцию эндотелия и повы-
шает вероятность гибели клеток [94]. Так, вне-
клеточное накопление амилоида-β (Aβ) при бо-
лезни Альцгеймера нарушает эндотелиальную
структуру и функцию посредством активации
TRPM2, приводя к перегрузке клеток ионами
Ca2+ и вазомоторной дисфункции [95]. Экзоген-
ный пероксид водорода повышает [Ca2+]i и сни-

жает трансмембранное электрическое сопротив-
ление в ЭК микрососудов легкого посредством
активации TRPV4 [96]. Кроме того, H2O2 в низких
нетоксических концентрациях вызывает повы-
шение [Ca2+]i в культивируемых ЭК пупочной ве-
ны за счет высвобождения кальция через двупо-
ровые каналы из эндолизосомных везикул [97].

Механизмы развития барьерной дисфункции
эндотелия могут варьировать в зависимости от
активирующего агента и преобладающего или
первичного типа АФК. Поскольку H2O2 является
наиболее стабильным видом АФК, он использу-
ется в большинстве экспериментов для модифи-
кации редокс-состояния клеток и исследования
сигнальных и токсических эффектов АФК. Эф-
фект цитотоксической H2O2 на ЭК связан с исто-
щением внутриклеточного глутатиона, активаци-
ей редокс-чувствительных киназ p38 MAPК,
JNK, передачей сигналов Akt с участием NF-κB,
повышенной экспрессией альдозоредуктазы,
снижением уровня Sirt6, а также усилением экс-
прессии и активности β-галактозидазы [98, 99].

Большинство клеток млекопитающих могут
реагировать на стрессовые факторы особым из-
менением фенотипа, связанным не с гибелью, а
со старением клеток. В ЭК этот фенотип является
провоспалительным, проатеросклеротическим и
протромботическим [100]. Различают два типа
клеточного старения: репликативное старение с
истощением теломер и вызванное стрессом преж-
девременное старение без вовлечения теломер.
Оба типа старения клеток приводят к остановке
роста ЭК и нарушению их функций, способствуя
тем самым развитию сердечно-сосудистых забо-
леваний [101]. Так, активация ренин-ангиотен-
зин-альдостероновой и эндотелиновой систем
вызывает эндотелиальную дисфункцию, ремоде-
лирование сосудов и старение эндотелия, вызы-
вая выработку АФК и стимулируя воспаление и
рост клеток [102]. Изменения в метаболизме ок-
сида азота и простаноидов, эндотелина-1, тром-
бомодулина и VWF влияют на прокоагулянтный
статус, подчеркивая роль эндотелия в развитии
тромбоза [103]. Сиртуины SIRT1, SIRT3 и SIRT6
препятствуют старению ЭК и сосудов [101]. Па-
раллельно со старением и при хроническом
оксидативном стрессе, воспалении, влиянии ин-
сулиноподобного фактора роста II, трансформи-
рующего фактора роста-β (TGF-β) ЭК могут спо-
собствовать развитию фиброза посредством эндо-
телиально-мезенхимального перехода (EndoMT)
[104]. Это процесс, при котором определенные
субпопуляции ЭК утрачивают эндотелиальные
характеристики и трансформируются в гладко-
мышечные или мезенхимоподобные клетки, под-
верженные дальнейшей редифференцировке в
клетки мезодермальной природы, включая осте-
областы, хондроциты и адипоциты [105]. Иници-
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ирование перепрограммирования осуществляет-
ся при участии специфических для EndoMT тран-
скрипционных факторов Slug, Snail, Twist и
Zeb1/2. Это событие связано с потерей апикаль-
но-базальной полярности и разрывом межкле-
точных контактов. Важно отметить, что эти изме-
нения сохраняются и после удаления индуцирую-
щих агентов и сопряжены с функциональными
изменениями: уменьшением захвата ацетилиро-
ванных ЛПНП, миграционной способности, об-
ретением способности синтезировать коллаген
de novo [106]. До сих пор неясно, какие регулятор-
ные сигналы определяют полный или частичный
EndoMT. Определенную роль в этом процессе игра-
ет контакт-зависимый сигнальный путь Notch [107].
EndoMT способствует развитию фиброза сердца,
легких, печени, роговицы и других органов.

Связывание TGF-β с последующей активаци-
ей Smad-зависимого и Smad-независимого сиг-
налинга считается наиболее важным путем ини-
циации EndoMT [108]. Повышенная экспрессия
NOX4, вызванная TGF-β, приводит к Snail1-опо-
средованному EndoMT. Кроме того, ET-1 синер-
гически усиливает EndoMT, индуцированный
TGF-β, с участием канонических путей Smad.
Еще один фактор, индуцирующий EndoMT по-
средством HIF1α-опосредованной активации
Snail1, важнейшего регулятора EndoMT, является
гипоксия. Уровень Snail1 регулируется GSK3-
опосредованным фосфорилированием Snail1, ко-
торый подвергается протеасомной деградации.
Кавеолин Cav1, напротив, подавляет EndoMT че-
рез интернализацию рецепторов TGF-β с их по-
следующей деградацией. EndoMT также модули-
руется морфогенами Wnt, Sonic Hh, Notch и др.
Если в результате этих внутриклеточных сигналь-
ных событий активируются гены, специфичные
для мезенхимных клеток, то это приводит к уси-
лению синтеза миофибробласт-специфических и
профибротических макромолекул, включая α-SMA,
COL1, COL3, FN, COMP и TIM (ингибитор
MMP). Одновременно происходит подавление
ЭК-специфических маркеров, таких как CD31/
PECAM-1, VE-кадгерин и VWF, что приводит к фе-
нотипическому превращению ЭК в миофибробла-
сты, ответственные за фиброзный процесс [108].

Показано, что уровень микроРНК-20a (miR-20a)
снижается при EndoMT, и восстановление его
экспрессии под действием фактора роста фиб-
робластов (FGF)-2 коррелирует с регрессией
EndoMT [109]. Напротив, уровень miR-21 повы-
шается после воздействия TGF-β, что приводит к
усилению EndoMT, тогда как блокада экспрессии
эндотелиальной miR-21 подавляет EndoMT [110].
Таким образом, эти две микроРНК действуют,
соответственно, выше (miR-20a) и ниже (miR-21)
активированного TGF-β сигналинга [111]. Счита-
ется, что TGF-β является основным медиатором
EndoMT, тогда как костный морфогенетический

белок 7 (BMP-7), обозначаемый также как остео-
генный белок-1 (OP-1), и FGF могут как усили-
вать, так и ослаблять TGF-управляемый EndoMT
в зависимости от условий [112]. Кроме того, эндо-
телиальная аутофагия также снижает уровень
EndoMT. Индукторы аутофагии, рапамицин и
трегалоза, противодействовали EndoMT в результа-
те подавления фосфорилирования Smad3 и сниже-
ния экспрессии Snail [113]. В 2014 году были опубли-
кованы результаты, показывающие способность
фибробластов сердца принимать эндотелиальный
фенотип после острого ишемического повреждения
[114]. ЭК, образованные из фибробластов, имеют
морфофункциональные характеристики натив-
ных ЭК; более того, индукция р53 в фибробластах
сердца усиливает мезенхимально-эндотелиаль-
ный переход, улучшает кровообращение и функ-
циональное состояние сердца.

Для подавления EndoMT при интерстициаль-
ном заболевании легких, связанном с системным
склерозом, клиницисты назначают циклофосфа-
мид, тогда как микофенолат или метотрексат ис-
пользуют при менее опасном поражении кожи.
Среди новых препаратов, модулирующих фиброз
и воспаление при системном склерозе, отметим
тоцилизумаб, пирфенидон, ингибиторы тиро-
зинкиназы, лизофосфатидную кислоту и ингиби-
торы NOX4 [115]. Перспективными представля-
ются природные соединения: генипозид (ири-
доидный гликозид, выделенный из плодов
гардении) и глицирризин (сапонин из корня со-
лодки). Генипозид устраняет вызванную блеоми-
цином утрату капилляров и фиброз, ослабляет
экспрессию ключевых факторов EndoMT (Slug,
Snail и Twist) и подавляет киназы mTOR и S6 [116].
Глицирризин также уменьшает кожный фиброз,
вызванный блеомицином, что связано с блокадой
сигналинга TGF-β в дермальных фибробластах по-
средством подавления тромбоспондина 1, латентно-
го рецептора TGF-β и факторов транскрипции
Smad3 и Ets1. У мышей, которым вводили глицир-
ризин, блеомицин-зависимые нарушение иммунно-
го ответа и EndoMT были выражены существенно
меньше [117].

ДИНАМИКА ЭКСПРЕССИИ МАРКЕРОВ – 
ОСНОВА КОНЦЕПЦИИ 

ЦИТОТОКСИЧЕСКОЙ МОЩНОСТИ
Эффективность работы в области экспери-

ментальной и клинической медицины во многом
зависит от широты наших представлений о реак-
ции клеток на различные стимулы и предполагает
разработку новых теоретико-прикладных ин-
струментов. Одним из таких инструментов может
стать концепция “цитотоксической мощности”,
первоначальная версия которой опубликована
ранее [118]. Принятые в настоящее время поня-
тия “апоптотического индекса” и “апоптотиче-
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ского потенциала” недостаточны для адекватной
количественной оценки и анализа проапоптотиче-
ской активности химических веществ в пределах
широкого диапазона терапевтических и токсиче-
ских доз, поэтому в качестве альтернативы этим
показателям была разработана концепция “цито-
токсической мощности”, суть которой состоит в
том, что в экспериментах in vitro окончательные
расчеты значений эффективности проводятся не
только с учетом временного развития процесса
гибели клеток, но также с учетом соотношения
количества вещества к числу исследуемых клеток.
Цитотоксическую мощность (Р) вещества можно
математически представить в виде отношения
произведения количества вещества (S), выражен-
ного в молях, на интенсивность цитотоксическо-
го процесса (I, частный случай интенсивности
сигнала, свидетельствующего об экспрессии того
или иного маркера ЭК или других клеток) к квад-
рату числа клеток за единицу времени (t):

Концепция и соответствующий алгоритм вы-
числения мощности позволяют выполнить кор-
ректную трансформацию квантованной зависи-
мости в градуальную, основанную на стратегии
многофакторного поиска, и, наряду с относи-
тельно универсальными и неспецифическими
показателями цитотоксичности, выявить и ис-
пользовать тканеспецифические показатели
(маркеры) – компоненты так называемого фено-
ма. Для клеточной гибели любого типа можно вы-
явить маркеры, уровень (количество) которых
постепенно повышается или снижается перед ги-
белью клетки. Уровень экспрессии каждого мар-
кера зависит от дозы (количества) цитотоксиче-
ского вещества. Важно отметить, что мы на-
блюдаем экспрессию в живых клетках вне
зависимости от того, какой процент погибших
клеток регистрируется. Более того, наряду с этим
мы можем определять экспрессию маркеров
клетками на стадии раннего апоптоза или аутофа-
гии, поскольку эти клетки считаются еще живы-
ми. Таким образом, интенсивность развития того
или иного сигнала отражает повышение числа
дискретных, функционально сопряженных, от-
носительно стабильных и, в то же время, переход-
ных внутриклеточных структур, являющихся
компонентами клеточного фенома – мы называ-
ем их “фенами” (F). В таком случае интенсив-
ность или мощность цитотоксического процесса
можно выразить формулой I = F/t. Единицей из-
мерения цитотоксической мощности вещества
является “мольфен” — количество наномолей ве-
щества, изменяющего интенсивность экспрессии
фенотипических маркеров (компонентов фено-
ма) на 100 условных единиц в час с момента нача-
ла воздействия на 1000 клеток. Это определение,

2 .ISP
n t

=

не претендующее на завершенность и полноту,
придает особое значение количественному соот-
ношению фенов и числа клеток, а также различ-
ным начальным состояниям клеток, что объясня-
ет различия в динамике клеточной гибели внутри
популяции. Концепция цитотоксической мощ-
ности может способствовать интеграции данных,
полученных in vitro на различных типах клеток, с
результатами исследований in vivo.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Эндотелий занимает стратегическое положе-

ние между кровью и интерстициальными тканя-
ми, так что ЭК как никакие другие интегрируют в
себе функции барьерной ткани, источника мно-
гочисленных медиаторов и участника многих фи-
зиологических процессов. В силу этого ЭК воль-
но или невольно служат объектом самых разных
видов терапии. Патология сосудов обусловлена,
как правило, множеством факторов, включая ге-
нетические и факторы среды, так что реакция
клеток на широкий спектр воздействий также
имеет многомерный характер, но современные
методы лечения направлены в основном на от-
дельные сигнальные молекулы, участвующие в
патофизиологических путях. Такой подход к изу-
чению фенотипа по умолчанию регулируется ги-
потезой “один ген/один признак”. Тем временем,
омик-технологии позволяют описать происхож-
дение (этиологию) и сущность (патофизиологию)
ЭК-зависимых патологий в виде совокупности
“больших данных” (big data) как нового инфор-
мационно-технологического феномена, а также
выявить новые отношения между множеством и
вариабельностью данных, с одной стороны, и
ограниченным по своей сути традиционным
определением клинических фенотипов сосуди-
стых заболеваний, с другой стороны [119].

Феномика, стратегия которой была объявлена
около двух десятилетий назад [120], постепенно
изменила традиционный подход фенотип/гено-
тип/геном на новую парадигму биологического
исследования – триаду феном/геном/протеом.
Феном – это совокупность всех фенотипических
признаков организма, обусловленных экспрессией
генома и специфическим воздействием окружаю-
щей среды, причем в динамике. Феномика – это
новый подход к определению количественной
корреляции между множественными фенотипи-
ческими признаками и вариабельностью тран-
скриптома, протеома, метаболома, интерактома
и факторов окружающей среды, наряду с гено-
мом. Развитие феномики позволит не только
определить набор биомаркеров для диагностики
патологии сосудов, но и выявит новые цели для
комбинированной терапии, а также новые систе-
мы тестирования для оценки химической без-
опасности и/или терапевтической эффективно-
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сти веществ (воздействий в широком смысле),
тем самым совершив революционный сдвиг па-
радигмы доклинического тестирования препара-
тов [119].

В настоящее время повышенное внимание при-
влекают показатели качества диеты в целом, в отли-
чие от отдельных компонентов питания или его ка-
лорийности. Это особенно актуально для оценки
состояния эндотелия и корректировки сосудистых
заболеваний. Существует тесная связь между струк-
турой питания и экспрессией эндотелиальных мар-
керов. Условно здоровые продукты или блюда, в
частности, фрукты и овощи, потребляемые регу-
лярно, оказывают положительное влияние на
функциональное состояние эндотелия, что мож-
но оценить по уровню его маркеров, таких как мо-
лекулы sICAM-1, sVCAM-1, E-селектин и ряд дру-
гих. “Западная” диета (преимущественно мясо,
сладости, рафинированные продукты и жареные
блюда) коррелирует с маркерами воспаления и
атерогенеза [121]. Кроме того, умеренная физиче-
ская активность положительно влияет как на
маркеры эндотелия, так и на когнитивные спо-
собности у пожилых людей [122].

Новые концепции, методы исследований, об-
работки данных и целевого воздействия на клет-
ки и организм в целом дают нам уверенность в
разработке более естественных подходов к реше-
нию проблем здоровья сосудов и заболеваний че-
ловека.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант 18-15-00417).
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Endothelial cells (EC) line the blood vessels and lymphatic vessels, as well as heart chambers, forming the border
between the tissues, on the one hand, and blood or lymph, on the other. Such a strategic position of the endothe-
lium determines its most important functional role in the regulation of vascular tone, hemostasis, and inflamma-
tory processes. The damaged endothelium can be both a cause and a consequence of many diseases. The state of
the endothelium is indicated by the phenotype of these cells, represented mainly by (trans)membrane markers
(surface antigens). This review provides a definition of endothelial markers, lists many of them, discusses the
mechanisms of their expression, and considers the role of the endothelium in certain pathological conditions.
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Проницаемые для кальция каинатные (CP-KAR) и AMPA-рецепторы (CP-AMPAR) нейронов мозга яв-
ляются активными участниками синаптической пластичности и запуска процесса секреции нейротранс-
миттеров. В настоящей работе нейроны, содержащие CP-KA- и CP-АМРА-рецепторы, идентифициро-
вали в нейроглиальной культуре гиппокампа на 14–17 день культивирования по характерному Са2+-отве-
ту на агонист КА- и АМРА-рецепторов, домоевую кислоту (DA) и селективный агонист CP-KARs, АТРА.
Показано, что DA в концентрации 300 нМ вызывала быстрый рост внутриклеточной концентрации Ca2+

в двух минорных субпопуляциях нейронов. Обе субпопуляции оказались ГАМКергическими нейронами
и положительно окрашивались антителами против глутаматдекарбоксилазы 65 и 67 (GAD65/67). Инги-
битор СР-АМРА-рецепторов NASPM не подавлял Са2+-ответ на DA в нейронах первой субпопуляции.
Селективный агонист CP-KAR, АТРА, повышал [Ca2+]i в той же степени, что и DA лишь в первой субпо-
пуляции ГАМКергических нейронов. Ингибитор ГАМК(А)-рецепторов, бикукуллин, не повышал
амплитуду Са2+-ответа на DA в этой субпопуляции, что указывает на отсутствие CP-KARs в постсинап-
тической мембране, где локализованы ГАМК(А)-рецепторы. Таким образом, данную субпопуляцию
ГАМКергических нейронов можно отнести к нейронам, содержащим CP-KARs, которые, вероятно, ло-
кализованы в пресинаптической мембране ГАМКергических нейронов. Повышение [Са2+]i, во второй
субпопуляции, вызванное аппликацией DA, полностью подавлялось ингибитором СP-АМРАRs,
NASPM. В этой же субпопуляции NASPM уменьшал амплитуду Са2+-колебаний, указывая на участие
СР-АМРАRs в формировании Са2+-импульса во время синхронной кальциевой активности. На основа-
нии этого данную субпопуляцию нейронов можно отнести к ГАМКергическим нейронам, содержащим
СP-АМРАRs. Большинство же нейронов в культуре клеток гиппокампа (70–85%) не окрашивались ан-
тителами против GAD65/67 и с задержкой отвечали на аппликацию DA повышением частоты кальцие-
вых колебаний. Амплитуда этих колебаний в ответ на DA увеличивалась в присутствии NASPM в субпо-
пуляции тормозных нейронов, содержащих СР-КАRs, указывая на их иннервацию тормозными нейро-
нами, содержащими СР-AMRARs. Это увеличение амплитуды Са2+-колебаний в тормозных нейронах,
содержащих СР-КАRs, коррелировало с уменьшением амплитуды синхронной кальциевой активности в
большой (42% ± 6% нейронов) субпопуляции глутаматергических нейронов, предполагая иннервацию
последних тормозными нейронами, содержащими СР-КАRs. Таким образом, ГАМКергические нейро-
ны, содержащие CP-KA- и CP-АМРА-рецепторы, могут работать в тандеме, контролируя активность от-
дельных популяций нейронов.

Ключевые слова: ГАМКергические нейроны, GluK1, GluA2, проницаемые для кальция каинатные
и AMPA-рецепторы, синхронная активность, нейроглиальные культуры клеток гиппокампа
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ВВЕДЕНИЕ
Глутаматные каинатные (КА) и АМРА-рецеп-

торы классически рассматриваются как рецепто-

ры-каналы, деполяризующие мембрану за счет
натриевой проводимости, что обеспечивает про-
хождение возбуждающего сигнала через нейро-

Сокращения: АМРА – α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовая кислота; CP-AMPARs – Са2+-проницаемые
AMPA-рецепторы; NASPM – (1-нафтил)ацетил спермин, селективный антагонист CP-AMPARs; DA – домоевая кислота;
CP-КARs – Ca2+-проницаемые каинатные рецепторы; ATPA – (RS)-2-амино-3-(3-гидрокси-5-трет-бутилизоксазол-4-
ил)пропановая кислота, селективный агонист GluK1-содержащих каинатных рецепторов; CGP-35348 (3-аминопропил(ди-
этоксиметил)фосфиновая кислота) – ингибитор ГАМК(В)-рецепторов; СКК – синхронные кальциевые колебания.

УДК 577.352;576
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нальные синапсы, активацию потенциал-зависи-
мых кальциевых каналов и снятие магниевого
блока с NMDA-рецепторов. Однако отдельные
популяции КА- и АМРА-рецепторов обладают
кальциевой проводимостью, что дает возмож-
ность участия в запуске процесса секреции ней-
ротрансмиттеров [1].

Сведения о физиологических эффектах агони-
стов CP-KARs достаточно противоречивые, по-
скольку результат зависит от концентрации аго-
нистов, типа и состояния нейронов. Так, актива-
ция CP-KARs может вызывать резкое усиление
возбуждения в ответ на физиологические стиму-
лы и увеличивать высвобождение глутамата [2, 3].
С другой стороны, агонисты CP-KA-рецепторов
усиливают секрецию ГАМК [4–6] и подавляют
синаптическую передачу. Что касается селектив-
ной экспрессии субъединиц GluK1 и GluK2,
определяющих Са2+-проводимость КАR, то пока-
зано, что возбуждающие пирамидальные клетки
экспрессируют главным образом GluK2-содер-
жащие рецепторы, тогда как тормозные нейроны
гиппокампа экспрессируют GluK1 [7, 8]. Причем
CP-KARs, содержащие субъединицу GluK1, мо-
гут быть локализованы в пресинаптической мем-
бране ГАМКергических нейронов [9, 10], где они
стимулируют секрецию ГАМК [10–12] и, таким
образом, осуществляют отрицательную обратную
связь, ингибируя активность принципиальных
нейронов при гипервозбуждении [5, 13]. Предпо-
лагается, что активация CP-KARs ГАМКергиче-
ских нейронов может вызывать нейропротектор-
ный эффект при ишемических повреждениях
мозга и других нейродегенеративных процессах.
В ряде работ показано, что, действительно, акти-
вация CP-KARs усиливает высвобождение ГАМК
и увеличивает тоническое торможение пирами-
дальных нейронов [8, 14, 15], защищая их от по-
вреждения при гипервозбуждении.

Исследование механизма, с помощью которо-
го СP-KARs усиливают секрецию нейротранс-
миттеров в ГАМКергических нейронах показало,
что нейроны, содержащие СP-KARs, легковозбу-
димы, генерируют быстрый Са2+-сигнал без де-
сенситизации при активации селективными аго-
нистами КАRs [9, 10, 16] и не имеют ГАМК(А)-
рецептор-зависимого торможения [17]. При этом
CP-KARs располагаются пресинаптически на
данных нейронах. Такие свойства рецептора мо-
гут обеспечить опережающую и массивную сек-
рецию ГАМК при возбуждении.

СP-АМРАRs локализованы в определенных
подтипах ГАМКергических нейронов. Так, 78%
быстроразряжающихся ГАМКергических нейро-
нов (fast spiking), содержащих парвальбумин, со-
держат также и СP-АМРАRs [18]. В отличие от
KARs, СP-АМРARs локализованы в тормозных
интернейронах постсинаптически, где способ-

ствуют генерации Са2+-импульса, который вызы-
вает секрецию ГАМК и торможение нейронов в
сети [19–23]. CP-AMPARs играют большую роль в
синаптической пластичности [24]. В ряде работ
показано, что после периода повышенной актив-
ности количество CP-AMPARs в синапсе возрас-
тает [25, 26]. Последние исследования показали,
что соотношение Са2+-проводящих и Са2+-не-
проводящих АМРА-рецепторов зависит от актив-
ности синапса. При слабой стимуляции в синапсе
активируется транспорт CP-AMPARs, а при силь-
ной стимуляции активируется транспорт AMPARs,
содержащих GluA2 [27]. Встраивание и удаление
CP-AMPARs в синапсе регулируется процессами
фосфорилирования и дефосфорилирования
C-концевого домена субъединицы GluA1. Осо-
бенно интенсивно данный процесс протекает в
постнатальтный период. Показано, что на 4–5-й
день постнатального периода около 78% AMPARs
в синапсах проницаемы для Ca2+ [28].

Ввиду важной регуляторной роли СP-KARs и
CP-AMPARs в последние годы активизировались
усилия по идентификации и характеристике ней-
ронов, экспрессирующих эти рецепторы. В на-
стоящее время устанавливаются электрофизио-
логические характеристики этих рецепторов, их
локализация в определенных подтипах нейронов,
пресинаптическая и постсинаптическая локали-
зация, участие рецепторов в усилении секреции
ГАМК, а также выясняется роль этих рецепторов
в контроле гипервозбуждения.

В настоящей работе ставились следующие за-
дачи: визуализировать ГАМКергические нейро-
ны, содержащие СР-КА- и СР-АМРА-рецепто-
ры, по характерному Са2+-сигналу в ответ на аго-
нисты соответствующих рецепторов; выявить
различия в субпопуляциях ГАМКергических ней-
ронов, содержащих СР-КА- и (или) СР-АМРА-ре-
цепторы; установить пре- или постсинаптиче-
скую локализацию этих рецепторов в нейронах;
выявить степень контроля активности СР-КА-ре-
цепторов ГАМК(А)-рецепторами; определить
популяции нейронов, иннервируемые нейронами,
содержащими СР-КА и СР-АМРА-рецепторы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура клеток гиппокампа. В экспериментах
использовали смешанную нейроглиальную куль-
туру клеток гиппокампа крысы, выделенного из
головного мозга новорожденных (1–3 дня) крыс
Sprague–Dawley в соответствии с [29, 30]. Экспе-
рименты проводили на культуре нейронов гиппо-
кампа на 14–17-й день культивирования. Перед
экспериментом клетки загружали в течение 30 мин
при 28°C флуоресцентным зондом Fura-2 AM
(6 мкМ) в растворе HBSS, содержащем (мМ):
156 NaCl, 3 KCl, 2 MgSO4, 1.25 KH2PO4, 2 СаCl2,
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10 глюкозу и 10 HEPES; pH 7.35. Флуоресценцию
регистрировали в растворе Хенкса. Плотность
клеток составляла 5000–7000/мм2.

Для измерения [Са2+]i использовали систему
анализа изображений на базе инвертированного
моторизованного микроскопа Leica DMI6000B,
оснащенного высокоскоростной монохромной
CCD-камерой HAMAMATSU C9100, системой
высокоскоростной смены возбуждающих свето-
фильтров Leica’s Ultra-Fast Filter Wheels (время
переключения 10–30 мс). Использовали объектив
Leica HC PL APO 20×/0.7 IMM. В качестве источ-
ника возбуждения флуоресценции использовали
осветитель Leica EL6000 с ртутной лампой высо-
кого давления HBO 103 W/2. Кальциевые сигна-
лы нейронов регистрировали по интенсивности
флуоресценции двухволнового Са2+-чувствитель-
ного зонда Fura-2. Для возбуждения и регистра-
ции флуоресценции Fura-2 использовали набор
светофильтров FU2 (Leica, Германия) с фильтра-
ми возбуждения BP340/30 и BP387/15, светодели-
телем FT410 и фильтром эмиссии BP510/84. По-
лученные в двух различных каналах временные
серии изображений обрабатывали в программе
ImageJ с использованием программных модулей
Time Series Analyzer и RatioPlus. Амплитуду каль-
циевых ответов одиночных клеток определяли из
отношения интенсивности флуоресценции Fura-
2 при возбуждении светом с длиной волны 340 нм
к интенсивности при возбуждении 380 нм.

Иммуноцитохимическое окрашивание ГАМКер-
гических нейронов. Для обнаружения ГАМКерги-
ческих нейронов использовали иммуноцитохи-
мический метод [30, 31]. Поскольку измерения
кальция и регистрацию флуоресценции антител
проводили на разных микроскопах, то для совме-
щения изображений на обратную сторону круг-
лого покровного стекла с культурой клеток тон-
ким маркером наносили измерительную сетку с
шагом 2 мм. В обоих микроскопах изображение
сетки совмещалось с изображением перекрестия
окуляра. После регистрации кальциевого сигнала
клетки фотографировали в режиме фазово-кон-
трастной микроскопии и каждую клетку нумеро-
вали. Затем клетки фиксировали и анализировали
иммуноцитохимически с использованием анти-
тел против глутамат декарбоксилазы (GAD65/67)
согласно методике описанной ранее [32, 33].
Во время этой процедуры использовали следую-
щие растворы: фосфатно-солевой буфер (PBS),
рН 7.4; 4% параформальдегид в PBS; 1% и
10% сыворотку осла в PBS. Клетки фиксировали
4% параформальдегидом в PBS в течение 20 мин и
трижды промывали ледяным PBS в течение 5 мин.
Для пермеабилизации клетки обрабатывали
0.1% раствором Тритона X-100 в течение 15 мин.
Для блокирования неспецифических сайтов свя-
зывания антител фиксированные клетки инкуби-

ровали в 10% сыворотке осла в течение 30 мин
при комнатной температуре. Затем клетки инку-
бировали с первичными кроличьими антителами
против GAD 65/67 в течение 12 ч при 4°C (1 : 500
в 1% сыворотке осла). Фиксированные клетки за-
тем промывали PBS (3 раза в течение 5 мин) и об-
рабатывали вторичными антителами осла против
кролика, конъюгированными с Alexa Fluor 647
(1 : 200 в PBS) в соответствии с руководством
производителя (Abcam, Великобритания). Для
окрашивания ДНК в фиксированных клетках ис-
пользовали ДНК-специфический флуоресцент-
ный зонд Hoechst 33342 [34].

Флуоресценцию антител регистрировали с по-
мощью инвертированного конфокального микро-
скопа Leica TCS SP5 при возбуждении He-Ne-ла-
зером с длиной волны возбуждения 633 нм и ре-
гистрации при 655–700 нм. Для возбуждения
Hoechst 33342 использовали лазер с длиной вол-
ны 405 нм. Регистрацию производили в диапазо-
не 425–500 нм. Затем с помощью программного
обеспечения ImageJ сравнивали конфокальные
изображения флуоресценции антител и прижиз-
ненные флуоресцентные изображения клеток,
окрашенных Fura-2. Такой подход позволяет оце-
нить изменения [Ca2+]i в GAD65/67-положитель-
ных и в GAD65/67-отрицательных нейронах.

Материалы. В работе использовали: растворы
Хенкса, HEPES (MP Biomedicals, США); Fura-2/AM,
бессывороточную добавку B-27, бикукуллин, до-
моевую кислоту, АТРА, NASPM, (Tocris Bioscience,
Великобритания); бычий сывороточный альбу-
мин, PBS, (Sigma, США). Первичные кроличьи
антитела против глутаматдекарбоксилазы 65 и 67
(Abcam, Великобритания), вторичные антитела
осла против антител кролика, конъюгированные
с Alexa Fluor 647 (1 : 200 в PBS) были приготовле-
ны согласно прописи (Abcam, Великобритания).
Реагенты добавляли при полной замене среды c
помощью специальной перфузионной системы, ко-
торая позволяет быстро заменить весь раствор в ка-
мере. Скорость записи – 1 кадр в секунду. Все экспе-
рименты выполнены при температуре 28–30°C.

Статистический анализ. Результаты представ-
лены как среднее ± стандартная ошибка среднего
(SEM) или как репрезентативные записи кальци-
евых сигналов в отдельных клетках. Серия экспе-
риментов одного дня состояла из 5–6 повторов.
Каждый эксперимент с клетками одного посева
повторяли 3 раза. Количество клеток, проанали-
зированных в одном опыте, варьировало от 100 до
200. В подписях к рисункам указано: N – количе-
ство клеток, проанализированных в конкретном
эксперименте, n – число независимых эксперимен-
тов. Исходный уровень сигнала в клетках обычно
составлял 0.23 ± 0.07 (здесь и далее приведено сред-
нее значение ± стандартное отклонение). Нейроны
отличали от астроцитов по синхронной спонтанной
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активности и быстрому Са2+-ответу на деполяриза-
цию 35 мM KCl в конце эксперимента. Анализ ре-
зультатов и построение графиков проводили с по-
мощью программы Origin 9.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Чтобы визуализировать и охарактеризовать
нейроны, содержащие СP-AMPARs и CP-КАRs,
мы регистрировали изменения концентрации
ионов Са2+ в цитозоле ([Са2+]i) во всех клетках в
поле зрения микроскопа в культуре клеток гип-
покампа на 14-17 DIV при действии агонистов и
антагонистов этих рецепторов. Для исследования
взаимодействия между популяциями клеток, в
нейрональной сети индуцировали режим син-
хронных кальциевых колебаний (СКК). Син-
хронную активность нейронов вызывали снятием
ГАМК(А)-зависимого торможения ингибитором
ГАМК(А)-рецепторов, бикукуллином [5]. DA ис-
пользовали в качестве агониста обоих рецепто-
ров. АТРА использовали в качестве селективного
агониста CP-KAR [35]. NASPM использовали в
качестве селективного антагониста СP-АМРАR
[36]. На рис. 1а показано, что бикукуллин вызы-
вает синхронные осцилляции [Ca2+]i в нейронах.
Кратковременная аппликация DA в концентра-
ции 300 нМ (ЕС50 = 51 нМ) вызывала быстрое вы-
сокоамплитудное и продолжительное повыше-
ние базального уровня [Ca2+]i в минорной попу-
ляции нейронов (кривые 1, 2 на рис.1б) и через
несколько секунд (15 с в данном эксперименте) уве-
личивала частоту СКК во всех остальных нейронах
в сети (кривые 3, 4 на рис.1б). Задержка возбужде-
ния в большинстве нейронов может означать, что
популяция нейронов, реагирующих быстрым
подъемом [Ca2+]i, содержит ГАМКергические ней-
роны, и их возбуждение тормозит остальные нейро-
ны от возбуждения домоевой кислотой на какое-то
время (15с), по прошествии которого ГАМК-зави-
симое торможение прекращается.

Торможение, по-видимому, реализуется через
ГАМК(В)-рецепторы, поскольку ГАМК(А)-ре-
цепторы заблокированы бикукуллином.

Для выявления нейронов, содержащих
СP-АМРАRs, повторная аппликация DA прово-
дилась на фоне ингибитора СP-АМРАRs,
NASPM (рис 1а, 1в). По реакции на NASPM, по-
пуляция, ответившая на DA в контроле быстрым
увеличением базального уровня [Ca2+]i, раздели-
лась на две субпопуляции. NASPM полностью
подавлял фазу быстрого повышения [Ca2+]i в от-
вет на DA в одной субпопуляции (черная кривая 2
на рис. 1в). На основании этого эти клетки можно
отнести к нейронам, содержащим СP-АМРАRs.
Ранее было показано, что данный тип рецепторов
локализован в постсинаптической мембране ней-

ронов [19, 20]. В контрольных экспериментах ам-
плитуда кальциевых ответов на повторную ап-
пликацию DA сохранялась (не показано) [37].
Вклад других каналов (NMDA, потенциал-зави-
симых Na+- и Са2+-каналов и каналов эндоплаз-
матического ретикулума) в ответах на активацию
СР-АМРАRs ГАМКергических нейронов в куль-
туре кортикальных нейронов крысы был иссле-
дован ранее [38]. Са2+-сигнал, генерируемый
СР-АМРА-рецепторами, существенно не изме-
нялся в присутствии циклопиазоновой кислоты,
антагонистов NMDA-рецепторов и блокаторов
Na+- и Са2+-каналов. Присутствие ингибиторов
NMDA-рецепторов не изменяло количество ней-
ронов, ответивших на DA [39].

Ингибитор СP-АМРАRs не подавлял, а даже
увеличивал Са2+-ответ на DA во второй субпопу-
ляции нейронов (кривая 1, рис. 1в). На рис. 1г
красными кривыми представлены кальциевые
сигналы этой субпопуляции нейронов в ответ на
последовательную аппликацию DA и селектив-
ного агониста CP-KARs, ATPA. Показано, что
АТРА повышает [Ca2+]i в той же степени, что и
DA, только в этой субпопуляции нейронов, обнару-
живая рецептор, содержащий GluK1 субъединицу.

Ингибитор ГАМК(А)-рецепторов, бикукул-
лин, не повышал амплитуду Са2+-ответа на DA в
этой популяции (рис. 1г), что указывает на отсут-
ствие CP-KARs в постсинаптической мембране,
где локализованы ГАМК(А)-рецепторы [17, 19].
Такая локализация CP-KARs обеспечивает отсут-
ствие ГАМК(А)-рецептор-зависимого торможе-
ния этих рецепторов, что может способствовать
высокой скорости возбуждения [17]. На основа-
нии полученных результатов можно предполо-
жить, что данная популяция нейронов содержит
CP-KARs в пресинаптической мембране.

Таким образом, с помощью селективного аго-
ниста CP-KARs и антагониста СP-АМРАRs удалось
показать, что популяция нейронов, ответивших по-
вышением [Са2+]i на аппликацию DA, состоит их
двух субпопуляций нейронов, одна из которых со-
держит CP-KARs, а другая – СP-АМРАRs.

Характерные кальциевые ответы на DA и на
АТРА позволяют визуализировать нейроны, со-
держащие CP-KA- и CP-AMPA-рецепторы
(рис. 1д, 1е, 1ж). На рисунках представлены флу-
оресцентные изображения клеток, окрашенных
зондом на свободный кальций. Интенсивность
флуоресценции пропорциональна [Ca2+]i. На рис. 1д
приведены изображения клеток на 535-й секунде
эксперимента. Клетки находятся в состоянии по-
коя, темные пятна соответствуют клеткам с низ-
кой [Ca2+]i. На рис. 1е показано, что во всех ней-
ронах на 545-й секунде эксперимента в максиму-
ме импульса СКК [Ca2+]i высокая (светлые
нейроны). В темных клетках, представленных



26

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 1  2020

ЗИНЧЕНКО и др.

Рис. 1. Идентификация ГАМКергических нейронов, содержащих CP-KA- и CP-AMPA-рецепторы. 
а – Общая схема эксперимента. Кальциевые сигналы нейронов в режиме СКК в ответ на DA (300 нМ) в контроле (б –
первая добавка в растянутой временной шкале) и в присутствии 50 мкМ NASPM (в) в четырех популяциях нейронов,
представленных кривыми, усредненными по семи нейронам каждой популяции. б, в – Цифрами на кривых обозна-
чены: 1 – тормозные нейроны, содержащие CP-KARs, 2 – тормозные нейроны, содержащие CP-AМРАRs, 3, 4 – воз-
буждающие нейроны. 
г – Реакция нейронов на аппликацию агонистов КА-рецепторов: DA и ATPA вызывают повышение [Са2+]i в нейро-
нах, в которых NASPM не ингибирует DA-индуцированный Са2+-ответ (красные кривые). Бикукуллин не увеличивает
амплитуду Ca2+-сигнала на DA в этой субпопуляции нейронов (красные кривые). Для сравнения показаны Ca2+-сигна-
лы в двух глутаматергических нейронах (зеленые кривые). Эти нейроны не отвечают на ATPA, а бикукуллин увеличи-
вает в них амплитуду DA-индуцированного ответа. Пауза между аппликациями составляет 12 мин. N = 125, n = 3. 
д, е, ж – Прижизненная визуализация нейронов, содержащих СР-КА- и СР-АМРА-рецепторы; флуоресцентные
изображения клеток, окрашенных Fura-2 в поле зрения микроскопа. д – Клетки в состоянии покоя, темные пятна со-
ответствуют клеткам с низким [Ca2+]i. е – Увеличение [Ca2+]i в нейронах зарегистрировано на 545-й секунде в макси-
муме импульса СКК на рис. 1б (светлые нейроны). Темные клетки – астроциты. ж – Светлые клетки-нейроны, со-
держащие CP-KARs и СР-AMPARs. Момент регистрации кадра показан стрелочкой на рис. 1б. 
з, и, к – иммуноцитохимическое окрашивание клеток в культуре антителами против GAD 65/67. Слева – ядра клеток,
окрашенные с помощью Hoechst 33342; в центре – флуоресценция антител против GAD 65/67, cправа – объединенное
изображение. 15% клеток окрашены антителами к GAD 65/67. 65% из них ответили на DA увеличением [Ca2+]i. Отме-
ченные цифрами 1, 2 клетки на рис. 1и соответствуют клеткам из семейств 1, 2 на рис. 1б.
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преимущественно астроцитами, [Ca2+]i не повы-
шается во время СКК. На рис. 1ж показано, что в
период между импульсами, на 555-й секунде экс-
перимента (момент регистрации кадра показан
стрелочкой на рис. 1б) остаются светлыми только
нейроны, быстро реагирующие на DA повыше-
нием базального уровня [Ca2+]i. Последующее до-
бавление АТРА визуализирует только нейроны,
содержащие СР-КАRs (не показано).

Обе популяции (светлые нейроны на рис. 1ж)
оказались ГАМКергическими нейронами и поло-
жительно окрашивались антителами против глу-
таматдекарбоксилазы 65/67 (рис. 1з, 1и, 1к). На
рис. 1и стрелочкой показаны две покрашенные
антителами клетки, из субпопуляций 1, 2 на
рис. 1б. Большинство же нейронов в культуре
клеток гиппокампа (70–80%) не окрашивались
антителами и на этом основании отнесены к глу-
таматергическим нейронам. Эти нейроны отвеча-
ют на аппликацию DA с задержкой и лишь повы-
шением частоты СКК (кривые 3, 4 на рис. 1б).

Система анализа изображения (нейроими-
джинг) позволяет анализировать одновременно
сигналы от сотен нейронов. Сравнение этих сиг-
налов позволяет обнаружить субпопуляции опре-
деленных подтипов нейронов и установить взаи-
модействие не только между отдельными нейро-
нами, но и между субпопуляциями нейронов. Для
выявления мишеней, иннервируемых нейрона-
ми, содержащими CP-KARs и СР-AMRARs, мы
сравнивали не только изменения базального
уровня [Ca2+]i в ответ на DA, но и амплитуды
кальциевых импульсов при СКК в контроле и в
присутствии антагониста CP-AMPA-рецепторов,
NASPM. Все нейроны уверенно разделились на
четыре субпопуляции, по-разному реагирующие
на ингибитор CP-AMPARs, NASPM и на аппли-
кацию DA в присутствии NASPM.

На рис. 2 представлены усредненные кальциевые
сигналы семи репрезентативных клеток каждой суб-
популяции из эксперимента, показанного на рис. 1а.
Амплитуду колебаний [Ca2+]i измеряли как в присут-
ствии DA, так и после ее отмывки. Первые две субпо-
пуляции на рис. 2 представляют ГАМКергические
нейроны, которые ответили на DA быстрым увели-
чением базального уровня [Ca2+]i (рис. 2а и 2б). Тре-
тья и четвертая субпопуляции представляют глута-
матергические нейроны (рис. 2в и 2г).

Можно видеть, что в тормозных нейронах пер-
вой группы, содержащих CP-KARs, амплитуда
СКК, регистрируемая после удаления DA в кон-
троле в среднем не изменяется и в присутствии
NASPM (рис. 2а), что подтверждает отсутствие
CP-AMPA-рецепторов в этих нейронах. Однако
Ca2+-ответ на DA в присутствии NASPM не толь-
ко сохраняется, но и значительно (в 2.5 раза) уве-
личивается (рис. 2а), что может указывать на ин-

нервацию этих нейронов ГАМКергическими
нейронами, содержащими CP-AMPARs. По-ви-
димому, популяция ГАМКергических нейронов,
содержащих CP-AMPARs, контролирует актив-
ность популяции ГАМКергических нейронов,
содержащих CP-KARs, предохраняя их от повре-
ждений, обусловленных быстрым, высокоампли-
тудным Са2+-сигналом, который развивается в
этих нейронах при гипервозбуждении.

В NASPM-чувствительных тормозных нейро-
нах второй группы (рис. 2б) амплитуда СКК, ре-
гистрируемая после удаления DA в контроле, в
среднем уменьшается в присутствии NASPM, что
указывает на участие CP-AMPARs в формирова-
нии импульса Ca2+ во время СКК в нейронах этой
популяции. Амплитуда импульса уменьшается на
29 ± 2%. При аппликации DA в присутствии
NASPM наблюдается значительное (в 3 раза) сни-
жение амплитуды кальциевых колебаний в ней-
ронах этой субпопуляции (рис. 2б), по-видимому,
за счет полного подавления фазы увеличения ба-
зального уровня [Ca2+]i (см. рис. 1в).

В NASPM-чувствительных глутаматергиче-
ских нейронах третьей группы (рис. 2в) амплитуда
кальциевых сигналов во время СКA, после удале-
ния DA, и амплитуда ответов на аппликацию DA
уменьшались в присутствии NASPM. Поскольку
DA не вызывала увеличения базального уровня
[Са2+]i в этой субпопуляции (кривая 3 на рис. 1б),
что предполагает отсутствие кальций-проводящих
КА- или АМРА-рецепторов, а снижение активности
глутаматергических нейронов этой популяции в при-
сутствии NASPM коррелирует с повышением актив-
ности нейронов, содержащих CP-KARs, (рис. 2а), то
можно предположить, что эффект подавления ак-
тивности обусловлен иннервацией глутаматергиче-
ских нейронов этой субпопуляции тормозными
нейронами, содержащими CP-KARs.

В глутаматергических нейронах четвертой
группы, нечувствительных к NASPM и не содер-
жащих СР-КА- или СР-АМРА-рецепторов, ам-
плитуда СКA не изменяется в присутствии
NASPM, что подтверждает отсутствие CP-AMPA-
рецепторов. Кроме того, сохранение амплитуды
кальциевых колебаний, индуцированных DA в
присутствии NASPM, указывает на то, что нейро-
ны этой субпопуляции заметно не иннервируются
тормозными нейронами, содержащими CP-AM-
RARs или CP-KARs.

Таким образом, данный эксперимент показы-
вает, что ГАМКергические нейроны, содержа-
щие CP-АМРАRs, иннервируют ГАМКергиче-
ские нейроны, содержащие CP-КАRs, которые, в
свою очередь, контролируют активность значи-
тельной популяции глутаматергических нейронов.

Обычно тормозное действие ГАМК осуществ-
ляется через ГАМК(А)- и ГАМК(В)-рецепторы.
Поскольку в нашем случае ГАМК(А)-рецепторы
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заблокированы бикукуллином, то тормозное дей-
ствие, по-видимому, развивается за счет взаимо-
действия ГАМК с ГАМК(В)-рецепторами. Ранее
было показано, что за способность ГАМК подав-
лять СКК ответственны в основном метаботроп-
ные ГАМК(B)-рецепторы [40]. Для того чтобы
показать участие ГАМК(В)-рецепторов в инги-
бировании СКК в присутствии ингибитора
ГАМК(А)-рецепторов, мы провели следующий
эксперимент. На рис. 3 показано, что СКК, инду-
цированные бикукуллином, подавляются ГАМК,
что предполагает действие ГАМК через ГАМК(B)-
рецептор; отмывка ГАМК восстанавливает
колебания. Добавление ГАМК в присутствии

ингибитора ГАМК(B)-рецептора, CGP 35348, не
подавляет колебания. Это подтверждает, что инги-
бирующее действие ГАМК в присутствии бикукул-
лина осуществляется через ГАМК(B)-рецептор.

DA всегда вызывает увеличение частоты СКК
в нейронах в культуре (рис. 1), что указывает на их
деполяризацию, по-видимому, из-за активации
AMPA-рецепторов (средняя частота колебаний
при этом увеличивается от 0.02 до 0.1 Гц). Однако
в присутствии NASPM DA вызывает еще большее
увеличение частоты СКК (до 0.3Гц на рис. 1в),
что может указывать на иннервацию “пейсмекер-
ных” нейронов ГАМКергическими нейронами,
содержащими CP-АМРА-рецепторы.

Рис. 2. Изменение СКК и Са2+-ответов на DA в присутствии ингибитора СР-АМРАR в четырех популяциях нейронов.
Приведены ответы, усредненные по 7 нейронам из каждой популяции. Схема эксперимента показана на рис. 1а. В
каждом блоке приведены: реакция нейронов на DA и последующие синхронные колебания кальция после отмывки
DA (слева), и синхронные колебания кальция и реакция нейронов на DA в присутствии NASPM (справа). 
а – В ГАМКергических нейронах, содержащих CP-KARs, амплитуда СКК после удаления DA не изменяется в при-
сутствии NASPM. Значительное увеличение [Ca2+]i в присутствии NASPM наблюдается во время аппликации DA
(справа) по сравнению с контролем (слева), что может указывать на торможение этих нейронов нейронами, содержа-
щими CP-АМРАRs. 
б – NASPM-чувствительные ГАМКергические нейроны. NASPM уменьшает амплитуду СКК после удаления DA в
среднем на 29 ± 3%, а также значительно снижает амплитуду колебаний кальция при аппликации DA. 
в – Глутаматергические нейроны, чувствительные к NASPM (42 ± 6% клеток). Амплитуда СКК после удаления DA и
в ответ на DA уменьшаются в присутствии NASPM, что может указывать на ингибирование этих нейронов тормозны-
ми нейронами, содержащими CP-KARs, активность которых увеличивается в это время (см. рис. 2А). 
г – NASPM-нечувствительные глутаматергические нейроны. (37 ± 6% клеток). Амплитуда СКК после удаления DA и
в ответ на DA не изменяется в них в присутствии NASPM, что указывает на отсутствие иннервации со стороны ней-
ронов, содержащих CP-AMPARs или CP-KARs.
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Таким образом, в культуре клеток гиппокампа
крысы на 14-17 DIV визуализированы (по харак-
терному быстрому, высокоамплитудному Са2+-
ответу на агонисты КА- и АМРА-рецепторов),
два подтипа ГАМКергических нейронов, содер-
жащих CP-KA- и СР-AMPA-рецепторы. Показа-
но, что рецепторы могут быть локализованы в
различных популяциях ГАМКергических нейро-
нов. Эти нейроны иннервируют различные суб-
популяции нейронов. Иннервация тормозных
нейронов, содержащих СР-КАRs, ГАМКергиче-
скими нейронами, содержащими СP-АMPARs,
может представлять собой эффективную отрица-
тельную обратную связь для ограничения повы-
шенной активности нейронов, содержащих
СР-КARs, при которой быстрый вход Ca2+ через
СР-КАRs может привести к перегрузке митохон-
дрий кальцием и сопутствующей продукции ак-
тивных форм кислорода [41].

ОБСУЖДЕНИЕ
Регистрация [Ca2+]i при действии агонистов

КА- и АМРА-рецепторов позволила визуализи-
ровать нейроны, содержащие СР-КА- и СР-АМРА-
рецепторы. Ранее было показано, что при разви-
тии нейрональной сети в культуре, через несколь-

ко дней возникают СКК, которые в дальнейшем,
с возрастом культуры, постепенно рассинхрони-
зируются. Амплитуда Са2+-осцилляций уменьша-
ется и затем СКК прекращаются. Прекращение
СКК обусловлено в основном усилением ГАМКер-
гической системы, гиперполяризующей нейроны-
мишени. Ингибиторы ГАМК(А)-рецепторов и ве-
щества, деполяризующие мембрану, индуцирова-
ли СКК в этих условиях. В отличие от АТРА, ко-
торый селективно активирует вход Са2+ через
СР-КА-рецепторы, DA активирует все АМРА-
и КА-рецепторы. Поэтому, кроме повышения
[Ca2+]i в нейронах, содержащих СР-АМРА- и КА-
рецепторы, DA деполяризует нейроны, содержа-
щие классические не проницаемые для кальция
АМРА-рецепторы, что приводит к увеличению
частоты СКК. Обе популяции нейронов, в кото-
рых DA повышала базальный уровень [Ca2+]i,
оказались ГАМКергическими нейронами, что
подтверждает известные данные об экспрессии
СР-КАRs в тормозных нейронах гиппокампа [7, 8].
Повышение базального уровня [Ca2+]i в тормоз-
ных нейронах при действии DA предшествует
увеличению частоты СКК в остальных нейронах,
что может быть связано с активацией секреции
ГАМК тормозными нейронами вследствие быст-

Рис. 3. ГАМК (2 мкМ) ингибирует СКК в присутствии бикукуллина (10 мкМ) и не ингибирует в присутствии ингиби-
тора ГАМК(B)-рецептора CGP 35348 (10 мкМ) и бикукуллина.
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рого повышения [Са2+]i. Поскольку в этих усло-
виях ГАМК(А)-рецепторы заблокированы бику-
куллином, то тормозное действие, по-видимому,
проявляется за счет взаимодействия ГАМК с
ГАМК(В)-рецепторами. Ранее было показано,
что за способность ГАМК подавлять СКК ответ-
ственны в основном метаботропные ГАМК(B)-
рецепторы [40]. В эксперименте, представленном
на рис. 3, мы подтвердили эти данные и показали,
что СКК, индуцированные бикукуллином, оста-
навливаются ГАМК, и этот эффект снимается
ингибитором ГАМК(В)-рецепторов CGP 35348.

Нейроны, экспрессирующие СР-АМРА- и
СР-КА-рецепторы, представляют различные по-
пуляции тормозных нейронов. Причем СР-АМРА-
рецепторы локализованы в постсинаптической
[15, 17], а СР-КА-рецепторы, по-видимому, в
пресинаптической мембране [9, 10, 16] этих ней-
ронов. Таким образом, данные популяции
ГАМКергических нейронов могут использовать
различный механизм торможения нейронов-ми-
шеней. В присутствии антагониста CP-AMPA-ре-
цепторов, NASPM, изменялись как амплитуда,
так и частота СКК как в контроле, так и в присут-
ствии агониста КА-/АМРА-рецепторов, DA.
Причем эти изменения были различны в разных
субпопуляциях тормозных и возбуждающих ней-
ронов. Прямое, ингибирующее действие NASPM
на DA-индуцированное повышение [Са2+]i на-
блюдалось лишь в одной субпопуляции тормоз-
ных нейронов. В нейронах этой субпопуляции
NASPM полностью подавлял повышение базаль-
ного уровня [Ca2+]i под действием DA и уменьшал
амплитуду СКК в отсутствии DA, указывая на
участие СР-AMRARs в этих процессах. Подавле-
ние активности тормозных нейронов, содержа-
щих СР-AMRARs, ингибитором NASPM сопро-
вождалось увеличением активности (амплитуды
Са2+-колебаний) другой субпопуляции тормоз-
ных нейронов, содержащих СР-КАRs, что указы-
вает на иннервацию ГАМКергических нейронов,
содержащих CP-KARs, тормозными нейронами,
содержащими СР-AMRARs. По нашим данным и
данным литературы, нейроны, содержащие
CP-KARs, являются быстроотвечающими [41], а
возможное отсутствие десенситизации и различ-
ное сродство CP-KARs ГАМКергических ней-
ронов к агонистам [42] могут обеспечить селек-
тивный, высокоамплитудный и длительный
Са2+-сигнал при активации глутаматом. Такие ха-
рактеристики Са2+-сигнала ГАМКергических
нейронов способствуют эффективному подавле-
нию гипервозбуждения в нейрональной сети. Од-
нако такие свойства СР-КА-рецептора делают
нейроны уязвимыми к перегрузке кальцием и
требуют эффективного контроля, который, по-
видимому, осуществляют ГАМКергические ней-
роны, содержащие СР-АМРА-рецепторы. По-

следние, в свою очередь, могут быть защищены от
повреждения при гипервозбуждении наличием
кальций-связывающих белков в буферных кон-
центрациях [31]. Известно, что быстроразряжаю-
щиеся (fast spiking) ГАМКергические нейроны,
содержащие СP-АМРАRs, также содержат
парвальбумин [24].

Повышение амплитуды СКК и базального
уровня [Ca2+]i в тормозных нейронах, содержа-
щих СР-КАRs, при действии DA в присутствии
NASPM сопровождалось сильным подавлением
активности (амплитуды СКК) в большой популя-
ции глутаматергических нейронов, что указывает
на их иннервацию тормозными нейронами, со-
держащими СР-КАRs. Причины отсутствия ин-
нервации остальных принципиальных нейронов
со стороны тормозных нейронов, содержащих
СР-АМРА- или КА-рецепторы, нами не изуча-
лись. Таким образом, при развитии нейроглиаль-
ной культуры гиппокампа происходит самоорга-
низация нейрональной сети, при которой обна-
руживаются взаимодействия между популяциями
ГАМКергических нейронов, содержащими
CP-KARs и CP-АМРАRs, и популяцией возбуж-
дающих нейронов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При культивировании нейроглиальной куль-
туры гиппокампа нейроны самоорганизуются в
нейрональную сеть, в которой устанавливаются
определенные взаимодействия между популяци-
ями нейронов. Из полученных результатов следу-
ет, что для торможения гипервозбуждения в ней-
рональной сети может включаться отрицательная
обратная связь, обусловленная усилением актив-
ности популяций ГАМКергических нейронов,
содержащих СP-КА- и СР-АМРА-рецепторы.
В отличие от Са2+-непроницаемых КА- и АМРА-
рецепторов, регулирующих мембранный потен-
циал, функция СР-КА- и СР-АМРА-рецепторов,
по-видимому, состоит в регуляции базального
уровня [Ca2+]i. Усиление секреции ГАМК под
действием быстрого входа ионов Са2+ через
СP-КА-рецепторы обуславливает торможение
большой популяции глутаматергических нейро-
нов. Высокая начальная скорость Са2+-ответа
нейронов, содержащих СP-КАRs, может опреде-
ляться более легкой возбудимостью этих нейро-
нов и отсутствием ГАМК(А)-рецепторов на пре-
синаптической мембране [5]. Такой механизм
снятия торможения с ГАМКергических нейронов
может обеспечить более быструю, опережающую
(глутамат) секрецию ГАМК этими нейронами.
Высокая амплитуда Са2+-сигнала и отсутствие де-
сенситизации СP-КАRs также могут быть факто-
рами, способствующими усилению секреции
ГАМК. Таким образом, тандем двух популяций
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ГАМКергических нейронов, содержащих СР-КА-
и СР-АМРА-рецепторы, представляет собой ме-
ханизм контроля активности нейронной сети при
гипервозбуждении.

Pабота выполнена пpи финанcовой поддеpжке
Комитета науки МОН Pеcпублики Казаxcтан
(гpант № AP05133528).
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Calcium-permeable kainate (CP-KAR) and AMPA-receptors (CP-AMPARs) of the brain neurons are active
participants of plasticity and neurotransmitter release onset. In this paper, Ca2+-permeable kainate (KA)-
and AMPA-receptors were identified in hippocampal neuroglial culture on 14–17 day in vitro (DIV) by the
characteristic Ca2+ response to selective agonists and antagonists of these receptors, domoic acid (DA), and
selective CP-KAR agonist, ATPA. It was shown that DA at a concentration of 300 nM caused a rapid increase
of the intracellular Ca2+ concentration [Ca2+]i in two minor subsets of neurons. Both subsets were found to
be GABAergic neurons that were positively stained with antibodies against glutamate decarboxylase 65 and
67 (GAD65/67). The CP-AMPA receptor inhibitor, NASPM, did not suppress Ca2+ response to DA in the
neurons of the first subset. The selective agonist CP-KAR, ATRA, increased [Ca2+]i to the same degree as
DA only in the first subset of GABAergic neurons. GABA(A) receptor inhibitor, bicuculline, did not increase
the amplitude of Ca2+ response to DA in this subset, indicating the absence of CP-KARs in the postsynaptic
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membrane, where GABA(A) receptors are located. Thus, these GABAergic neurons can be attributed to neu-
rons containing CP-KARs, which are mainly localized in the presynaptic membrane of the GABAergic neu-
rons. The [Ca2+]i increase caused by the DA application in the second subpopulation, was completely sup-
pressed by NASPM, the inhibitor of CP-АМРАRs. In the same population NASPM reduced the amplitude
of Ca2+ oscillations, indicating the involvement of CP-АМРАRs in the Ca2+ pulse formation during synchro-
nous calcium activity. For this reason, these neurons can be attributed to GABAergic neurons containing CP-
АМРАRs. Most of the neurons in the hippocampal cell culture (70–85%) were not stained with antibodies
against GAD65/67 and responded to the DA with a delay by increasing the frequency of calcium oscillations.
The amplitude of DA-induced oscillations increased in the presence of NASPM in the inhibitory neurons
containing CP-KARs, indicating their innervation by inhibitory neurons containing CP-AMRARs. This in-
crease in the Ca2+ oscillations amplitude in inhibitory neurons containing CP-KARs correlated with a de-
crease in the amplitude of synchronous calcium activity in a large (42 ± 6% of cells) subset of glutamatergic
neurons, suggesting innervation of the latter by inhibitory neurons containing CP-KARs. Thus, GABAergic
neurons containing CP-KARs and CP-AMPARs can work in tandem, controlling the activity of individual
neurons subpopulations.

Keywords: GABAergic neurons, GluK1 subunit, GluA2 subunit, Ca2+-permeable kainate receptors,
Ca2+-permeable AMPA receptors, synchronous activity, neuroglial hippocampal cell cultures
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В настоящей работе с помощью иммуноцитохимического и гистохимического методов и конфо-
кальной лазерной сканирующей микроскопии продемонстрировано близкое расположение пери-
ферических серотонинергических нервных элементов и мускулатуры тела у планарий Polycelis te-
nuis, Schmidtea mediterranea и Girardia tigrina. Такая локализация серотонинергических нейронов и их
волокон свидетельствует о важной роли серотонина в регуляции мышечной функции у планарий.
В ходе изучения механизмов мышечного сокращения у планарий было обнаружено, что деполяри-
зация, вызванная высокой концентрацией ионов калия (15–100 мМ), а также серотонин (10–4–10–9 М),
индуцировали сокращения изолированных мышечных волокон планарий Procerodes littoralis.
Дигидропиридиновые блокаторы кальциевых каналов – никардипин, нитрендипин и нифедипин –
подавляли калий- и серотонин-индуцированные мышечные сокращения, что указывает на зависи-
мость сокращения от внеклеточного кальция. Тапсигаргин и циклопиазоновая кислота существен-
но уменьшали число клеток, сокращающихся в ответ на введение ионов калия, но не оказывали
влияния на индукцию мышечного сокращения серотонином. Таким образом, сокращение, вызванное
серотонином, не зависело от внутриклеточного кальция. Результаты свидетельствуют о наличии
разнообразных рецепторов и ионных каналов, опосредующих мышечное сокращение у планарий.

Ключевые слова: планарии, мускулатура, серотонин, рецепторы, флуоресцентная микроскопия
DOI: 10.31857/S0233475520010065

ВВЕДЕНИЕ
У свободноживущих плоских червей турбелля-

рий (или планарий) мускулатура поддерживает
форму тела, а также принимает участие в различ-
ных видах двигательной активности: перемеще-
нии, плавании, поиске добычи и ее захвате,
осуществлении репродуктивного поведения.
Планарии также используют мускулатуру для по-
глощения пищи с помощью мускулистой глотки.
Планарии, обладая выдающейся регенерацион-
ной способностью, используются при изучении
процессов регенерации и бесполого размноже-
ния, являются важным объектом в биологии
стволовых клеток [1, 2]. В дополнение к этому,
планарии являются удобной моделью для изуче-
ния механизмов мышечного сокращения, а также
поиска новых антипаразитарных препаратов [3].

Серотонин (или гидрокситриптамин, 5-HT)
относится к биогенным аминам и является широ-
ко распространенным в животном мире низкомо-
лекулярным азотистым соединением [4]. Он об-

наружен у животных из разных таксономических
групп – млекопитающих, ракообразных, насеко-
мых, моллюсков, червей [5–7]. Cеротонин как
нейротрансмиттер регулирует у позвоночных жи-
вотных чувство голода, температуру тела, боле-
вую чувствительность, а также модулирует на-
строение, возбуждение, сексуальное поведение,
выделение гормонов, играет роль в иммунном от-
вете [8–10]. Среди многочисленных свойств се-
ротонина выделяется его возбуждающее действие
на мускулатуру тела. Известно, что у млекопита-
ющих серотонин вызывает сокращение гладкой
мускулатуры кишечника, матки, бронхов, сосу-
дов, регулирует сократительную функцию ске-
летной мускулатуры [9–13]. Он также регулирует
сокращение мускулатуры кишечника у насеко-
мых [14]. Однако у большинства беспозвоночных
животных наличие серотонина и его функцио-
нальная роль изучены недостаточно.

Среди Platyhelminthes наиболее исследован-
ными являются паразитические виды, относящи-
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еся к классам трематод, цестод и моногеней, по-
скольку они имеют экономическое и медицин-
ское значение. Многие виды трематод и цестод,
являясь паразитами человека и сельскохозяй-
ственных животных, причиняют серьезный вред
здоровью людей и существенный экономический
ущерб хозяйственной деятельности (животно-
водству, птицеводству, рыбному хозяйству).
Серотонин был обнаружен в нервной системе па-
разитических червей Schistosoma mansoni, Hyme-
nolepis diminuta, Moniezia expansa, Mesocestoides vo-
gae, Aspidogaster conchicola, Opisthiogliphe ranae и
других видов [15, 16]. Свободноживущие предста-
вители плоских червей – планарии – в этом отно-
шении наименее изучены.

В настоящей работе изучали пространствен-
ное расположение серотонинергических нервных
клеток и миофиламентов планарий в рамках ис-
следования гипотезы о регуляторной роли серо-
тонина в функционировании их мускулатуры.
Проведены иммуногистохимические и физиоло-
гические исследования, позволяющие пролить
свет на роль серотонина в мышечном сокраще-
нии у планарий. Выявлено тесное пространствен-
ное взаимодействие серотонинергических нейро-
нов и их отростков с мускулатурой тела планарий
Polycelis tenuis, Schmidtea mediterranea и Girardia
tigrina. Показано, что серотонин, так же как из-
быток ионов калия (К+), индуцирует сокращение
мускулатуры планарий Procerodes littoralis.

Проведенные исследования представляют
теоретический и практический интерес: они рас-
крывают некоторые регуляторные механизмы
возбуждения и сокращения мускулатуры у плана-
рий. Полученные сведения могут быть использо-
ваны при разработке новых антипаразитарных
препаратов, мишенью действия которых является
мускулатура паразитических червей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для определения серотонина в нервной систе-

ме планарий использовали виды: Polycelis tenuis,
Schmidtea mediterranea и Girardia tigrina. Исследо-
вания проводили в ИБК РАН (г. Пущино, Рос-
сия). Физиологические исследования проведены
на планариях Procerodes littoralis в Королевском
университете г. Белфаст, Великобритания. Для
гистохимического выявления мускулатуры и им-
муноцитохимического определения серотони-
нергических нервных компонентов готовили за-
мороженные срезы (P. tenuis, S. mediterranea) и то-
тальные препараты (G. tigrina) планарий длиной
9–10 мм. Образцы фиксировали 4% парафор-
мальдегидом (MP Biomedicals, США) в 0.1 М фос-
фатном буфере (PBS, pH 7.4; Helicon, Pоccия) в
течение 4 ч при комнатной температуре, последу-
ющие процедуры проводили при 4°С. Для приго-
товления тотальных препаратов образцы промы-

вали PBST, содержащем PBS с добавлением 0.3%
Тритона X-100 (Sigma), 0.1% азида натрия и 0.1%
бычьего сывороточного альбумина (Amresco,
CША). Затем образцы помещали на 48 ч в раствор
первичных поликлональных (whole serum) кро-
личьих неконъюгированных антител к серотони-
ну (Immunostar, США, кат. № 20080, концентра-
ция 1 : 500; или Sigma, США, кат. № 5545, кон-
центрация 1 : 1000), промывали в PBS и
инкубировали в среде, содержащей вторичные
FITC-конъюгированные свиные анти-кроличьи
антитела (Daco, Дания, кат. № F-025, разведение
1 : 40, 48 ч) или вторичные козьи анти-кроличьи
конъюгированные с Alexa Fluor488 антитела (Mo-
lecular Probes, США, кат. № A1108, разведение
1 : 100, 48 ч). Для приготовления замороженных
срезов фиксированный материал помещали в
10% раствор сахарозы (Helicon, Россия) на 3–5 сут,
после чего на криотоме Shandon Cryomatrix (Ter-
moelectron Corporation, США) пpи температуре
–18…–20°C готовили замороженные срезы с по-
мощью заливочной среды Tissue Tek (Tissue Tek,
США). Срезы собирали на обpаботанные поли-
L-лизином пpедметные cтекла (Polysine, Menzel-
Glaser, Геpмания), высушивали на воздухе 1 ч и
xpанили пpи –20°C. Перед окраской препараты
промывали в PBST (3 раза по 5 мин в горизон-
тальном положении) и окрашивали во влажной
камере при 4°C антителами к серотонину (Immu-
nostar, США, 1 : 1000 или Sigma, 1 : 1000) в течение
48 ч. После промывки в PBS (3 × 5 мин) препара-
ты помещали во вторичные иммуноглобулины
(Daco, Дания, 1 : 50) на 24 ч и снова промывали в
PBS (3 × 5 мин). Для идентификации мускулату-
ры тела препараты докрашивали TRITC-(тетра-
метилродамин изотиоцианат)-меченым фаллои-
дином (Sigma, 1 : 200) в течение 6–12 ч. Оконча-
тельно препараты промывали PBS, заключали в
75% раствор глицерина (Helicon, Pоccия) и на-
крывали покровным стеклом.

Отрицательный контроль включал: (1) инку-
бацию образцов в растворе без первичных анти-
тел и (2) использование неиммунной сыворотки
вместо иммунной.

Микpоcкопия. Готовые окpашенные cpезы изу-
чали c помощью флуоpеcцентного микpоcкопа
Leica DM6000 B (Leica Mycrosystems, Геpмания),
оcнащенного цифровой фотокамерой DC300F
(Leica Mycrosystems, Геpмания) в Центре коллек-
тивного пользования ПНЦБИ РАН (Пущино).
Для анализа использовали фильтры пpоxодящего
cвета (ВF), а также возбуждающего света с дли-
ной волны в 450–490 нм (I3) для флуоpоxpома
FITC (fluorescein isothiocyanate) и Alexa488, и c
длиной волны 515–560 нм (N2.1) для локализации
флуоpоxpома TRITC (tetramethylrhodamine iso-
thiocyanate).
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Тотальные пpепаpаты планаpий анализиpова-
ли c помощью конфокального лазеpного cка-
ниpующего микpоcкопа Leica TCS SP5 (Leica
Mycrosystems, Геpмания). Микpофотогpафии c
конфокального лазеpного cканиpующего микpоcко-
па пpедcтавлены в виде cуммаpной пpоекции от
12–32 поcледовательныx оптичеcкиx cpезов, по-
лученныx пpи cканиpовании чеpез толщину тка-
ней в 30–60 мкм и cуммиpованныx (пpи необxоди-
моcти получения cуммаpного изобpажения) c
макcимальной интенcивноcтью флуоpеcценции
пpи помощи пpогpаммы анализа изобpажений,
пpилагаемой к конфокальному микpоcкопу.
Микpофотогpафии, полученные с помощью
флyоpеcцентного и конфокального микpоcко-
пов, cоxpаняли в виде файлов в фоpмате TIFF.
Размеры изображений варьировали в зависимо-
сти от микроскопа и увеличения (например, от
1024 × 1024 до 4096 × 4096 пикселей). Для анализа
иcпользовали по 5–7 пpепаpатов каждого вида
планарий.

Физиология. Для изучения мышечного сокра-
щения были использованы изолированные мы-
шечные волокна планарий. Метод выделения ин-
дивидуальных мышечных волокон у паразитиче-
ских червей успешно применялся ранее [17].
Мышечные волокна получали с помощью энзи-
матического расщепления. Из 25 особей (P. litto-
ralis) с помощью тонкого скальпеля готовили го-
могенат тканей, который помещали в инкубаци-
онную среду (ИС), содержащую 13.6 мМ CaCl2,
13.4 мМ KCl, 458 мМ NaCl, 9.8 мМ MgCl2 · 6H2O,
13.6 мМ Na2SO4, 10 мМ Hepes, 10 мМ D-глюкозы;
и 1% раствора антибиотка/антимикотика (Gibco-
BRL, Великобритания), в который добавляли:
0.11 мг/мл коллагеназы (type 1A, из Clostridium
hystoliticum, Sigma), 0.15 мг/мл протеазы (type XIV,
из Streptomyces griseus, Sigma), и 0.15 мг/мл дитио-
треитола (dithiothreitol, Sigma) и оставляли на 12 ч
при 4°C.

Полученную смесь тканевых фрагментов и
среды перемешивали на магнитной мешалке
10 мин и бережно пропускали через тонкий кон-
чик пипетки. Cуспензию помещали в 15 мл про-
бирки (Falcon) и центрифугировали при 28 g в те-
чение 5 мин (при 4°C). Супернатант сливали, а
осадок ресуспендировали в инкубационной сре-
де, не содержащей ферментов, в течение 15 мин
(4°C). После этого суспензию мышечных клеток
распределяли в 50-мм чашки Петри (Falcon) по
3 мл в каждую, и оставляли при 4°C на 30–90 мин
для исследования.

Микроперфузионная система, соединенная с
инвертированным микроскопом Nikon Eclipse
TE200 (Япония) использовалась для визуального
наблюдения мышечного сокращения. Под мик-
роскопом с помощью инжектора и тонкой стек-
лянной микропипетки (диаметр кончика 5 мкм)

исследуемое вещество вводили в непосредствен-
ной близости к мембране мышечной клетки. От-
веты на введение вещества исследовали в свеже-
приготовленной культуре мышечных клеток
планарий. Сокращение мышечного волокна на-
блюдали на экране монитора, соединенного с
микроскопом. Данные представлены в виде про-
цента мышечных волокон, сокращающихся в те-
чение 30 с после введения тестируемого вещества.
Во всех экспериментах использовали только не-
подвижные – спонтанно не сокращающиеся мы-
шечные клетки. Перед использованием тести-
руемого вещества проводили аппликацию инку-
бационной среды без добавок (негативный
контроль); после аппликации тестируемых ве-
ществ на клетки подавалась среда с высоким
(20 мМ) содержанием ионов калия (K+) (положи-
тельный контроль).

В одной серии опытов использовали сто слу-
чайно выбранных мышечных клеток, взятых из
четырех чашек Петри. Опыты повторяли по край-
ней мере 3 раза. Изучали действие серотонина
(Sigma) и среды с высоким содержанием ионов
калия (K+, 15–90 мМ) в сочетании с избранными
антагонистами ионных каналов. Для исследова-
ния роли внеклеточного кальция в мышечном со-
кращении использовали блокаторы кальциевых
каналов – никардипин, нитрендипин, нифе-
дипин (дигидропиридины), а также метоксивера-
памил и дилтиазем (все вещества в концентраци-
ях 10 и 100 мкМ). Для изучения участия внутри-
клеточного кальция в серотонин-индуцируемом
мышечном сокращении использовали ингибито-
ры Ca2+-ATP-азы саркоплазматического ретику-
лума – циклопиазоновую кислоту и тапсигаргин.

Во всех случаях антагонисты добавляли в чаш-
ки Петри за 10 мин до начала опыта (тестирова-
ния). Для статистической обработки результатов
использовали t-тест Стьюдента. Результаты фи-
зиологических исследований были ранее частич-
но опубликованы в виде тезисов докладов [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Гистохимическое и иммуноцитохимическое 

исследование

Мускулатура. У планарий S. mediterranea, P. te-
nuis и G. tigrina окраска фаллоидином была обна-
ружена в мускулатуре стенки тела (рис. 1а, 1б), а
также в специализированных органах (кишеч-
ник, глотка, рис. 1в, 1г) и репродуктивной систе-
ме планарий P. tenuis, размножающихся половым
способом. Стенка тела планарий состоит из на-
ружных кольцевых (рис. 1а, короткие толстые
стрелки) и внутренних продольных мышечных
волокон (рис. 1а, длинные тонкие стрелки),
составляющих компактно упакованные слои
мышц. Между ними расположены немногочис-
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ленные и неплотно расположенные диагональ-
ные мышечные волокна (рис. 1а и 1б, острия
стрелок). Поперечные мышечные тяжи, состоя-
щие из нескольких волокон, соединяют спинную
и брюшную стенки тела. Дорзо-вентральные мы-
шечные волокна расположены более или менее
равномерно и пронизывают все тело планарии
(рис. 1г, острия стрелок). Мускулатура глотки
(рис. 1в, длинные стрелки), имеющая форму
трубки, расположенной в центральной части ту-
ловища, представлена кольцевыми и продольны-
ми мышечным слоями. Обнаружены мышцы,
расположенные у основания глотки и прикрепля-
ющие глотку к мускулатуре тела планарии –
якорные мышцы глотки (рис. 1в, короткие стрел-
ки). Окраска фаллоидином выявлена в тонких
мышечных филаментах, окаймляющих ветви сле-
пого кишечника планарий. Мускулатура кишеч-
ника содержит, по крайней мере, кольцевые

(рис. 1г, длинные стрелки), а также продольные
мышечные волокна (не показано).

Серотонин. У планарий S. mediterranea и P. te-
nuis положительная окраска на серотонин обна-
ружена в нейронах и волокнах центральной нерв-
ной системы: головном ганглии, нервных стволах,
отходящих от головного ганглия, и простираю-
щихся вдоль боковых сторон тела, а также в попе-
речных комиссурах, соединяющих нервные ство-
лы. Серотонинергические нервные компоненты
описаны также в центральной нервной системе
планарий G. tigrina [19]. В настоящем исследова-
нии продемонстрировано обилие серотонинер-
гических нервных элементов – нейронов (рис. 2а,
2в, 2г, острия стрелок) и их волокон (рис. 2а, 2б,
2г, тонкие стрелки) в периферических отделах
нервной системы у трех исследованных видов
планарий: S. mediterranea, P. tenuis и G. tigrina. Ха-
рактерной особенностью локализации серотони-

Рис. 1. Гистохимическая окраска мускулатуры тела планарий Girardia tigrina (а), Schmidtea mediterranea (б) и Polycelis te-
nuis (в, г): кольцевые (короткие толстые стрелки, продольные (длинные тонкие стрелки) и диагональные (острия стре-
лок) мышечные волокна стенки тела планарий (а, б); мускулатура глотки (гл, длинные стрелки; пг – полость глотки)
и якорные мышцы (ям) глотки (в, короткие стрелки); мускулатура кишечника (г) – кольцевые волокна (длинные
стрелки, пк – полость кишечника), и вверху мышечные волокна, соединяющие брюшную и спинную стороны тела
планарии (острия стрелок). а – Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия. б–г – Флуоресцентная микро-
скопия. Масштаб: a – 50 мкм, б – 40 мкм, в, г – 100 мкм.

a б

в г
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Рис. 2. Иммуноцитохимическая окраска к серотонину (зеленым) и гистохимическая окраска мускулатуры (красным)
у планарий Girardia tigrina (а), Schmidtea mediterranea (б) и Polycelis tenuis (в, г). Серотонинергические нервные волокна
(тонкие стрелки) и тела нейронов (острия стрелок) в непосредственной близости к мышечным волокнам. а – Конфо-
кальная лазерная сканирующая микроскопия. б–г – Флуоресцентная микроскопия. Масштаб: a – 40 мкм; б – 50 мкм;
в – 200 мкм; г – 100 мкм.

ба

гв

нергических нервных элементов в перифериче-
ских отделах нервной системы планарий оказа-
лось их расположение вблизи мышечных волокон
(рис. 2а, 2б). Такое расположение серотониновых
нейронов и их волокон может свидетельствовать
об участии биогенного амина серотонина в регу-
ляции мышечной функции у планарий.

Физиологические исследования. Чтобы прове-
рить предположение об участии серотонина в ре-
гуляции мышечной функции, были проведены
физиологические исследования влияния серото-
нина на изолированные мышечные волокна, вы-
деленные у планарий P. littoralis. Обнаружено, что
ионы калия в высокой концентрации, а также се-
ротонин вызывали сокращение мышечных воло-
кон планарий (рис. 3а, 3б). Избыток ионов калия
в среде (K+), начиная с концентрации 15 мМ, вы-
зывал сокращение мышечных клеток (около
20%), в концентрации 40 мМ K+ индуцировал со-
кращение около 80% мышечных волокон, при

концентрациях ионов калия в диапазоне 40–80 мМ
кривая сокращений выходила на плато (рис. 3а).
Никардипин в концентрациях 10 и 100 мкМ, а
также нитрендипин и нифедипин в концентра-
ции 100 мкМ уменьшали число клеток, сокраща-
ющихся в ответ на высокую концентрацию ионов
калия (табл. 1). Данные подтверждают наличие
ионных кальциевых каналов на мембране мы-
шечной клетки планарий.

Серотонин вызывал сокращение мышечных
волокон планарий P. littoralis в дозозависимой ма-
нере (рис. 3б) в концентрациях от 10–4 до 10–9 М,
при его введении вблизи мембраны клетки. Ди-
гидропиридиновые блокаторы кальциевых (Ca2+)
каналов L-типа существенно (p < 0.001) уменьша-
ли число мышечных клеток, сокращающихся в
ответ на введение серотонина (рис. 4); порядок
ингибирующей активности был следующим: ни-
кардипин > нитрендипин > нифедипин. Дилтиа-
зем, бензотиазепиновый блокатор Ca2+ каналов, в
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концентрациях 10 мкМ и 100 мкМ не оказывал
существенного влияния на индуцированное се-
ротонином мышечное сокращение. Метоксиве-
рапамил (10 и 100 мкМ), фенилалкиламиновый
блокатор Ca2+ каналов, не подавлял серотонин-
индуцированные сокращения мышечных клеток
планарий (рис. 4). Тапсигаргин и циклопиазоно-
вая кислота (10–4–10–8 М) значительно уменьша-
ли число мышечных волокон, сокращающихся в
ответ на высокую концентрацию калия (30 мМ,
рис. 5а), но не оказывали существенного влияния

(в концентрации 10–5 и 10–7 М) на серотонин-ин-
дуцированное мышечное сокращение (рис. 5б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка гистохимической методики иден-
тификации актиновых филаментов с помощью
токсина из бледной поганки Amanita phalloides –
фаллоидина, способного необратимо связывать-
ся с фибриллярным актином мышечной клетки,
привела к существенному прогрессу в исследова-

Рис. 3. Физиология мышечного сокращения у планарий Procerodes littoralis. а – Зависимость интенсивности мышеч-
ного сокращения от концентрации ионов калия (в мМ, ось абсцисс); процент сокращений мышечных волокон (ось
ординат), в каждой точке графика число повторов N равно от 4 до 20 для разных точек графика, число клеток в серии
n = 100. б – Кривая зависимости мышечного сокращения (ось ординат) от десятичного логарифма концентрации се-
ротонина (5-HT) (ось абсцисс); число повторных опытов N равно от 6 до 16 для разных точек графика, число клеток в
одной серии n = 100. Разбросы (везде) – стандартное отклонение.
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Таблица 1. Процент сокращений изолированных мышечных волокон планарий P. littoralis в ответ на введение
раствора с высоким содержанием ионов калия (30 мМ K+) после предварительной инкубации клеток с блокато-
рами кальциевых каналов

Примечание. (ns) – нет достоверных различий по сравнению с контролем (30 мМ K+). 
* – различия достоверны при p < 0.001, t-критерий Стьюдента. SE – стандартная ошибка среднего.

Блокатор Концентрация блокатора, М Процент сокращений 
мышечных волокон ± SE Число опытов N

Контроль (30 мМ K+) – 64.4 ± 2.44 9

Никардипин 10–5 8.0 ± 2.52* 4

10–4 3.0 ± 1.0* 8

Нитрендипин 10–5 60.0 ± 3.69 4

10–4 4.0 ± 1.03* 6

Нифедипин 10–5 64.0 ± 2.58 4

10–4 32.2 ± 2.01* 9

Дилтиазем 10–5 69.0 ± 2.32 4

10–4 58.3 ± 2.91 (ns) 8

Метоксиверапамил 10–5 67.0 ± 2.52 4

10–4 61.0 ± 3.02 4



40

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 1  2020

КРЕЩЕНКО

нии цитоскелета мышечного волокна. Конъюга-
ция фаллоидина с флуорохромом (например,
TRITC или FITC) позволила исследовать окра-
шенные ткани с помощью флуоресцентного или
конфокального сканирующего микроскопов [20,
21]. Наличие актина у планарий было продемон-

стрировано итальянскими исследователями в
1992 году [22]. Однако, несмотря на некоторый
прогресс в области изучения мускулатуры у пред-
ставителей плоских червей, и, в частности, пла-
нарий, сведения о ее строении и тем более о ее
функционировании, ограничены для большин-

Рис. 4. Процент сокращений изолированных мышечных волокон (ось ординат) в ответ на введение серотонина (5-HT)
(10–5 М, N = 15, число клеток в одной серии везде n = 100) при предварительном, в течение 10 мин, инкубировании
клеток с дигидропиридиновыми блокаторами: никардипином 10 мкМ (N = 4) и 100 мкМ (N = 4); нитрендипином 10 мкМ
(N = 4) и 100 мкМ (N = 4) и нифедипином 10 мкМ (N = 9) и 100 мкМ (N = 4); а также с метоксиверапамилом 10 мкМ
(N = 4) и 100 мкМ (N = 3) и дилтиаземом 10 мкМ (N = 6) и 100 мкМ (N = 4). Разбросы – стандартная ошибка среднего
(SE). *** – отличие от контроля (5-HT, 10–5 М), достоверно при (p < 0.001).
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Рис. 5. а – Воздействие тапсигаргина и циклопиазоновой кислоты на сокращение изолированных мышечных волокон
планарий, вызванное избытком ионов К+ (30 мМ). По оси ординат – процент сократившихся мышечных волокон в
ответ на введение ионов калия, по оси абсцисс – десятичный логарифм концентрации тапсигаргина и циклопиазоно-
вой кислоты, добавленных в культуру мышечных клеток за 10 мин до начала эксперимента. 1 – Контроль, среднее зна-
чение (N = 18) процента мышечных сокращений в ответ на введение раствора с высоким содержанием ионов калия
(30 мМ), внизу – эмпирические кривые, описывающие ответы мышечных волокон после их предварительной инку-
бации с циклопиазоновой кислотой (2) и тапсигаргином (3), построенные с помощью Fit spline анализа статистиче-
ской программы GraphPad Prizm 3.02 Software Inc. Число повторных опытов в каждой точке двух нижних кривых – от
3 до 7. Разбросы – стандартная ошибка среднего (SE). б – Число сокращений изолированных мышечных клеток пла-
нарий, индуцированных 10–5 М серотонином (1) после предварительного культивирования с 10–5 М тапсигаргином
(2) и 10–5 М циклопиазоновой кислотой (3). Разбросы – стандартное отклонение.
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ства известных видов. Так, анатомия мышечной
системы была детально изучена только у несколь-
ких видов планарий – Dugesia japonica [23], G. tigri-
na, P. tenuis [21, 24], S. mediterranea [25]. Морфоло-
гия муcкулатуpы у планарий G. tigrina,S. mediterra-
nea и P. tenuis, используемых в настоящей работе,
имеет общие черты. Так, мышечная cтенка тела у
этих животных выcоко упоpядочена и pегуляpно
оpганизована: под наpужными кольцевыми мы-
шечными волокнами pаcполагаются внутpенние
пpодольные волокна, вмеcте они cоcтавляют
компактно упакованные cлои мышц. Немного-
численные и редко расположенные диагональ-
ные мышечные волокна локализуются между
продольными и кольцевыми слоями миофиб-
рилл. У G. tigrina расположение миофиламентов в
стенке тела менее плотное по сравнению с S. med-
iterranea. Наиболее компактно мышечные волок-
на упакованы у планарий P. tenuis, однако pаcпо-
ложение cлоев у G. tigrina не отличаетcя от таково-
го у P. tenuis. Доpзо-вентpальные мышечные
волокна более или менее pавномеpно пpонизыва-
ют вcе тело планарии. Настоящая работа показа-
ла консервативность общего плана строения му-
скулатуры тела у изучаемых видов планарий.

С помощью иммуноцитохимического метода
и специфических антител в нервной системе пла-
нарий P. littoralis были выявлены два нейропепти-
да – NPF и GNFFRFамид. Пространственное
расположение пептидергических структур позво-
лило описать базовую морфологию центральной
нервной системы у данного вида планарий [26, 27].
В доступной литературе сведений о наличии се-
ротонина в нервной системе P. littoralis не имеет-
ся. Серотонинергические клетки и волокна обна-
ружены в нервной системе некоторых других
близкородственных видов, например, Crenobia al-
pina, Microstomum lineare, Castrella truncate, S. medi-
terranea, Dendrocoelum lacteum, Planaria torva (для
ссылок см. [19]). У G. tigrina серотониновые ней-
роны были описаны в глотке [28] и центральной
нервной системе [19, 29].

В исследованиях, посвященных выявлению
серотонина у планарий, взаимодействие серото-
нинергических нервных волокон и мышечных
филаментов либо вообще не изучалось, либо
окраска мускулатуры в ходе идентификации се-
ротонинергических нервных элементов не прово-
дилась. Так, о тесном соседстве мышечных и
серотониновых нервных волокон у планарий
S. mediterranea есть упоминание в работе Цебрия
[30]. В работе [31] авторы наблюдали проникно-
вение тонких серотонин-иммунопозитивных
нервных волокон в глубь мускулатуры тела у пла-
нарий B. kewense. В настоящем исследовании,
проведенном с помощью высокоспецифического
окрашивания тканей антителами к серотонину и
гистохимического окрашивания мышечных фи-
ламентов флуоресцентно меченным фаллоиди-

ном, было продемонстрировано тесное взаимо-
расположение серотонинергических нервных
элементов (клеток и волокон) и мускулатуры тела
у трех видов планарий – P. tenuis, G. tigrina и
S. mediterranea. Полученные данные могут указы-
вать на важную роль нейромедиатора серотонина
в регуляции функциональной активности муску-
латуры планарий.

Роль серотонина в организме планарий мало
изучена. Имеются единичные работы, в которых
выяснялось участие серотонина в регуляции мы-
шечной или локомоторной активности. В этих
работах показано, что серотонин стимулирует би-
ение ресничек, покрывающих поверхность тела
планарий, и способствует их передвижению в во-
де [32], а также вызывает специфические движе-
ния (“сворачивания”, “скручивания”) при добав-
лении в воду [33]. В литературе же, касающейся
паразитических видов Platyhelminthes, ранее об-
суждалась роль серотонина как в индукции дви-
гательной активности целых червей [34], так и в
отношении мышечных препаратов или изолиро-
ванных мышечных волокон [35, 36]. Однако в си-
лу объективных трудностей работы с паразитиче-
скими видами, когда требуется большое количе-
ство животных для постановки физиологических
экспериментов, исследования носили нерегуляр-
ный характер, и точные механизмы действия се-
ротонина на мускулатуру не были определены.

Исследования, проводимые на планариях,
близких родственников паразитических червей,
которые введены в лабораторную культуру и до-
ступны в больших количествах для проведения
экспериментов, могут пролить свет на механизмы
мышечного сокращения у плоских червей. Мето-
дика получения жизнеспособных изолированных
мышечных волокон у планарий разработана в Ко-
ролевском Университете Белфаста (Queen’s Uni-
versity of Belfast, Великобритания). Эта процедура
позволила исследовать прямое действие тестиру-
емых веществ на отдельную мышечную клетку
без влияния окружающих ее тканей и нервных
импульсов. Pабота Mоннипени c соавторами [37]
была первой, в которой продемонстрировано ин-
дуцирующее влияние серотонина на сокращение
отдельной мышечной клетки планарий. Пред-
ставленные здесь данные – это продолжение на-
чатых исследований по изучению мышечного со-
кращения и идентификации серотониновых ре-
цепторов у планарий. Полученные результаты
подтвердили, что высокая концентрация ионов
калия и серотонин вызывают сокращение мы-
шечных волокон у P. littoralis. Исследования пока-
зали, что как серотонин-индуцированное, так и
вызванное деполяризацией мышечное сокраще-
ние зависит от внеклеточного кальция, посколь-
ку блокируется дигидропиридиновыми блокато-
рами кальциевых каналов (никардипином, нит-
рендипином и нифедипином). Тапсигаргин и
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циклопиазоновая кислота, специфические инги-
биторы Са2+-АТР-азы мембраны эндоплазмати-
ческого ретикулума, вызывающие пассивный вы-
ход Са2+ из внутриклеточных депо в цитозоль,
значительно уменьшали число мышечных сокра-
щений в ответ на высокую концентрацию ионов
калия (деполяризацию), но не влияли на серото-
нин-индуцированное сокращение. Таким обра-
зом, сокращение, вызванное серотонином, не за-
висело от запасов внутриклеточного кальция.
Результаты настоящего исследования свидетель-
ствуют о том, что у планарий присутствуют каль-
циевые ионные каналы (на момент проведения
опытов еще не выявленные), обладающие неко-
торыми свойствами кальциевых каналов позво-
ночных животных. Отсутствие ингибирующего
действия кальциевых блокаторов дилтиазема и
метоксиверапамила на сокращение мышечных
клеток планарий может указывать на то, что каль-
циевые каналы планарий отличаются от кальцие-
вых каналов позвоночных. Возбуждающее влияние
серотонина на мускулатуру планарий, зависящее
от внеклеточного кальция, но не зависящее от
внутриклеточных резервов кальция, указывает на
существование специфических серотониновых
рецепторов, механизм действия которых требует
дальнейшего изучения.

Помимо физиологических исследований, про-
веденные отдельные фармакологические и моле-
кулярно-биологические исследования также сви-
детельствуют о наличии серотониновых рецеп-
торов у свободноживущих и паразитических
плоских червей [38–43]. Высказаны предположе-
ния о том, что циклический AMP является по-
средником в осуществлении серотонином физио-
логического действия у планарий [38], однако са-
ми рецепторы на молекулярном уровне в то время
еще не были идентифицированы. Позднее у пла-
нарий D. japonica были выявлены четыре G-белок
сопряженных рецептора, получивших название
5HTLpla1–4, нуклеотидные последовательности
которых были полностью установлены. Эти по-
следовательности имели существенную гомоло-
гию с 5HT1A серотониновым рецептором челове-
ка и Drosophila5HTdrol рецептором дрозофилы
[39]. Еще один рецептор планарий DjSER-7 про-
демонстрировал высокое сродство к серотонину
при его встраивании в ооциты шпорцевой лягуш-
ки [40]. Недавно в геномных базах данных пара-
зитических трематод S. mansoni и свободноживу-
щих планарий S. mediterranea было выявлено
большое количество гептаспиральных рецепто-
ров, сопряженных с G-белками, из которых 24 у
S. mansoni и 66 у S. mediterranea рассматриваются
как возможные аминергические рецепторы [41, 42].
Показано снижение двигательной активности
взрослых шистосом (S. mansoni) при уменьшении
экспрессии одного из рецепторов серотонина
(5HTR7) в результате РНК интерференции [43].

Таким образом, проведенные нами иммуноцито-
химические и физиологические исследования,
наши предыдущие результаты [37] и имеющиеся
литературные сведения [39, 43] позволяют пред-
положить, что серотониновые рецепторы плана-
рий локализуются на мембране мышечных кле-
ток и опосредуют миостимулирующее действие
серотонина. Изучение механизмов действия се-
ротонина и типа рецепторов, через который этот
биогенный амин осуществляет свое влияние у
плоских червей, планарий, продолжается. Иссле-
дования, проводимые на этих относительно про-
стых организмах, позволяют получить фундамен-
тальную информацию о природе мышечного воз-
буждения и сокращения и его регуляторных
механизмах у животных, находящихся у истоков
эволюционного развития всех Bilateria.
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Investigation of the Physiological Role of Serotonin in Muscle Function in Planarian
N. D. Kreshchenko*

Institute of Cell Biophysics Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia
*e-mail: nkreshch@rambler.ru

In the present study, close spatial relationships between peripheral serotoninergic nerve elements and the
musculature of the body in planarian Polycelis tenuis, Schmidtea mediterranea, and Girardia tigrina have been
demonstrated using histo- and immunocytochemical methods and a confocal laser scanning microscopy.
Such localization of serotoninergic neurons and their fibers indicates an important role of serotonin in the
regulation of the muscle function in planarian. Investigation of the mechanisms of muscle contraction in pla-
narian have shown that depolarization caused by high concentration of K+ (15–100 mM) and application of
serotonin (10–4–10–9 М) induced contractions of isolated muscle fibers in P. littoralis. Potassium- and sero-
tonin-induced contractions of muscles were inhibited by dihydropyridine-type calcium channel blockers,
such as nicardipine, nitrendipine, and nifedipine, suggesting the dependence of the muscle contraction on
the external calcium entry. Tapsigargin and cyclopiazonic acid decreased the number of muscle cells con-
tracting in response to potassium ions but did not influence the serotonin-induced contractions. Thus, the
muscle contraction caused by serotonin did not depend on the intracellular calcium. The results provide ev-
idence of the presence of different types of receptors and ion channels mediating the muscle contraction in
planarians.

Keywords: planarian, musculature, serotonin, receptors, f luorescent microscopy
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Известно, что сродство α1-субъединицы Na+,K+-ATP-азы к кардиотоническим стероидам (КТС) у
грызунов примерно в 1000 раз меньше, чем у других млекопитающих. В клетках грызунов экспрес-
сируется α1-резистентная (α1R) к действию КТС изоформа Na+,K+-ATP-азы, в то время как в клет-
ках других млекопитающих – α1-чувствительная (sensitive) (α1S) изоформа. Ранее установлено, что
добавление уабаина в концентрациях, полностью ингибирующих α1-изоформу Na+,K+-ATP-азы,
приводит к смерти эндотелиальных и гладкомышечных клеток человека (α1S-Na+,K+-ATP-аза), но
не крысы (α1R-Na+,K+-ATP-аза). Ключевую роль в процессе выживания и смерти клеток играют
конформационные переходы, которые происходят при связывании КТС с ферментом. В данной ра-
боте был проведен анализ продуктов трипсинолиза α1-субъединицы в двух основных конформаци-
ях Na+,K+-ATP-азы (Е1 и Е2-P) для доказательства существования различий в конформации
α1R- и α1S-субъединиц Na+,K+-ATP-азы, которые индуцируются связыванием трех КТС: двух
карденолидов (уабаин, дигоксин) и одного буфадиенолида (маринобуфагенин). Обработка трипси-
ном α1S-Na+,K+-ATP-азы из почек свиньи в конформации Е1 приводит к существенному сниже-
нию количества α1S-субъединицы, появлению фрагментов с молекулярной массой 40, 35, 23 и
19 кДа. При преинкубации этого фермента с 1 мМ уабаина и дигоксина также наблюдается сниже-
ние количества α1S-субъединицы, увеличение количества полипептидного фрагмента с молекуляр-
ной массой около 40 кДа и существенное возрастание количества белка с молекулярной массой
35.5 кДа, который не обнаруживается после преинкубации фермента с маринобуфагенином (1 мМ).
В отсутствие КТС трипсинолиз α1S-Na+,K+-ATP-азы в конформации Е2-Р приводит к уменьше-
нию количества α1-субъединицы, увеличению количества продуктов протеолиза с молекулярной
массой 40 кДа и 35.5 кДа. Преинкубация фермента в этой конформации с любым из исследуемых
КТС вызывает появление большого количества дополнительного фрагмента с молекулярной мас-
сой 45 кДа. Преинкубация α1R-Na+,K+-ATP-азы из почек крысы с любым из исследованных КТС
не изменяет набора продуктов протеолиза и их молекулярной массы в случае пребывания фермента
в обеих конформациях (Е1 и Е2-Р). Предполагается, что структура центра связывания КТС и кон-
формационный ответ на их связывание с Na+,K+-ATP-азой в значительной степени определяются
первичной структурой ее α1-субъединицы.

Ключевые слова: Na+,K+-ATP-аза, конформация E1, конформация E2-P, кардиотонические стеро-
иды, трипсинолиз
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ВВЕДЕНИЕ

Na+,K+-ATP-аза – ATP-аза Р-типа, осуществ-
ляющая обмен трех ионов внутриклеточного на-
трия на два иона внеклеточного калия против

электрохимического градиента. В состав фермен-
та входят как минимум два типа субъединиц: ка-
талитическая α- и регуляторная β-субъединица с
молекулярными массами ~100 кДа и ~55–65 кДа
соответственно. В ходе катализа фермент пребы-
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вает в двух основных конформациях (Е1 и Е2),
которые обладают разным сродством к ионам на-
трия и калия. Для Е1-конформации характерно
более высокое сродство к Na+, для Е2 – к K+.
Процесс катализа сопряжен с переносом конце-
вой фосфорильной группы ATP на консерватив-
ный остаток аспарагиновой кислоты активного
центра фермента в конформации Е1 (с образова-
нием Е1-Р) с последующим переходом в конфор-
мацию Е2-Р и дефосфорилированием фермента,
индуцированным связыванием фермента с вне-
клеточным K+. Эти процессы сопряжены с пере-
носом катионов через мембрану [1, 2].

Каталитическая α-субъединица Na+,K+-ATP-
азы представлена четырьмя изоформами (α1–α4).
α1-изоформа экспрессируется во всех типах кле-
ток, экспрессия остальных изоформ тканеспеци-
фична [3]. В почках млекопитающих обнаружена
только α1-изоформа. Изоформы α-субъединицы
различаются по сродству к АТР, ионам-активато-
рам и специфическому ингибитору – уабаину,
принадлежащему к классу кардиотонических сте-
роидов (КТС) [4]. В клетках грызунов экспресси-
руется резистентная к КТС α1-изоформа (α1R)
Na+,K+-ATP-азы, сродство которой к этим инги-
биторам снижено в 1000 раз по сравнению с α1-чув-
ствительной (sensitive) изоформой Na+,K+-ATP-
азы (α1S), обнаруженной в клетках других млеко-
питающих. Это различие обусловлено заменой
в α1S-Na+,K+-ATP-азе двух аминокислотных
остатков: глутамина и аспарагина в позициях 111
и 122 на остатки аргинина и аспарагиновой кис-
лоты в α1R-Na+,K+-ATP-азе [5].

Среди КТС, в состав которых входит стероид-
ное ядро и лактоновое кольцо в 17-м положении,
выделяют две основных группы: карденолиды,
которые содержат 5-ти членный лактон, и буфа-
диенолиды, содержащие 6-ти членный лактон.
Большинство карденолидов в 3-м положении
стероидного ядра содержат остатки сахаров, бу-
фадиенолиды часто представляют собой аглико-
ны [4]. Карденолиды в значительных количествах
содержатся в растениях, тогда как буфадиеноли-
ды – у земноводных (в основном в слизи тропи-
ческих жаб). Недавно было обнаружено, что в не-
больших количествах КТС синтезируются в орга-
низмах млекопитающих, включая человека [6, 7].

КТС не только ингибируют Na+,K+-ATP-азу,
но, связавшись с ферментом, индуцируют раз-
личные сигнальные пути за счет связывания с
Na+,K+-ATP-азой белков-партнеров. Таким пу-
тем (независимо от ингибирования фермента) уа-
баин вызывает смерть эпителиальных клеток по-
чек собаки (линия C7-MDCK) [8, 9]. Это сопро-
вождается фосфорилированием р38 MAPK [8].
Однако у грызунов уабаин не вызывает смерти

клеток в концентрациях, которые полностью по-
давляют активность Na+,K+-ATP-азы, при этом
активируется другая MAPK - ERK½. Экспрессия
в клетках грызунов только α1-чувствительной
изоформы Na+,K+-ATP-азы приводит к смерти
клеток под действием уабаина. Эти данные поз-
волили предположить, что особенности в амино-
кислотной последовательности α1S- и α1R-изо-
форм Na+,K+-ATP-азы определяют различия в
конформациях фермента и, соответственно, при-
водят к связыванию с ними различных белков,
индуцируя в клетках грызунов и других млекопи-
тающих различные сигнальные каскады, один из
которых приводит к смерти клеток, а другой, на-
против, к их выживанию [10]. До настоящего
времени в литературе не описано различий в кон-
формации α1S- и α1R-изоформ Na+,K+-ATP-азы
при связывании с КТС.

Протеолиз является широко используемым
методом анализа общей структуры и конформа-
ции белков. В случае Na+,K+-ATP-азы для этих
целей часто используют трипсин, поскольку он
расщепляет только α-субъединицу фермента, не
затрагивая ее β-субъединицу [11]. Поэтому после
обработки фермента трипсином обнаруживаются
только пептидные фрагменты α-субъединицы.

Классическая картина трипсинолиза α-субъ-
единицы была описана Питером Йоргенсеном
(Peter Jørgensen) [12]. В конформации Е1 трипсин
осуществляет быстрый протеолиз пептидной свя-
зи перед Lys30 и более медленный перед Arg262.
В результате происходит накопление большого
протеолитического фрагмента с молекулярной
массой около 77 кДа и минорных фрагментов.
При трипсинолизе α-субъединицы Na+,K+-ATP-азы
в конформации E2 трипсин обеспечивает накоп-
ление полипептидов с молекулярной массой 58 и
41 кДа. При длительном протеолизе (30–60 мин)
обеих конформаций фермента наблюдается на-
копление фрагментов с молекулярной массой 44,
37, 23 и 15 кДа [13–15]. Эти эксперименты были
проведены на препаратах Na+,K+-ATP-азы из по-
чек кролика, собаки и свиньи при соотношении
трипсин/Na+,K+-ATP-аза = 1/25 или 1/20.

Цель настоящей работы заключается в доказа-
тельстве существования различий в конформа-
ции чувствительной и резистентной α1R- и
α1S-Na+,K+-ATP-азы, которые индуцируются
связыванием трех КТС: двух кардиенолидов (уа-
баин, дигоксин) и одного буфадиенолида (мари-
нобуфагенин). В качестве метода исследования
мы использовали ограниченный протеолиз
α1-субъединицы Na+,K+-ATP-азы, поскольку
известно, что изменение конформации может со-
провождаться экспозицией или маскировкой
участков протеолиза, доступных трипсину [13].
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реактивы. Трипсин бычий и ингибитор трип-

сина из плодов сои были куплены у фирмы
ПанЭко (Россия). Остальные реактивы были по-
ставлены компанией Sigma (США), ThermoScien-
tific (США), Bio-Rad (США).

Выделение фермента. Na+,K+-ATP-азу из на-
ружного медуллярного слоя почек свиньи и почек
крысы получали в соответствии с методами, опи-
санными ранее [16, 17]. Конечный осадок ресус-
пендировали в растворе, содержащем 25 мМ ими-
дазола (рН 7.5), 1 мМ EDTA, 0.25 М сахарозы, до
концентрации белка 5–10 мг/мл, после чего сус-
пензию разливали в пробирки по 20–50 мкл и
хранили в замороженном состоянии при –80°С.

Определение концентрации белка. Концентра-
цию белка определяли по методу Лоури и соавто-
ров [18]. Для растворения мембранных белков
вместо воды добавляли 0.1% раствор дезоксихо-
лата натрия. В качестве стандарта использовали
коммерческий раствор бычьего сывороточного
альбумина в концентрации 2 мг/мл (ThermoSci-
entific, США).

Определение активности Na+,K+-ATP-азы. Ак-
тивность Na+,K+-ATP-азы в полученных препа-
ратах определяли по методу Ратбуна и Бетлах [19],
измеряя накопление неорганического фосфата в
среде следующего состава: 130 мМ NaCl, 20 мМ
KCl, 3 мМ MgCl2, 3 мМ ATP, 30 мМ имидазола
(рН 7.4). Концентрация белка составляла 1–
5 мкг/мл. Реакцию начинали внесением АТР в
пробу. Более подробно этот метод описан нами
ранее [20].

Трипсинолиз. Трипсинолизу подвергали
Na+,K+-ATP-азу из почек свиньи и почек крысы,
которую предварительно переводили в Е1 или
Е2-Р конформацию. Для этого фермент разводи-
ли в 20 раз в буфере А (Е1-конформация) или бу-
фере Б (Е2-Р- конформация). Состав буфера А:
10 мМ NaCl, 30 мМ имидазола, 1 мМ EDTA
(рН 7.4); состав буфера Б: 30 мМ имидазола, 1 мМ
EDTA, 3 мМ MgCl2, 3 мМ Pi/Трис (рН 7.4). Далее
фермент преинкубировали 10 мин при температу-
ре 37°С с 1 мМ уабаина, дигоксина или маринобу-
фагенина. Трипсинолиз проводили в течение
5 или 10 мин при температуре 37°С. Соотношение
трипсин/Na+,K+-ATP-аза (w/w) составляло 1/10.
Протеолиз останавливали добавлением ингиби-
тора трипсина из соевых бобов в 2-х кратном из-
бытке по отношению к трипсину (w/w). Затем
проводили анализ триптических фрагментов
методом электрофореза в полиакриламидном
геле (ПААГ) в присутствии додецилсульфата на-
трия (SDS).

Электрофорез в полиакриламидном геле. Элек-
трофорез проводили в 6% концентрирующем и в

12% разделяющем ПААГ в присутствии SDS по
методу Лэммли [21]. Белки на геле окрашивали
Кумасси G-250. Образцы готовили на 4-х крат-
ном буфере, содержащем 250 мМ Трис-HCl
(рН 6.8), 8% SDS, 40% сахарозу и бромфеноловый
синий, затем прогревали в течение 15 мин при
50°С. Электрофорез проводили при силе тока:
25мА на одно стекло в концентрирующем геле и
50мА на одно стекло в разделяющем геле. Полу-
ченные гели сканировали и обрабатывали (денси-
тометрировали фрагменты протеолиза) с помо-
щью программного пакета TotalLab TL120.

Статистические различия. Статистические
различия определяли с помощью метода одно-
факторного дисперсионного анализа (One Way
ANOVA), различия считали статистически значи-
мыми при р < 0.01.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Препараты Na+,K+-ATP-азы, использованные

в нашей работе, были получены из медуллярного
слоя почек свиньи и крысы. Активность препа-
ратов Na+,K+-ATP-азы из почек свиньи и кры-
сы составляла 1800–2000 и 500–800 мкмоль
Фн/(мг белка в ч) соответственно при 37°C. Эта
активность полностью ингибировалась высоки-
ми концентрациями уабаина (1 мМ для фермента
из почек свиньи и 5 мМ для фермента из почек
крысы).

На гелях, полученных после проведения элек-
трофореза в ПААГ в присутствии SDS, препара-
тов из почек свиньи и крысы обнаруживается
белковая полоса с подвижностью, соответствую-
щей белку молекулярной массой около 100 кДа
(рис. 1а, 3а) и размытая полоса, соответствующая
белку с молекулярной массой 55–65 кДа. Белок с
молекулярной массой 100 кДа, обнаруженный в
обоих препаратах, при иммуноблоттинге окра-
шивался специфическими антителами против
α1-субъединицы (не показано). Это позволяет нам
идентифицировать эти белки как α- и β-субъедини-
цы Na+,K+-ATP-азы. В препарате Na+,K+-ATP-азы
из почек свиньи обнаруживаются и другие белки,
общее содержание которых, рассчитанное по ин-
тенсивности окрашивания Кумасси G-250, не
превышало 15%.

В препарате из почек крысы присутствовал
также белок с молекулярной массой около 130 кДа.
Наши попытки удалить его из препарата путем
внесения модификаций в процедуру выделения
не привели к успеху. Мы проанализировали бел-
ки этой полосы с использованием метода хрома-
то-масс-спектрометрии (LC/MS) и обнаружили
пептидные фрагменты трех белков: α-субъедини-
цы Na+,K+-ATP-азы, аланиламинопептидазы и
мембранной аланиламинопептидазы. При обра-
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ботке фермента трипсином количество белка в
этой полосе уменьшалось незначительно (рис. 3),
таким образом, его протеолиз не изменял общую
картину трипсинолиза α-субъединицы.

В нашей работе соотношение трип-
син/Na+,K+-ATP-аза (w/w) составляло 1/10, а
время инкубации с трипсином – 5 мин. Это обу-
словлено тем, что связывание КТС значительно
увеличивает скорость трипсинолиза [17].

На рис. 1 представлены данные электрофоре-
тического анализа продуктов трипсинолиза, по-
лученных из α1S-субъединицы Na+,K+-ATP-азы
почек свиньи в конформации Е1 (соотношение
трипсин/Na+,K+-ATP-аза 1/10, 5 мин при 37°С).
Видно, что интенсивность окрашивания α1S-
Na+,K+-ATP-азы (~100 кДа) после протеолиза су-
щественно снижается (дорожки 1 и 3). При этом
образуется пептидный фрагмент с молекулярной
массой около 40 кДа и небольшое количество
пептидного фрагмента с молекулярной массой
35.5 кДа. В небольших количествах появляются
еще два пептидных фрагмента с молекулярными
массами около 23 и 19 кДа, которые отсутствова-
ли в препарате фермента до протеолиза.

Преинкубация фермента из почек свиньи с уа-
баином и дигоксином в концентрациях, полно-
стью ингибирующих Na+,K+-ATP-азу (1 мМ),
приводит к существенному и практически одина-
ковому снижению количества α1S-субъединицы

Na+,K+-ATP-азы и увеличению количества поли-
пептидного фрагмента с молекулярной массой
около 40 кДа. В то же время в результате преинку-
бации Na+,K+-ATP-азы с карденолидами уабаи-
ном и дигоксином существенно возрастает коли-
чество белка с молекулярной массой 35.5 кДа.
Этот белок не обнаруживается после преинкуба-
ции фермента с буфадиенолидом маринобуфаге-
нином и последующего трипсинолиза (рис. 1а,
дорожка 6). Таким образом, в присутствии карде-
нолидов на поверхности белка экспонируется до-
полнительный участок расщепления полипеп-
тидной цепи трипсином, который недоступен для
протеолиза, если фермент преинкубирован с ма-
ринобуфагенином. Это означает, что конформа-
ция α-субъединицы Na+,K+-ATP-азы после ее
связывания с уабаином и дигоксином отличается
от конформации, индуцированной связыванием
маринобуфагенина.

На рис. 2 представлены результаты, полученные
при электрофоретическом разделении продуктов
протеолиза α1-субъединицы Na+,K+-ATP-азы из
почек свиньи в конформации Е2-Р (условия
трипсинолиза такие же, как на рис. 1). В результа-
те протеолиза в отсутствие КТС наблюдается
уменьшение количества α1-субъединицы, увели-
чивается количество продуктов протеолиза с мо-
лекулярной массой 40 кДа и 35.5 кДа. Но преин-
кубация с любым из исследуемых кардиотониче-

Рис. 1. Результаты трипсинолиза α1S-Na+,K+-ATP-азы из почек свиньи в конформации Е1 в присутствии КТС (1 мМ).
Время трипсинолиза 5 мин при 37°С. Соотношение Na+,K+-ATP-аза/трипсин 10/1. а – Результаты разделения препа-
рата белков и протеолитических фрагментов α1S-Na+,K+-ATP-азы методом электрофореза в ПААГ в присутствии
SDS. На дорожки нанесены: 1 – исходный препарат Na+,K+-ATP-азы (7.7 мкг); 2 – трипсин и ингибитор трипсина;
3 – Na+,K+-ATP-аза и трипсин; 4 – комплекс Na+,K+-ATP-аза–уабаин и трипсин; 5 – комплекс Na+,K+-ATP-аза–
дигоксин и трипсин; 6 – комплекс Na+,K+-ATP-аза–маринобуфагенин и трипсин. б – Интенсивность окрашивания
белковых полос, соответствующих α1-субъединице Na+,K+-ATP-азы и ее пептидных фрагментов с молекулярной
массой 40 и 35.5 кДа. Представлены результаты трех экспериментов, показаны стандартные отклонения; * – p < 0.01.
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ских стероидов приводит к появлению большого
количества дополнительного фрагмента с моле-
кулярной массой 45 кДа. Это показывает, что в
конформации Е2-Р связывание любого из кар-
диотонических стероидов обеспечивает одинако-
вое изменение конформации α1-субъединицы
фермента.

При протеолизе α1R- Na+,K+-ATP-азы из по-
чек крысы в конформации Е1 и Е2-Р мы наблю-
дали образование фрагментов с молекулярными
массами 40 кДа и не обнаружили появления фраг-
ментов с молекулярной массой 35.5 кДа. Преин-
кубация фермента с любым кардиотоническим
стероидом не изменяла набора продуктов протео-
лиза и их молекулярной массы в случае пребыва-
ния фермента в обеих конформациях (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные нами данные по протеолизу
α1R-Na+,K+-ATP-азы из почек свиньи отлича-
ются от данных, полученных ранее другими авто-
рами: мы обнаружили, что под действием трипси-
на α-субъединица расщепляется с получением в
основном фрагмента с молекулярной массой
40 кДа и небольших количеств пептидных фраг-

ментов с молекулярной массой 35.5 кД, 23 и
19 кДа (причем в количественном отношении
преобладает фрагмент с молекулярной массой
около 40 кДа). Другие авторы сообщают о получе-
нии фрагментов с молекулярными массами 44,
37, 23 и 15 кДа. Однако различия в 3–4 кДа в вели-
чине молекулярных масс белков, определенных
по электрофоретической подвижности, находят-
ся в пределах ошибки самого метода. Поэтому
можно полагать, что получены те же самые поли-
пептиды, о которых сообщали другие авторы [13–15].
Доказать, что наши результаты не отличаются от
результатов предшественников, можно лишь пу-
тем определения N-концевой последовательно-
сти этих пептидов, однако это не являлось целью
нашего исследования. Более того, эти авторы не
идентифицировали указанные фрагменты таким
способом.

В результате нашей работы установлено, что
при протеолизе Na+,K+-ATP-азы из почек свиньи
в конформации Е1 (но не Е2-P) образуется стати-
стически значимое количество пептида с молеку-
лярной массой около 35.5 кДа только в том слу-
чае, если с ферментом связаны карденолиды
уабаин или дигоксин, но не буфадиенолид мари-
нобуфагенин. В присутствии маринобуфагенина

Рис. 2. Результаты трипсинолиза α1S-Na+,K+-ATP-азы из почек свиньи в конформации Е2-Р в присутствии КТС (1 мМ).
Время трипсинолиза 5 мин при 37°С. Соотношение Na+,K+-ATP-азы/трипсин 10/1. а – Результаты разделения пре-
парата белков и протеолитических фрагментов α1S-Na+,K+-ATP-азы методом электрофореза в ПААГ в присутствии
SDS. На дорожки нанесены: 1 – трипсин и ингибитор трипсина; 2 – исходный препарат Na+,K+-ATP-азы (7.7 мкг);
3 – Na+,K+-ATP-аза и трипсин; 4 – комплекс Na+,K+-ATP-аза–уабаин и трипсин; 5 – комплекс Na+,K+-ATP-аза–
дигоксин и трипсин; 6 – комплекс Na+,K+-ATP-аза–маринобуфагенин и трипсин. б – Интенсивность окрашивания
белковых полос, соответствующих α1-субъединице Na+,K+-ATP-азы и ее пептидных фрагментов с молекулярной
массой 45 и 40 кДа. Представлены результаты трех экспериментов, показаны стандартные отклонения; * – p < 0.01.
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этот фрагмент при трипсинолизе вообще не обра-
зуется. Это позволяет считать, что маринобуфаге-
нин при связывании с Na+,K+-ATP-азой (по
крайней мере, в Е1-конформации) обеспечивает
создание конформации, отличной от таковой,
что создается в присутствие уабаина и дигоксина.
Это согласуется с другими нашими данными, по-
лученными на клеточной культуре MDCK [22].
Ранее мы показали, что уабаин индуцирует
смерть клеток эпителия почек при значительно
более низкой концентрации, чем маринобуфаге-
нин. Возможно, это обусловлено тем, что мари-
нобуфагенин, связываясь с Na+,K+-ATP-азой не
способен создавать конформацию необходимую
для связывания с белком-партнером, который
индуцирует сигнальный каскад, приводящий к
гибели клетки.

Также нами установлено отсутствие различий
в продуктах протеолиза, полученных после трип-
синолиза комплекса Na+,K+-ATP-азы из почек
крысы со всеми тремя исследованными КТС, как
в конформации Е1, так и в конформации Е2-P. Эти
данные показывают, что α1S- и α1R-изоформы
фермента различаются не только по их чувствитель-
ности к КТС, но и по их способности переходить
вследствие связывания КТС в конформацию, кото-
рая характерна для Na+,K+-ATP-азы из почек сви-
ньи и, по-видимому, необходима для связывания
нужного белка-партнера. Именно по этой причине

α1S- и α1R-изоформы Na+,K+-ATP-азы после их
связывания с КТС способны, по-видимому, ини-
циировать различные сигнальные каскады.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке гранта РФФИ № 18-34-00308.
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Binding of Ouabain, Digoxin, or Marinobufagenin Induces Different
Conformational Changes in Kidney α1-Na,K-ATPase Isoforms, Resistant

and Sensitive to Cardiotonic Steroids
А. М. Tverskoi1, V. А. Lokteva2, S. N. Orlov1, 3, 4, О. D. Lopina1, *
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The affinity of rodent Na,K-ATPase α1-subunit to cardiotonic steroids (CTS) is known to be approximately
1000-fold less than the affinity of Na,K-ATPase α1-subunit from other mammals. The CTS-resistant iso-
form of Na,K-ATPase α1-subunit (α1R) is expressed in rodent cells, in contrast to the CTS-sensitive isoform
of the α1-subunit (α1S), which is expressed in cells of other mammals. Earlier we have established that incu-
bation with ouabain in concentrations that completely suppressed the activity of Na,K-ATPase α1-isoform
(α1S-Na,K-АТPase) led to a death of human endothelial and smooth muscle cells but did not affect the sur-
vival of rat cells expressing α1R-Na,K-АТPase. Conformational transitions that are induced by CTS binding
to Na,K-ATPase play a key role in the process of cell survival. To reveal differences in the CTS-induced con-
formational changes of α1R- and α1S-Na,K-ATPase isoforms, we used three different CTS (two cardene-
lids, ouabain and digoxin, and one bufadienolid, marinobufagenin) and analyzed the trypsinolysis products
of α1-subunits in two main conformations of Na,K-АТРase (Е1 and Е2-P). The treatment of the pig kidney
α1S-Na,K-АТPase in Е1 conformation by trypsin results in a significant decrease of the amount of α1S-subunit
and in the appearance of protein fragments with molecular masses of about 40, 35, 23, and 19 kDa. Preincubation
of Na,K-АТРase in Е1 conformation with ouabain or with digoxin (1 mM) leads to a decrease of the amount of
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α1S-subunit, increase of the amount of polypeptide fragment with molecular mass of about 40 kDa, and a signif-
icant rise of the amount of fragment with molecular mass of about 35.5 kDa, which was not found after the prein-
cubation of the Na,K-АТРase in Е1 conformation with marinobufagenin (1 mM). In the absence of CTS the tryp-
sinolysis of α1S-Na,K-АТPase in E2-P conformation results in a decrease of the amount of α1S-subunit and an
increase of the amount of proteolytic products with molecular mass of about 40 and 35.5 kDa. Preincubation of
the Na,K-АТРase in E2-P conformation in the presence of any of the CTS studied induces the appearance
of big amount of an additional peptide fragment with molecular mass of about 45 kDa. Preincubation of α1R-
Na,K-ATPase from rat kidney with any of the CTS does not change the composition of proteolytic products
and their molecular masses in either E1 or E2-P conformation. The results suggest that the structure of the CTS-
binding site and a conformational response of α1-Na,K-ATPase to binding of CTS is mainly determined by the
primary structure of the CTS-resistant and CTS-sensitive α1-subunits of the Na,K-АТРase.

Keywords: Na,K-ATPase, сonformation E1, сonformation E2-P, cardiotonic steroids, trypsinolysis
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Тиреоидные гормоны повышают сократимость сердца, что связано с их влиянием на Са2+-гомео-
стаз кардиомиоцитов. Дейодиназа 2 типа (D2), обеспечивающая локальный синтез Т3 из Т4, необ-
ходима для адаптации скелетных мышц к аэробной нагрузке, однако в миокарде ее роль не изучена.
Целью работы было оценить влияние физической тренировки на уровни экспрессии генов, регули-
рующих сократительную функцию сердца, и изучить взаимосвязь содержания мРНК этих генов с
показателями системной и локальной продукции Т3. Самцов крыс Вистар содержали в клетках с бе-
говыми колесами в течение 8 недель, затем от них получали образцы сыворотки крови (для опреде-
ления гормонов методом ИФА) и мышечной ткани (для определения содержания мРНК методом
количественной ПЦР с обратной транскрипцией). Тренировка сопровождалась умеренной гипер-
трофией камбаловидной мышцы и повышением содержания в ней мРНК цитратсинтазы. Масса
желудочков сердца и уровни экспрессии мРНК αMHC и βMHC, β1-адренорецепторов, Cav1.2,
Serca2, RyR2 и PLB не различались у тренированной и контрольной групп крыс. Содержание сво-
бодного Т3 в крови крыс и экспрессия мРНК D2 в миокарде левого желудочка увеличивались в
результате тренировки, при этом между этими показателями была выявлена отрицательная кор-
реляция. У тренированных, но не контрольных крыс наблюдались положительные корреляции со-
держания мРНК Serca2, Cav1.2 и RyR2 с содержанием мРНК D2, но не с уровнем свободного Т3 в
крови. Наличие таких корреляций предполагает, что адаптивные изменения миокарда при физиче-
ской тренировке обусловлены влиянием локально синтезируемого Т3, а не повышением его систем-
ной продукции.

Ключевые слова: кальциевый гомеостаз, кардиомиоциты, дейодиназа 2, тиреоидные гормоны,
физическая тренировка
DOI: 10.31857/S0233475520010041

ВВЕДЕНИЕ
Гормоны щитовидной железы – тироксин (Т4)

и трийодтиронин (Т3) – играют важную роль в ре-
гуляции многих функций организма, в том числе
работы сердечно-сосудистой системы. Хорошо
известно, что тиреоидные гормоны повышают
сократимость миокарда и что этот эффект обу-
словлен влиянием этих гормонов на сократитель-
ный аппарат кардиомиоцитов и механизмы, от-

ветственные за регуляцию цитоплазматической
концентрации Са2+ [1].Тиреоидные гормоны уве-
личивают экспрессию гена сердечной изоформы
миозина αMHC, которая обладает более высокой
ATP-азной активностью, и снижают экспрессию
гена βMHC. Они повышают экспрессию гена ри-
анодиновых рецепторов (RyR2), которые форми-
руют Са2+-каналы саркоплазматического ретику-
лума, и гена Ca2+-зависимой ATP-азы (Serca2),

УДК 612.176.4
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которая обеспечивает закачку Са2+ в депо и уско-
рение расслабления кардиомиоцитов [2–4].
Кроме того, Т3 потенцирует инотропные эффек-
ты катехоламинов путем стимуляции экспрессии
β1-адренорецепторов (β1-AR) [2, 5, 6].

Долговременные эффекты тиреоидных гормо-
нов в кардиомиоцитах опосредованы ядерными
рецепторами и связаны с изменением транскрип-
ции генов с гормон-чувствительными последова-
тельностями в промоторном регионе [7]. T3 по
сравнению с Т4 более активен, поскольку облада-
ет более высоким сродством к ядерным рецепто-
рам, в том числе к рецептору TRα1, ключевой ми-
шени тиреоидных гормонов в кардиомиоцах [4, 8].
Локальный синтез Т3 из Т4 в кардиомиоцитах
обеспечивает дейодиназа 2 типа (D2) [4, 9], в свя-
зи с этим этот фермент является важным участни-
ком тиреоидной регуляции сердца.

Физическая тренировка в аэробном режиме
нагрузки повышает выносливость скелетных
мышц и оказывает благоприятное влияние на ра-
боту сердца [10–12], что, среди прочих механиз-
мов, может быть связано с влиянием тиреоидных
гормонов. С одной стороны, физическая нагруз-
ка изменяет работу гипоталамо-гипофизарно-ти-
реоидной оси, продукцию гормонов щитовидной
железой и их потребление тканями [13–15].
С другой стороны, локальный синтез T3 с участи-
ем D2 является необходимым условием адаптив-
ного повышения экспрессии генов в работающих
скелетных мышцах [16], однако в сердце такая
регуляторная роль D2 пока не изучена. Таким
образом, вопрос об источниках Т3 и его роли в из-
менении транскриптома кардиомиоцитов при
аэробной нагрузке пока остается открытым.

Целью нашей работы было оценить влияние
физической тренировки на уровни экспрессии
генов, регулирующих сократительную функцию
сердца, и изучить взаимосвязь содержания мРНК
этих генов с показателями системной и локаль-
ной продукции Т3: содержанием Т3 в крови и экс-
прессией D2 в миокарде, соответственно.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные. Исследования проводили на сам-

цах крыс Вистар по пpотоколу, одобренному ко-
миссией по биомедицинcкой этике ГНЦ PФ –
ИМБП PАН. Животных содержали в помещении
вивария с контролируемой температурой и свето-
вым циклом 12/12 ч (включение освещения – 900,
выключение – 2100). Воду и корм для грызунов
(ООО “Лабораторкорм”, Москва) крысы получа-
ли ad libitum.

Физическая тренировка крыс. Тренировку крыс
проводили в режиме произвольного бега с ис-
пользованием разработанного нами аппаратно-

программного комплекса [17]. В возрасте 5 недель
крыс попарно помещали в клетки стандарта T3 с
беговым колесом для адаптации к эксперимен-
тальным условиям. Через неделю крыс рассажи-
вали индивидуально в клетки без бегового колеса
(группа “Контроль”) или в клетки с постоянным
доступом к колесу (группа “Тренировка”). На
ободе колеса диаметрально друг относительно
друга были установлены два магнита для детек-
ции каждого полуоборота колеса. Для непрерыв-
ной регистрации и анализа показателей беговой
активности крыс использовали оригинальное
программное обеспечение. Длительность трени-
ровочного цикла составила 8 недель.

Анализ содержания гормонов в крови. Для опре-
деления содержания тиреоидных гормонов у
крыс из надреза кончика хвоста под местной ане-
стезией брали пробы смешанной крови (500 мкл).
Из образцов крови получали сыворотку и замора-
живали ее при –20°С [17, 18]. Определение содер-
жания общего Т4 и свободного Т3 в сыворотке
крови проводили методом иммуноферментного
анализа с использованием наборов ЗАО “НВО
Иммунотех” (Россия).

Получение образцов мышечной ткани. Взятие
тканей проводили строго в одно и то же время су-
ток (с 9.00 до 9.30 утра). За 20 ч до получения об-
разцов мышечной ткани беговые колеса были
удалены из экспериментальных установок для
исключения острого (краткосрочного) влияния
физической нагрузки на экспрессию генов. Крыс
наркотизировали CO2 и декапитировали гильоти-
ной, затем выделяли и взвешивали желудочки
сердца (правый отдельно, левый с перегородкой)
и камбаловидную мышцу. Образцы ткани левого
желудочка и камбаловидной мышцы заморажи-
вали в жидком азоте и хранили при –70°С до про-
ведения исследований экспрессии генов.

Исследование уровня экспрессии генов (количе-
ственная ПЦР с обратной транскрипцией). Экс-
тракцию тотальной РНК из образцов мышечной
ткани проводили с помощью набора Clean RNA
Standard (Евроген, Россия) по протоколу произ-
водителя с некоторыми модификациями. Кон-
центрацию нуклеиновых кислот в полученных
образцах измеряли с помощью спектрофотометра
(NanoDrop 2000, The Thermo Scientific, США).
Полученные образцы РНК были обработаны
ДНКазой I (Fermentas, США) в соответствии с
рекомендациями производителя. Для синтеза
комплементарной ДНК (кДНК) проводили об-
ратную транскрипцию с тотальной РНК (200 нг) с
использованием набора реактивов MMLV RT kit
(Евроген, Россия) и праймеров со случайными
последовательностями нуклеотидов длиной 6 п.н.
согласно прилагаемой инструкции. Синтезиро-
ванную кДНК хранили при –70°С до проведения
количественной ПЦР.
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Праймеры для проведения ПЦР были синте-
зированы в ЗАО Евроген (Россия). Последова-
тельности прямых и обратных праймеров для це-
левых и референсных генов приведены в табл. 1.
ПЦР в реальном времени проводили в амплифи-
каторе Rotor Gene 6000 (Corbett Research, Австра-
лия). Программа амплификации включала на-
чальную денатурацию при 95°С (10 мин), 40 цик-
лов ПЦР (30 с при 95°С, 30 с при 60°С и 60 с при
72°С) и заключительную инкубацию при 72°С
(10 мин).

Определение количества мРНК исследуемых
генов относительно мРНК референсных генов
(среднее геометрическое по трем генам – GAPDH,
β-актин и циклофилин) было выполнено мето-
дом ΔΔCt. Содержание мРНК каждого из генов в
образце мышечной ткани тренированных крыс
выражали в процентах относительно среднего со-
держания соответствующей мРНК у контроль-
ных крыс.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием непараметрических кри-

териев Манна–Уитни и Вилкоксона. Для корреля-
ционного анализа данных вычисляли непарамет-
рический коэффициент корреляции Спирмена.
Pазличия cчитали cтатиcтичеcки значимыми пpи
p < 0.05. Данные в тексте, в таблицах и на рисун-
ках приведены в виде медианы и межквартильно-
го размаха, n – объем выборки.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В течение тренировочного цикла крысы про-
являли беговую активность в темное время суток.
За 8 недель тренировки суммарный пробег соста-
вил 142.7 (93.5; 261.8) км, суммарное время бега –
76.2 (60.3; 119.3) ч, а средняя скорость в интерва-
лах бега – 29.6 (24.5; 34.3) м/мин. Масса тела крыс
к концу эксперимента значительно увеличилась,
но не различалась между группами. Вместе с тем
относительная масса камбаловидной мышцы у
тренированных крыс была увеличена по сравне-
нию с контролем (табл. 2). Уровень экспрессии
мРНК цитратсинтазы в этой мышце у бегающих

Таблица 1. Последовательности праймеров и размеры продуктов ПЦР

Примечание: D2 – дейодиназа 2 типа, β1-AR – β1-адренорецепторы, RyR2 – рианодиновые рецепторы типа 2, PLB – фосфо-
ламбан, п.н. – пары нуклеотидов.

Ген Белок Последовательность праймеров (5'-3') Размер ампликона, п.н.

Gapdh GAPDH Прямой: CCATCAAGGACCCCTTCATT
Обратный: CACCAGCATCACCCCATTT

157

Actb β-Актин Прямой: CAGGGTGTGATGGTGGGTATGG
Обратный: AGTTGGTGACAATGCCGTGTTC

115

Ppia Циклофилин Прямой: TGGATGGCAAGCATGTGGTCTTTG
Обратный: CTTCTTGCTGGTCTTGCCATT CCT

101

Cs Цитратсинтаза Прямой: GTACTATGGCATGACGGAGATG
Обратный: TCCGTGCTCATGGACTTG

134

Myh6 αMHC Прямой: ACAGAGTGCTTCGTGCCTGAT
Обратный: CGAATTTCGGAGGGTTCTGC

151

Myh7 βMHC Прямой: CTACCCAACCCTAAGGATGCCT
Обратный: TTGTGTTTCTGCCTAAGGTGC

75

Dio2 D2 Прямой: CTTTGAACGTGTGTGCATCGT
Обратный: TCTCCAGCCAACTTCGGACTT

100

Thra THRα1 Прямой: GCCCTTACTCACCCCTACA
Обратный: TAAGCCAAGCCAAGCTGTCCT

133

Adrb1 β1-AR Прямой: CATCATGGGTGTGTTCACGCTCTG
Обратный: GCGTAGCCCAGCCAGTTGAAGAA

120

Cacna1c Cav 1.2 Прямой: CATCTCCATCACCTTCTTCC
Обратный: AAATACCTGCATCCCAATCAC

181

Atp2a2 Serca2 Прямой: CGAGTTGAACCTTCCCACAA
Обратный: AGGAGATGAGGTAGCGGATGAA

268

Ryr2 RyR2 Прямой: GAGAGCCCGGAAGCTCTGAA
Обратный: GGCAACTCCATGGCACACAC

132

Pln PLB Прямой: AACTAAACAGTCTGCATTGTGACGA
Обратный: GCCGAGCGAGTAAGGTATTGGA

178
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крыс был вдвое выше, чем в контрольной группе:
205.8 (178.5; 243.5)% и 100.0 (75.6; 146.5)%, соот-
ветственно (p < 0.05).

Относительная масса желудочков сердца у тре-
нированных и контрольных животных не разли-
чалась (табл. 2). Также не выявлено межгруппо-
вых различий в уровне экспрессии сердечных
изоформ миозина (αMHC и βMHC) (рис. 1).

Содержание общего Т4 в крови (показатель
секреторной активности щитовидной железы) в
результате тренировки не изменилось, но содер-
жание свободного Т3 (активная форма гормона)
заметно увеличилось в результате тренировки
(табл. 2). Уровни экспрессии мРНК TRα1 у двух
групп крыс не различались (рис. 1). Однако у тре-
нированных крыс наблюдалось двукратное повы-
шение экспрессии мРНК D2 по сравнению с кон-

тролем (рис. 1). При этом в группе “Тренировка”
была выявлена отрицательная корреляция между
уровнем T3 в крови и экспрессией мРНК D2 в
миокарде (рис. 2а). В группе “Контроль” такой
зависимости не наблюдалось, по всей видимости,
в связи с низкой вариабельностью у контрольных
крыс как уровня T3, так и экспрессии D2 (рис. 2а).

В нашей работе не было обнаружено статисти-
чески значимых изменений содержания мРНК
β1-AR, Cav 1.2, Serca2, RyR2 и PLB в миокарде
тренированных крыс, однако у большинства жи-
вотных уровни экспрессии Cav 1.2, Serca2 и RyR2
превышали средний уровень в контроле (рис. 1).
В связи с этим представлялось интересным ис-
следовать взаимосвязи содержания мРНК этих
генов и D2 в миокарде. В группе “Тренировка”
были выявлены положительные корреляции со-
держания мРНК D2 и Serca2 (рис. 2б), D2 и

Таблица 2. Моpфометpичеcкие показатели и cодеpжание тиреоидных гормонов в cывоpотке крови контpольныx
и тренированных крыс

Примечание: *p < 0.05 по сравнению с контрольной группой (критерий Манна–Уитни), #p < 0.05 по сравнению со значением
в начале эксперимента (критерий Вилкоксона).

Контроль (n = 7) Тренировка (n = 9)

Масса тела, г
В начале эксперимента 99.0 (90.0; 111.0) 90.0 (80.0; 125.3)
В конце эксперимента 351.0 (320.0; 385.0)# 357.5 (339.0; 398.5)#

Относительная масса органов, мг/100 г массы тела
Камбаловидная мышца 35.8 (34.2; 40.6) 43.0 (40.8; 44.8)*
Правый желудочек 53.1 (48.5; 53.8) 54.3 (51.5; 57.2)
Левый желудочек 231.3 (225.1; 242.4) 243.6 (222.8; 253.4)

Содержание тиреоидных гормонов в сыворотке крови
Общий T4, нмоль/л 78.3 (77.6; 88.5) 87.1 (81.8; 92.5)
Свободный T3, пмоль/л 4.3 (2.9; 5.6) 6.2 (4.5; 7.6)*

Рис. 1. Относительные уровни экспрессии генов в миокарде левого желудочка у контрольных (n = 7) и тренированных
(n = 9) крыс. За 100% принято среднее значение содержания мРНК данного гена в контрольной группе. *р < 0.05 по
сравнению с контролем (критерий Манна–Уитни).
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Cav 1.2 (рис. 2в), а также D2 и RyR2 (рис. 2г).
В контрольной группе ни для одного из перечис-
ленных выше генов не было выявлено статисти-
чески значимой корреляции с экспрессией гена
D2, что также может объясняться низкой внутри-
групповой вариабельностью показателей.

Следует также отметить, что ни в одной из экс-
периментальных групп не было выявлено корре-
ляции между содержанием мРНК генов-регуля-
торов кальциевого гомеостаза кардиомиоцитов и
содержанием свободного Т3 в крови. Коэффици-
енты корреляции с уровнем свободного Т3 для со-
держания мРНК RyR2, Cav 1.2 и Serca2 составили
–0.45 (p = 0.230), –0.48 (p = 0.188) и –0.54 (p =
= 0.127) соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ

В результате произвольной беговой трениров-
ки у крыс выявлены изменения тиреоидной регу-

ляции как на системном, так и на локальном
уровне: повышение содержания Т3 в крови и
уровня экспрессии мРНК D2 в миокарде левого
желудочка, соответственно. При этом у трениро-
ванных, но не контрольных крыс содержание
мРНК трех генов-регуляторов кальциевого го-
меостаза кардиомиоцитов положительно корре-
лировало с миокардиальным уровнем экспрес-
сии D2, но не с системным уровнем Т3.

Прежде всего следует отметить, что в результа-
те использованной нами методики тренировки
(произвольный бег в колесе) у крыс наблюдалась
умеренная гипертрофия локомоторной (камба-
ловидной) мышцы и повышение в ней экспрес-
сии мРНК цитратсинтазы. В нашей предыдущей
работе, где применялась аналогичная методика
тренировки крыс, в локомоторной мышце бы-
ло выявлено выраженное повышение белков
OXPHOS, принадлежащих к различным ком-
плексам дыхательной цепи митохондрий [19].

Рис. 2. Взаимосвязь показателей тиреоидного статуса и генной экспрессии в группах “Контроль” (белые кружки, n = 7)
и “Тренировка” (черные кружки, n = 9). а – Корреляция содержания свободного T3 в крови и мРНК дейодиназы 2
(D2) в миокарде. б, в, г – Корреляция содержания мРНК D2 и мРНК Ca2+-зависимой ATP-азы (Serca2, б), мРНК α1
субъединицы потенциал-управляемых кальциевых каналов L-типа (Cav 1.2, в) и мРНК рианодиновых рецепторов 2
типа (RyR2, г). r – Коэффициент корреляции Спирмена, p – уровень статистической значимости.
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Сходные результаты описаны и другими автора-
ми [20, 21]. В совокупности эти данные говорят об
эффективном влиянии произвольной беговой
тренировки на окислительный потенциал локо-
моторных мышц.

В нашей работе после произвольной беговой
тренировки у крыс наблюдалось увеличение со-
держания Т3 в крови. Предыдущие работы гово-
рят, что влияние физической тренировки на со-
стояние гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной
оси зависит от параметров и субъективной пере-
носимости нагрузки. Так, в экспериментах на
крысах интенсивная тренировка на беговой до-
рожке может сопровождаться снижением содер-
жания в крови тиреотропного гормона, Т4 и Т3 [22],
тогда как тренировка в бесстрессовых условиях
(произвольный бег в колесе) не вызывает таких
изменений [14].

Следует отметить, что повышение свободного Т3
в крови крыс наблюдалось на фоне неизменного
уровня Т4, который отражает общую секреторную
активность щитовидной железы. Такое соотно-
шение уровней двух форм тиреоидных гормонов
может быть связано с влиянием физической тре-
нировки на экспрессию и активность дейодиназы
первого типа (D1). D1 локализована в щитовид-
ной железе, печени и почках и является основ-
ным источником циркулирующего в крови Т3, в
отличие от D2, которая синтезирует Т3 преиму-
щественно для собственных нужд клетки [9, 23].
Вторым объяснением может служить изменение
содержания или же некоторое превышение бу-
ферной емкости белков-переносчиков тиреоид-
ных гормонов в крови тренированных крыс при
повышении содержания Т3. К сожалению, на ос-
новании измерения только двух форм тиреоид-
ных гормонов мы не можем сказать, какое из при-
веденных выше объяснений верное. Отметим,
что повышение циркулирующего Т3 в крови было
недостаточным для ингибирования тиреоидной
оси по механизму отрицательной обратной связи.

Повышение содержания свободного Т3 в кро-
ви является предпосылкой для его влияния на
экспрессию генов в миокарде. Среди многочис-
ленных мишеней Т3 в кардиомиоцитах наиболее
интересными для нас были ген D2, а также гены-
регуляторы обмена Са2+ в кардиомиоцитах. Из-
вестно, что тиреоидные гормоны подавляют экс-
прессию гена D2 [24]. В связи с этим вполне зако-
номерна выявленная нами в группе тренирован-
ных крыс отрицательная корреляция между
системным уровнем свободного Т3 и содержани-
ем мРНК D2 в миокарде. В контрольной группе
крыс вариабельность этих показателей сравни-
тельно невелика, тогда как тренировка приводит
к возникновению их значительных индивидуаль-
ных различий. Однако, несмотря на негативное

влияние Т3, уровень экспрессии D2 в миокарде
после тренировки все же увеличен по сравнению
с контролем. Очевидно, что межгрупповые раз-
личия в экспрессии D2, возникающие в результа-
те тренировки, обусловлены влиянием не цирку-
лирующего в крови T3, а иными, но также связан-
ными с физической активностью механизмами.
Ранее было показано, что уровень экспрессии D2
в бурой жировой ткани повышается при симпати-
ческой стимуляции [5, 6], а повышение экспрес-
сии D2 в скелетных мышцах при беговой нагрузке
устраняется блокадой β-адренорецепторов [16].
Как известно, физическая нагрузка связана с по-
вышением активности симпатической нервной
системы [25], которое может служить стимулом к
увеличению экспрессии D2 в миокарде. Следует
отметить, что, согласно общепринятой точке зре-
ния, активность D2 преимущественно определя-
ется ее содержанием в клетках [23].

Мы не обнаружили статистически значимых
изменений экспрессии мРНК генов-регуляторов
кальциевого гомеостаза в сердце тренированных
крыс. Следует отметить, что влияние физической
тренировки на экспрессию этих генов в миокарде
исследовано мало, и нам удалось найти лишь од-
ну работу по этому вопросу [26]. Авторы этой ра-
боты также не обнаружили изменения содержа-
ния мРНК β1-AR, Cav 1.2, Serca2, RyR2 и PLB в
левом желудочке самок крыс при беговой трени-
ровке в колесе в течение 7 недель. Возможно, ин-
тенсивность нагрузки при произвольной беговой
тренировке недостаточно высока для выражен-
ного потенцирования экспрессии этих генов.

Вместе с тем хорошо известно, что увеличение
сократимости сердечной мышцы под действием T3
связано с повышением экспрессии генов RyR2 и
Serca2 [2–4]. Нами выявлены положительные
корреляции экспрессии мРНК D2 и генов RyR2,
Cav1.2, Serca2 в группе тренированных крыс. На-
личие таких корреляций предполагает, что увели-
чение экспрессии D2 вследствие тренировки
приводит к локальному повышению продукции T3
в кардиомиоцитах и, следовательно, росту экс-
прессии генов, регулирующих их кальциевый го-
меостаз.

В контрольной группе крыс содержание мРНК
RyR2, Cav 1.2 и Serca2 не коррелирует с экспрес-
сией D2: индивидуальные различия этих показа-
телей у нетренированных крыс невелики, что,
среди прочих причин, может быть обусловлено
влиянием отрицательной связи между внутри-
клеточным уровнем T3 и экспрессией D2 (сдвиг
одного из показателей может компенсироваться
за счет противоположного изменения другого).
У тренированных крыс повышение активности
симпатоадреналовой системы стимулирует экс-
прессию D2, что приводит к локальному увеличе-
нию продукции T3, активации тиреоидного сиг-
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налинга и росту экспрессии генов RyR2, Cav 1.2 и
Serca2.

Следует отметить, что мы проводили анализ
экспрессии генов Serca2 и RyR2 с учетом всех воз-
можных транскрипт-вариантов (трех вариантов
для Serca2 и двух – для RyR2). Показано, что раз-
личные транскрипт-варианты Serca2 экспресси-
руются с одного промотора, в котором имеются
тироид-чувствительные элементы [27]. В связи с
этим именно суммарное повышение экспрессии
транскрипт-вариантов должно отражать влияние
Т3 на экспрессию гена Serca2, что было принци-
пиальным для решения нашей задачи. Для гена
RyR2 показана четкая связь снижения суммарной
экспрессии его транскрипт-вариантов с развити-
ем сердечной недостаточности у крыс [28]. Вме-
сте с тем результаты нашей работы не позволяют
однозначно судить о влиянии физической трени-
ровки на механизмы кальциевого гомеостаза кар-
диомиоцитов, для ответа на этот вопрос нужны
дальнейшие исследования.

Таким образом, в данной работе впервые по-
казано, что адаптивное изменение экспрессии ге-
нов-регуляторов кальциевого гомеостаза в мио-
карде при физической тренировке связано с по-
вышением экспрессии D2 и, следовательно,
локального синтеза Т3. Маловероятно, что оно
обусловлено действием циркулирующего Т3: от-
рицательная корреляция концентрации Т3 в кро-
ви с содержанием мРНК D2 предполагает скорее
снижение, а не повышение экспрессии Serca2,
Cav 1.2 и RyR2 в кардиомиоцитах, что противоре-
чит многочисленным данным литературы [1–4].
Мы полагаем, что влияние произвольной трени-
ровки на обмен ионов кальция в кардиомиоцитах
обусловлено действием не циркулирующего, а
локально синтезируемого в кардиомиоцитах Т3.
В связи с этим физическая нагрузка умеренной
интенсивности может быть использована для
профилактики снижения и коррекции сократи-
мости сердечной мышцы при заболеваниях раз-
личной природы, включая гипотиреоидные со-
стояния.

Работа выполнена по плану фундаментальных
исследований ГНЦ РФ – ИМБП РАН. Исследо-
вания экспрессии генов проведены при поддерж-
ке РФФИ (грант № 19-015-00482).
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Thyroid hormones increase cardiac contractility due to their effect on the cardiomyocyte Ca2+ homeostasis.
Deiodinase type 2 (D2), which provides local synthesis of T3 from T4, is essential for the adaptation of skeletal
muscles to aerobic exercise, but in the myocardium its role has not been explored. The aim of the work was
to assess the effect of wheel training on the expression of genes regulating the heart contractility and to study
the relationship of their mRNA content in the myocardium with indicators of systemic and local T3 produc-
tion. Male Wistar rats were housed in cages with running wheels for 8 weeks, then serum and muscle tissue
samples were obtained to determine hormones and mRNA content by ELISA and quantitative PCR, respec-
tively. The training was accompanied by a moderate hypertrophy of the soleus muscle and an increase in its
citrate synthase mRNA content. Ventricle mass and the expression levels of αMHC, βMHC, β1-adrenore-
ceptors, Cav1.2, Serca2, RyR2, and PLB mRNA were not altered as compared with control. Serum content
of free T3 and the content of D2 mRNA in the left ventricle increased as a result of training; a negative correlation
was found between these indicators. In trained but not in control rats, the levels of Serca2, Cav1.2, and RyR2
mRNA positively correlated with the D2 mRNA content; however, these parameters did not correlate with the
blood free T3 level. The observed correlations suggest that myocardium adaptation to aerobic exercise is governed
by the influence of locally synthesized T3 rather than by an increase in its systemic production.

Keywords: calcium homeostasis, cardiomyocytes, deiodinase 2, thyroid hormones, wheel training
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РОЛЬ HDAC КЛАССА IIa В ЭКСПРЕССИИ Е3-ЛИГАЗ ATROGIN-1/MAFbx 
И MuRF1 ПРИ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ РАЗГРУЗКЕ МЫШЦ
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Изучена роль гистондеацетилаз 4/5 (HDAC4/5) в активации миогенина и Е3-лигаз (MuRF1 и MAFbx)
при функциональной разгрузке m. soleus. С этой целью при вывешивании крыс использовали три-
хостатин A – ингибитор гистондеацетилаз. Крыс Вистар (24 трехмесячных самца) разделяли на три
группы (по восемь в каждой). Одна группа служила контролем (С), вторую (HS) и третью группы
вывешивали в течение 3 дней (крысам группы 3 при вывешивании вводили трихостатин в дозе
0.6 мг/кг массы тела в сутки внутрибрюшинно (HSТ)). Крыс забивали сверхдозой нембутала
(75 мг/кг веса), и m. soleus немедленно замораживали в жидком азоте. В группе HSТ обнаружено су-
щественное снижение содержание белка HDAC4 в ядерной фракции (в отличие от группы HS) и его
увеличение в цитоплазматической (относительно контроля (p < 0.05)). Введение трихостатина А
предотвратило изменение содержания HDAC5 в ядре (относительно группы C), тогда как в группе
HS содержание HDAC5 было существенно снижено (p < 0.05). Таким образом, препарат предотвра-
тил действие функциональной разгрузки на ядерную локализацию HDAC 4/5. Уровень транскрип-
ционного фактора миогенина в группе крыс HST не отличался от значений в контроле, тогда в груп-
пе HS значительно его превышал (p < 0.05). Экспрессия мРНК Е3-лигазы atrogin-1/MAFbx у крыс
HST была такой же, как в контроле, и существенно возрастала в группе HS (p < 0.05). Экспрессия
мРНК Е3-лигазы MuRF1 в обеих вывешенных группах была повышена по сравнению с контролем
(вне зависимости от введения препарата). Вывод: HDAC4/5 регулируют экспрессию миогенина и
экспрессию Е3-лигазы atrogin-1/MAFbx. Ингибирование HDAC4/5 не влияет на регуляцию экс-
прессии Е3-лигазы MuRF1.

Ключевые слова: разгрузка мышц, m. soleus, HDAC4, HDAC5, FOXO3, E3-лигазы
DOI: 10.31857/S023347552001003X

ВВЕДЕНИЕ
В работе изучена роль гистондеацетилаз 4/5

(HDAC4/5) в активировании транскрипционного
фактора миогенина и экспрессии Е3-лигаз (atro-
gin-1/MAFbx и MuRF1) на ранних сроках функ-
циональной разгрузки m. soleus у крыс. Экспрес-
сия ключевых E3-убиквитинлигаз определяет ин-
тенсивность работы убиквитин-протеасомного
пути и, следовательно, развитие атрофии скелет-
ных мышц [1]. Наиболее часто исследовали
участие фосфорилирования/дефосфорилирова-
ния транскрипционнного фактора FOXO в регу-
ляции экспрессии генов Е3-убиквитинлигаз при
разгрузке мышц. Обычно при этом анализируют
сигнальный путь Akt/mTOR/p70S6k, при супрес-
сии которого во время разгрузки фактор FOXO
может дефосфорилироваться, проникать в ядро и
запускать экспрессию Е3-лигаз [2, 3]. Однако мы
нередко сталкивались со случаями, когда экс-

прессия Е3-лигаз была высокой и не соответство-
вала при этом активности сигнального пути
Akt-FOXO [4, 5], что указывало на возможное
участие других механизмов, активирующих рабо-
ту генов Е3-лигаз в мышце. В последнее время
стали появляться работы, в которых исследова-
ли возможность взаимодействия гистондеаце-
тилаз (HDAC) с различными транскрипционны-
ми факторами [6–8]. В дополнение к регуляции
транскрипции генов посредством ацетилирова-
ния гистонов, гистонацетилтрансферазы (HAT) и
HDAC влияют на экспрессию генов путем изме-
нения статуса ацетилирования и функции тран-
скрипционных факторов. Мы проверили воз-
можность участия HDAC4/5 в активации экс-
прессии Е3-лигаз при функциональной разгрузке
m. soleus. С этой целью крысам при вывешивании
в течение 3 суток вводили трихостатин А (специ-
фический ингибитор гистондеацетилаз класса IIa).

УДК 577.1
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Выявление механизмов, инициирующих синтез
основных мышечных E3-лигаз, может суще-
ственно расширить представление о фундамен-
тальных механизмах развития атрофических про-
цессов в мышце, и послужить основой для разра-
ботки подходов к фармакологической коррекции
негативных последствий функциональной раз-
грузки мышц.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Крысы линии Вистар (24 самца массой 180–
200 г) были случайным образом разделены на три
группы по восемь животных в каждой: интактный
контроль (С), трехсуточное вывешивание с введе-
нием плацебо (HS), и трехсуточное вывешивание
(HSТ) с введением ингибитора гистондеацетилаз
класса IIa трихостатина А (в дозе 0.6 мг/кг массы
тела в сутки внутрибрюшинно в течение 3 дней).
Животные других групп получали инъекции физ-
раствора. Аналогичную концентрацию препарата
использовали ранее [9]. Вывешивание задних ко-
нечностей крыс делали по стандартной методике
Ильина–Новикова [10] в модификации Morey-
Holton [11]. Пищу и воду животные получали
ad libitum. Через 3 дня крыс забивали сверхдозой
нембутала (75 мг/кг веса), m. soleus извлекали, не-
медленно замораживали в жидком азоте и храни-
ли при –85°С.

Обработка биоматериала. Электрофорез в по-
лиакриламидном геле (ПААГ) в денатурирующих
условиях (додецилсульфат натрия, SDS) с после-
дующим вестерн-блотингом. Делали срезы каж-
дого образца m. soleus толщиной 20 мкм (10–15 мг)
на микротоме-криостате фирмы Leica. Цитоплаз-
матическую и ядерную фракцию белков выделя-
ли с помощью набора NE-PER Nuclear and Cyto-
plasmic Extraction Reagents (Thermo Scientific,
США). После центрифугирования часть суперна-
танта отбирали для определения концентрации
общего белка с помощью реактива Брэдфорд
(Bio-Rad Laboratories, США). Пробы для нанесения
разводили в двухкратном буфере для SDS-элек-
трофореза белков по Лэммли (5.4 мМ Tрис-HCl
(pH 6.8), 4% SDS, 20% глицерин, 10% β-меркап-
тоэтанол, 0.02% бромфеноловый синий). Элек-
трофорез проводили в 10% разделяющем ПААГ
(0.2% метилбисакриламид, 0.1% SDS, 375 мМ
трис-HCl (pH 8.8), 0.05% персульфат аммония,
0.1% ТЕМЕД) и в 5% концентрирующем ПААГ
(0.2% метилбисакриламид, 0.1% SDS, 125 мМ
трис-HCl (pH 6.8), 0.05% персульфат аммония,
0.1% ТЕМЕД). Электрофорез проводили в трис-
глициновом буфере (192 мМ трис-глицин (pH 8.6),
0.1% SDS). Образцы каждой группы наносили из
расчета 20 мкг общего белка в каждой пробе на
дорожку и нормировали по уровню GAPDH в той
же пробе. Электрофорез проводили при силе тока

15 мА в мини-системе (“Bio-Rad Laboratories”)
при комнатной температуре.

Вестерн-блотинг. Электроперенос белков про-
водили в буфере (25 мМ трис (pH 8.3), 192 мМ
глицин, 20% метанола, 0.04% SDS) на нитроцел-
люлозную мембрану при 100 В при температуре
4°C в системе mini Trans-Blot (Bio-Rad Laborato-
ries) в течение 2 ч. Электроперенос белков прово-
дили в буфере с 0.08% SDS при 350 мA в течение
1.5 ч. После электропереноса нитроцеллюлозные
мембраны инкубировали в течение 5 мин в 0.3%
растворе Ponceau Red в 5% уксусной кислоте, за-
тем отмывали в фосфатно-солевом буфере (Био-
лот) с 0.1% Tween 20 (PBST) до появления четких
белковых полос на мембране. Этот этап проводи-
ли для контроля эффективности переноса и что-
бы убедиться, в равном количестве общего белка,
внесенного в каждую дорожку. Мембраны блоки-
ровали в растворе 5% сухого молока (Bio-Rad
Laboratories) в PBST (1 ч при комнатной темпера-
туре), затем помещали в раствор первичных анти-
тел на ночь при +4°С.

Белковые полосы выявляли с использованием
первичных антител к pAkt-437 (1 : 1000), Akt
(1 : 1500), HDAC4 (1 : 500) фирмы Cell Signaling
Technology (США), P-FOXO3-253 (1 : 1000),
FOXO3 (1 : 000), миогенину (1 : 500) фирмы Santa
Cruz (США), ламину B (1 : 1000), HDAC5 (1 : 500)
фирмы Abcam (США), GapDH (1 : 10000) фирмы
ABM. Затем мембрану отмывали от первичных
антител в PBST (3 раза по 5 мин на шейкере) и ин-
кубировали в течение 1 ч с вторичными антитела-
ми против иммуноглобулинов кролика (1 : 30000,
Jackson Immuno Research, США) или вторичны-
ми антителами против иммуноглобулинов мыши
(1:18000, Bio-Rad Laboratories, США). Потом
мембрану отмывали от вторичных антител в PBST
(3 раза по 5 мин на шейкере). Белки выявляли с
помощью Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad
Laboratories). Хемилюминесцентный сигнал де-
тектировали с помощью сканера C-DiGit Blot
Scanner (LI-COR, США). Белковые полосы ана-
лизировали с использованием Image Studio Soft-
ware (LI-COR).

Исследование экспрессии генов. Для проведе-
ния ПЦР в реальном времени и оценки количе-
ства мРНК из образцов мышечной ткани крыс
экспериментальных групп выделяли РНК. Для
выделения суммарной РНК из скелетных мышц
использовали методику выделения РНК на мик-
роколонках RNeasy Micro (Qiagen, Германия).
Образцы m. soleus крысы нарезали на микротоме
при толщине срезов 20 мкм. Нарезанную ткань в
количестве 4–6 мг помещали в пробирку с 300 мкл
лизирующего буфера RLT в который добавляли
10 мкл β-меркаптоэтанола. Гомогенат перемеши-
вался в течение 1 мин на Microspin FV-2400 (Bio-
san, Латвия). Затем к гомогенату добавляли 589 мкл
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воды, очищенной от РНКазы, и 11 мкл раствора
протеиназы К (18.7 мг/мл) (Синтол, Россия). Да-
лее раствор инкубировали в течение 15 мин при
55°С, а затем центрифугировали при комнатной
температуре в течение 3 мин при 10000 g. Супер-
натант переносили в новую пробирку с 450 мкл
96–100% этилового спирта, смесь перемешивали
пипетированием. Лизат переносили на колонку в
пробирке и центрифугировали в течение 15 с при
≥ 8000g. Колонку промывали 350 мкл буфера RW1
центрифугированием (15 с при ≥ 8000 g). На ко-
лонку наносили 80 мкл раствора ДНКазы I и вы-
держивали в течение 20 мин. Затем колонку по-
следовательно промывали буферами RW1, RPE,
80% этанолом. Для элюции колонку переносили в
чистую пробирку и наносили 30 мкл воды и цен-
трифугировали (1 мин при 10000 g). Пробирку с
водным раствором РНК немедленно помещали в
лед, а затем хранили в криостате (–85°С).

Определение содержания мРНК. Поглощение
раствора мРНК определяли при помощи спек-
трофотометра UV 2450 (SHIMADZU, Япония).
Снимались показания в диапазоне от 200 до
320 нм. Пробу перед измерением разводили в
21 раз в TE-буфере (10 мМ трис, 1 мМ EDTA,
pH 8.0). Чистоту образцов оценивали по соотно-
шению показателей поглощения при различных
длинах волн.

Конструирование праймеров. Праймеры под-
бирали с помощью программы Primer3 v.0.4.0, на-
ходящейся в свободном доступе (http://frodo.wi.
mit.edu/primer3/).

Используемые в работе праймеры: 5'-
CTACGATGTTGCAGCCAAGA-3' и 5'-GG-
CAGTCGAGAAGTCCAGTC-3' для MAFbx;
5'-GCCAATTTGGTGCTTTTTGT-3' и 5'-
AAATTCAGTCCTCTCCCCGT-3' для MuRF1;
5'-ACGGCAAGTTCAACGGCACA-GTCAA-3'
и 5'-GCTTTCCAGAGGGGC-CATCCACA-3'
для GAPDH; 5'-TCATGAAGTG-TGACGTTGA-
CATCC-3' и 5'-GTAAAA-CGCAGCTCAGTAA-
CAGTC-3' для β-актина; 5'-ACTCCCTTACGTC-
CATCGTG-3' и 5'-CAGGACAGCCCCACTTAAAA-3'
для миогенина.

Все праймеры были синтезированы фирмой
Синтол (Россия).

Обратная транскрипция. Для проведения об-
ратной транскрипции использовали реагенты
фирмы Синтол. Для подготовки кДНК водный
раствор, содержащий 1 мкг суммарной РНК,
30 мкМ случайных гексануклеотидов и 17.4 мкМ
олиго-d(T)15, инкубировали в течение 3 мин при
70°С и немедленно переносили на лед. Далее к
смеси добавляли 11.5 мкл мастер-микса (1.3 мМ
dNTP, 0.02 ед./мкл ингибитора РНКазы, 6 ед./мкл
M-MLV-ревертазы, 4 мкл 5× буфера для M-MLV-
ревертазы, Синтол). После этого пробы помеща-
ли в амплификатор (iQ5 Multicolor Real-Time

PCR Detection System, Bio-Rad Laboratories) для
проведения обратной транскрипции: 10 мин при
25°С, 60 мин при 37°С, 5 мин при 95°С, 30 мин
при 4°С. После проведения реакции образцы, со-
держащие кДНК, хранили при –25°С.

ПЦР в реальном времени. Для проведения ПЦР
в реальном времени смешивали 2 мкл кДНК,
2 мкл смеси праймеров с концентрацией каждого
10 мкМ и 21 мкл мастер-микса (0.3 мМ dNTP,
3 мМ MgCl2, 2.5 мкл 10× ПЦР-буфера Б (pH 8.8),
0.06 ед./мкл Taq-ДНК-полимеразы, Синтол). Ре-
акцию проводили по протоколу: 95°С – 3 мин;
40 циклов: 95°С – 15 с, 60°С – 15 с, 72°С – 20 с, за-
тем 65°С –5 с и 15°С – 10 мин.

Анализ и статистическая обработка данных.
Белковые полосы анализировали с использова-
нием Image Studio Software (LI-COR). Хемилюми-
несцентный сигнал полосы контрольной группы
на мембране принимали за 100%, а сигнал полос
других групп сравнивали с сигналом полос кон-
трольной группы, расположенных на одной и той
же мембране.

Данные, полученные с помощью ПЦР в реаль-
ном времени, анализировали с использованием
метода 2–ΔΔСt (метод Ливака). В качестве рефе-
ренсных использовали гены GAPDH и β-актина,
экспрессия которых постоянна в m. soleus в усло-
виях эксперимента.

Статистическую обработку данных проводили
с помощью программ REST 2009 v.2.0.12 и Ope-
nOffice.org Calc, находящихся в свободном досту-
пе. REST 2009 v.2.0.12 позволяет анализировать
данные по нескольким референсным генам, что
снижает вероятность ошибки. Статистическую
значимость отличий между группами определяли
с помощью U-критерия Манна-Уитни. U-крите-
рий был выбран, поскольку количество повторов
в выборках не превышало 10. В тексте и на гисто-
граммах результаты анализа экспрессии генов
представлены в виде медианы и интерквартиль-
ной широты, результаты анализа относительного
содержания белков с помощью вестерн-блотинга
представлены в виде среднего и ошибки среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Мы впервые исследовали работу HDAC4/5 на

ранних сроках функциональной разгрузки мышц
и, в частности, их роль в активации экспрессии
Е3-лигаз. Известно, что существенная экспрес-
сия Е3-лигаз наблюдается уже на первые сутки
разгрузки мышц, и к третьим суткам достигает
своего пика [12]. Известно, что животные с нока-
утом генов atrogin-1/MAFbx и MuRF1 устойчивы
к снижению мышечной массы [13] Экспрессия
этих Е3-лигаз может регулироваться нескольки-
ми путями. Ранее мы исследовали работу сиг-
нального каскада PI3K/Akt, который регулирует
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фосфорилирование транскрипционного фактора
FOXO3, контролирующего экспрессию этих Е3-
лигаз. Неизвестно, может ли сигнальный каскад
HDAC4/5 контролировать их экспрессию, на-
пример, через активацию транскрипционного
фактора миогенина при функциональной раз-
грузке мышц или через ацетилирование сайтов
FOXO3 [14]. Мы исследовали такую возможность.

Обнаружено, что в группе животных с введе-
нием трихостатина уровень HDAC4/5 достоверно
отличался от уровня у животных, вывешенных
без ингибитора HDAC (рис. 1, 2). Это показывает,
что действие ингибитора на обе HDAC было спе-
цифическим. Известно, что трихостатин А несколь-
ко сильнее ингибирует HDAC4, чем HDAC5 [15].

Ранее Yoshihara и соавт. (2016) обнаружили
увеличение уровня HDAC4 в цитоплазматиче-
ской и ядерной фракциях мышцы при 10-днев-

ной иммобилизации конечности крысы [16]. Эти
данные согласуются с результатами, полученны-
ми в нашем эксперименте, так как в цитоплазма-
тической фракции обеих вывешенных групп (HS
и HST) содержание HDAC4 также было суще-
ственно выше, чем в контрольной группе (рис. 1б).
В ядерной фракции уровень HDAC4 в группы HS
лишь незначительно превышал контрольный, то-
гда как введение трихостатина А резко снизило
содержание HDAC4 в ядре (p < 0.05, рис. 1a). Ра-
нее было показано, что сумоилирование HDAC4
может быть связано с его ядерным импортом [17].
Постулируется, что кальций/кальмодулин-зави-
симая протеинкиназа (CaMK), которые индуци-
руют ядерный экспорт, предотвращают модифи-
кацию SUMO-1 HDAC4 [17]. Кроме того, моди-
фикация зависит от интактного сигнала ядерной
локализации и катализируется белком RanBP2
комплекса ядерных пор (NPC), фактором, недав-

Рис. 1. Изменение относительного содержания HDAC4 в ядре (а) и цитоплазме (б) при введении трихостатина на фоне
3-суточной функциональной разгрузки m. soleus крысы. С – контроль, HS – вывешивание, HST – вывешивание с вве-
дением трихостатина. * – Статистически значимое отличие от контроля, p < 0.01, # – Статистически значимое отличие
от вывешивания, p < 0.01.
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Рис. 2. Изменение относительного содержания HDAC5 в ядре при введении трихостатина на фоне 3-суточной функ-
циональной разгрузки m. soleus крысы. С – контроль, HS – вывешивание, HST – вывешивание с введением трихоста-
тина. * – Статистически значимое отличие от контроля, p < 0.01.
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но идентифицированным как лигаза SUMO E3.
Обнаружено, что сумоилирование HDAC4 про-
исходит в NPC и сопряжено с ее ядерным импор-
том. Отмечается, что SUMO-зависимую модифи-
кацию HDAC4 и ее значение in vivo только пред-
стоит исследовать [17]. Введение трихостатина А
предотвратило изменение содержания HDAC5 в
ядре (относительно контрольной группы C), то-
гда как у крыс группы HS ее содержание было су-
щественно снижено ((p < 0.05), рис. 2). Du Bois P.
и соавт. показали [7], что PKD1 создает в HDAC5
мотивы распознавания фосфо-14-3-3, которые
рекрутируют белки 14-3-3, что в конечном итоге
приводит к ядерному экспорту HDAC5 и актива-
ции экспрессии MuRF1. Возможно, что в нашем
случае мог быть задействован механизм транс-
порта HDAC5, описанный ранее [17]. Итак, мы
видим, что ингибирование HDAC4/5 трихоста-
тином А по-разному влияет на содержание
HDAC4/5 в ядерной фракции по сравнению с со-
держанием в m. soleus животных, вывешенных без
препарата. Возможные механизмы ядерного экс-
порта и импорта этих HDAC приведены выше,
однако триггерные механизмы, регулирующие
эти изменения при функциональной разгрузке,
до сих пор неизвестны. Регуляция структуры хро-
матина N-концевым ацетилированием гистонов –
ключевой механизм контроля генной экспрес-
сии. Ранее было показано, что HDAC, которые
служат для возврата хроматина в его конденсиро-
ванное состояние, играют критическую роль в ре-
прессии транскрипции [18–20]. Детальные меха-
низмы активации HDAC4/5 экспрессии Е3-лигаз
предстоит только исследовать, но Moresi и соавт.
(2010) обнаружили, что в скелетных мышцах мы-
шей, лишенных HDAC4/5, резко снижена экс-
прессия MuRF1 и atrogin-1/MAFbx [21]. Интерес-
но, что в нашем эксперименте уровень мРНК
Е3-лигаз (MuRF1 и atrogin-1/MAFbx) в группе
HS был существенно выше, чем в контрольной
группе (рис. 3). Однако содержание транскриптов
atrogin-1/MAFbx в группе HST, не отличалось су-
щественно от контрольного уровня (рис. 3б), то-
гда как содержание MuRF1 в m. soleus крыс этой
группы было существенно увеличено, как и в
группе HS (p < 0.05). Итак, ингибирование
HDAC4 и 5 в m. soleus in vivo в группах с вывеши-
ванием привело к отсутствию повышения экс-
прессии только atrogin-1/MAFbx, но не MuRF1.
Ранее показано, что сигнальный путь HDAC4-
миогенин может участвовать в увеличении экс-
прессии Е3-лигаз MuRF1 и atrogin-1/MAFbx при
денервации мышц животных с различными ген-
ными модификациями [21–23]. Мы впервые об-
наружили, что при трехдневной разгрузке m. soleus
ингибирование HDAC4/5 играет существенную
роль в регуляции экспрессии Е3-лигазы atrogin-1/
MAFbx, но не MuRF1. Однако результаты опреде-
ления экспрессии Е3-лигаз при денервации жи-

вотных с генной модификацией и при вывешива-
нии несколько различаются. Показано, что при
денервации HDAC4/5 контролируют экспрессию
обеих Е3-лигаз, тогда как при вывешивании в
большей степени – atrogin-1/MAFbx. Миогенин –
мышечно-специфический транскрипционный
фактор, вовлеченный в координацию множества
функций. Повышение экспрессии миогенина на-
блюдается и при длительной иммобилизации ко-
нечности [16]. Moresi и соавт. обнаружили, что у
мышей, лишенных HDAC4/5, экспрессия миоге-
нина не повышается при денервации m. soleus
[21]. В свою очередь, у мышей с нокаутом гена
MuRF1 экспрессия HDAC4 и миогенина снижа-
лась при денервации мышцы [23]. С этими ре-
зультатами согласуется полученное нами суще-
ственное повышение уровня миогенина только в
группе животных в вывешиванием без ингибито-
ра (HS, рис. 4). Ранее показали, что миогенин
способен прямо взаимодействовать с промотора-
ми генов MuRF1 и atrogin-1/MAFbx и индуциро-
вать экспрессию их генов [21, 22]. Однако в
группе животных, которым вводили ингибитор
HDAC4/5, уровень миогенина был таким же,
как в контрольной группе (p < 0.05), а экспрессия
Е3-лигазы MuRF1 в ней была высокой. Можно
заключить, что ингибирование HDAC4/5 влияет
на экспрессию миогенина у крыс при вывешива-
нии, и миогенин, по-видимому, контролирует
экспрессию atrogin-1/MAFbx. Можно предполо-
жить, что в нашем случае миогенин, вероятно,
не играет заметной роли в контроле экспрессии
гена MuRF1 (рис. 3а, 4). В работе [23] обращает-
ся внимание на то, что экспрессия MuRF1 может
регулироваться несколькими сигнальными пу-
тями, а не только HDAC4/5-миогенин. Например,
PI3K/Akt/mTORC1/FOXO. Сообщается также, что
транскрипционный фактор FOXO3 может взаи-
модействовать как с промотором гена atrogin-1/
MAFbx [24–26], так и с промотором гена MuRF1
[26] и активировать их экспрессию. Опубликова-
на схема, показывающая как с помощью HDAC
класса IIa возможно осуществлять деацетилиро-
вание и активацию FOXO [27]. Для проверки воз-
можного влияния FOXO3a на экспрессию Е3-ли-
газ мы определили также уровень его фосфорили-
рования, и обнаружили существенное его снижение
только в группе HS относительно контроля (–42%,
p < 0.05), но не в группе HST (–14%). Итак, мы
видим, что HDAC4/5 контролируют уровень мио-
генина и P-FOXO3a у крыс, подвергнутых трех-
дневной разгрузке. В свою очередь, контролиро-
вать экспрессию atrogin-1/MAFbx при трехднев-
ной разгрузке могли как миогенин, так и
FOXO3a. Идентификация транскрипционных
факторов, способствующих увеличению экспрес-
сии MuRF1 в группе HST, требует дальнейшего
исследования. Известно, что ингибирование Akt
способствует проникновению FOXO в ядро, сти-
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муляции экспрессии MuRF1 и развитию атрофии
мышц [28]. Фосфорилирование FOXO3a мешает
этому процессу [2, 3]. Уровень pAkt у крыс обеих
групп с вывешиванием был статистически значимо
ниже, чем в контроле (на 69% в группе HS и 65% в
HST, p <0.05), что в нашем случае свидетельствует
о регуляции фосфорилирования FOXO3a несиг-
нальным каскадом PI3K/Akt/mTORC1. Известна
также возможность прямого фосфорилирования
FOXO3 с помощью AMPK [29]. Вероятно, экс-
прессию двух основных Е3-лигаз запускают тран-
скрипционные факторы, активируемые разными
сигнальными каскадами.

Таким образом, в работе показано, что инги-
бирование HDAC4/5 предотвращает увеличение
экспрессии миогенина и atrogin-1/MAFbx, а так-
же снижение фосфорилирования FOXO3a, кото-
рые происходят при трехдневной функциональ-
ной разгрузке мышц. Ингибирование HDAC4/5

не влияет на регуляцию экспрессии Е3-лигазы
MuRF1.

Работа выполнена на средства РНФ № 18-15-
00062.
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The Role of the Class IIa HDACs in the Expression of E3 Ligases MuRF1 and MAFbx 
in Rat Soleus at the Early Stage of Muscle Unloading

S. P. Belova1, *, E. P. Mochalova1, T. L. Nemirovskaya1

1Institute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, 123007 Russia
*e-mail: swetbell@mail.ru

Muscle unloading leads to its atrophy. The expression of E3 ligases (MuRF1 and MAFbx) increases under
these conditions. We hypothesized that HDAC 4 and 5 may regulate the E3-ligase expression in the early
stages of muscle unloading and that myogenin may be involved in this process. To check this hypothesis, we
administered trichostatin A (inhibitor of HDAC4/5) to male Wistar rats (180–200 g) upon 3-day suspension
of the hindlimb. Twenty four animals were divided into 3 groups (n = 8 in each): C, control; HST, hindlimb
suspension with Trichostatin A (i.p., 0.6 mg/kg); HS, hindlimb suspension with placebo administration. The
content of the HDAC4 protein in soleus of group HST was decreased in the nuclear fraction as compared to
groups HS and C (by 88 ± 6% and 86 ± 7%, respectively) and increased in the cytoplasmic fraction in both
suspended groups HST and HS (by 33 ± 10% and 21 ± 9%, respectively, vs. group C (p < 0.05). In contrast,
the nuclear content of protein HDAC5 in soleus of the HST group did not differ from that of group C, while
in group HS this parameter was significantly reduced (by 41 ± 10%, p < 0.05). The myogenin content in the
HST group did not differ from that of the C group, while its amount in the HS group was significantly higher
(by 30 ± 6% vs. C, p < 0.05). As for the E3-ligases mRNA expression, MAFbx level in the HST group did not
differ from that of control, while in the HS group it increased 2.5-fold (from 1.75- to 3.5-fold, p < 0.05).
MuRF1 mRNA expression was equally elevated in both suspended groups, HS and HST, relative to the con-
trol (p < 0.05). The results suggest that HDAC 4/5 regulates the expression of myogenin and controls the atro-
gin-1 expression during a 3-day of unloading. The inhibition of HDAC 4 and 5 does not affect the regulation
of the expression of E3 ligase MuRF1.

Keywords: ubiquitin ligases, disuse atrophy, HDAC4, HDAC5, Trichostatin A
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Цисплатин – эффективный противоопухолевый препарат, используемый для терапии различных
видов рака. Основным недостатком препарата является его высокая токсичность. Для снижения
токсического эффекта цисплатина использовали его конъюгацию с арабиногалактаном, способ-
ным образовывать растворимые глобулы и связывать плохо растворимые фармакологические пре-
параты путем встраивания их внутрь сфероидальной глобулы. В работе сравнивался биологический
эффект и механизм действия цисплатина и его комплекса с арабиногалактаном (АГ-Pt) на рост ас-
цитной карциномы Эрлиха in vivo. Показано, что конъюгаты арабиногалактана с цисплатином об-
ладают хорошим противоопухолевым эффектом, несмотря на то, что доза цисплатина в составе
конъюгатов была ниже в 10 раз по сравнению со стандартной дозой. При этом у конъюгатов араби-
ногалактана с цисплатином практически отсутствует токсический эффект. Установлено, что меха-
низм противоопухолевого эффекта цисплатина и его конъюгатов с арабиногалактаном обусловлен
индукцией апоптоза в опухолевых клетках. Предполагается, что снижение токсичности и увеличе-
ние эффективности конъюгатов цисплатина с арабиногалактаном по сравнению с чистым циспла-
тином связано с более эффективным его накоплением в опухолевых клетках.

Ключевые слова: цисплатин, арабиногалактан, апоптоз, асцитная карцинома Эрлиха
DOI: 10.31857/S0233475520010090

ВВЕДЕНИЕ
Цисплатин – комплексное соединение двух-

валентной платины, использующееся в онколо-
гии в качестве эффективного противоопухолево-
го препарата [1, 2] для лечения различных видов
рака. Цисплатин особенно эффективен для лече-
ния заболевания на ранней стадии [3]. Однако
применение этого препарата ограничено в силу
его высокой токсичности, вызывающей наруше-
ния функции почек, анафилактические реакции,
лейкопению, тромбоцитопению, анемию и ней-
ропатии, поскольку он не обладает специфично-
стью в отношении только опухолевых клеток и
распределяется во всех биологических жидкостях
и тканях организма равномерно [4].

Перспективным способом снижения токсич-
ности и повышения биодоступности цисплатина
является его модификация, в результате которой

происходит диспергирование цисплатина в мат-
рице арабиногалактана. Арабиногалактан – вы-
сокогидрофильный полисахарид, экстрагируе-
мый из лиственницы сибирской, он легко биоде-
градирует и выводится из организма, имеет
низкую полидисперсность и аккумулируется в
опухолевых тканях, обладает гепатопротектор-
ными, иммуномодулирующими и мембранотроп-
ными свойствами. Кроме того, в силу своих фи-
зико-химических свойств он способен образовы-
вать растворимые глобулы и связывать плохо
растворимые фармакологические препараты пу-
тем встраивания их внутрь сфероидальной глобу-
лы. У цисплатина в составе конъюгатов с араби-
ногалактаном увеличивается время полураспада
и повышается стабильность [5]. Выдвинуто пред-
положение, что в комплексе с арабиногалактаном
токсические эффекты цисплатина могут быть
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снижены при сохранении его противоопухолевых
свойств.

В работе сравнивался биологический эффект
цисплатина и его комплекса с арабиногалактаном
(АГ-Pt) на рост асцитной карциномы Эрлиха
in vivo и изучался механизм действия этих препа-
ратов на опухолевые клетки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Препарат, представляющий собой комплекс

арабиногалактана с цисплатином, синтезирован
по методике [6].

Исследования противоопухолевого эффекта
комплекса проведены на мышах-самцах аут-
бредного стока ICR, полученных из питомника
ГНЦ ВБ “ВЕКТОР” (п. Кольцово Новосибир-
ской обл.), массой 27–35 г с внутрибрюшинно
трансплантированной асцитной карциномой Эр-
лиха (3 млн клеток). Противоопухолевую тера-
пию проводили цисплатином и комплексом ара-
биногалактана с цисплатином (АГ-Pt), доля цис-
платина в котором составляла 10% [6]. Введение
препаратов проводили на 3, 5, 7, 9 и 11-е сутки
развития опухоли. Мышам первой группы (кон-
троль) вводили по 200 мкл физиологического рас-
твора и 200 мкл 5% раствора глюкозы. Мышам вто-
рой группы вводили раствор цисплатина в дозе
20 мг/кг и равный объем 5% раствора глюкозы,
мышам третьей группы – комплекс арабинога-
лактана с цисплатином (АГ-Pt) в дозе 20 мг/кг и
равный объем 5% раствора глюкозы.

Асцитные клетки выделяли у мышей на 5, 9 и
13-е сутки развития опухоли. Количество изоли-

рованных из брюшной полости асцитных клеток
подсчитывали в камере Горяева. Содержание ионов
водорода в асцитных клетках определяли с помо-
щью флуоресцеинизотиоцианата (ФИ) [7]. Микро-
вязкость липидного бислоя мембран асцитных кле-
ток оценивали с помощью метода, основанного
на образовании эксимеров (возбужденных диме-
ров) пирена [8]. Все измерения проводили на
спектрофлуориметре Aminco Bowman Series 2,
Thermo Spectronic (USA) при 25°С. Содержание
апоптотических и некротических клеток опреде-
ляли методом флуоресцентной микроскопии [9].

Статистическую обработку данных проводили
с помощью программы STATISTICA 7.0. Провер-
ку гипотезы о статистической достоверности раз-
личий выборок проводили с помощью непара-
метрического критерия Манна–Уитни. Стати-
стически значимыми считали различия при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Цисплатин представляет собой эффективный
противоопухолевый препарат, недостатком кото-
рого является его токсический эффект. В наших
исследованиях терапия асцитной карциномы Эр-
лиха цисплатином в течение 2 недель привела к
гибели 3 животных из 15. При лечении комплек-
сом цисплатина с арабиногалактаном (АГ-Pt) та-
кого эффекта не наблюдалось. Масса животных
(без опухоли) к концу эксперимента во всех груп-
пах была приблизительно одинаковой (контроль –
25.5 ± 2.1 г; в группе животных с введением цис-
платина – 28.5 ± 4.0 г; в группе животных с введе-
нием комплекса (АГ-Pt) – 25.2 ± 2.3 г).

Исследование противоопухолевого эффекта
препаратов показало, что к 13-м сутки развития
опухоли число асцитных клеток в карциноме в
группе животных, которым вводили цисплатин и
комплекс (АГ-Pt), оказалось гораздо ниже, чем в
контроле. При этом выяснилось, что комплекс
(АГ-Pt) обладал более выраженной способностью
подавлять рост асцитной карциномы Эрлиха, чем
чистый цисплатин (рис. 1).

Известно, что цисплатин проявляет свой про-
тивоопухолевый эффект, индуцируя в опухоле-
вых клетках апоптоз и подавляя пролиферацию
[3, 4]. Для определения пути гибели асцитных
клеток при терапии комплексом (АГ-Pt) оцени-
вали долю асцитных клеток в состоянии апоптоза
и некроза. Исследования качественного состава
клеточной популяции в карциноме Эрлиха в
условиях подавления ее роста цисплатином и
производным арабиногалактана (АГ-Pt) показа-
ло, что на 5-е сутки под влиянием цисплатина и
комплекса (АГ-Pt) количество апоптотических
клеток увеличилось в несколько раз, а на 9-е сут-
ки доля асцитных клеток в состоянии апоптоза
увеличилась в еще большей степени (рис. 2). При

Рис. 1. Динамика развития опухоли в условиях проти-
воопухолевой терапии. 5-е сут (контроль, n = 14; тера-
пия цисплатином, n = 14; терапия комплексом (АГ-Pt),
n = 15), 9-е сут (контроль, n = 12; терапия цисплатином,
n = 15; терапия комплексом (АГ-Pt), n = 13), 13-е сут
(контроль, n = 14; терапия цисплатином, n = 10; тера-
пия комплексом (АГ-Pt), n = 10).
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этом доля клеток в состоянии некроза существен-
но не изменилась. Таким образом, механизмы
действия цисплатина и его комплекса с арабино-
глактаном оказались схожими.

Одним из факторов, индуцирующих апоптоз
опухолевых клеток под влиянием цисплатина,
является окислительный стресс [3, 4]. Для выяс-
нения механизма индукции апоптоза в наших ис-
следованиях под влиянием цисплатина и его
конъюгатов определяли физико-химические па-
раметры асцитных клеток. Известно, что активные
формы кислорода (АФК), содержание которых в
условиях окислительного стресса увеличивается,
вызывают перекисное окисление липидов, при-
водящее к увеличению микровязкости биологи-
ческих мембран. Следовательно, параметры мик-
ровязкости мембран могут служить одним из
показателей уровня окислительного стресса.
В наших исследованиях вязкость мембран оцени-
валась по параметрам относительной микровяз-
кости в зоне липидного бислоя. Результаты ис-
следований показали, что микровязкость в зоне
липидного бислоя в асцитных клетках контроль-
ной группы животных, начиная с 9-х по 13-е сутки
развития опухоли, снижалась (текучесть мембра-
ны увеличивалась) (табл. 1), а в условиях терапии
цисплатином и комплексом (АГ-Pt) оставалась
на прежнем уровне. Следовательно, можно пред-
положить, что развитие окислительного стресса в
опухолевых клетках под влиянием противоопухо-
левых препаратов не было настолько значитель-
ным, чтобы вызвать физико-химические измене-
ния в мембранах. Повышение текучести мембран
в асцитных клетках контрольной группы свиде-
тельствовало, скорее всего, о том, что асцитные
клетки в этот период находились в состоянии по-
вышенной пролиферативной активности, что
подтверждается высокой скоростью роста асцит-
ной карциномы в этот период (рис. 1).

Общим свойством всех трансформированных
клеток, кроме генетической вариабельности, яв-
ляется увеличение в них рН, которое всегда со-
провождает активный рост опухоли [10] и неопла-

стическую трансформацию [11]. Причиной уве-
личения рН в опухолевых клетках считается
активация Na+/H+-обменника плазматической
мембраны, выводящего H+ из клетки [12]. При-
чем индукция Na+/H+-обмена, реализуемая под
влиянием различных факторов, происходит оди-
наково и всегда ведет к повышению pH [13]. Та-
кое внутриклеточное увеличение pH – ключевое
событие в онкогенной трансформации и необхо-
димо для развития и поддержания опухолевого
фенотипа [14].

Апоптоз, наоборот, сопровождается повыше-
нием в клетке уровня ионов водорода [15]. Поэто-
му для определения механизма стимуляции про-
цессов апоптоза под влиянием противоопухоле-
вых препаратов цисплатина и его комплекса (АГ-Pt)
исследовали содержание ионов водорода в асцит-
ных клетках. Результаты исследований показали,
что увеличение в асцитных клетках содержания

Рис. 2. Доля апоптотических клеток в опухоли в про-
цессе развития опухоли. 5-е сут (контроль, n = 15; те-
рапия цисплатином, n = 15; терапия комплексом
(АГ-Pt), n = 15), 9-е сут (контроль, n = 15; терапия цис-
платином, n = 13; терапия комплексом (АГ-Pt), n = 13.
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Таблица 1. Влияние цисплатина и комплекса (АГ-Pt) на относительную микровязкость (Jэ/Jм, отн. ед.) липид-
ного бислоя в асцитных клетках карциномы Эрлиха в процессе ее развития

* p < 0.01.

Экспериментальная модель
Продолжительность роста опухоли, сут

5 9 13

Контроль 0.35 ± 0.03
(n = 14)

0.35 ± 0.02
(n = 12)

0.93 ± 0.08*
(n = 14)

Терапия цисплатином 0.34 ± 0.02
(n = 14)

0.37 ± 0.03
(n = 15)

0.35 ± 0.02
(n = 10)

Терапия АГ-Pt 0.33 ± 0.01
(n = 15)

0.36 ± 0.02
(n = 13)

0.38 ± 0.02
(n = 10)
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ионов водорода сопровождалось повышением
доли клеток в состоянии апоптоза. Так, уровень
ионов водорода в асцитных клетках в условиях те-
рапии комплексом (АГ-Pt) в процессе роста опу-
холи постепенно повышался (рис. 3), что, по-ви-
димому, и стало одной из причин подавления ро-
ста асцитной карциномы. В группе мышей,
которым вводили цисплатин, уровень ионов во-
дорода относительно контроля на протяжении
всего роста опухоли был выше. В асцитных клет-

ках контрольной группы, которым не проводили
терапию, уровень ионов водорода на протяжении
всего роста опухоли был сниженным, что явля-
лось, по-видимому, одним из факторов стимуля-
ции роста опухоли.

Таким образом, исследования показали, что
цисплатин и его комплекс с арабиногалактаном
обладают хорошо выраженным противоопухоле-
вым эффектом. Механизм противоопухолевого
эффекта этих препаратов заключается в стимуля-
ции в опухолевых клетках процессов апоптоза.
Можно предположить, что различия в степени
токсичности этих препаратов обусловлены тем,
что цисплатин попадает не только в опухоль, но и
в здоровые органы и ткани, чем вызывает гибель
нормальных клеток. Цисплатин в составе конъ-
югатов с арабиногалактаном входит более адрес-
но, в клетки с асиалогликопротеиновыми рецеп-
торами, в основном, в опухолевые клетки и гепа-
тоциты.

Основная часть свободного цисплатина при
попадании в кровь сразу связывается с белками
плазмы крови (альбумином и трансферином), в
результате чего этот препарат инактивируется и
не попадает в опухолевую ткань. Несвязавшийся
с белками плазмы крови цисплатин может посту-
пать в клетки двумя путями: 1) путем простой
диффузии и 2) с помощью АТР-зависимого бел-
ка-транспортера CTR1 [15] (рис. 4). Очевидно,
что для снижения токсичности цисплатина необ-
ходимо уменьшить его связывание с белками
плазмы и увеличить его накопление в опухолевой
ткани, т.е. осуществить его адресную доставку.

Поиск компонентов для создания систем ад-
ресной доставки – сложная задача, поскольку все
составляющие элементы системы адресной до-
ставки должны быть биоразлагаемыми, неток-

Рис. 3. Изменение содержания ионов водорода в ас-
цитных клетках в процессе развития опухоли. 5-е сут
(контроль, n = 15; терапия цисплатином, n = 15; тера-
пия комплексом (АГ-Pt), n = 15), 9-е сут (контроль,
n = 15; терапия цисплатином, n = 13; терапия ком-
плексом (АГ-Pt), n = 13), 13-е сут (контроль, n = 15;
терапия цисплатином, n = 13; терапия комплексом
(АГ-Pt), n = 13).
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Рис. 4. Механизм транспорта цисплатина и комплекса (АГ-Pt) через клеточную мембрану.
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сичными, ограничивать взаимодействие лекар-
ственного препарата со здоровыми тканями, ад-
ресно доставлять его в опухолевые ткани и
переносить в опухолевые клетки. В качестве та-
ких компонентов обычно используют искус-
ственные и натуральные полимеры. Арабинога-
лактан в отличие от других полимеров однороден,
имеет низкую молекулярную массу, хорошо рас-
творяется в воде и способен образовывать конъ-
югаты с лекарственными препаратами, увеличи-
вая их эффективность. Арабиногалактан можно
использовать для доставки диагностических и те-
рапевтических средств к тем клеткам, которые
имеют на своей поверхности асиалогликопротеи-
новые рецепторы, лигандом для которых являют-
ся углеводы. Связывание углеводов с рецептора-
ми индуцирует эндоцитоз, в результате которого
лекарственный препарат оказывается внутри
клетки. Эффективность использования арабино-
галактана для адресной доставки обусловлена его
способностью к рецептор-опосредованному эн-
доцитозу (рис. 4). Таким образом, эффективность
доставки цисплатина в опухолевые клетки в со-
ставе его конъюгата с арабиногалактаном стано-
вится существенно выше. По-видимому, этим и
объясняется более низкий токсический эффект
комплекса (АГ-Pt) по сравнению с чистым цис-
платином.

В клетке цисплатин связывается с белками ци-
тоскелета, РНК, пептидами и белками. Основной
мишенью для проявления цисплатином противо-

опухолевого эффекта является ДНК (рис. 5). Од-
нако только около 1% цисплатина, входящего в
клетки, связывается с ДНК [16]. ДНК-аддукты
цисплатина ингибируют репликацию и/или
транскрипцию и активируют несколько сигналь-
ных путей, вызывающих апоптоз [17]. Под влия-
нием цисплатина активируются проапоптотиче-
ские гены PUMA, индуцирующие р53-зависи-
мый путь апоптоза [18]; каспазы [19]; белок,
активирующий р53 (PIDD) [20]; семейство MAP-
киназ [6]. Активация этих белков вызывает апо-
птоз клеток. Кроме того, цисплатин нарушает
процессы репарации ДНК, ингибируя: 1) белки
эксцизионной репарации нуклеотидов (NER),
2) белки репарации ошибочно спаренных нук-
леотидов (MMR) и 3) ДНК-зависимую протеин-
киназу.

Другим механизмом действия цисплатина яв-
ляется вызываемый им окислительный стресс,
приводящий к увеличению уровня активных
форм кислорода (АФК) и гидроксил-радикалов [21].
Увеличение уровня АФК активирует проапопто-
тические белки Bak1 и потенциал-зависимый
анионный канал (VDAC1) [22]. Цисплатин сни-
жает содержание восстановленного глутатиона
GSH, ведет к окислению SH-групп в митохон-
дриальных белках, что обуславливает вход каль-
ция в митохондрии и, как следствие, падение ми-
тохондриального мембранного потенциала [23],
вызывает высвобождение цитохрома С из мито-
хондрий, активирующего образование комплекса

Рис. 5. Механизм биологического эффекта цисплатина на уровне клетки.
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(Apaf-1) и каспаз 9 и 3 [24]. Кроме того, циспла-
тин повреждает митохондриальную ДНК [25],
тем самым способствуя снижению энергообмена
клетки в целом. Через фосфорилирование киназ
Chk1 и Chk2 цисплатин вызывает остановку кле-
точного цикла в фазе G2 [26].

В работе исследован механизм действия ново-
го противоопухолевого препарата на основе цис-
платина. Показано, что оба препарата – циспла-
тин и его комплекс с арабиногалактаном обла-
дают ярко выраженным противоопухолевым
эффектом, однако противоопухолевый эффект
комплекса арабиногалактана с цисплатином вы-
ше, а токсичность по сравнению со стандартным
препаратом цисплатином ниже, в то время как
механизм действия обоих препаратов в целом
схож. Таким образом, в работе был представлен
новый перспективный противоопухолевый пре-
парат на основе стандартного препарата циспла-
тина, обладающего большей эффективностью и
меньшей токсичностью.
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Cisplatin is an effective anticancer drug used to treat various types of cancer. The main disadvantage of the
drug is its high toxicity. To reduce the toxic effect of cisplatin, we conjugated it with arabinogalactan, which
is able to form soluble globules and bind poorly soluble pharmacological compounds by confining them in-
side spheroidal globules. In this study we compared the biological effect and mechanism of action of cisplatin
and its complex with arabinogalactan (AG-Pt) on the growth of Ehrlich ascites carcinoma in vivo. The results
showed that conjugates of arabinogalactan with platinum exerted a strong antitumor effect despite the fact
that the dose of cisplatin in the composition of the conjugates was reduced 10-fold. At the same time, the con-
jugates of arabinogalactan with platinum were virtually nontoxic. The mechanism of action of cisplatin and
its conjugates was almost the same and was associated with the induction of apoptosis of tumor cells. Appar-
ently, a decrease in the toxicity and an increase in the effectiveness of the cisplatin conjugates with arabino-
galactan compared with cisplatin is related with a more efficient accumulation of the conjugates in tumor cells
that possess asialoglycoprotein receptors mediating the conjugate entry into the cells.

Keywords: cisplatin, arabinogalactan, mechanocomposites, apoptosis, Erlich ascites carcinoma
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на либо на русском, либо на английском языке.
Текст печатается шрифтом Times New Roman (12 pt),
через 1.5 интервала, с полями 3 см слева и 2.5 см
сверху, справа и снизу. Объем исследовательской
статьи (включая аннотацию, основной текст, таб-
лицы, список литературы и подписи к рисункам) не
должен превышать 8000 слов и 8 рисунков, обзора –
12000 слов и 8 рисунков, мини-обзора – 4000 слов и
3 рисунков, краткого сообщения – 2000 слов и 1 ри-
сунка. Правила оформления рукописи размещены
на сайте http://www.pleiades.online.

Рукопись надлежит представлять в электрон-
ном виде. Следует присылать единый прикреп-
ленный файл, не превышающий 15 Мб, в форма-
те MS Word (*.doc), содержащий текст, таблицы и
рисунки (обычно черно-белые) в последовательно-
сти, изложенной ниже. Если объем рисунка превы-
шает 1 Мб, он должен быть прислан в виде отдель-
ного файла. При необходимости файлы рекомен-
дуется сжимать в стандарте WinZip или WinRAR.
Цветные иллюстрации принимаются лишь по со-
гласованию с редакцией, и их публикация опла-
чивается авторами.

Рукопись должна сопровождаться кратким пись-
мом к Главному редактору от автора для корреспон-
денции, в котором констатируется, что данная рабо-
та (название, авторы) направляется для опубликова-
ния в журнале Биологические мембраны и что все
авторы согласны с направлением статьи в журнал.

Сопроводительные документы. Рукопись статьи
должна сопровождаться: (а) письмом-направлением
и актом экспертизы от учреждения, в котором вы-
полнена работа; (б) заполненными бланками дого-
воров о передаче авторского права на использование
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материалов для русской и английской версий жур-
нала. В случае отклонения статьи договор в силу не
вступает.

Сопроводительные документы принимаются
в электронном виде. Письмо-направление от
учреждения с подписью руководителя и печа-
тью, заполненные и подписанные бланки дого-
воров и титульная страница статьи (см. ниже) с
подписями всех авторов сканируются и посыла-
ются (biomembranes2010@gmail.com) в формате
jpeg или pdf.

При наличии в авторском коллективе зарубеж-
ных соавторов их согласие индивидуально подтвер-
ждается письмом, посылаемым в редакцию по
электронной почте (biomembranes2010@gmail.com)
на имя Главного редактора.

Порядок представления материалов. При оформ-
лении статьи необходимо придерживаться следую-
щего порядка.

Титульная страница:
• индекс УДК (в левом верхнем углу);
• заглавие статьи (не более 150 знаков без про-

белов);
•инициалы и фамилии авторов;
•полное название учреждения(ий), почтовый

адрес(а);
• инициалы и фамилия автора для корреспон-

денции с указанием почтового адреса, контакт-
ного телефона, факса, электронного адреса;

• ключевые слова (3–6);
• количество слов в основном тексте;
• количество таблиц;
• количество рисунков;
• подписи всех авторов.
Основной текст:
• индекс УДК (в левом верхнем углу);
• заглавие статьи (не более 150 знаков, не счи-

тая интервалы);
• инициалы и фамилии авторов;
• полное название учреждения(ий), почтовый

адрес(а);
• аннотация (до 300 слов)
• ключевые слова (3–6);
• введение
• материалы и методы;
• результаты;
• обсуждение (или результаты и обсуждение)
• благодарности (отдельный абзац без заголовка)
• таблицы (каждая на отдельной странице);
• подписи к рисункам (на отдельной странице);
• список цитированной литературы (на отдель-

ной странице);
• резюме на английском языке или на русском,

если основной текст представлен на английском
(до 300 слов, на отдельной странице);

• рисунки (пронумерованные, каждый на от-
дельной странице).

Расположение основных материалов теорети-
ческой работы произвольно, хотя следует в целом
придерживаться последовательности, изложен-
ной выше. Уравнения должны быть напечатаны
предпочтительно с помощью Microsoft Equation
Editor. Не рекомендуется использование симво-
лов корней, вместо них должны использоваться
дробные показатели степени. Двоеточие не долж-
но использоваться как знак деления. Уравнения
должны нумероваться с правой стороны в скоб-
ках. Символы должны быть определены при пер-
вом упоминании в тексте. Если количество сим-
волов более 10, они должны быть представлены и
определены на отдельной странице.

Математические модели должны быть пред-
ставлены таким образом, чтобы для широкого
круга читателей было понятно, какая система
(молекулярная, клеточная и др.) или процесс мо-
делируется, каковы исходные постулаты модели
и целесообразность ее использования для описа-
ния процесса или системы, а также ограничения
модели. Методы решения уравнений модели долж-
ны быть описаны в деталях, достаточных для их
воспроизведения. Коммерческие программы и ис-
пользуемые в них алгоритмы должны быть упомя-
нуты. Основополагающие детали вывода уравне-
ний и/или их решения могут быть представлены в
Приложении, помещаемом в конце работы.

Аннотация (не более 300 слов) обязательна для
статьи (обзора) и должна давать ясное представле-
ние о сути работы, объектах и методах исследова-
ния, основных результатах и сделанных выводах.

Раздел Материалы и методы должен содер-
жать информацию о методах исследования, до-
статочную для их ясного понимания и воспроиз-
ведения. Методы, описанные ранее, могут быть
представлены в краткой форме и должны сопро-
вождаться адекватными ссылками. Необходимо
указывать квалификацию и источник основных
реактивов; название (в оригинальной транскрип-
циии) фирмы-изготовителя реактивов/оборудо-
вания и страна приводятся в скобках (Serva, Гер-
мания). Использованные статистические методы
обработки данных, графические программы и т.п.
также должны быть указаны.

Таблицы (и рисунки) нумеруются в порядке
упоминания их в тексте. Каждая таблица должна
иметь заголовок и, если необходимо, краткие по-
яснения к представленным данным (условия экс-
перимента, число экспериментов и т.п.).

Рисунки должны быть выполнены с разреше-
нием не менее 300 dpi и в масштабе, допускаю-
щем их двукратное уменьшение без потери каче-
ства. В сложных рисунках со множественными
панелями каждую следует пометить курсивной бук-
вой (а, б, в …). На графиках следует использовать
стандартные символы (m . d s r h j). В нижней
части рисунка необходимо указать его порядковый
номер и фамилию первого автора.
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Электронные версии штриховых рисунков и
полутоновых фотографий должны представлять-
ся в формате JPEG или TIFF.

Цитирование литературы. Ссылка на цитиро-
ванную работу дается в тексте цифрой в квадрат-
ных скобках (нумерация в порядке цитирования).
Если ссылка на работу есть в таблице или в подпи-
си к рисунку, ей присваивается порядковый но-
мер, соответствующий расположению данного ма-
териала в тексте статьи.

Авторы несут полную ответственность за пра-
вильность цитирования работ. Последние должны
быть либо опубликованными, либо принятыми в
печать. Ссылки на тезисы докладов, диссертации,
авторские свидетельства следует приводить только,
если они являются единственным источником. Ци-
тирования типа “неопубликованные данные” или
“персональное сообщение” не должны включаться
в список литературы, но допускаются в тексте (на-
пример, Прутков К.Ф., персональное сообщение).
При этом предполагается, что авторы получили раз-
решение на цитирование в какой-либо форме.

Список цитированной литературы должен
оформляться следующим образом:

Статья в журнале
Карпушев А.В., Павлов Т.С., Старущенко А.В.

2009. Регуляция эпителиальных натриевых кана-
лов (ENaC) малыми G-белками и фосфатидили-
нозитидами. Биол. мембраны. 26 (4), 265–279.

Takeuchi H., Imanaka Y., Hirono H., Kurahashi T.
2003. Cross-adaptation between olfactory responses
induced by two-subgroups of odorant molecules.
J. Gen. Physiol. 122, 255–264.

Книга
Владимиров Ю.А., Добрецов Г.Е. 1980. Флуорес-

центные зонды в исследовании биологических
мембран. М.: Наука. 320 с.

Hille B. 1992. Ionic Channels of Excitable Membranes.
2nd ed. Sunderland: Sinauer Associates, Inc. 607 p.

Статья в книге
Леднев В.В. 1977. Исследование структуры ак-

тинсодержащих нитей методом дифракции рент-
геновских лучей. В кн.: Молекулярная и клеточная
биофизика. Ред. Франк Г.М. М.: Наука, с. 164–172.

Keating M.T 1995. Molecular genetics of the long QT
syndrome. In: Ion Channels and genetic diseases. Eds
Dawson D.C., Frizzell R.A. New York: The Rockefeller
University Press, p. 53–60.

Статья, принятая в печать
Додонова С.О., Крупенина Н.А., Булычев А.А.

2010. Подавление H+-проводимости плазмалеммы
на фоне высокой активности H+-насоса в клетках
Chara под действием дитиотреитола. Биол. мембраны
(в печати).

Во многих международных журналах статьи,
принятые в печать, публикуются в электронном
виде до выхода бумажной версии. При этом статьи
идентифицируются с использованием DOI (digital

object identifier), и их следует цитировать в ориги-
нальном формате:

Komaki S., Abe Т, Coutuer S., Inze D., Russinova E.,
Hashimoto T. 2010. Nuclear-localized subtype of end-
binding 1 protein regulates spindle organization in Arabi-
dopsis. J. Cell Sci. doi: 10.1242/jcs.062703.

Если работы, которые цитировались как в печати,
были опубликованы на момент получения кор-
ректуры, авторы должны внести необходимые ис-
правления в список литературы.

Сокращения и аббревиатуры. Стандартные со-
кращения, рекомендованные комиссией по биохи-
мической номенклатуре IUPAC-IUB (Eur. J. Bio-
chem. 1977, 74(1), 1–6), могут быть использованы не-
посредственно. Нестандартные сокращения хими-
ческих соединений, сокращения общего характера
разрешается вводить лишь в случае многократного
употребления. Их следует ввести (в скобках) при
первом же использовании сложного словосочета-
ния в основном тексте статьи, например: активные
формы кислорода (АФК).

Аббревиатуры или формулы химических соеди-
нений, употребляемые как прилагательные, пишут-
ся через дефис: ИК-спектроскопия, ЖК-состоя-
ние, Na+-форма, ОН-группа, но группа ОН.

Размерности отделяются от цифры пробелом
(100 кПА, 77 К), кроме градусов, процентов и про-
милле: 90°, 20°С (для градусов Цельсия 20°С, а не
20°), 45%, 10‰. Дробные размерности: 58 Дж/моль,
10 моль/л. Для более сложных размерностей до-
пускается использование степеней, в том числе
отрицательных; символы различных размерно-
стей должны быть отделены пробелом: 9.8 м/c2 или
9.8 м с–2, 37 Дж моль–1 град–1. Единообразие напи-
сания размерностей в рукописи является обяза-
тельным.

При перечислении, а также в числовых интер-
валах размерность приводится лишь для послед-
него числа (10–30 Дж/моль, 22–25°С), за исклю-
чением угловых градусов (5°–10°, а не 5–10°).
Размерности переменных пишутся через запятую
(Е, кДж/моль), подлогарифмических величин – в
круглых скобках без запятой: ln t (мин).

Специальные символы и цифры. Для печати спе-
циальных символов (греческие буквы, математи-
ческие символы, графические символы и т.п.)
следует использовать функцию Insert Symbol в ре-
дакторе Microsoft Word. Десятичные доли в числах
отделяются точкой (3.14, а не 3,14).

Репринты. После выхода журнала издатель-
ство высылает авторам бесплатно PDF-файлы
русской и английской версии статьи.

Адрес редакции: 117997, Москва, ул.Миклухо-Ма-
клая, 16/10, Институт биоорганической химии РАН,
корп. 32, комн. 411, редакция журнала Биологиче-
ские мембраны. Телефон редакции: 8(499)724-80-89.
E-mail: biomembranes2010@gmail.com.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1
Сокращения часто употребляемых слов и терминов

ПРИЛОЖЕНИЕ 2
Стандартные обозначения некоторых тривиальных названий химических соединений

БЛМ Бислойные (бимолекулярные) липидные н. Нормальный (раствор)
мембраны

втор- Вторичный ОЕ Оптическая единица
ВЭЖХ Высокоэффективная жидкостная ПААГ Полиакриламидный гель

хроматография

ГЖХ Газожидкостная хроматография п. о. Пары оснований
ед. акт. Единица активности т. п. о. Тысяча пар оснований
ИК Инфракрасный т. кип. Температура кипения
КД Круговой дихроизм т. пл. Температура плавления
КР Комбинационное рассеяние трет- Третичный
КССВ Константа спин-спинового взаимодействия ТСХ Хроматография в тонком слое
ME Международная единица УФ Ультрафиолетовый
м-, о-, п- мета-, орто-, пара- ЭПР Электронный парамагнитный резонанс
н Нормальный (изомер) ЯМР Ядерный магнитный резонанс

ДНК Дезоксирибонуклеиновая кислота FAD Флавинадениндинуклеотид
ДНКаза Дезоксирибонуклеаза FCCP Карбонилцианид-4-трифторметокси-

фенилгидразон
РНК Рибонуклеиновая кислота FMN Флавинмононуклеотид
РНКаза Рибонуклеаза GA Грамицидин A
Трис Трис(оксиметил)аминометан Gpp(NH)p Гуанозин-5'-(Р,у-имидо )трифосфат
ADP Аденозин-5'-дифосфат HEPES 4-(2-Гидроксиэтил)-1-пипера- 

зинэтансульфоновая кислота
AMP Аденозин-5'-фосфат MES 2-(N-морфолино)этансульфоновая 

кислота
сАМР Аденозин-3',5'-циклофосфат MOPS 3-(N-морфолино)пропансульфоновая 

кислота
ANS 1-Анилинонафталин-8-сульфонат NAD, NAD+, 

NADH
Никотинамидадениндинуклеотид и его 
окисленная и восстановленная формы

АТР Аденозин-5'-трифосфат NADI, 
NADP+, 
NADPH

Никотинамидадениндинуклеотид- 
фосфат и его окисленная
и восстановленная формы

АТР-аза Аденозинтрифосфатаза Pi Неорганический фосфат

СССР Карбонилцианид-м-хлорфенилгид-
разон

PPi Неорганический пирофосфат

СМ-целлюлоза Карбоксиметилцеллюлоза poly(A) (3'-5')Поли(адениловая кислота)
Con А Конканавалин А POPOP 1,4-Бис[2-(5-фенил)оксазолил]бензол
DCC N,N'-дициклогексилкарбодиимид PPO 2,5-Дифенилоксазол
DEAE-целлюлоза Диэтиламиноэтилцеллюлоза SDS Додецилсульфат натрия
EDTA Этилендиаминтетрауксусная кислота TAPS 3-{[2-Гидрокси-1,1-бис(гидрокси-

метил)этил]амино}-1-пропансульфо-
новая кислота

EGTA Этиленгликольбис(β-аминоэтиловый 
эфир)-N,N'-тетрауксусная кислота
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ПРИЛОЖЕНИЕ 3
Символы для некоторых физических и химических величин и единицы их измерения

а 1/12 массы чистого изотопа 12С.
б Не °К.
в Англ. “absorbance” – поглощательная способность.
г Термин “экстинкция” употреблять не рекомендуется.

Символ Величина Единица измерения

m Масса г, мг, мкг и т.д.
М Молекулярная масса Даа (дальтон)
Мr Относительная молекулярная масса безразмерная
св или [В] Концентрация вещества В М (моль/л), мМ и т.д.
n Количество вещества моль, нмоль, мкмоль и т.д.
s Коэффициент седиментации S (cвeдбepг, 10–13 с)
Т Термодинамическая температура Кб (кельвин)
t Температура по Цельсию °С
Е Энергия Дж или кал (4.1868 Дж)
Р Давление Па (паскаль), или атм (101325 Па), или 

мм рт. ст. (133.2 Па)
I Ионная сила М, мМ и т.д.
I Интенсивность излучения безразмерная
А Поглощениев (–lgI/I0) безразмерная

ε Молярный коэффициент поглощенияг М–1 см–1

λ Длина волны нм
Le Радиоактивность (излучателъная способность) Бк (беккерель, с–1) или Ки (3.7 × 1010 Бк)
t Время с (не сек), мин, ч (не час), сут (не сутки)
V Объем дм3 (л), см3 (мл), мкл и т.д.
K Константа равновесия моль/л
Km Константа Михаэлиса М, мМ
Ks Субстратная константа То же
Ki Константа ингибирования »
k Константа скорости с–1 или М–1 с–1

kкат Каталитическая константа c–1

v Скорость превращения моль/с
V или Vmax Максимальная скорость моль л–1 С–1

h или nH Коэффициент Хилла безразмерный
U Напряжение В (вольт)
I Сила тока А (ампер)
С Емкость Ф (фарада)
R Сопротивление Ом
G Проводимость См (сименс)

Градиент электрохимического потенциала В (вольт)

Δψ Разность электрических потенциалов на мембране В (вольт)
Е, или Vm, или Δϕ Мембранный потенциал В (вольт)

+ΔμH


