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В настоящее время во всем мире существует ост-
рая проблема нехватки органов для трансплантоло-
гии. По данным Федерального научного центра
трансплантологии и искусственных органов им. ака-
демика В.И. Шумакова (Москва) в 2019 г. было вы-
полнено 1473 пересадки почек, 584 пересадки печени,
25 трансплантаций легких, 337 пересадок сердца. При
этом в листе ожидания в настоящее время находятся
9500 пациентов (https://vademec.ru/news/2020/03/19/
kolichestvo-transplantatsiy-organov-v-2019-vyroslo-na-11/).

По данным Министерства здравоохранения и со-
циальных служб США (MoHSS) за 2019 г. было про-
ведено около 11900 трансплантаций. Этот показа-
тель является одним из самых высоких по числу
трансплантаций во всем мире, однако потребность
составляет около 113000 трансплантаций (https://
optn.transplant.hrsa.gov/news/organ-donation-again-
sets-record-in-2019/). Для операции по транспланта-
ции характерна проблема совместимости, напри-
мер, необходимо учитывать гистосовместимость
тканей, а для непарных органов трудно найти доно-
ра. Одним из решений этих проблем является 3D-
биопечать.

Биопечать – технология аддитивного производ-
ства, которая позволяет создавать сложные трехмер-
ные тканеинженерные конструкции, используя био-
материалы в качестве микросреды для живых кле-
ток, за короткое время. Одним из наиболее важных
составляющих биопечати являются биочернила.
Биочернила – это комбинация из биополимерных

гелей (жидкой фазы) и живых клеток, используемая
для печати трехмерных тканевых структур. Они содер-
жат как малодифференцированные мультипотентные
мезенхимные стромальные клетки (ММСК), так и
дифференцированные, например, фибробласты, кера-
тиноциты, гепатоциты и т.д. (Ong et al., 2018; Hong et al.,
2018). В качестве жидкой фазы используют биополи-
меры, такие как желатин, коллаген, агароза и др.
(Xia et al., 2018). Выбор метода печати базируется не
только на скорости и выживаемости клеток, а также
на разрешающей способности. Разрешающая спо-
собность представляет собой размер самой малень-
кой детали, которую может напечатать принтер в од-
ном слое.

В настоящее время существуют различные техно-
логии биопечати. Самая простая из них – экструзи-
онная печать (Lee, Yeong, 2016), при которой созда-
ние объекта происходит послойно снизу-вверх с по-
мощью одной печатающей головки.

К более сложным технологиям относятся томо-
графическая печать (Kelly et al., 2017), когда объект
печатается с помощью луча света определенной дли-
ны волны, который полимеризует фотополимер;
при этом объект воссоздается без разделения на
слои, что позволяет создавать более сложные и в то-
же время более прочные трехмерные конструкции
(Bernal et al., 2019). Эта биотехнология имеет боль-
шие перспективы в фармацевтической промышлен-
ности, поскольку является одним из наиболее быст-
рых сегодня способов создания клеточного продукта
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(Hong et al., 2018), на котором можно исследовать ле-
карственные препараты (Lawrence et al., 2015). По-
мимо этого, биопечать позволяет создавать трехмер-
ные опухолевые тканеинженерные конструкции
(Knowlton et al., 2015). Такие тканевые аналоги поз-
волят более точно подбирать и корректировать так-
тику противоопухолевой терапии (Lv et al., 2017).

В настоящее время существует большое количе-
ство технологий 3D-биопечати и их модификаций,
но не все они показали себя одинаково эффективно.
Среди множества статей сложно выделить ключевую
информацию об эффективности того или иного вида
биопечати. Поэтому мы решили осветить важные
аспекты современных методик биопечати в пред-
ставленной обзорной работе, в которой рассматри-
ваются семь наиболее перспективных технологий
трехмерной печати для создания сложных тканеин-
женерных структур. 

К основным технологиям относятся струйная,
экструзионная, лазерная, стереолитографическая и
4D-печать, а также их модификации: томографиче-
ская печать и цифровая световая печать (digital light
processing), преимущества, недостатки и другие ха-
рактеристики которых описаны в табл. 1.

СТРУЙНАЯ БИОПЕЧАТЬ

Первый биопринтер был разработан на основе
модифицированного коммерческого струйного
принтера, однако у него имелись технические огра-
ничения, которые заключались в небольшом разме-
ре сопла и низкой выживаемости клеток. Вскоре по-
сле этого был создан полноценный 3D-биопринтер
(Bishop et al., 2017).

Существуют две технологии печати: термическая
и пьезоэлектрическая. Принцип работы данных тех-

Таблица 1. Сравнительный анализ технологий биопечати

а Литература: 1. Matsusaki et al., 2013; 2. Kolesky et al., 2016; 3. Hong et al., 2017; 4. Au et al., 2014; 5. Ligon et al., 2017; 6. Pirlo et al., 2012;
7. Ligon et al., 2017; 8. Loterie et al., 2018; 9. Kelly et al., 2018; 10. Bernal et al., 2019; 11. Miri et al., 2019.

Технология
3D-печати Преимущество Недостатки Разрешение, 

мкм
Скорость

печати
Выживаемость 

клеток, %
Источ-

ника

Струйная Низкая стоимость, 
простота в эксплу-
атации

Ограниченность в 
выборе биочернил, 
низкая выживае-
мость клеток

5–50 150 кап/мин 85 [1]

Экструзионная Высокая выживае-
мость клеток, про-
стота в эксплуата-
ции, низкая стои-
мость

Низкая скорость 
печати

5–100 10–50 мкм/с >95 [2]

Лазерная Высокая скорость 
печати, возмож-
ность печати высо-
ковязкими 
биочернилами

Фото-механическое 
повреждение кле-
ток при печати, 
высокая стоимость

>50 200–1600 мм/с 85–95 [3]

Стереолитографи-
ческая

Высокая скорость 
печати, возмож-
ность создания 
сложных трехмер-
ных структур

Канцерогенное вли-
яние на клетки при 
печати, ограничен-
ность в выборе 
материалов

20 100 мкм/с–
1000 мм/с

90 [4, 5]

Цифровая све-
товая (digital light 
processing)

Очень высокая 
скорость

Высокая цена, огра-
ниченность в 
выборе материалов

10–100 30–100 см/ч
по оси Z

90–95 [6, 7]

Томографическая Очень высокая 
скорость, бесшов-
ная печать

Высокая стоимость 
и сложность в экс-
плуатации

16–33 1–2 мм2/с 80–90 [8, 9, 10]

4D-биопечать Возможность 
создания сложных 
трехмерных кон-
струкций,

Ограниченность в 
выборе материалов, 
высокая цена

— — — [11]
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нологий можно увидеть на рис. 1. В первом случае в
экструдере располагается нагревательный элемент,
при работе которого происходит быстрое локальное
повышение температуры до 300°C в течение не-
скольких микросекунд. Вследствие этого появляют-
ся пузырьки газа, которые вытесняют капли из соп-
ла. Во второй технологии используется пьезоэлек-
трические кристаллы, которые расширяются и
сжимаются под действием переменного тока. Благо-
даря этому создается повышенное давление (Li et al.,
2016), печать происходит капельно, послойно снизу
вверх (Ma et al., 2018).

Эта технология позволяет производить печать не-
сколькими печатающими головками с разными типа-
ми клеток, что делает возможным создание многоком-
понентных тканей с достаточно высокой скоростью
(1–10000 капель/с) (Hong at al., 2018). Выживаемость
клеток составляет 85% (Angelopoulos et al., 2019). Раз-
решающая способность составляет 5–50 мкм
(Hong et al., 2018). Еще одним преимуществом явля-
ется низкая цена по сравнению с конкурентами
(Cui et al., 2012).

Небольшие размеры сопла не позволяют исполь-
зовать биочернила с высокой вязкостью (>15 Па с), а
также с высокой плотностью клеток (>1 × 106 кл./мл)
(Guillotin et al., 2010; Pepper et al., 2011). Все это при-
водит к недостаточной механической прочности и на-
кладывает ограничение на создание сложных трехмер-
ных тканеподобных структур (Angelopoulos et al., 2019).

Несмотря на это, существуют примеры создания
многокомпонентных систем с помощью данной тех-
нологии. Например, были созданы искусственная
ткань сердца, способная сокращаться в ответ на
электрические импульсы (Xu et al., 2009), нервная
(Li et al., 2018) и костная (Gao et al., 2014) ткани. Па-
таки и его команда (Pataky et al., 2012) смогли создать
разветвленную сосудистую сеть. Они использовали
альгинат натрия в качестве биочернил, который пе-
чатался на подложку из пропитанного кальцием же-
латина, после их взаимодействия альгинат полиме-
ризовался и приобретал форму капли. Это позволи-
ло преодолеть естественную склонность гидрогелей
распространяться и объединяться. С помощью этой
технологии смогли создать модель пигментирован-
ной кожи полной толщины (Min et al., 2017). Для
этого авторы напечатали дермальный слой в виде
нескольких слоев гидрогеля с фибробластами, после
чего послойно наносили меланоциты и кератиноци-
ты. Спустя 4 сут на границе разделения фаз воздух−
жидкость появился пигмент.

ЭКСТРУЗИОННАЯ ПЕЧАТЬ

Экструзионная печать может выполнять широ-
кий спектр задач, поскольку позволяет применять
гидрогели различной вязкости (6—30 × 107 Па с)
(Derakhshanfar et al., 2018). Для печати могут быть ис-
пользованы как органические естественные матери-
алы – коллаген (Wu et al., 2016), желатин (Jia et al.,

Рис. 1. Схема работы струйной печати. а – Термическая модель; давление создается нагревающимися пластинами. б – Пье-
зоэлектрическая модель; давление создается благодаря кристаллам, которые расширяются под действием тока (адаптировано
из: Derakhshanfar et al., 2018).

Струйная биопечать

Термическая модель Пьезоэлектрическая модель

Нагреватель

Пузырьки газа

Пьезоэлектрический
привод

а б
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2016), хитозан (Gu et al., 2017), альгинат (Tabriz et al.,
2015), так и материалы, имеющие синтетическую
природу – полиэтиленгликоль (Ashammakhi et al.,
2019), метакрилат (Chen et al., 2012), полилактат
(Brigham et al., 2009).

В экструзионной печати существуют 3 основных
подхода. Наглядно данные подходы изображены в
виде схем на рис. 2. На рис. 2а изображен пневмати-
ческий метод, в котором сжатый воздух нагнетается
с помощью специального насоса. Из-за того, что си-
стема нагнетает воздух из окружающей среды, он
должен проходить через ряд фильтров для обеспече-
ния стерильности. Также такой подход наиболее хо-
рош при работе с гидрогелем низкой вязкости (Oz-
bolat et al., 2016).

Поршневой и винтовой способ (рис. 2б, в) основа-
ны на давлении на гидрогель вертикальной и враща-
тельной механической силой соответственно. Оба спо-
соба обеспечивают высокую разрешающую способ-
ность печати и возможность использования более
вязких гидрогелей. Принтеры, использующие одно-
временно эти два метода, имеют большую стоимость, а
также сложны в обслуживании и стерилизации.

Благодаря непрерывности печати обеспечивается
наличие большого числа клеток в скаффолде и вы-
живаемость клеток составляет более 95%. Из недо-
статков этой технологии можно выделить низкую
скорость печати, которая находится в диапазоне от
10 до 50 мкм/с (Murphy, Atala, 2014; Zhu et al., 2016).

В среднем разрешающая способность 100 мкм
(Miri et al., 2019), но существуют данные о разреша-
ющей способности до 5 мкм (Ozbolat et al., 2016).
Благодаря своим преимуществам технология экс-
трузионной печати показывает хорошие результаты
при создании тканей с простой микроструктурой по
типу хрящей и костей (Tao et al., 2017).

Существует несколько успешных модификаций
данной технологии. Так, разработан 3D-принтер
(Liu et al., 2017), печатающий семью биочернилами
одновременно. Экструдер состоит из нескольких ка-
пилляров, подсоединенных к резервуарам с биочер-
нилами. Переключение между резервуарами проис-
ходит быстро и плавно, что позволяет программно
комбинировать потоки биочернил. С помощью дан-
ного подхода удалось напечатать многокомпонент-
ную сердечную органоподобную структуру.

Другие авторы (Rocca et al., 2018) напечатали
сердце, почку и другие сложные трехмерные объек-
ты в микромасштабе благодаря печатающей голов-
ке, которая имеет несколько сопел. Точное дозиро-
вание альгината удалось достичь программно. По-
мимо этого, во время печати используется ванна,
наполненная Pluronic F127 (PF-127), который обла-
дает обратимыми свойствами фазового перехода
золь–гель при различных температурах благодаря
образованию мицелл. При температуре 37°С гидро-
гель затвердевал и выступал в качестве поддержки
для печатаемого объекта. Когда орган был напеча-

Рис. 2. Схема подходов экструзионной печати. а – Пневматический, давление обеспечивается за счет сжатого воздуха. б, в –
Поршневой и винтовой соответственно, выталкивание биочернила происходит под действием механического давления
(адаптировано из: Derakhshanfar et al., 2018).
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тан, гидрогель охлаждали до 4°С для его сжижения и
извлечения объекта.

ЛАЗЕРНАЯ ПЕЧАТЬ

Лазерная биопечать основана на двух технологи-
ях: прямая лазерная запись (laser direct-write) (Man-
drycky et al., 2016) и лазерно-индуцированный пере-
нос (laser-induced transfer) (Duocastella et al., 2007).
Оба метода позволяют печатать в жидкой и твердой
фазе.

Лазерный принтер состоит из следующих частей:
лазерная установка, абсорбирующая пластинка и
подложка, на которую попадают осажденные капли
(Ma et al., 2018). Абсорбирующая пластинка имеет
две части: энергопоглощающую пластинку из титана
(Ali et al., 2014) или золота (Barron et al., 2004) и био-
чернила.

На рис. 3 представлен принцип работы лазерного
3D биопринтера. Во время печати луч с длиной вол-
ны 325 нм действует на верхний слой пластины – слой
поглощения лазера. Это приводит к локальному нано-
секундному нагреву его поверхности с образованием
на внутренней стороне энергопоглощающего слоя пу-
зырька воздуха. Благодаря этому происходит ло-
кальное повышение давления, вследствие чего био-
чернила с клеточной суспензией переносятся с пла-
стинки на подложку – гидрогелевый субстрат
(Arcaute et al., 2011).

Отличительной особенностью этого способа яв-
ляется отсутствие механического контакта между
биочернилами и лучом. Это ведет к высокой выжи-
ваемости клеток (85–95%) (Mandrycky et al., 2016) и
скорости печати (200–1600 мм/с) (Hong et al., 2018).
Вдобавок эта технология позволяет печатать высоко-
вязкими биочернилами (1–300 Па с) (Guillemot et al.,

2010). Разрешающая способность составляет более
50 мкм (Guillotin et al., 2010).

Недостатком метода является малое количество
исследований о воздействии энергии лазерного из-
лучения на клетки. Существуют статьи, указываю-
щие на то, что быстрое локальное нагревание, вы-
званное лучом света, является основным поражаю-
щим фактором для них (Barron et al., 2005; Lin et al.,
2010). Для решения этой проблемы были использо-
ваны фемтосекундные лазеры с целью сокращения
негативного влияния. Однако дальнейшие исследо-
вания показали, что это решение только увеличило
летальность клеток, что связано с более интенсив-
ным фотомеханическим воздействием (Hopp et al.,
2012).

В настоящее время существует малое количество
принтеров с лазерной печатью, что обусловлено
сложностью производства этих устройств, а также их
стоимостью. Исходя из этого, исследователи больше
сконцентрированы не на создании новых принте-
ров, а на исследовании корреляции между парамет-
рами лазера, такими как длина волны, интенсив-
ность и время импульса с качеством конечных об-
разцов (Duan et al., 2013; Duarte Campos et al., 2013).

Используя мезенхимные стволовые клетки для
создания трансплантата с последующей дифферен-
цировкой в адипоциты, удалось показать, что лазер-
ная печать не влияет на пролиферативную и диффе-
ренциальную активность мезенхимных стволовых
клеток (Gruene et al., 2011). Другие авторы смогли со-
здать разветвленную сосудистую сеть при помощи
комбинации эндотелиальных и мезенхимных ство-
ловых клеток (Kérourédan et al., 2019) В этом случае
клетки печатали на коллаген первого типа, после че-
го на них помещали еще один слой коллагена вместе
со стволовыми клетками апикального сосочка.

Рис. 3. Схема лазерной печати, нагревание абсорбирующей пластинки лазером (адаптировано из: Tasoglu et al., 2013).
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СТЕРЕОЛИТОГРАФИЧЕСКАЯ ПЕЧАТЬ

Эта печать является модификацией фотолитогра-
фии. На рис. 4 представлены основные компоненты
стереолитографического 3D биопринтера. Биопе-
чать осуществляется с использованием фотополиме-
ризующихся гидрогелей, которые находятся в емко-
сти на движущейся платформе, внутри емкости на-
ходится столик на подвижной платформе. С
помощью программируемого лазера подается свет
определенного спектра, что инициирует сшивание
фотополимера (Vijayavenkataraman et al., 2018). Для
печати объекта используются трехмерные модели,
которые загружаются в компьютер. После полиме-
ризации первого слоя щетка удаляет лишний фото-
полимер с верхней поверхности напечатанного объ-
екта, затем платформа вместе с емкостью опускается
на одну ступень ниже. Так послойно формируется
трехмерный объект (Wang et al., 2018). Высота ступе-
ней может быть 5–20 мкм. Кроме того, существуют
модели принтеров с инвертированным столиком и
излучателем света (Tamay et al., 2019).

В стереолитографической печати скорость и
жесткость сшивки гидрогеля зависит от концентра-
ции фотоинициаторов: чем выше концентрация, тем
прочнее и быстрее сшивка (Knowlton et al., 2017). Но
в то же время высокая концентрация фотоинициа-
торов обладает выраженным цитотоксичным дей-
ствием (Sabnis et al., 2009). Существует два основных
фотоинициатора: иргакур (Irgacure) 2959 для ультра-
фиолетовой сшивки и эозин Y для видимого света
(Mondschein et al., 2017). Более цитотоксическим яв-

ляется иргакур 2959 (Mondschein et al., 2017). Ультра-
фиолетовое излучение во время печати оказывает
повреждающее действие на ДНК (Ikehata, Ono,
2011). Исходя из этого, большинство исследователей
предпочитают использовать луч света с видимым
спектром излучения.

Основным преимуществом стереолитографиче-
ской печати является ее скорость (100 мкм/с–
1000 мм/с), поскольку печать всего слоя происходит
одновременно. Разрешающая способность в сред-
нем составляет 20 мкм (Pirlo et al., 2012). Выживае-
мость – более 90% (Catros et al., 2011). Благодаря ин-
вертированному столику и печати сверху вниз ста-
новится возможным создавать сложную трехмерную
архитектонику. Основным недостатком является
ограничение в выборе гидрогелей, сложность и до-
роговизна 3D-биопринтеров.

Стереолитографию применяют для изготовления
сложных и нестандартных по форме каркасов для
лицевой хирургии на основе снимков компьютер-
ной томографии. В качестве материала для каркаса
авторы используют бета-трикальцийфосфатколла-
ген, что позволяет делать каркасы прочными при
низкой цене производства (Scalera et al., 2014).

С помощью стереолитографического принтера и
собственной разработки смогли напечатать гидроге-
левые скелетные мышцы, которые являются частью
мини-роботов bio-bots (Cvetkovic et al., 2014). Bio-
bots могли совершать движения с максимальной
скоростью ~156 мкм/с, что превышает 1.5 длины те-
ла за 1 мин. Ученые исследовали влияние белков

Рис. 4. Схема стереолитографической печати. Скаффолд создается в результате взаимодействия света определенной длины
волны и фотополимера (адаптировано из: Tamay et al., 2019).
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внеклеточного матрикса, коллагена I типа, фибрина
и инсулиноподобного фактора роста на силу сокра-
щения напечатанных скелетных мышц. Им удалось
достичь улучшения способности генерировать силу
и функциональные характеристики этой сконструи-
рованной ткани, дифференцируя мышечные полос-
ки в оптимизированной среде ECM на основе фиб-
рина с добавлением фактора роста IGF-1.

ЦИФРОВАЯ СВЕТОВАЯ ПЕЧАТЬ
Эта печать (digital light processing) является одной

из разновидностей стереолитографической печати.
Компьютерная программа управляет интенсивно-
стью света с помощью цифрового микрозеркального
устройства − DMD-чипа (DMD – digital micro-mirror
device) (Hribar et al., 2014). На рис. 5 представлена
схема работы цифрового светового 3D биопринтера,
где ключевую роль играет DMD-чип. Он состоит из
двух миллионов микрозеркал, способных менять
свое положение независимо друг от друга (Zhu et al.,
2016). Печать происходит послойно снизу-вверх с
помощью двух тысяч световых точек.

Наиболее часто используют свет видимого спек-
тра для уменьшения цитотоксичности (Lim et al.,
2018). В качестве биочернил могут быть использова-
ны различные фотополимеры с диапазоном вязко-
сти 1–2000 Па ⋅ с, к ним относятся полиэтиленгли-
кольдиакрилат (PEGDA), глицидилметакрилат-гиа-
луроновая кислота (GMHA) (Cui et al., 2018) и
желатин-метакрилат (GelMA). Последний обладает
низкой цитотоксичностью и способен полимеризо-
ваться от видимого спектра, ввиду чего его выбор в
качестве биочернил является предпочтительным
(Lim et al., 2018).

Скорость печати при этой технологии выражает-
ся в см/ч по оси Z, так как объект полимеризуется по
всей площади. Скорость печати с высоким разреше-

нием менее 100 мкм составляет 30 см/ч по оси Z, при
более низкой разрешающей способности достигает-
ся скорость в 100 см/ч по оси Z. Разрешающая спо-
собность составляет 10–100 мкм. Выживаемость
клеток – 90–95%. В силу отсутствия сопел исключа-
ется возможность их засорения. Образец получается
бесшовным, что увеличивает его прочность и позво-
ляет создавать более сложную архитектонику (Tamay
et al., 2019).

Недостатками является сложное устройство
принтера, из-за чего увеличивается его стоимость, а
также трудность обслуживания. Цитотоксическое
влияние фотополимеров и фотомеханическое дей-
ствие света отрицательно сказываются на выживае-
мости клеток (Tamay et al., 2019).

Несколько лет назад удалось создать органопо-
добную ткань печени (Ma et al., 2016). Модель пред-
ставляла собой группу печеночных долек, состоя-
щих из гепатоцитов, которые были получены из ин-
дуцированных стволовых клеток, эндотелиальных
клеток, а также мезенхимных клеток. Исследователи
использовали два гидрогеля: желатин метакрилат
(GelMA) и глицидную метакрилат-гиалуроновую
кислоту (GMHA) в соотношении 1 : 1. Размер долек
был приближен к физиологичным. Печать происхо-
дила в два этапа: вначале наносились гепатоциты с
5%-ной GMHA, затем – эндотелиальные и мезен-
химные клетки с 2.5%-ной и 1%-ной GMHA соот-
ветственно.

ТОМОГРАФИЧЕСКАЯ 3D-ПЕЧАТЬ
За основу взят принцип компьютерной томогра-

фии. Для начала создается модель на компьютере,
после чего объект разделяют на множество проек-
ций (вокселизация). Затем набор проекций от 0° до
360° рассчитывается с использованием алгоритма
Радона для достижения кумулятивного эффекта при

Рис. 5. Схема цифровой световой печати (digital light processing). Печать осуществляется с помощью двух тысяч световых то-
чек, под действием которых биочернила полимеризуются (адаптировано из: Ma et al., 2018).
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печати. Схематично процесс создания объекта во
время томографической 3D биопечати представлен
на рис. 6а. Точное вычисление набора проекций с
применением фильтра Рам-Лака позволяет рассчи-
тать оптимальное распределение излучения. Фильтр
также позволяет компенсировать эффект размытия,
свойственный проекциям (Brett et al., 2019).

Механизм печати происходит следующим обра-
зом. Оптическая установка состоит из шести лазер-
ных диодов с длиной волны 405 нм. Диоды объеди-
нены в один луч с помощью линзы. Луч выходит из
волокна, проходит через асферическую линзу и про-
ецируются на цифровое микрозеркальное устрой-
ство. Затем луч проходит через цилиндрическую
стеклянную емкость, содержащую фотополимер.
Вогнутая цилиндрическая линза, расположенная в
непосредственной близости от флакона, исправляет
искажение, вызванное цилиндрической поверхно-
стью раздела флакона (Bernal et al., 2019). Общий
план строения томографического 3D биопринтера
представлен на рис. 6б.

Когда все пиксели на цифровом микрозеркаль-
ном устройстве находятся в состоянии “Вкл”, мощ-
ность светового луча, направляемого во флакон, со-
ставляет приблизительно 1.6 Вт (Bernal et al., 2019).

Скорость печати зависит от вязкости фотополи-
мера. В среднем объект в несколько квадратных сан-
тиметров печатается менее 30 с с максимальной ско-
ростью ~1–2 мм2/с. Выживаемость клеток составля-
ет 80–90%. Разрешающая способность – 16–33 мкм
(Bernal et al., 2019). Модель печатается полностью
одновременно, что позволяет создавать трехмерные
конструкции со сложной архитектоникой и боль-
шим количеством полостей.

Эта технология имеет большинство стандартных
недостатков для принтеров, основанных на фотоли-

тографии. Основным недостатком является слож-
ность компьютерных программ для принтера и
сложность его устройства (Loterie et al., 2018).

4D-БИОПЕЧАТЬ

Основная задача этого подхода – решить пробле-
мы, с которыми не справляется стандартная 3D-
биопечать. К ним относится создание сложных по-
лых конструкций по типу разветвленной сосудистой
сети с мелкими капиллярами. Помимо этого, печать
стандартными методами не может обеспечить рост и
пролиферацию клеток в центре сложных трехмер-
ных структур (Gao et al., 2016).

4D-биопечать позволяет создавать конструкции,
которые меняют свою форму или функции со време-
нем или под действием внешней стимуляции, такой
как тепло, влажность, свет, магнитное поле или ве-
личина pH. Для печати используют умные материа-
лы (smart materials) (Gao et al., 2016), которые могут
собираться (Kirillova et al., 2017), раскладываться
(Ionov, 2018) и имеют хотя бы один из таких свойств,
как память формы, самопроизвольное срабатывание
и др. (Kokkinis et al., 2015). Основные типы стимулов
и ответов на них умных материалов представлены на
рис. 7.

В качестве примера 4D-биопечати приведем муль-
тисомы, которые в основном представляют собой вод-
ные капли, заключенные в масло (1,2-дифитаноил-sn-
глицеро-3-фосфохолин). Печать таких мультисом в
воде заставляет водные капли прилипать друг к другу,
образуя бислои, в которых заключенные в каплю ком-
поненты высвобождаются при изменении величины
рН или температуры (Villar et al., 2011). В будущем
продукты печати могут использовать в малоинвазив-
ных операциях, с возможностью самостоятельной

Рис. 6. Схемы процесса томографической 3D-печати (а) и устройства томографического 3D-биопринтера (б). Создание объ-
екта происходит с помощью комплекса линз, преломляющих свет, для печати в разных проекциях. б – адаптировано из: Brett
et al., 2019.
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сборки до необходимой формы внутри организма
человека.

Из графена и гидрогеля был изготовлен гибрид-
ный электроактивный скаффолд (Servant et al., 2014).
Авторы этой работы сначала создали пластинки из
графена путем его молекулярного взаимодействия с
меламином. Затем был создан гибридный гидрогель
из метакриловой кислоты и N,N'-метиленбисакри-
ламида, а также инициатора пероксодисульфата ка-
лия. После чего в гидрогель были добавлены графе-
новые пластины (0.2 мг/мл), размером от 100 нм до 1
мкм. Эти электроактивные скаффолды демонстри-
руют пульсирующее высвобождение лекарственного
средства при напряжении электрического поля по-
стоянного тока 10 В (Servant et al., 2014).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ

На основе проанализированной литературы по
технологиям 3D-биопринтинга мы можем сделать
вывод, что данные технологии будут играть важную
роль в области ортопедии, регенеративной медици-
ны и тканевой инженерии. В будущем биопринтинг
будет использоваться для создания многофункцио-
нальных объектов и устройств, включая имплантаты,
которые будут имитировать биологические функции, а
также реагировать на меняющиеся внешние раздра-
жители.

Уже сегодня существуют проекты, которым уда-
лось создать модели костной, эпителиальной, мы-
шечной ткани in vitro (Mandrycky et al., 2016). Данные
модели схожи с тканями организма, благодаря чему
они позволяют проводить доклинические исследо-
вания лекарственных молекул. Несмотря на это
имеется ряд нерешенных проблем, таких как созда-

ние разветвленных сосудистых сетей и сложных
многокомпонентных тканей. По этой причине пока
невозможно создание полноценных органов для
трансплантации (Huang et al., 2017). Кроме того, сей-
час отсутствует возможность печати клеточного
продукта непосредственно на месте раны.

Из представленного краткого обзора можно сде-
лать вывод о том, что для различных потребностей
необходимы различные технологии изготовления.
Поэтому большинство современных разработок со-
средоточены на объединении технологий для опти-
мизации процесса создания тканеподобных струк-
тур и ликвидации существующих у недостатков у
каждой из них.
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Накопление стареющих клеток в организме положительно коррелирует с возрастом и рассматривается как
один из факторов риска возраст-зависимого увеличения частоты опухолевых заболеваний. Во многом
опухоль-промотирующую роль стареющих клеток связывают с паракринным влиянием на клетки микро-
окружения ассоциированного со старением секреторного фенотипа. Однако согласно недавним исследо-
ваниям, неопластическая трансформация также может быть обусловлена геномной нестабильностью ста-
реющих клеток, возникающей вследствие накапливающихся повреждений ДНК. Настоящая работа по-
священа исследованию молекулярных механизмов, которые могут обуславливать возникновение и
накопление повреждений ДНК при старении клеток. В качестве моделей клеточного старения мы исполь-
зовали репликативное и стресс-индуцированное старение эндометриальных стромальных клеток челове-
ка (эСК). Мы показали, что для обоих типов старения эСК характерно образование персистирующих фо-
кусов повреждения ДНК. Используя генетически-кодируемый биосенсор HyPer, мы выявили снижение
эффективности антиоксидантной защиты в стареющих эСК. Одновременно с этим в таких клетках суще-
ственно увеличивался уровень эндогенных активных форм кислорода (АФК), что в совокупности может
приводить к возникновению фокусов повреждения ДНК в стареющих клетках. В свою очередь, накопле-
ние фокусов повреждения ДНК может быть опосредовано снижением эффективности работы систем ре-
парации при старении эСК, о чем свидетельствуют как данные транскриптомного анализа, так и резуль-
таты оценки динамики репарации повреждений, вызванных окислительным стрессом или ионизирую-
щим излучением. Таким образом, накопление повреждений ДНК в стареющих эСК связано, с одной
стороны, с неэффективной антиоксидантной защитой и повышенным уровнем АФК, а с другой стороны,
с низкой эффективностью репарации повреждений.

Ключевые слова: клеточное старение, геномная нестабильность, повреждения ДНК, репарация, активные
формы кислорода, HyPer, эндометриальные стромальные клетки человека
DOI: 10.31857/S0041377121040027

Старение принято рассматривать как однона-
правленный и необратимый процесс ухудшения ра-
боты организма на молекулярном, клеточном, тка-
невом и органном уровнях (Hayflick, 2002). Помимо
общего снижения функциональной активности всех
систем организма, с возрастом существенно повы-
шается риск развития рака, остеопороза, сердечно-

сосудистых заболеваний, деменций и множества
других патологий самой разной этиологии (Kirk-
wood, 2005). Сегодня для оценки реального биологи-
ческого возраста человека и поиска корреляций с
риском развития тех или иных патологий и (или)
смертности проводят комплексный анализ, комби-
нируя самые разнообразные показатели, начиная от
самых общих, таких как индекс массы тела, качество
слуха и зрения, двигательная активность, признаки
старческой астении, уровень кровяного давления,
гемоглобина, глюкозы, холeстерина, аполипопроте-
ина В, до более специфических – таких как, длина
теломер и статус метилирования ДНК, измеренный
при помощи эпигенетических часов Horvath/Han-
num/GrimAge/PhenoAge (Levine, 2013; Li et al., 2020).

Отдельное место в ряду маркеров биологического
возраста занимает клеточное старение. Во-первых,

Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода;
эСК – эндометриальные стромальные клетки человека; BER –
эксцизионная репарация оснований (base excision repair); CAT –
каталаза; DSBs – двуцепочечные разрывы ДНК (double-strand
breaks); GPX1 – глутатионпероксидаза 1; HR – гомологичная
рекомбинация (homologous recombination); MMR – репарация
ошибочно спаренных нуклеотидов (mismatch repair); NER –
эксцизионная репарация нуклеотидов (nucleotide excision re-
pair); NHEJ – негомологичное соединение концов (non-ho-
mologous end joining); SA-β-Gal – ассоциированная со старе-
нием бета-галактозидаза; SOD1 – супероксиддисмутаза.

УДК 576.366
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установлено, что практически у всех позвоночных с
возрастом происходит накопление стареющих кле-
ток в организме (Jeyapalan et al., 2007; Liu et al., 2009).
Во-вторых, показано, что накопление стареющих
клеток в тканях сопровождает прогрессию различ-
ных возраст-ассоциированных заболеваний, вклю-
чая атеросклероз, остеопороз, рак, нейродегенера-
тивные заболевания и множество других (Roos et al.,
2016; Chinta et al., 2018; Zhang et al., 2019; Alimirah et al.,
2020; Chandra et al., 2020; Kirkland, Tchkonia, 2020).
Более того, экспериментальные работы с использо-
ванием трансгенных мышиных моделей демонстри-
руют, что клеточное старение скорее является при-
чиной организменного старения, нежели его след-
ствием (Baker et al., 2016). Последнее подчеркивает
необходимость детального изучения молекулярных
основ клеточного старения, что в перспективе может
помочь не только устанавливать корреляции между
возрастом и какими-либо функциональными изме-
нениями, а понимать причины этих возрастных из-
менений.

Существует несколько механизмов появления
стареющих клеток в тканях. Так, укорочение теломер
опосредует запуск репликативного старения, мута-
ции, приводящие к активации онкогенов или инак-
тивации тумор-супрессоров, обуславливают индук-
цию онкоген-индуцированного старения и, наконец,
воздействие различных стрессов (окислительный,
УФ-облучение, γ-радиация, тепловой и др.) способ-
ствует развитию стресс-индуцированного старения
(Hernandez-Segura et al., 2018). Независимо от разно-
образных индукторов, выделяют ряд характерных
признаков стареющих клеток, к которым относятся
необратимая потеря пролиферативной активности,
гипертрофия, активация сигнальных путей р53/р21
и р16/Rb, появление активности бета-галактозидазы,
ассоциированной со старением (SA-β-Gal), дисфунк-
ция митохондрий, повышение уровня активных форм
кислорода (АФК), аккумуляция липофусцина, изме-
нение состава секретируемых факторов и накопление
повреждений ДНК (Hernandez-Segura et al., 2018).
Стоит подчеркнуть, что это далеко не полный пере-
чень модификаций, которые сопровождают старе-
ние клеток (Hernandez-Segura et al., 2018).

Несмотря на драматические внутриклеточные
изменения и необратимую остановку клеточного
цикла, в течение длительного времени стареющие
клетки остаются жизнеспособными и сохраняют ме-
таболическую активность. При благоприятном сце-
нарии, стареющие клетки, несущие повреждения,
распознаются и удаляются из организма клетками
иммунной системы (Prata et al., 2018; Kale et al.,
2020). В противном случае, эти клетки накапливают-
ся и за счет своей паракринной активности негатив-
но влияют на микроокружение, постепенно приводя
к дисфункции тканей, в которых они локализуются
(Ovadya, Krizhanovsky, 2014; Zhu et al., 2014; The
Tabula Muris Consortium, 2020).

Вплоть до недавнего времени эти два сценария
очень упрощенно описывали вклад стареющих кле-
ток в прогрессию организменного старения. Важно,
что оба сценария предполагают, что клеточное ста-
рение по аналогии со старением организма – это за-
программированный и однонаправленный процесс
постепенной дисрегуляции всех внутриклеточных
систем, который в конечном итоге заканчивается
клеточной гибелью. Однако работы последних лет
свидетельствуют о том, что постепенное накопление
персистирующих повреждений ДНК в стареющих
клетках и “адаптация” к этим повреждениям в ряде
случаев могут приводить к возвращению стареющих
клеток в цикл и, таким образом, способствовать он-
котрансформации (Gosselin et al., 2009; Graziano,
Gonzalo, 2017; Coutelier et al., 2018; Zampetidis et al.,
2021).

В связи с этим, вопрос поддержания геномной
стабильности по мере развития старения клеток яв-
ляется принципиально важным как в контексте об-
щего старения организма, так и в контексте разви-
тия рака. В настоящей работе мы сфокусировались
на исследовании молекулярных причин, которые
могут обуславливать геномную нестабильность ста-
реющих клеток – эндометриальных стромальных
клеток (эСК). А именно, мы постарались разобрать-
ся с тем, что может приводить к возникновению и
накоплению персистирующих повреждений ДНК в
стареющих эСК.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культивирование эндометриальных стромальных
клеток человека (эСК). В настоящей работе исполь-
зовали эСК человека (линия 2804), ранее получен-
ные и охарактеризованные сотрудниками ИНЦ РАН
(Санкт-Петербург) (Земелько и др., 2011). ЭСК
культивировали в среде DMEM/F12 (Gibco, США),
содержащей 10% эмбриональной сыворотки (Hy-
Clone, США), 1% гентамицина и 1% глутамакса, в
атмосфере 5% СО2 при 37°С.

Моделирование репликативного и стресс-индуци-
рованного старения эСК. Клетки (эСК) считали ре-
пликативно старыми после достижения 28-ого пас-
сажа, когда клетки практически полностью утрачи-
вали пролиферативную активность. Для индукции
стресс-индуцированного старения эСК на ранних
пассажах (6–9) подвергали сублетальному окисли-
тельному воздействию, добавляя в бессывороточ-
ную среду Н2О2 (конечная концентрация 200 мкМ),
раствор которой готовили из 30%-ной Н2О2 непо-
средственно перед использованием. Обработку кле-
ток проводили в течение 1 ч при 37°С в атмосфере 5%
СО2, после чего клетки дважды промывали фосфат-
но-солевым буферным раствором (PBS) и далее
культивировали в свежей ростовой среде (клетки не
пересевали, так как сразу после обработки Н2О2
клетки останавливались в цикле и полностью утра-
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чивали способность пролиферировать). Наличие
маркеров старения анализировали не ранее, чем на
28-м пассаже в случае репликативного старения эСК
и не ранее, чем через 14 сут после окислительного
воздействия в случае стресс-индуцированного ста-
рения.

Анализ пролиферативной активности, размера и ав-
тофлуоресценции клеток. Прикрепленные клетки
снимали с чашек смесью растворов трипсина и Вер-
сена (0.05%), осаждали центрифугированием и про-
мывали раствором PBS. Для построения кривых ро-
ста образец окрашивали йодистым пропидием (PI;
50 мкг/мл) и анализировали количество PI-негатив-
ных (живых) клеток в указанные временные точки
на цитофлуориметре CytoFlex или CytoFLEX S
(Backman Coulter, США). Изменение размера клеток
оценивали по изменению прямого светорассеяния
(FS) живых клеток. Накопление липофусцина (агре-
гатов поврежденных макромолекул, накапливаю-
щихся в лизосомах стареющих клеток) оценивали по
среднему значению его автофлуоресценции. Данные
анализировали с помощью программы CytExpert
(версии 1.2 и 2.0).

Оценка уровня внутриклеточных АФК. Использо-
вали флуоресцентный краситель 2,7-дихлорфлуо-
ресцеиндиацетат (H2DCF-DA) (Molecular Probes,
США). Прикрепленные к поверхности чашки клет-
ки инкубировали в течение 20 мин при 37°С в темно-
те в среде без сыворотки, содержащей 10 мкМ красите-
ля. После окончания времени инкубации с красителем
клетки промывали PBS, переводили в суспензионное
состояние при помощи смеси растворов трипсина и
Версена (0.05%) и анализировали на проточном ци-
тометре. В каждом образце анализировали не менее
10 тыс. клеток.

Количественный и качественный анализ активно-
сти SA-β-Gal. Для количественной оценки активно-
сти SA-β-Gal использовали флуоресцентный краси-
тель C12FDG (5-dodecanoylaminofluorescein Di-β-D-
galactopyranoside) (Invitrogen, США). Проникая в
клетки, этот субстрат расщепляется β-галактозида-
зой и превращается во флуоресцирующий продукт,
который удерживается в клетке. Процедуру пробо-
подготовки проводили в соответствии с инструкци-
ей производителя, последующий анализ интенсив-
ности флуоресценции осуществляли на проточном
цитометре. Качественно активность SA-β-Gal выяв-
ляли с помощью фирменного набора Senescence-ga-
lactosidase staining kit (Cell Signaling, США). Все про-
цедуры осуществляли в соответствии с инструкцией
фирмы-производителя. Клетки на чашках промыва-
ли PBS, фиксировали в течение 10 мин при комнат-
ной температуре 1-кратным фиксирующим раство-
ром, после чего дважды промывали PBS и окраши-
вали в β-галактозидазном растворе при 37°С в
течение ночи. Об активности SA-β-Gal судили по
появлению синих гранул в цитоплазме клеток.

Функциональная характеристика антиоксидантных
систем клетки. Оценивали скорость восстановления
генетически кодируемого сенсора перекиси водоро-
да HyPer (Belousov et al., 2006) после однократного
добавления Н2О2 в клеточную среду. В эксперимен-
тах использовали линию эСК, экспрессирующую
HyPer в клеточной цитоплазме (Lyublinskaya et al.,
2018). Оценивали динамику изменения флуорес-
центного сигнала HyPer, отражающего уровень
окисления сенсора. Клетки ресуспензировали в све-
жей ростовой среде (50 тыс. кл./мл), 20 мин выдер-
живали при 5% СО2 и 37°С, добавляли в суспензию
200 мкМ Н2О2, аликвотировали в микропробирки по
200 мкл, после чего каждые 5 мин последовательно
анализировали пробы на проточном цитометре Cy-
toFLEX S (Backman Coulter, США) на протяжении
45 мин. Для калибровки флуоресцентного сигнала
биосенсора использовали образцы клеток, инкуби-
рованные в течение 10 мин с избыточными дозами
Н2О2 (1 мМ) и дитиотреитола (30 мМ), соответствен-
но принимая уровень сигнала в этих пробах за 1
(полностью окисленный сенсор) и 0 (полностью
восстановленный сенсор) (Lyublinskaya et al., 2018).
В ходе предварительных экспериментов проверяли
скорость самопроизвольного восстановления сенсо-
ра: к клеткам после 5-минутного действия Н2О2, ко-
торая приводила к полному окислению HyPer, до-
бавляли каталазу (1000 U), которая мгновенно эли-
минирует Н2О2 в клеточной среде. В этих условиях
флуоресцентный сигнал HyPer возвращался к свое-
му базальному уровню в течение 3–5 мин, что позво-
лило нам использовать этот сенсор для анализа ки-
нетики существенно более медленных процессов
восстановления сенсора при элиминации экзоген-
ного Н2О2 клетками.

Электрофорез и иммуноблотинг. Пробоподготов-
ку, электрофорез и иммуноблотинг осуществляли в
соответствии с процедурой подробно описанной в
нашей предыдущей работе (Дерябин и др., 2015). Для
специфического выявления белков использовали
антитела против ингибитора циклин-зависимых ки-
наз р21, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы
(GAPDH, clone 14C10), фосфорилированной формы
белка Rb (p-Rb; Ser807/811), фосфорилированной
формы гистона H2AX (p-(H2AX; Ser139), белков ла-
минов А и С (LMNA/C) и ядерного негистнового
белка (high-mobility group protein B1, HMGB1
(D3E5)). В качестве вторичных антител применяли ко-
зьи антитела, выработанные против иммуноглобули-
нов кролика (GAR-HRP) или мыши (GAM-HRP). Все
антитела приобретены в фирме Cell Signaling
(США).

Иммунофлуоресцентный анализ. Клетки выращи-
вали на покровных стеклах 8 × 8 мм (Menzel-Glaser,
Германия), помещенных в пластиковые чашки диа-
метром 35 мм (Corning, США). Стекла с клетками
дважды промывали теплым РBS, затем клeтки фик-
сировали 4%-ным раствором формалина (Sigma,
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США) в течение 15 мин при комнатной температуре.
После фиксации клетки промывали PBS и пермеа-
билизовали 10 мин при комнатной температуре рас-
твором PBS, содержащим 0.1% Тритона. Далее стек-
ла инкубировали в 1%-ном растворе BSA в РBS для
блокирования неспецифического связывания. Ана-
логичный по составу раствор использовали для раз-
ведения первичных антител. Для специфического
выявления белков использовали следующие первич-
ные антитела: моноклональные мышиные антитела
против киназы АТМ, фосфорилированной по
Ser1981 (Invitrogen, США); поликлональные кроли-
чьи антитела против γH2AX (Ser139) (Cell Signaling,
США). С первичными антителами клетки инкуби-
ровали в течение ночи при 4°С. После окончания
инкубации клетки промывали раствором PBS, со-
держащим 0.01% Tween-20. Далее клетки инкубиро-
вали с вторичными антителами в течение 30 мин при
37°С в темноте. В качестве вторичных антител при-
меняли козьи антитела, выработанные против им-
муноглобулинов кролика, конъюгированные с Alexa
Fluor 568 (Life Technologies, США) или козьи антите-
ла, выработанные против иммуноглобулинов мыши,
конъюгированные с Alexa Fluor 488 (Life Technolo-
gies, США). Ядра клеток окрашивали с помощью
DAPI (Sigma, США) в концентрации 1 мкг/мл. Далее
покровные стекла заключали в глицериновый буфер
с 2% пропилгаллата. Распределение флуоресцентно-
меченных белков в клетках изучали с помощью флу-
оресцентного микроскопа Zeiss LSM 5 Pascal (Carl
Zeiss, Германия), оборудованного цифровой каме-
рой DCF 420C (Leica, Германия). Использовали
объективы с увеличением 40× и 100×.

Обратная транскрипция и ПЦР в реальном време-
ни. Выделение РНК, обратную транскрипцию и
ПЦР в реальном времени проводили в соответствии
с процедурой, подробно описанной в нашей преды-
дущей работе (Griukova et al., 2019). Для проведения
ПЦР в реальном времени использовали следующие
специфические праймеры к генам каталазы (CAT):
прямой 5'-TTAATCCATTCGATCTCACC-3' и обрат-
ный 5'-GGCGGTGAGTGTCAGGATAG-3', темпе-
ратура отжига 59°C (210 н.п.); супероксиддисмутазы
1 (SOD1): прямой 5'-GGTCCTCACTTTAATCCTC-
TAT-3' и обратный 5'-CATCTTTGTCAGCAGTCA-
CATT-3', температура отжига 59°C (97 п.н.); глутати-
онпероксидазы 1 (GPX1): прямой 5'-CGCCACCGC-
GCTTATGACCG-3' и обратный 5'-GCAGCACT-
GCAACTGCCAAGCAG-3', температура отжига
59°C (238 п.н.). В качестве количественного и каче-
ственного контроля кДНК использовали олигонук-
леотидные праймеры для GAPDH прямой 5'-GAG-
GTCAATGAAGGGGTCAT-3' и обратный 5'-AGT-
CAACGGATTTGGTCGTA-3', температура отжига
59°C (100 п.н.). Все праймеры получены из фирмы
Евроген (Россия).

Биоинформатический анализ. В работе использо-
вали набор данных РНК-секвенирования, получен-
ный нами ранее и доступный в публичном репозито-

рии Gene Expression Omnibus по идентификатору
GSE160702. Обработка сырых данных, квантифика-
ция единиц экспрессии транскриптов, суммирова-
ние транскриптов до уровня генов и статистическое
тестирование дифференциальной экспрессии про-
водили с использованием инструментов FastqPuri
(версия 1.0.7), BBtools (версия 38.75), salmon (версия
1.1.0), tximeta (верися 1.4.5) и пакета DESeq2 (версия
1.26.0) для программы R. Подробное описание пара-
метров анализа приведено в нашей опубликованной
работе (Deryabin et al., 2021). Анализ обогащения по
функциональной принадлежности (GSEA) выпол-
няли с использованием пакетов R-Studio clusterPro-
filer (версия 3.14.3) и fgsea (версия 1.12.0) на основа-
нии баз Gene Ontology (GO) и Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes Pathway (KEGG Pathway).

Статистическая обработка данных. Статистиче-
ский анализ выполнен с использованием програм-
мы R. Данные представлены в виде средних значе-
ний и их стандартных отклонений (n = 3). При уста-
новлении достоверности различий данных между
двумя группами использовали t-тест Стьюдента, для
множественных сравнений между группами приме-
няли однофакторный дисперсионный анализ
(ANOVA) с поправкой Тьюки.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика репликативно- и стресс-индуциро-
ванно стареющих эСК. Для исследования молекуляр-
ных причин, способствующих возникновению и на-
коплению повреждений ДНК в стареющих клетках,
мы использовали две наиболее распространенные
модели клеточного старения – репликативное и
стресс-индуцированное. Для индукции репликатив-
ного старения эСК пассировали до достижения 28
пассажа, когда клетки практически полностью утра-
чивали способность пролиферировать. Для запуска
стресс-индуцированного старения эСК на ранних
пассажах подвергали однократному сублетальному
окислительному воздействию (200 мкМ H2O2, 1 ч) с
последующим культивированием в свежей ростовой
среде в течение минимум 14 сут. Для верификации
состояния старения мы проанализировали панель
классических маркеров клеточного старения. Как
показано на рис. 1а–е, вне зависимости от типа, ста-
реющие эСК характеризовались потерей пролифера-
тивной активности, увеличением размера, накоплени-
ем липофусцина, появлением активности SA-β-Gal,
активацией классических сигнальных путей p21/Rb и
p16/Rb, а также снижением экспрессии ламина А/С
(LMNA/C) и ядерного негистонового HMGB1 белка
(рис. 1а–е). Таким образом, выбранные нами моде-
ли адекватно отражают репликативную и стресс-ин-
дуцированную формы старения эСК, и, соответ-
ственно, могут быть использованы для анализа ме-
ханизмов, опосредующих накопление повреждений
ДНК при старении клеток.
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Репликативный и стресс-индуцированный типы
старения эСК сопровождаются накоплением повре-
ждений ДНК. На следующем этапе мы оценили на-
личие маркеров повреждения ДНК в стареющих
эСК. Известно, что персистирующие фокусы повре-
ждения ДНК характерны для всех типов клеточного
старения, однако первоначальные источники их по-
явления при репликативном и стресс-индуцирован-
ном старении различаются. Так, в случае реплика-
тивного старения незащищенные концы теломер,
образующиеся в результате их укорочения до крити-
ческого уровня, распознаются клеткой как двойные

разрывы ДНК (Takai et al., 2003). В случае стресс-ин-
дуцированного старения сами ДНК-повреждающие
стимулы непосредственно приводят к формирова-
нию двойных разрывов, часть из этих повреждений
затем может успешно репарироваться, а часть может
сохраняться (Borodkina et al., 2014; Shmulevich, Krizha-
novsky, 2021). Вне зависимости от источника, в местах
повреждения ДНК собираются уникальные белковые
комплексы, которые, с одной стороны, распознают
повреждения, а с другой стороны, запускают каскад
сигнальных событий, называемый ответом на повре-
ждение ДНК (Shmulevich, Krizhanovsky, 2021).

Рис. 1. Основные характеристики стареющих эндометриальных стромальных клеток человека (эСК). а – Кривые роста кон-
трольных (К), репликативно состаренных (РС) и стресс-индуцированно (СИ) состаренных эСК. б – Средний размер клеток,
определенный по прямому светорассеянию. в – Уровень автофлуоресценции клеток, отражающий накопление липофусци-
новых гранул. г, д – Активность SA-β-Gal в контрольных, РС и СИ-состаренных эСК, выявленная цитохимически или по
интенсивности флуоресценции красителя C12FDG соответственно. е – Уровни экспрессии белков p16, p21, LMNA/C,
HMGB1 и фосфорилирования Rb, выявленные с помощью специфических антител; справа указаны мол. массы; в качестве
контроля нагрузки использовали GAPDH. а, б, в, д – Данные представлены в виде средних значений и стандартных отклоне-
ний (n = 3); различия достоверны (***) при р < 0.001: при наличии внутригрупповых отличий для каждого типа клеток (а, тест
ANOVA) и по сравнению с контролем (б, в, г, тест ANOVA с поправкой по Тьюки).
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Важнейшим участником этих комплексов явля-
ется киназа ATM, которая связывается с сайтами по-
вреждения и способствует фосфорилированию ги-
стона H2AX, фланкирующего эти сайты (Hernandez-
Segura et al., 2018). И действительно, при помощи
иммунофлуоресцентного анализа мы обнаружили
фокусы повреждения ДНК, содержащие фосфори-
лированные ATM и H2AX в обоих типах старых эСК
(рис. 2). Считается, что именно повреждения ДНК,
которые накапливаются в старых клетках, приводят
к постоянной активации ответа на повреждения
ДНК и поддержанию необратимого блока клеточно-
го цикла (Hernandez-Segura et al., 2018). Тем не менее
вопрос, что является причиной формирования фо-

кусов повреждения ДНК в стареющих эСК и почему
эти повреждения не репарируются, остается откры-
тым.

Из наших предыдущих результатов по изучению
преждевременного старения эСК, индуцированного
сублетальными дозами перекиси водорода, мы знаем,
что значительная часть исходных повреждений ДНК,
которые возникают непосредственно в результате по-
вреждающего действия пероксида, практически пол-
ностью репарируется, однако в ходе дальнейшего раз-
вития старения количество фокусов в стареющих эСК
заметно увеличивается (Borodkina et al., 2014). Следо-
вательно, должны существовать дополнительные
молекулярные механизмы, обуславливающие воз-

Рис. 2. Накопление повреждений ДНК при старении эСК. а – Иммунофлуоресцентный анализ внутриклеточной локализа-
ции фосфорилированных форм киназы АТМ (р-АТМ: красный цвет, стрелки указывают внутриядерную локализацию белка)
и гистона H2AX (p-H2AX: зеленый цвет, стрелки указывают внутриядерную локализацию белка) в контрольных (К), репли-
кативно (РС) и стресс-индуцированно (СИ) состаренных эСК; синий цвет – DAPI, об.: 100×. б – Квантификация фокусов
повреждений ДНК в клетках (число фокусов γH2AX на ядро). Данные представлены в виде дискретных значений и их моды
(n = 15); различия достоверны (***) при р < 0.001 по сравнению с контролем (тест ANOVA с поправкой по Тьюки).
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никновение и накопление повреждений ДНК при
старении клеток.

Повышение эндогенного уровня АФК и изменение
способности нейтрализовать окислители могут способ-
ствовать возникновению повреждений ДНК в старых
эСК. Наиболее вероятной молекулярной причиной
формирования повреждений ДНК в стареющих
клетках в настоящее время считают повышенный
уровень эндогенных АФК (Borodkina et al., 2014; Da-
valli et al., 2016; Liguori et al., 2018). Так, показано, что
высокий уровень АФК характерен для репликатив-
ного, стресс-индуцированного и онкоген-индуци-
рованного типов старения (Lu, Finkel, 2008; Jeong,
Cho, 2015; Shmulevich, Krizhanovsky, 2021). В связи с
этим, мы в первую очередь сравнили уровень внут-
риклеточных АФК в молодых клетках и эСК, соста-
ренных репликативно или в результате действия
сублетального окислительного стресса. Используя
флуоресцентный краситель H2DCF-DA, мы показа-

ли, что уровень внутриклеточных АФК в обоих ти-
пах старых эСК значительно выше, чем в молодых
клетках (рис. 3а). Стоит подчеркнуть, что интенсив-
ность флуоресценции окисленного красителя, отра-
жающая уровень АФК, была сопоставима в обоих
типах старых эСК (рис. 3а). Сходный высокий уро-
вень АФК в репликативно- и сресс-индуцированно-
состаренных эСК может свидетельствовать в пользу
некой универсальности внутриклеточных механиз-
мов генерации АФК при различных типах старения,
не зависящих от индуктора.

Основным источником повышенного уровня
АФК в стареющих клетках считаются митохондрии
(Kaplon et al., 2013; Korolchuk et al., 2017). Согласно
нашим предыдущим результатам и данным из лите-
ратуры, старение клеток, и в частности эСК, сопро-
вождается дисфункцией митохондрий и нарушением
окислительного фосфорилирования, что и приводит к

Рис. 3. Модуляция уровня внутриклеточных АФК (а), экспрессии генов CAT, SOD1, GPX1(б) и эффективности антиоксидант-
ной защиты (в) в контрольных (К), репликативно (РС) и стресс-индуцированно (СИ) стареющих эСК. а – Интенсивность
флуоресценции в клетках DCF после введения АФК-зависимого зонда Н2DCF-DA. б – Экспрессия мРНК генов SOD1, CAT
и GPX1; значения экспрессии нормированы на уровень референсного гена GAPDH. в – Динамика временного восстановле-
ния генетически кодируемого сенсора перекиси водорода HyPer в контрольных и состаренных эСК после индукции окисли-
тельного стресса добавлением 200 мкМ Н2О2 в клеточную среду (серая зона вдоль кривых – доверительные интервалы). г –
Константа скорости восстановления сенсора в эСК, определенная при аппроксимации экспоненциальной зависимостью
графиков, представленных на рисунке, в. Данные (а–г) представлены в виде средних значений и стандартных отклонений
(n = 3); различия достоверны при р < 0.05 (*), р < 0.01 (**) или р < 0.001 (***) по сравнению с контролем: а, г, – тест ANOVA с
поправкой по Тьюки, б – t-критерий Стьюдента.
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росту уровня внутриклеточных АФК (Borodkina et al.,
2014, Kwon et al., 2019).

Повышенная генерация в результате нарушенной
работы митохондрий может оказаться не единствен-
ным условием для столь значительного накопления
АФК в стареющих эСК. Хорошо известно, что в
клетке функционируют различные системы антиок-
сидантоной защиты, которые в норме должны ней-
трализовать избыток АФК. В связи с этим, мы оце-
нили уровень экспрессии ряда генов ферментов ан-
тиоксидантной защиты, включая ген CAT, SOD1 и
GPX1, в молодых и старых эСК. Оказалось, что уров-
ни экспрессии CAT и SOD1 практически не изменя-
лись, а уровень GPX1 был заметно ниже в старых
эСК по сравнению с молодыми клетками (рис. 3б).

Стоит отметить, что данные из литературы, каса-
ющиеся эффективности работы антиоксидантных
систем при старении, весьма противоречивы. Так,
например, было показано значительное снижение
экспрессии CAT и глутатионтрансферазы в сателит-
ных клетках, полученных от пожилых доноров, по
сравнению с таковой в клетках молодых доноров
(Fulle et al., 2005). С другой стороны, в клетках, полу-
ченных от пациентов с синдромом Вернера (генети-
ческого заболевания, характеризующегося прежде-
временным старением), не было выявлено никаких
дефектов в системе антиоксидантной защиты (Poot,
1991). Результаты сравнительно недавней работы, в
которой оценивали уровень экспрессии и актив-
ность работы ферментов антиокисдантной защиты в
молодых и репликативно старых миофибробластах,
также свидетельствуют об отсутствии значимых раз-
личий уровней экспрессии SOD1, CAT и GPX1 в моло-
дых и старых клетках (Khor et al., 2017). Одновременно
с этим показано, что в эндотелиальных прогениторных
клетках, полученных от пожилых доноров, экспрессия
SOD1 и CAT не изменяется, тогда как экспрессия и
активность GPX1 существенно снижена по сравне-
нию с клетками молодых доноров (He et al., 2009).
Согласно данным этих авторов, такое изменение
экспрессии и активности GPX1 приводило тому, что
клетки пожилых доноров хуже справлялись с окис-
лительным воздействием, чем клетки молодых до-
норов (He et al., 2009).

Мы также предположили, что сниженная экс-
прессия GPX1 в стареющих эСК может приводить к
снижению эффективности систем антиоксидантной
защиты клеток. Для проверки этого предположения
мы применили подход, основанный на использова-
нии генетически кодируемого сенсора перекиси во-
дорода HyPer (Belousov et al., 2006). HyPer является
химерным белком, который получен путем внедре-
ния пермутированной формы желтого флуоресцент-
ного белка (cpYFP) в регуляторный домен OxyR бак-
териального транскрипционного фактора, чувстви-
тельного к H2O2. Под действием H2O2 домен OxyR
претерпевает конформационные изменения, кото-
рые влияют на структуру cpYFP и приводят к изме-

нению его флуоресцентных свойств. Отслеживая
флуоресцентный сигнал HyPer в клетках, подвергну-
тых Н2О2-индуцированному окислительному воз-
действию, можно оценивать, как быстро восстанавли-
вается сенсор и, следовательно, как быстро клетки
справляются с окислительным стрессом и элиминиру-
ют экзогенный пероксид (Malinouski et al., 2011).

В настоящей работе мы использовали проточную
цитометрию для анализа реакции на экзогенный пе-
роксид молодых и состаренных эСК, экспрессирую-
щих HyPer в клеточной цитоплазме (Lyublinskaya et al.,
2018). Оказалось, что в состаренных эСК скорость
восстановления HyPer была существенно замедлена
по сравнению с молодыми клетками (рис. 3в, г). По-
лученные результаты могут свидетельствовать как о
замедлении процесса элиминации внутриклеточных
окислителей, так и о замедлении процесса восста-
новления окисленных белков в стареющих клетках,
что вкупе или по отдельности приводит к снижению
эффективности их систем антиоксидантной защиты.

Интересно отметить, что обе использованные на-
ми модели клеточного старения характеризовались
одинаково низкими скоростями восстановления
сенсора HyPer, что подтверждает наше предположе-
ние о схожем функционально-метаболическом ре-
докс-статусе эСК (их одинаково низкой способно-
сти противостоять окислительным воздействиям)
при развитии репликативного и стресс-индуциро-
ванного старения.

Суммируя результаты, полученные в этой части
работы, можно предполагать следующий сценарий
возникновения повреждений ДНК в ходе реплика-
тивного и стресс-индуцированного старения эСК.
Дисфункция митохондрий приводит к повышенной
генерации АФК, однако несмотря на увеличение
уровня внутриклеточных АФК, экспрессия генов
ферментов антиоксидантной защиты не возрастает,
а остается неизменной или даже падает, что коррели-
рует со снижением эффективности работы защитных
систем. Это способствует накоплению окислителей,
которые, в свою очередь, и могут приводить к повре-
ждению ДНК в ходе развития старения эСК. Соответ-
ственно, накопление внутриклеточных АФК может
негативно сказываться на геномной стабильности
стареющих клеток. И действительно, в одной из ра-
бот было показано, что именно АФК, накапливаю-
щиеся в стареющих клетках, могут выступать в качестве
тумор-промотирующих факторов, которые способ-
ствуют переходу стареющих клеток в трансформиро-
ванные тумурогенные клетки (Gosselin et al., 2009).

Снижение эффективности репарации может спо-
собствовать накоплению повреждений ДНК в старею-
щих эСК. Выше мы постарались разобраться с тем,
что может обуславливать возникновение поврежде-
ний ДНК в стареющих эСК, в этой части мы поста-
раемся выяснить, что же может способствовать на-
коплению этих повреждений в процессе клеточного
старения. В отличие от большинства макромолекул
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в клетке, которые в случае повреждения достаточно
быстро удаляются при помощи различных механиз-
мов деградации и заменяются вновь синтезирован-
ными, ДНК при повреждении не может быть дегра-
дирована и синтезирована вновь, поскольку именно
она и является матрицей практически для всех син-
тетических процессов (Yousefzadeh et al., 2021). В
связи с этим в клетке постоянно функционируют
механизмы эффективной репарации различных по-
вреждений ДНК, включая эксцизионную репара-
цию оснований (base excision repair, BER), эксцизи-
онную репарацию нуклеотидов (nucleotide excision
repair, NER), репарацию ошибочно спаренных нук-
леотидов (mismatch repair, MMR), гомологичную ре-
комбинацию (homologous recombination, HR) и не-
гомологичное соединение концов (non-homologous
end joining, NHEJ). Такое многообразие систем ре-
парации ДНК обусловлено необходимостью кор-
рекции самых различных повреждений, например
поперечных сшивок, одноцепочечных и двуцепо-
чечных разрывов ДНК и так далее, которые могут
возникать в клетках как спонтанно, так и в ответ на
различные стрессы (Yousefzadeh et al., 2021).

Мы предположили, что одной из причин накоп-
ления повреждений ДНК в стареющих эСК как раз
может оказаться снижение эффективности работы
систем, обеспечивающих репарацию ДНК. Для про-
верки этого предположения мы использовали дан-
ные РНК-секвенирования образцов молодых и ста-

рых эСК (идентификационный номер в базе данных
Gene Expression Omnibus – GSE160702). Функцио-
нальный анализ транскриптомных данных в катего-
риях биологических процессов и путей баз данных
GO и KEGG Pathway однозначно свидетельствует о
том, что активность процессов репарации ДНК, ре-
парации двуцепочечных разрывов ДНК (DSBs), и в
частности путей BER, NER, MMR, HR, NHEJ и Fan-
coni anemia pathway подавлена в стареющих эСК
(рис. 4а, б).

Существенное снижение эффективности работы
всех систем репарации в стареющих эСК хорошо со-
гласуется с результатами, недавно описанными для
других моделей клеточного старения, включая онко-
ген-индуцированное старение эпителиальных кле-
ток молочной железы, репликативное старение эн-
дотелиальных клеток, этопозид-индуцированное
старение фибробластов WI38 и Ras-индуцированное
старение фибробластов IMR90 (Collin et al., 2018).
При помощи биоинформатического анализа данных
РНК-секвенирования авторы обнаружили подавле-
ние экспрессии генов, вовлеченных в NER, BER,
MMR, HR во всех типах стареющих клеток (Collin et al.,
2018). Таким образом, можно сделать вывод о том,
что снижение эффективности репарации ДНК, яв-
ляется общей чертой для различных типов старею-
щих клеток, в том числе и для стареющих эСК.

Рис. 4. Эффективность репарации ДНК снижена в стареющих эСК. Анализ GSEA в терминах баз данных GO:BP (а) и KEGG
Pathway (б).
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Для валидации данных биоинформатического
анализа мы сравнили экспериментально функцио-
нирование систем репарации в молодых и старых
эСК на примере репарации DSBs. В качестве индук-
торов мы выбрали пероксид водорода (200 мкМ) и
ионизирующее γ-излучение (5 Гр), которые, соглас-
но данным из литературы, приводят к возникнове-
нию DSBs, и оценивали динамику активации гисто-
на H2AX (Driessens et al., 2009; Vignard et al., 2013).
Известно, что динамика образования и элиминации
фокусов γH2AX хорошо отражает кинетику репара-
ции DSBs (Sedelnikova et al., 2008). Мы обнаружили,
что действие Н2О2, равно как и γ-излучение приво-
дят к формированию фокусов повреждения ДНК и в
молодых, и в старых эСК (рис. 5а). Важно, что через
24 ч после стрессовых воздействий в контрольных
клетках уровень фосфорилированного гистона H2AX

уменьшается практически до базального уровня, тогда
как в старых эСК он оставался повышенным, что сви-
детельствует об уменьшении эффективности репа-
рации ДНК при старении эСК (рис. 5а, б). Эти ре-
зультаты хорошо подтверждают данные биоинфор-
матического анализа, описанные выше.

В литературе также есть свидетельства, что в мо-
лодых пролиферирующих клетках повреждения
ДНК эффективно репарируются за счет BER, NER и
HR, а в клетках, полученных от пожилых доноров,
эти системы репарации работают значительно менее
эффективно (Dizdaroglu, 2012; Pole et al., 2016). Более
того, экспериментально установлено, что подавле-
ние экспрессии какого-либо из генов, участвующих
в репарации, может само по себе приводить к клеточ-
ному старению, а оверэкспрессия этих генов, наобо-
рот, в некоторых случаях может ингибировать старе-

Рис. 5. Анализ динамики образования и элиминации фокусов γH2AX в контрольных (К) и стресс-индуцированно (СИ) ста-
реющих эСК после окислительного стресса или ионизирующего облучения. К и СИ-состаренные эСК подвергали окисли-
тельному воздействию (200 мкМ, 1 ч) или ионизирующему облучению (5 Гр) и в указанные временные точки анализировали
фосфорилирование γH2AX методами иммуноблотинга (а) или иммунофлуоресценции (б; красный и синий цвет – соответ-
ственно p-H2AX и DAPI, об.: 40×). В качестве контроля нагрузки использовали GAPDH.
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ние (Mao et al., 2012; Sedic et al., 2015; Collin et al., 2018).
Таким образом, снижение эффективности репара-
ции может обуславливать накопление повреждений
ДНК в стареющих эСК. Важно, что такие нерепари-
руемые повреждения ДНК могут крайне негативно
сказываться на геномной стабильности стареющих
клеток. Яркое подтверждение этого предположения
было описано для стареющих эпителиальных клеток
(Nassour et al., 2016). Так, было показано, что накоп-
ление нерепарируемых повреждений ДНК может
обуславливать возвращение пролиферативной ак-
тивности в эпителиальных клетках, достигших со-
стояния репликативного старения, и, соответствен-
но, может являться первым шагом к злокачествен-
ным новообразованиям (Nassour et al., 2016).

По результатам проведенного нами исследования
можно сделать следующее заключение. Процесс ста-
рения эСК сопровождается повышением уровня эн-
догенных АФК, в частности за счет неэффективной
антиоксидантной защиты; АФК могут приводить к
возникновению новых повреждений ДНК, а низкая
эффективность репарации способствует накопле-
нию образующихся повреждений, что, в конечном
итоге, может привести к геномной нестабильности
стареющих клеток.
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Reduced Efficiency of DNA Repair and Antioxidant Defense Promote 
the Accumulation of DNA Damage During Cell Senescence

P. I. Deryabina and A. V. Borodkinaa, *
aInstitute of Cytology Russian Academy of Scienses, St. Petersburg, 194064 Russia

*e-mail: borodkina618@gmail.com

The accumulation of senescent cells within the organism positively correlates with age and is considered as one of
the risk factors for an age-dependent increase in the incidence of cancer. The tumor-promoting role of senescent
cells is commonly considered to be realized via the paracrine effects of the senescence-associated secretory pheno-
type on the cellular microenvironment. However, according to recent research, neoplastic transformation may also
be due to the genetic instability of senescent cells resulting from accumulating DNA damage. The present study
aimed to unravel the intracellular molecular causes that can mediate the occurrence and accumulation of DNA
damage during cell senescence. Here we applied replicative and stress-induced senescence of human endometrial
stromal cells (ESCs) as models of cell senescence. We revealed that both types of ESCs senescence were accompa-
nied by the formation of persistent DNA damage foci. We detected a decrease in the effectiveness of antioxidant de-
fense in senescent ESCs using the genetically encoded HyPer biosensor. At the same time the level of endogenous
reactive oxygen species (ROS) significantly increased in senescent cells, which may mediate the formation of the
DNA damage foci. Further accumulation of DNA damage foci can be associated with a decrease in the efficiency of
the repair systems in senescent ESCs, as evidenced by both transcriptomic analysis and the results reflecting the dy-
namics of DNA damage repair caused by oxidative stress or ionizing radiation. Thus, the accumulation of DNA
damage in senescent ESCs is, on the one hand, mediated by the ineffective antioxidant protection and increasing
ROS levels, and on the other hand, by a low efficiency of damage repair.

Keywords: cell senescence, genetic instability, DNA damage, DNA repair, reactive oxygen species, HyPer, human
endometrial stromal cells
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Эндоглин, корецептор ростовых факторов семейства TGF-β, является маркером эндотелиальных клеток.
В предыдущей работе нами было показано, что моноклональные антитела (МКАТ) к эндоглину могут из-
менять функциональные свойства клеток эндотелия линии EA.hy926. Целями настоящей работы стали
изучение влияния тех же антител против эндоглина на клетки эндотелия HUVEC, а также сравнительный
анализ данных, полученных на клетках линий HUVEC и EA.hy926. Сопоставление in vitro моделей, осно-
ванных на постоянной клеточной линии эндотелия EA.hy926 и первичных клеточных линиях HUVEC,
выявило, наряду с общими морфофункциональными свойствами этих линий, различия в уровне экспрес-
сии ими адгезионных молекул и активности некоторых генов эндотелиальной дифференцировки. На ли-
ниях HUVEC было показано, что антитела против эндоглина (2C8 и 4E4) вызывают торможение миграции
клеток, снижают их адгезию к твердому субстрату, изменяют расположение актиновых микрофиламентов
и затрудняют формирование капилляроподобных структур. Эти эффекты проявлялись только в присут-
ствии в культуральной среде ростового фактора TGF-β1 или при культивировании клеток в условиях ги-
поксии. Добавление в ростовую среду МКАТ 2C8 стимулировало сбрасывание (шеддинг) эндоглина с
мембраны клеток HUVEC как в гипоксических условиях, так и при культивировании в нормоксии. Ряд
эффектов МКАТ против эндоглина, выявленных на клетках HUVEC, совпадал с результатами, получен-
ными в экспериментах на линии EA.hy926. Однако МКАТ 2С8 оказывали противоположное влияние на
шеддинг эндоглина в клетках линий HUVEC и EA.hy926.

Ключевые слова: эндоглин, эндотелий, EA.hy926, HUVEC, моноклональные антитела
DOI: 10.31857/S0041377121040106

Эндоглин – трансмембранный гликопротеин,
который экспрессируется на поверхности клеток эн-
дотелия, мезенхимных стволовых клеток и гемопоэ-
тических клеток-предшественников (Rokhlin et al.,
1995; Banerjee et al., 2012; Пиневич и др, 2020). Эндо-
глин входит в состав рецепторного комплекса, свя-
зывающего белки семейства TGF-β1, регулирует ба-

ланс сигнальных путей, опосредованных белками
Smad 2/3 или Smad 1/5/8 (Barbara et al., 1999; Gou-
mans et al., 2002), переход клеток эндотелия от состо-
яния покоя к пролиферации (Kopczyńska, Makare-
wicz, 2012), участвует в адгезии (Rossi et al., 2014, 2018;
Tian et al., 2012) и миграции клеток (Conley et al., 2004;
Sanz-Rodriguez et al., 2004). Эндоглин опосредует
межклеточные взаимодействия эндотелия с гладко-
мышечными клетками сосудов, стабилизируя их стен-
ку (Tian et al., 2017). Он также регулирует форму эндо-
телиальных клеток и диаметр сосудов в ответ на гемо-
динамические изменения тока крови (Sugden et al.,
2017). Во взрослом организме плотность молекул эн-
доглина значительно возрастает на мембране клеток

Принятые сокращения: МКАТ – моноклональные антитела;
МСК – мезенхимные стволовые клетки; FGF2(b) – основной
фактор роста фибробластов 2; MMP-14 – матриксная метал-
лопротеиназа; TGF-β1 – трансформирующий фактор роста
β1; VEGF – фактор роста эндотелия сосудов; VEGFR1 и
VEGFR2 – рецепторы к фактору роста эндотелия сосудов 1
и 2; VWF – фактор фон Виллебранда.

УДК 57.085.23
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эндотелия в тканях, находящихся в ишемии (López-
Novoa, Bernabeu, 2010), или при васкуляризации зло-
качественных новообразований (Kopczyńska, Ma-
karewicz, 2012). Последнее позволяет рассматривать
эндоглин, как мишень для антиангиогенной тера-
пии (Rosen et al., 2014).

В настоящее время моноклональные антитела
(МКАТ) используют в качестве инструмента для на-
правленного подавления опухолевого ангиогенеза
(Rosen et al., 2014). На основе МКАТ SN6j, обладаю-
щих антиангиогенными свойствами, созданы химер-
ные антитела против эндоглина TRC105 (TRACON,
Pharmaceuticals Inc., США). На I фазе клинических
испытаний была показана эффективность этих ан-
тител в лечении пациентов, страдающих солидными
опухолями (Gordon et al., 2014).

В лаборатории нами была создана панель МКАТ
против молекул эндоглина (Смирнов и др., 2015).
Исследование этих МКАТ, проведенное на эндотели-
альной клеточной линии EA.hy926 (Столбовая и др.,
2019), позволило отобрать два антитела (2C8 и 4E4),
которые оказывали воздействие на миграцию, про-
лиферацию и адгезию культивируемых клеток эндо-
телия. Эти антитела замедляли миграцию клеток эн-
дотелия EA.hy926, стимулированных ростовым фак-
тором TGF-β1, и снижали образование растворимой
формы эндоглина. Одно из них (2C8) снижало про-
лиферацию эндотелиальных клеток EA.hy926, а дру-
гое (4E4) увеличивало адгезию моноцитоподобных
клеток U937 к эндотелию EA.hy926 (Столбовая и др.,
2019). Таким образом, было показано, что под влия-
нием МКАТ клетки EA.hy926 способны изменять
функциональные характеристики.

Клетки линии EA.hy926 получены в результате
слияния клеток эндотелия HUVEC c клетками кар-
циномы легкого A549 (Edgell et al., 1983). Вследствие
их гибридомной природы, клетки EA.hy926 могут
быть менее чувствительными к воздействиям, по
сравнению с первичными культурами. В исследова-
ниях in vitro эталоном модели эндотелиальных кле-
ток считается первичная культура эндотелия пупоч-
ной вены HUVEC (Jaffe et al., 1973). Клетки HUVEC
были использованы для изучения свойств антител
TRC105 против эндоглина, и было показано, что под
их воздействием происходит замедление миграции и
формирования капилляроподобных структур на
матригеле (Liu et al., 2014). Для подтверждения ранее
описанных нами изменений функциональных ха-
рактеристик клеток эндотелия культивируемой ли-
нии EA.hy926 (Столбовая и др., 2019) было необхо-
димо оценить влияние МКАТ 2C8 и 4E4 против эн-
доглина на первичную культуру клеток эндотелия
HUVEC.

Целью настоящей работы было изучение влияния
МКАТ против эндоглина 2C8 и 4E4 на клетки эндо-
телия HUVEC и сравнительный анализ результатов,
полученных на клетках HUVEC, с данными, полу-
ченными на линии EA.hy926.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культивирование клеток. Клетки эндотелия пу-
почной вены HUVEC были получены от четырех до-
норов в НМИЦ им. В.А. Алмазова. Клетки культи-
вировали в среде для первичных культур эндотелия
(Endothelial cell medium) на поверхности, покрытой
фибронектином, в атмосфере с 6% CO2 и 20% О2 или
в условиях гипоксии (6% CO2, 2% О2). В экспери-
ментах использовали клетки HUVEC до 10 пассажа
культивирования. Клетки EA.hy926 были предостав-
лены И.С. Фрейдлин с любезного разрешения автора
(Edgell et al., 1983). Клетки EA.hy926 культивировали в
среде DMEM/F12, содержащей 5% эмбриональной те-
лячьей сыворотки, 0.5 мкМ аминоптерина, 16 мкМ
тимидина и 100 мкМ гипоксантина. Эксперименты
по влиянию МКАТ против эндоглина на клетки бы-
ли выполнены на культурах EA.hy926, прошедших
после поступления в лабораторию более 30 пасса-
жей. Для характеристики линии EA.hy926 в качестве
модели эндотелия in vitro исследовали культуры с 3
по 15 пассаж и после 30 пассажей культивирования.
Мезенхимные стволовые клетки (МСК), получен-
ные из жировой ткани, были охарактеризованы ра-
нее (Пиневич и др., 2014). МСК культивировали в
среде для мезенхимальных стволовых клеток (Кэм-
Био, Россия) до 10 пассажа.

Антитела. При оценке функциональных характе-
ристик клеток HUVEC использовали МКАТ против
эндоглина 2С8 и 4E4, ранее полученные в лаборато-
рии (Столбовая и др., 2019). Во всех нижеописанных
экспериментах использовали антитела изотипиче-
ского контроля, не распознающие эндоглин. Ме-
ченные изотиоционатом флуоресцеина вторичные
поликлональные козьи антитела против иммуногло-
булинов мыши (Invitrogen, США) готовили в лабора-
тории по стандартной методике (Catty et al., 1989).

Проточная цитометрия. Для оценки насыщения
связывания эндоглина на мембране клеток с антите-
лами клетки эндотелия снимали с поверхности куль-
туральных флаконов, проводя инкубацию в растворе
версена, содержащего 0.12% трипсина. Клетки инку-
бировали с МКАТ к эндоглину 2C8 или 4E4 в фос-
фатно-солевом растворе, содержащем 3% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки и 0.1% азида натрия, в
течение 1 ч при 4°С. Комплексы антител, связанных
с эндоглином на мембране клеток, выявляли мечен-
ными изотиоцианатом флуоресцеина козьими анти-
телами против мышиных иммуноглобулинов, инку-
бацию проводили в течение 1 ч при 4°С.

Для выявления адгезионных молекул на плазма-
тической мембране клетки эндотелия инкубировали
с меченными фикоэритрином моноклональными
антителами против CD29, CD31, CD34, CD44,
CD49e, CD54, CD62E, CD105, CD106, CD144,
CD146, CD166 (BD Biosciences, США) в течение 1 ч
при 4°С.
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Образцы анализировали на проточном цитометре
BD FACSAriaTM III в растворе CellWASH (BD Biosci-
ences, США).

ПЦР в режиме реального времени. РНК из клеток
эндотелия выделяли с помощью Trizol Reagent со-
гласно рекомендациям производителя. В реакции
обратной транскрипции использовали 500 нг РНК.
Реакцию проводили согласно протоколу производи-
теля обратной транскриптазы.

ПЦР в режиме реального времени проводили в
термоцикле CFX96 Touch (Bio-Rad, Россия) в 96-ти
луночных планшетах. В состав реакционной смеси
объемом 25 мкл входили: 0.5 мкл кДНК (полученной
в ходе обратной транскрипции), 2.5 мкл буфера для
Hot-start Taq-ДНК полимеразы, 0.8 ммоль смеси
dNTP, 2.5 ммоль MgCl2, 0.04 ед./мкл Hot-start Taq
ДНК полимеразы, 1 мкл SYBR Green. Последова-
тельности праймеров (табл. 1) были взяты из банка
праймеров Гарвардской Медицинской школы
(США). Концентрация праймеров в реакционной
смеси составляла 200–300 нмоль. Реакционную
смесь предварительно инкубировали при температу-
ре 95°С в течение 10 мин, затем проводили 40 циклов
амплификации, состоящих из трех стадий: 1) плав-
ление ДНК при 95°С, 30 с, 2) отжиг праймеров при
56°С, 30 с, 3) синтез молекул ДНК при 72°С, 30 с. 

В качестве гена сравнения использовали уровень
экспрессии гена GAPDH. Уровень активности иссле-
дуемых генов определяли в виде разницы (ΔCT)
между пороговым циклом исследуемого гена и гена
сравнения GAPDH. Пороговый цикл соответствует
числу циклов амплификации, необходимых для до-
стижения порогового уровня флуоресценции.

Пролиферация клеток. Клетки HUVEC расcева-
ли в 96-ти луночные планшеты в концентрации
10 тыс. клеток/см2. Через сутки ростовую среду пол-
ностью заменяли и вносили среду, содержащую ли-
бо антитела против эндоглина (5 мкг/мл), либо ан-
титела и ростовые факторы TGF-β1 (1 нг/мл) или
BMP-9 (1 нг/мл). В последующих тестах использова-
ли антитела и ростовые факторы в указанных кон-
центрациях. Клетки культивировали в течение 72 ч и

проводили MTT-тест. Оптическую плотность изме-
ряли при длине волны 540 нм с помощью планшет-
ного мультисканера (Bio-Rad, Россия).

Адгезия клеток к фибронектину. Для изучения ад-
гезионных свойств клетки эндотелия снимали с по-
верхности флакона с помощью скребка. Затем клет-
ки помещали в среду, содержащую либо антитела
против эндоглина, либо антитела и ростовые факто-
ры, рассевали в 96-ти луночный планшет, покрытый
фибронектином, в концентрации 25 тыс. клеток/см2

и культивировали в инкубаторе в течение 40 мин.
Неприкрепившиеся клетки отмывали фосфатно-со-
левым раствором, прикрепившиеся клетки фикси-
ровали 4% забуференным формальдегидом и окра-
шивали 0.2% кристаллическим фиолетовым. Клетки
исследовали под инвертированным микроскопом
Axio Zeiss (Германия) и фотографировали с помо-
щью камеры AxioCam MRm.

Для визуализации морфологических изменений
суспензию клеток с антителами рассевали на по-
кровные стекла, покрытые фибронектином. Клетки
культивировали в течение суток, фиксировали и

Таблица 1. Последовательности праймеров, используемых для амплификации генов

Название гена Прямой праймер Обратный праймер

GAPDH GTGAACCATGAGAAGTATGACAAC CATGAGTCCTTCCACGATACC
ММР-14 GGCTACAGCAATATGGCTACC GATGGCCGCTGAGAGTGAC
VWF ACCACTCCTTCTCCATTGTC CCCCATGCTTCAGTTTCA
ENG CGGGTCTCAAGACCAGGAAG GAGGAAGGCACCAAAGGTGA
TGF-β1 GGCCAGATCCTGTCCAAGC GTGGGTTTCCAACCATTAGCAC
FGF2(b) AGAAGAGCGACCCTCACATCA CGGTTAGCACACACTCCTTTG
VEGF AGGGCAGAATCATCACGAAGT AGGGTCTCGATTGGATGGCA
VEGFR1 TGCCGGGTTACGTCACCTA GTCCCAGATTATGCGTTTTCCAT
VEGFR2 GTGATCGGAAATGACACTGGAG CATGTTGGTCACTAACAGAAGCA

Таблица 2. Изменение экспрессии генов клетками
EA.hy926 при культивировании*

* Приведены значения ΔCT, разницы между пороговыми цикла-
ми исследуемых генов и гена сравнения GAPDH.

Гены
Длительность культивирования EA.hy926, 

количество пассажей

<15 >30

VWF 7.8 ± 0.41 12.2 ± 0.24
VEGFR1 11.6 ± 1.28 14.2 ± 0.63
VEGFR2 7.2 ± 0.46 10.3 ± 0.51
VEGF 8.6 ± 0.17 8.8 ± 0.25
ENG 5.2 ± 0.23 5.9 ± 0.24
TGF-β1 6.9 ± 0.28 8.0 ± 0.2
FGF2(b) 6.2 ± 0.33 5.2 ± 0.26
MMP-14 6.4 ± 0.33 6.8 ± 0.42
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окрашивали актиновый цитоскелет TRITC-фаллои-
дином. Ядра докрашивали красителем DAPI. Клетки
исследовали под флуоресцентным микроскопом
Axio Zeiss (Германия) и фотографировали с помо-
щью камеры AxioCam MRm.

Адгезия клеток эндотелия к МСК. МСК сокульти-
вировали с клетками эндотелия, окрашенными кра-
сителем CFSE в 96-ти луночных планшетах, в усло-
виях гипоксии. Эксперимент выполняли в трех ва-
риантах. В первом варианте суспензию окрашенных
CFSE клеток эндотелия инкубировали в среде с ан-
тителами при постоянном перемешивании на рота-
ционном шейкере Intelli-Mixer RM-2 (ELMI, Рос-
сия) в течение 30 мин, отмывали от несвязавшихся
антител и вносили в монослойную интактную куль-
туру МСК. Во втором варианте окрашенные CFSE
клетки эндотелия после инкубации с антителами до-
бавляли к монослою МСК, который также предва-
рительно культивировали в среде с антителами в те-
чение 30 мин. В третьем варианте культуру МСК в
монослое инкубировали с антителами, а затем к ним
добавляли окрашенные CFSE клетки эндотелия.

Во всех трех вариантах сокультивирование про-
водили в течение 45 мин, после чего для удаления
неприкрепившихся эндотелиальных клеток моно-
слой МСК трижды отмывали ростовой средой с 1%
эмбриональной телячьей сыворотки. Клетки в каж-
дой лунке фотографировали в трех полях зрения с
помощью камеры люминесцентного инвертирован-
ного микроскопа Axio Zeiss (Германия). Подсчиты-
вали количество окрашенных CFSE клеток эндоте-
лия, прикрепленных к монослою МСК.

Подсчет клеток на цифровых изображениях. Число
окрашенных клеток на фотографиях определяли с
помощью созданного в лаборатории приложения для
автоматического подсчета клеток (Столбовая и др.,
2019).

Миграция клеток. Исследование миграции про-
водили в 24-луночных планшетах, лунки которых

содержали вставки (IBIDI, Германия). Клетки по
30 тыс. рассевали в лунки, образованные вставкой, и
помещали в инкубатор. Через сутки вставки удаля-
ли, в результате чего в монослое клеток образовыва-
лись “раны”. Клетки культивировали в среде, содер-
жащей либо антитела, либо антитела и ростовые
факторы в течение 24 ч, затем фиксировали. “Рану”
в монослое в каждой лунке фотографировали до на-
чала миграции и через 24 ч в трех полях зрения с по-
мощью камеры AxioCam MRm инвертированного
микроскопа Axio Zeiss (Германия).

Размер раны на цифровом изображении опреде-
ляли с помощью приложения, разработанного в ла-
боратории (Столбовая и др., 2019). Были определены
границы раны, и ее площадь оценивали в % от обще-
го размера изображения. Степень закрытия раны
определяли по формуле: C = (S1 – S2)/S1 ×100%, где
C – степень закрытия раны; S1 – средняя площадь
раны в начале эксперимента (в %); S2 – средняя пло-
щадь раны спустя 1 сут (в %).

Формирование трубок в матригеле. В 24-луночные
планшеты, поверхность которых предварительно
покрывали матригелем, рассевали клетки в концен-
трации 180 тыс./мл в ростовой среде, содержащей
антитела. Клетки культивировали в течение 24 ч, фо-
тографировали несколько полей зрения каждой лун-
ки. Подсчитывали количество и длину капилляро-
подобных структур – трубок в программе Image G.

Влияние антител на образование растворимого эн-
доглина. Клетки эндотелия рассевали в 96-луночные
планшеты. Через сутки заменяли среду и продолжа-
ли культивирование в среде, содержащей антитела, в
течение 24, 48, 72 или 96 ч. В собранных образцах куль-
туральной жидкости измеряли концентрацию рас-
творимого эндоглина с помощью систем двухцен-
трового иммуноферментного анализа, разработан-
ных в лаборатории (Столбовая и др. 2019).

Статистическая обработка данных. Статистиче-
скую обработку данных выполняли с помощью
функций языка R (R Core Teams, 2020). Сравнение
уровней экспрессии генов в культурах HUVEC и
EA.hy926 проводили с помощью дисперсионного
анализа.

При анализе пролиферации клеток было постро-
ено четыре линейных модели, описывающих зави-
симость оптической плотности от присутствия ан-
тител при культивировании в условиях нормоксии
или гипоксии, а также при добавлении ростовых фак-
торов TGF-β1 и BMP-9. В этой серии анализов прово-
дилась коррекция уровней значимости с помощью по-
правки Бонферрони (Qiunn, Keough, 2002).

Для оценки влияния антител на адгезию, мигра-
цию и формирование капилляроподобных структур
строили регрессионные линейные модели со сме-
шанными эффектами (Zuur et al., 2009). Анализ вы-
полняли с помощью пакета lme4. После расчетов па-
раметров моделей проводили множественные срав-
нения средних значений с контролем. Оценку

Таблица 3. Экспрессия генов клетками HUVEC, полу-
ченными от разных доноров*

* Приведены значения ΔCT, разницы между пороговыми цикла-
ми исследуемых генов и гена сравнения GAPDH.

Гены
Доноры клеток HUVEC

№ 1 № 2 № 3 № 4

VWF Нет данных 0.3 1.3 0.7 ± 0.51
VEGFR1 8.6 8.8 8.9 ± 0.4 10.2 ± 1.7
VEGFR2 7.1 ± 0.37 6.4 ± 1.98 6.5 ± 0.8 5.5 ± 0.28
VEGF 8.7 ± 0.6 7.6 7.2 8.3 ± 0.16
ENG 4.2 ± 0.24 3.1 4.0 ± 0.24 4.6 ± 0.52
TGF-β1 7.2 ± 0.43 7.2 ± 0.23 8.1 ± 2.4 5.7 ± 0.16
FGF2(b) 6.3 ± 0.21 4.6 4.5 5.7
MMP-14 Нет данных 3.7 Нет данных 3.9 ± 0.5
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статистической значимости различий осуществляли
с помощью теста Даннета (Bretz et al., 2011). Разли-
чия считали статистически значимыми при p < 0.05.
Для расчетов применяли функции пакета multcomp
(Hothorn et al., 2008). Для визуализации данных ис-
пользовали функции пакета ggplot2 (Wickham, 2016).

Использованные реактивы и среды. Среда
DMEM/F12, версен, фибронектин (Биолот, Рос-
сия); среда для первичных культур эндотелия Endo-
thelial cell medium (ScienCell Research Laboratories,
США); среда для мезенхимальных стволовых клеток
(Кембио, Россия); эмбриональная телячья сыворот-
ка (Biowest Premium, Франция); аминоптерин, гипо-
ксантин, тимидин, изотиоцианат флуоресцеина,
TRITC-фаллоидин, CFSE, DAPI (Sigma, США);
трипсин (HyClone, США); рекомбинантные моле-
кулы TGF-β1, BMP-9, эндоглина (R&D Systems,
США); матригель (Corning, США); TMB для имму-
ноферментного анализа (Хема, Россия); Trizol Re-
agent (Life Technologies, США); обратная транскрип-
таза M-MuLV, смесь dNTP, random-праймера, Hot-
start Taq-ДНК полимераза, буфер для Hot-start Taq-
ДНК полимеразы, раствор MgCl2 (Сибэнзим, Рос-
сия); Sybr Green (BioDye, Россия); RiboLock RNAse
inhibitor (Thermo Scientific, США); CellWash (BD
Bioscience, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Сравнительная характеристика культур клеток эн-
дотелия HUVEC и EA.hy926. Две культуры клеток эн-

дотелия, первичная HUVEC и постоянная EA.hy926,
формируют монослой по типу “булыжной мосто-
вой” (cobblestone) (рис. 1а, б). Они способны форми-
ровать капилляроподобные трубки при культивиро-
вании на матригеле, что характерно для эндотели-
альных клеток (рис. 1в, г).

При сравнении экспрессии генов в двух эндоте-
лиальных клеточных линиях были выявлены замет-
ные различия. Высокий уровень экспрессии гена
фактора фон Виллебранда (VWF), характерный для
дифференцированных клеток, обнаружен в клетках
HUVEC (рис. 2). В клетках EA.hy926 уровень актив-
ности гена VWF был значительно ниже уже на протя-
жении первых 15 пассажей культивирования в лабо-
ратории, несмотря на то, что клетки постоянно
культивировали в среде, содержащей HAT-компо-
ненты. В процессе более длительного непрерывного
пассирования этих клеток отмечалось дальнейшее
снижение активности гена VWF. Первичная культу-
ра HUVEC, в отличие от линии EA.hy926, обладала
более высоким уровнем экспрессии генов VEGFR1 и
VEGFR2, продукты которых принимают участие в
процессах ангиогенеза. Экспрессия этих генов в ли-
нии EA.hy926 снижалась по мере культивирования.
Активность генов ростовых факторов (VEGF,
TGF-β1, FGF2(b)), генов ENG и MMP-14 в клетках
HUVEC и EA.hy926 была одинаковой и не изменя-
лась в процессе культивирования последних (рис. 2).

В клетках HUVEC, выделенных от разных доно-
ров, уровни активности исследованных генов, в том
числе гена эндоглина, не были одинаковыми, но

Рис. 1. Общий вид культур клеток эндотелия HUVEC (а) и EA.hy926 (б). Капилляроподобные структуры (трубки) на поверх-
ности матригеля, образованные клетками HUVEC (в) и EA.hy926 (г). Объектив 10×. Фазовый контраст.

a б

в г
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различались незначительно. Наибольшие различия
были отмечены для гена TGF–β1.

Цитофлуориметрический анализ выявил феноти-
пические различия между культурами HUVEC и
EA.hy296 по экспрессии адгезионных молекул (рис. 3).
Более 90% клеток обеих клеточных культур несли на
мембране CD29, CD44, CD49e, CD105, CD144,
CD166. Однако плотность вышеуказанных маркеров
на поверхности клеток была разной, что отражалось
в различиях медиан интенсивности флуоресценции.
Популяция клеток HUVEC, в отличие от линии
EA.hy296, была гетерогенна по маркерам CD44,
CD49e и CD166. Плотность молекул CD105 и CD144
была выше на мембране клеток HUVEC по сравне-
нию с EA.hy296. Плотность маркера CD166, напро-
тив, оказалась выше на клетках EA.hy296.

Популяции клеток, имеющих антигены CD31,
CD54 и CD146, в культурах HUVEC составляли бо-
лее 90%, тогда как в линии EA.hy296 доля таких кле-
ток была значительно меньше. Около 21% клеток
HUVEC экспрессировали CD34; на мембране кле-
ток EA.hy296 этот маркер не был обнаружен. Клет-
ки, имеющие антигены CD62E и CD106, отсутство-
вали в обеих клеточных культурах.

Влияние МКАТ к эндоглину на функциональные
характеристики клеток HUVEC. Для оценки измене-
ний функциональных характеристик первичной
культуры эндотелия HUVEC в ростовую среду вно-
сили МКАТ к эндоглину 2C8 или 4E4 в конечной
концентрации 5 мкг/мл. Методом проточной цито-
метрии было показано, что при такой концентрации
происходило насыщение связывания антител с ан-
тигеном на клетках эндотелия (рис. 4а). При увели-
чении концентрации антител интенсивность флуо-

ресценции не изменялась. Несмотря на то, что плот-
ность молекул эндоглина на мембране клеток
HUVEC, культивируемых в условиях гипоксии, уве-
личивалась по сравнению с клетками, находящими-
ся в условиях нормоксии (рис. 4в), насыщение свя-
зывания эндоглина наступало также при концентра-
ции антител 5 мкг/мл (рис. 4б). Все функциональные
тесты выполняли не менее трех раз на клетках
HUVEC, полученных от четырех разных доноров.

Уровень пролиферации клеток эндотелия
HUVEC (рис. 5а), культивируемых на фибронекти-
не, статистически значимо не изменялся в присут-
ствии антител 2С8 или 4Е4 как при нормоксии, так и
при гипоксии. Также не было выявлено различий в
уровне пролиферации клеток при одновременном
добавлении в ростовую среду антител и ростовых
факторов TGF-β1 или BMP-9 (рис. 5б, в).

В экспериментах по изучению влияния МКАТ
2C8 и 4E4 на адгезию эндотелиальных клеток
HUVEC к фибронектину не было выявлено разли-
чий по сравнению с изотипическим контролем (рис.
6а). Однако в присутствии МКАТ 2C8 и при одно-
временной стимуляции TGF-β1 наблюдали умень-
шение адгезивной способности клеток (рис. 6б).
Аналогичный эффект снижения адгезии клеток эн-
дотелия к фибронектину в присутствии МКАТ 2C8
был выявлен при культивировании клеток в услови-
ях гипоксии (рис. 6г). Одновременное добавление в
среду МКАТ и BMP-9 не влияло на адгезию клеток,
культивируемых в условиях нормоксии (рис. 6в).

Внесение МКАТ 2C8 или 4E4 в суспензию пред-
варительно снятых с подложки эндотелиальных кле-
ток влияло на последующее распластывание клеток на
субстрате. Окрашенные TRITC-фаллоидином клетки,

Рис. 2. Экспрессия генов в клетках эндотелия HUVEC и EA.hy926, измеренная методом ПЦР в режиме реального времени.
Приведены значения ΔCT, разницы между пороговыми циклами исследуемых генов и гена сравнения GAPDH. *** – стати-
стически значимые отличия между двумя клеточными культурами, p < 0.001.
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прикрепившиеся к фибронектину в присутствии анти-
тел, были сжатыми и обладали большим количе-
ством фокальных контактов по сравнению с контро-
лем (рис. 7). Обращает на себя внимание тот факт,
что при окрашивании TRITC-фаллоидином клетки,
обработанные МКАТ 2C8 или 4E4, выглядели оди-
наково, тогда как в предыдущих экспериментах
МКАТ 4E4 не влияли на количество прикрепленных
к фибронектину клеток (рис. 6 и 7).

Для изучения влияния антител на межклеточные
взаимодействия провели сокультивирование клеток
эндотелия HUVEC с МСК в условиях гипоксии.
МСК, так же, как и клетки эндотелия несут на своей
поверхности эндоглин (рис. 8а), поэтому перед со-
культивированием клетки инкубировали в среде с
антителами в одном из трех вариантов: 1) только
МСК, 2) МСК и клетки эндотелия, 3) только клетки

эндотелия. Ни в одном случае антитела не влияли на
взаимодействие клеток HUVEC и МСК (рис. 8б–г).

Антитела против эндоглина 2C8 и 4E4 не оказы-
вали влияния на миграционную активность клеток
эндотелия HUVEC, оцененную в тесте закрытия
“раны”. Однако одновременное присутствие в ро-
стовой среде МКАТ и ростового фактора TGF-β1 за-
медляло процесс миграции. К концу наблюдения
степень закрытия раны в контроле составляла 55%,
тогда как в культурах клеток с добавлением антител
и TGF-β1 – 47% (рис. 9б). Добавление BMP-9 одно-
временно с антителами приводило к значительной ва-
риабельности результатов экспериментов (рис. 9в).
Проведение экспериментов в условиях нормоксии
или гипоксии не влияло на миграцию клеток, куль-
тивируемых в среде с антителами (рис. 9а, г).

Рис. 3. Экспрессия адгезионных молекул на мембране клеток эндотелия HUVEC (черный цвет) и EA.hy926 (серый цвет) по
результатам проточной цитометрии. Пунктирными линиями обозначены изотипические контроли. Приведены результаты
анализа клеток HUVEC, выделенных от одного донора, и клеток линии EA.hy926 на 41 пассаже культивирования. Указан
процент клеток, несущих на поверхности соответствующий антиген, в сравнении с изотипическим контролем.
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В качестве модели ангиогенеза в условиях клеточ-
ной культуры использовали тест формирования ка-
пилляроподобных структур (трубок) на матригеле. В
присутствии МКАТ 2C8 или 4E4 клетки HUVEC

формировали трубки на поверхности матригеля, при
этом число, длина трубок и степень покрытия трубка-
ми субстрата не отличались от контроля (рис. 10а–в).
Снижение числа сформированных трубок в присут-

Рис. 4. Концентрационная зависимость связывания МКАТ 2C8 и 4E4 с эндоглином на мембране клеток эндотелия HUVEC
в условиях нормоксии (a) и гипоксии (б). Экспрессия эндоглина на поверхности клеток эндотелия HUVEC, культивируемых
в условиях нормоксии (черная заливка) и гипоксии (серая заливка) (в).
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Рис. 5. Влияние МКАТ к эндоглину на пролиферацию клеток эндотелия HUVEC, культивируемых в условиях нормоксии (а–
в) и гипоксии (г) в присутствии ростовых факторов TGF-β1 (б), BMP-9 (в) или без них (а, г). Количество клеток оценивали
через 72 ч после начала эксперимента с помощью МТТ-теста. Данные нормализованы относительно среднего значения изо-
типического контроля. Вертикальными отрезками обозначены 95%-ные доверительные интервалы.
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ствии антител наблюдали только при помещении
клеток в условия гипоксии (рис. 10г), тогда как дли-
на капилляроподобных структур не изменялась
(рис. 10д). Для обоих антител был получен одинако-
вый результат.

Процесс фермент-зависимого сбрасывания эндо-
глина с мембраны клеток эндотелия с образованием
растворимого эндоглина был исследован в условиях
нормоксии и при снижении содержания кислорода в
газовой фазе. Присутствие МКАТ 2C8 приводило к

Рис. 6. Влияние МКАТ к эндоглину на адгезию HUVEC к твердой фазе, покрытой фибронектином, при культивировании
клеток в условиях нормоксии (а–в), в том числе в присутствии ростовых факторов TGF-β1 (б) или BMP-9 (в), и в условиях
гипоксии (г). Число клеток, прикрепившихся к твердой фазе, нормализовано относительно средних значений изотипическо-
го контроля. Вертикальными отрезками обозначены 95%-ные доверительные интервалы. ** – различия между группами до-
стоверны для р < 0.01, *** – р < 0.001.

1.5

1.0

0.5

0

lg
G

1

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

a б

***

в

К
ра

тн
ос

ть
 и

зм
ен

ен
ий

2C
8

4E
4

lg
G

1

г

2C
8

4E
4

lg
G

1+
T

G
F

-β
1

2C
8+

T
G

F
-β

1

4E
4+

T
G

F
-β

1

lg
G

1+
B

M
P-

9

2C
8+

B
M

P-
9

4E
4+

B
M

P-
9

**

Рис. 7. Изменения в организации актинового цитоскелета клеток HUVEC, вызванные добавлением МКАТ 2С8 или 4Е4. Ак-
тиновые филаменты окрашены TRITC-фаллоидином, ядра окрашены DAPI. Верхний ряд – об. 20×, нижний ряд – об. 100×.
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Рис. 8. Влияние МКАТ к эндоглину на адгезию клеток эндотелия HUVEC к монослою МСК в условиях гипоксии. а – Экс-
прессия эндоглина клетками HUVEC (черная гистограмма) и МСК (серая гистограмма). Эксперименты проводили в трех ва-
риантах: перед сокультивированиванием клеток МКАТ добавляли только к МСК (б), к МСК и HUVEC (в), только к клеткам
эндотелия HUVEC (г). Количество прикрепившихся к монослою МСК клеток эндотелия нормализовано относительно изо-
типического контроля. Вертикальными отрезками обозначены 95%-ные доверительные интервалы.
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ные интервалы. ** – достоверные различия между группами, р < 0.01.
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увеличению концентрации эндоглина в ростовой
среде клеток HUVEC с 2 нг/мл до 8 нг/мл (рис. 11а).
Этот эффект наблюдали как при пониженном, так и
при нормальном содержании кислорода в газовой
фазе (рис. 11а, б). МКАТ 4E4 не оказывало влияния на
образование растворимого эндоглина (рис. 11а, б).

ОБСУЖДЕНИЕ
В работе проведено сравнение свойств и функци-

ональных характеристик клеток двух эндотелиаль-

ных линий, HUVEC и EA.hy926, в ответ на присут-
ствие антител против эндоглина 2С8 и 4Е4.

Культивирование клеток HUVEC с анти-эндо-
глиновыми антителами приводило к уменьшению
адгезии клеток к внеклеточному матриксу и замед-
лению их миграции при условии одновременного
присутствия в среде ростового фактора TGF-β1.
Влияние антител на формирование каппиляропо-
добных трубок клетками HUVEC проявлялось толь-
ко в условиях гипоксии. Таким образом, эффекты
действия антиэндоглиновых МКАТ на свойства кле-

Рис. 10. Формирование капилляроподобных структур клетками эндотелия HUVEC, культивируемыми на матригеле в при-
сутствии МКАТ к эндоглину в условиях нормоксии (а–в) или гипоксии (г–ж). Определяли число капилляроподобных струк-
тур (а, г), длину трубок (б, д) и конфлюент в поле зрения (в, е). Капилляроподобные структуры фотографировали при фазово-
контрастной настройке микроскопа (ж). Об. 10×. Вертикальными отрезками обозначены 95%-ные доверительные интерва-
лы. ** – достоверные различия между группами, р < 0.01, *** – р < 0.001.
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ток эндотелия HUVEC проявлялись либо в условиях
нормоксии, но при стимуляции клеток ростовым
фактором TGF-β1, либо в условиях пониженного
содержания кислорода.

Функции TGF-β1 в отношении эндотелия много-
образны. В условиях нормоксии этот ростовой фак-
тор связывается с рецепторным комплексом
ALK5/TGF-βRII и активирует сигнальный путь
Smad 2/3, который поддерживает состояние покоя
эндотелия (Goumans et al., 2009). На последних эта-
пах ангиогенеза TGF-β1 тормозит пролиферацию и
миграцию клеток эндотелия и вносит вклад в стаби-
лизацию стенки вновь образованного сосуда (Gou-
mans et al., 2009). Эндоглин является корецептором
рецепторного комплекса, распознающего и связы-
вающего TGF-β1 на клетках эндотелия. Связывание
МКАТ 2C8 с эндоглином в присутствии TGF-β1
приводило к ослаблению адгезии к внеклеточному
матриксу (фибронектину) и замедлению миграции
клеток HUVEC. Аналогичный феномен торможения
миграционной активности эндотелия анти-эндо-
глиновыми антителами в присутствии TGF-β1 был
показан нами ранее на клетках постоянной линии
EA.hy296 (Столбовая и др., 2019). Ранее было пока-

зано, что добавление TGF-β1 к клеткам EA.hy926, у
которых с помощью антисмысловой последовательно-
сти (сайленсинг) снижена экспрессия гена эндоглина,
приводило к значительному снижению миграционной
активности клеток (Warrington et al., 2005).

В условиях пониженной концентрации кислоро-
да в тканях усиливается ангиогенез (López-Novoa,
Bernabeu, 2010). В условиях гипоксии происходит
одновременное повышение экспрессии эндоглина
за счет активации транскрипционного фактора
HIF1 (Sánchez-Elsner et al., 2002) и киназы ALK1
(Tian et al., 2010). ALK1 встраивается в рецепторный
комплекс TGF-β вместо ALK5 и активирует сиг-
нальный путь Smad 1/5/8, который приводит к акти-
вации эндотелиальной клетки: усилению пролифе-
рации, ослаблению адгезии и увеличению миграции
(Tian et al., 2010). Формирование капилляроподоб-
ных структур на матригеле моделирует одновремен-
но несколько процессов, происходящих во время
ангиогенеза. Это адгезия клеток к матригелю, кото-
рый по составу напоминает базальную мембрану (в
состав матригеля входит ламинин), межклеточная
адгезия и направленная миграция. Наблюдавшееся
нами снижение числа трубок, сформированных на

Рис. 11. Влияние МКАТ на накопление растворимой формы эндоглина в ростовой среде клеток HUVEC, культивируемых в
нормоксических или гипоксических условиях. Сплошной линией обозначены образцы с добавлением антител, пунктирной
линией обозначен изотипический контроль (IgG1).

4E4

6

8

4

2

0

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

6

8

4

2

0

2C8

[s
E

ng
],

 н
г/

м
л

Нормоксия Гипоксия

Время, сут



ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 4  2021

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ АНТИТЕЛ К ЭНДОГЛИНУ 347

матригеле в присутствии МКАТ 2C8, может свиде-
тельствовать о том, что связывание антител с эндо-
глином препятствует активации клеток эндотелия,
ослабляя их адгезию и миграцию.

Сходные результаты были описаны при исполь-
зовании химерных антител к эндоглину TRC105 (Liu
et al., 2014). Так, антитела TRC105 в концентрации
100 мкг/мл в тесте заживления раны снижали мигра-
ционную активность клеток HUVEC. Однако в дру-
гом исследовании те же антитела TRC105 в концен-
трации 2 мкг/мл демонстрировали увеличение ми-
грационной активности в 1.4–1.5 раза (Kumar et al.,
2014). Возможная причина расхождения результатов
связана с использованной концентрацией антител
или разным дизайном экспериментов. Антитела
TRC105 также способны ингибировать образование
капилляроподобных структур клетками HUVEC на
матригеле. Как полагают авторы, этот эффект про-
является за счет ингибирования взаимодействия эн-
доглина с BMP-9 (Nolan-Stevaux et al., 2012).

Финальной стадией ангиогенеза является форми-
рование контактов с другими типами клеток, стаби-
лизирующих стенки сосудов. МСК способны взаи-
модействовать с эндотелиальными клетками и уси-
ливать или ингибировать ангиогенез (Nassiri,
Rahbarghazi, 2014). Имеются данные о том, что МСК
способны дифференцироваться в гладкомышечные
клетки сосудов и перициты (Nassiri, Rahbarghazi,
2014). Однако в нашем исследовании сокультивиро-
вание МСК с клетками HUVEC, которое моделиро-
вало взаимодействие эндотелиоцитов с мезенхим-
ными клетками, не выявило значимого влияния ан-
тиэндоглиновых МКАТ 2C8 и 4E4 на межклеточную
адгезию.

Эндоглин выполняет адгезионные функции неза-
висимо от TGF-β-сигналинга. Помимо непосред-
ственного связывания с интегринами через присут-
ствующий в его составе RGD-триплет, эндоглин
способен влиять на организацию актиновых фила-
ментов в эндотелиальной клетке посредством взаимо-
действия с белками зиксином и ZRP-1 (Conley et al.,
2004; Sanz-Rodriguez et al., 2004). Экспрессия зикси-
на связана с распластыванием клеток на субстрате.
Показано, что присутствие эндоглина в клетках вы-
зывает перераспределение белка ZRP-1, который
уходит из фокальных контактов и локализуется вдоль
актиновых стресс-фибрилл (Sanz-Rodriguez et al.,
2004).

Связывание МКАТ 2C8 и 4E4 с эндоглином на
поверхности клеток HUVEC приводило к их сжатию
в процессе адгезии, что может косвенно свидетель-
ствовать о реорганизации актинового цитоскелета.

В организме эндоглин присутствует не только в
мембранной, но и в растворимой форме. Последняя
обладает антиангиогенными свойствами и образует-
ся под действием матриксной металлопротеазы
ММР-14 (López-Novoa, Bernabeu, 2010). Ранее было
показано, что антитела TRC105 в концентрации 0.1–

0.2 мкг/мл вызывают повышение уровня раствори-
мого эндоглина в среде культивирования клеток
HUVEC в 2 раза (Kumar et al., 2014; Liu et al., 2014).
Описанный эффект авторы связывали с индуциро-
ванным TRC105 сближением эндоглина и матрикс-
ной металлопротеазы MMP-14, которая осуществ-
ляет протеолитическое отщепление эндоглина (Ku-
mar et al., 2014). Одни из исследованных нами
антител, 2C8, также вызвали двукратное увеличение
концентрации растворимого эндоглина в культу-
ральной среде клеток HUVEC. Существенно отме-
тить, что противоположный результат был получен
при добавлении МКАТ 2C8 к клеткам EA.hy926:
концентрация растворимого эндоглина при этом
снижалась (Столбовая и др., 2019). Возможно, что
наблюдаемое различие связано с разным уровнем
экспрессии матриксных металлопротеаз в двух кле-
точных культурах эндотелия (рис. 2б, в).

Сопоставление эффектов антиэндоглиновых
МКАТ, полученных нами на эндотелиальных клет-
ках HUVEC и клеточной линии EA.hy926, представ-
лены в табл. 4.

Как следует из данных, представленных в табл. 4,
многие эффекты антиэндоглиновых антител на
клетки эндотелия воспроизводились и на культурах
HUVEC, и на постоянной клеточной линии
EA.hy926. Основное отличие состояло в действии
МКАТ 2C8 на шеддинг эндоглина. Связываясь с ре-
цептором на клетках HUVEC, антитела усиливали
отщепление эндоглина с мембраны, тогда как на
клетках линии EA.hy926 происходило угнетение
шеддинга.

В настоящей работе было проведено сравнение
культур клеток HUVEC и постоянной линии
EA.hy926 в качестве моделей для исследования воз-
действия различных препаратов на эндотелий
in vitro. Сравнительные характеристики этих клеточ-
ных культур периодически появляются в научных
публикациях (Mutin et al., 1997; Bouis et al., 2001), од-
нако известно, что постоянные клеточные линии
при длительном культивировании эволюционируют
и меняют свойства. Обе клеточные модели эндоте-
лия, культивируемые в нашей лаборатории, облада-
ли морфологическими, фенотипическими и функ-
циональными признаками, характерными для диф-
ференцированных эндотелиальных клеток. Одним
из главных маркеров эндотелиальных клеток являет-
ся фактор фон Виллебранда (VWF). Этот фактор вы-
соко экспрессирован в клетках HUVEC. При созда-
нии линии клеток эндотелия EA.hy926 авторы (Edgell
et al., 1983) ставили одной из задач сохранение клет-
ками экспрессии VWF. По данным ряда публикаций
(Jaffe et al., 1973; Edgell et al., 1983; 1990; Unger et al.,
2002; Heng et al., 2011) клетки EA.hy926, так же как и
HUVEC, экспрессируют этот фактор. В клетках ли-
нии EA.hy926, использованных в нашем исследова-
нии, уровень экспрессии гена VWF был значительно
ниже, чем в клетках HUVEC, и снижался в процессе
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длительного культивирования, несмотря на то, что
линию постоянно вели в селективной среде, содер-
жащей аминоптерин, тимидин и гипоксантин. В то
же время активность генов ряда ростовых факторов,
индукторов ангиогенеза, а также эндоглина сохра-
нялась в клетках EA.hy926 на протяжении длитель-
ного культивирования.

Сравнение фенотипических характеристик кле-
ток HUVEC и EA.hy926 показало, что обе клеточные
линии несут на поверхности одинаковый набор ад-
гезионных маркеров, за исключением CD34. Тем не
менее, плотность молекул, поддерживающих це-
лостность клеточного монослоя (CD31, CD144,
CD146) и взаимодействующих с экстраклеточным
матриксом (CD49e), оказалась выше на мембране
клеток HUVEC. Эндоглин имели более 95% клеток в
обеих клеточных культурах, но плотность молекул
CD105 была немного выше на клетках HUVEC. Ин-
дуцибельные маркеры активированного эндотелия
CD62E и CD106 отсутствовали на клетках обеих ли-
ний, за исключением маркера CD54, который был
представлен на поверхности всей популяции клеток
HUVEC. Полученные нами результаты о фенотипи-
ческих характеристиках эндотелиальных клеточных
культур совпадали с ранее известными характери-
стиками этих клеточных культур (Mutin et al., 1997).

Таким образом, на клетках первичной культуры
эндотелия HUVEC и постоянной клеточной линии
эндотелия EA.hy926 моноклональные антитела 2C8
и 4E4, связывающие эндоглин на мембране, меняют
функциональные свойства клеток эндотелия, куль-
тивируемых в присутствии TGF-β1 или в условиях
гипоксии.
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Таблица 4. Влияние МКАТ 2C8 на функциональные характеристики клеток эндотелия HUVEC и EA.hy926

а – данные о функциональных характеристиках клеток EA.hy926, культивируемых с антителами 2С8, взяты из работы Столбовой с
соавторами (2019); б – нет данных.

Функциональная 
характеристика Критерий или метод оценки Условия

культивирования

Клетки

HUVEC EA.hy926а

Пролиферация МТТ-тест или окраска кристалличе-
ским фиолетовым

Нормоксия Нет эффекта Снижение

Нормоксия + TGF-β1 Нет эффекта Нет эффекта

Гипоксия Нет эффекта – б

Адгезия к внеклеточ-
ному маткриску

Прикрепление клеток к фибронек-
тину

Нормоксия Нет эффекта –

Нормоксия + TGF-β1 Снижение –

Гипоксия Снижение –

Межклеточная адгезия Сокультивирование с МСК Гипоксия Нет эффекта –

Миграция Заживление раны
in vitro

Нормоксия Нет эффекта Нет эффекта

Нормоксия + TGF-β1 Замедление Замедление

Гипоксия Нет эффекта –

Ангиогенез
in vitro

Формирование трубок на матригеле Нормоксия Нет эффекта –

Гипоксия Снижение –

Шеддинг эндоглина с 
мембраны клеток

Определение методом ИФА раствори-
мого эндоглина в культуральной среде

Нормоксия Усиление Снижение

Гипоксия Усиление –
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Comparative Analysis of Endoglin Antibodies Effect on the Functional Characteristics 
of Endothelial Cells HUVEC and EA.hy926

A. Y. Stolbovayaa, b, *, I. V. Smirnova, A. A. Pinevicha, c, N. L. Vartanyana, I. Y. Krutetskayaa, L. A. Terekhinaa, 
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Endoglin, a co-receptor of TGFβ-family growth factors, is a marker of endothelial cells. In our previous work we
have demonstrated that monoclonal antibodies (MABs) against endoglin can change the functional properties of en-
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dothelial cells EA.hy926. The aim of the present work was to study the effect of the same antibodies against endoglin
on HUVEC endothelial cells, as well as to compare the data obtained for HUVEC and EA.hy926 cells. Comparison
of in vitro models based on the permanent EA.hy926 endothelial cells and primary HUVEC cells revealed, along
with common morpho-functional properties, a number of dissimilarities in adhesion molecules expression level and
endothelial differentiation genes activity. Anti-endoglin MABs 2C8 and 4E4 were shown to inhibit HUVEC cell
migration, reduce their adhesion to solid substrate, alter the arrangement of actin microfilaments, and impede the
formation of capillary-like structures. These effects were revealed only in the presence of TGF-β1 in the culture
medium or under hypoxia. Supplementation of the growth medium with MAB 2C8 promoted endoglin shedding
from HUVEC cells membrane both in hypoxia and normoxia. Several impacts of anti-endoglin MABs on HUVEC
cultures were similar to those detected on EA.hy926 cells. However MAB 2C8 influenced endoglin shedding oppo-
sitely in HUVEC and EA.hy926 cells.

Keywords: endoglin, endothelial cells, EA.hy926, HUVEC, monoclonal antibodies
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Предстательная железа (ПЖ) представляет собой небольшой орган в мужской репродуктивной системе, который
в настоящее время находится в фокусе биомедицинских исследований благодаря лидирующему положению в за-
болеваемости и смертности от тканеспецифического рака (РПЖ). Эпителий ПЖ, который подвергается раковой
трансформации, формируется и функционирует с помощью андрогенов. Вначале заболевания клетки эпителия
продуцируют андрогенный рецептор (AR) и проявляют чувствительность к андроген-депривационной терапии.
Однако такая терапия неизбежно приводит к переходу болезни в кастрационно-резистентную форму (КР-РПЖ),
проявляющуюся в метастазировании и быстрой смертности. При КР-РПЖ клетки эпителия ПЖ изменяют свой
фенотип, что может быть связано с мутацией AR и потерей чувствительности к специфической терапии. Меха-
низм фенотипической трансформации эпителия ПЖ может быть скрыт в особенностях взаимодействия и фор-
мирования стромальных и эпителиальных клеток, которые проявляются в ходе образования первичных культур.
Задача настоящей работы заключалась в изучении формирования стромальных клеток ПЖ человека в первичных
стромальных и органоидных культурах. В результате работы мы нашли, что в отличие от быстрого появления и
формирования гомогенной популяции мезенхимных клеток в первичных стромальных культурах большинства
тканей, стромальные клеточные культуры ПЖ человека формируются вначале из эпителиальных клеток, кото-
рые появляются на второй неделе культивирования и продуцируют цитокератины (ЦК). Только к концу 4-й нед.
культивирования происходит формирование гомогенной популяции мезенхимных клеток, продуцирующих ви-
ментин, чему сопутствует исчезновение эпителиальных клеток. При этом некоторые эпителиальные клетки про-
дуцируют одновременно ЦК и виментин. В органоидных культурах ПЖ часто происходит сопутствующий рост
на культуральном пластике эпителиальных, но не мезенхимных клеток. При культивировании эпителиальных
клеток, возникших из органоидных культур, они, как и клетки первичного эпителия, обнаруживают способность
к спонтанной трансформации в мезенхимные клетки и продуцируют одновременно ЦК и виментин. Получен-
ные нами данные дают возможность предположить, что в первичных и органоидных культурах ПЖ стромальные
клетки могут формироваться благодаря эпителиально-мезенхимному переходу (ЭМП). Склонность эпителия
ПЖ к спонтанному ЭМП может вносить вклад в механизм высокой чувствительности ткани ПЖ к злокачествен-
ной трансформации и метастазированию, а понимание этого механизма может способствовать выработке эф-
фективной противоопухолевой терапии РПЖ.

Ключевые слова: органоидные, первичные стромальные и эпителиальные культуры предстательной желе-
зы человека, эпителиально-мезенхимный переход, рак предстательной железы
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Предстательная железа (ПЖ) представляет собой
небольшой вспомогательный орган в мужской ре-
продуктивной системе, который в последнее десяти-
летие переместился в центр внимания биологов и
врачей из-за ведущей роли в заболеваемости и
смертности от рака предстательной железы (РПЖ)
(Siegel et al., 2018). Оказалось, что ПЖ значительно
более чувствительна к онкогенной трансформации,
чем другие половые органы, РПЖ диагностируется в
течение жизни у каждого седьмого лица мужского
пола (Siegel et al., 2016). ПЖ является железистым
органом, развитие и функции которого регулируют-
ся действием андрогенов на тканеспецифические
стромальные и эпителиальные клетки (Prins, Putz,
2008). Cтромальные клетки в ПЖ, в основном, пред-
ставляют собой гладкомышечные клетки, их число
дважды превышает число эпителиальных клеток,
что связано с насосной функцией органа, периоди-
чески выбрасывающего секретируемую жидкость
(Bartsch, Rohr, 1980).

Выделяют два основных типа эпителиальных
клеток ПЖ: базальные и люминальные, различаю-
щиеся между собой по маркерам. Базальные клетки
расположены на базальной мембране и формируют
базальный слой эпителиальных структур ПЖ. Эти
клетки продуцируют цитокератины (ЦК) 5, 14
(Brawer et al., 1985) и транскрипционный фактор р63
из семейства р53 (Signerotti et al., 2000). Основным
типом эпителиальных клеток ПЖ являются люми-
нальные клетки, которые экспрессируют андроген-
ный рецептор (AR), низкомолекулярные ЦК8 и
ЦК18 (Abate-Shen, Shen, 2000). В процессе диффе-
ренцировки базальные клетки превращаются в лю-
минальные. Маленькая популяция базальных кле-
ток ПЖ была идентифицирована в качестве стволо-
вых (СК) у человека и мышей. Эти клетки
экспрессируют TROP2 (tumor associated calcium sig-
nal transducer 2), p63, CD133 (Goldstein et al., 2008;
Trerotola et al., 2010).

РПЖ, как и рак в других органах, возникает из
опухолевых СК (ОСК), формирующих небольшую
популяцию клеток опухолевой ткани, которая, тем
не менее, генерирует ее основные свойства: прогрес-
сию, инвазию, метастазирование и устойчивость к
противоопухолевой терапии (Bao et al., 2006; Li et al.,
2008). Клетки-предшественники РПЖ (cells of ori-
gin) – это клетки в пределах опухолевой ткани, кото-
рые служат мишенями раковой трансформации (Vis-
vader, 2011). Такие клетки отличаются от ОСК, клю-
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идная культура; ОК-РПЖ – органоидные культуры РПЖ че-
ловека; ОСК – опухолевые стволовые клетки; ОТ-ПЦР –
полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией; ПЖ –
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чевая черта которых – регенерация опухоли (Clevers,
2011).

Клетками-мишенями при РПЖ могут быть как
базальные, так и люминальные клетки, но феноти-
пически клетки РПЖ являются люминальными и
несут AR (Xin, 2013). Лечение первичного РПЖ ос-
новано на андроген-депривационной терапии, на-
правленной против раковых клеток, несущих AR.
Такая терапия является успешной в течение первых
16–20 мес., но затем РПЖ неизбежно переходит в про-
грессирующую метастатическую форму, так называе-
мый кастрационно-резистентный РПЖ (КР-РПЖ),
устойчивый к антиандрогенной терапии (Fizazi et al.,
2019; Elbadawy et al., 2020). Механизм возникнове-
ния КР-РПЖ и поиск его эффективной терапии яв-
ляются актуальными биомедицинскими задачами,
которые могут быть решены с помощью современ-
ных преклинических моделей.

В настоящее время существует две эффективные
преклинические модели РПЖ: КT-РПЖ – ксено-
трансплантаты опухоли человека иммунодефи-
цитным мышам (patient derived xenografts, PDX) и
ОК-РПЖ – органоидные культуры РПЖ человека
(patient derived organoids, PDO) (Bleijs et al., 2019). В
обеих моделях клетки опухоли человека сохраняют в
течение длительного времени свои молекулярно-ге-
нетические свойства, но технология ОК-РПЖ не
ограничена необходимостью использования имму-
нодефицитных линий мышей. ОК-РПЖ, в отличие
от КT-РПЖ, могут быть использованы для быстрого
скрининга лекарств с целью выработки персонифи-
цированной терапии. Tехнология ОК-РПЖ была
разработана в последнее десятилетие, ее примене-
ние основано на получении 3D-культуры клеток,
которые возникают из СК и поддерживают все свой-
ства материнской ткани (Sato et al., 2009). ОК могут
формироваться как из нормальной, так и из опухо-
левой ткани (Sato et al., 2011). Первые публикации об
этих культурах (ОК-ПЖ) появились в 2014 г. (Kar-
thaus et al., 2014; Gao et al., 2014). ОК-ПЖ могут быть
получены из нормальных или опухолевых эпители-
альных клеток, они поддерживают, по крайней мере
в течение года, все свойства исходной ткани при
оценке ее молекулярного, гистологического, тка-
невого, и генетического профилей. Используя
ОК-РПЖ, уже удалось моделировать редкие фено-
типы РПЖ (Puca et al., 2018).

Механизм высокой чувствительности к злокаче-
ственной трансформации и формирование клеток-
предшественников РПЖ может быть скрыт в осо-
бенностях взаимодействия и формирования стро-
мальных и эпителиальных клеток ПЖ, которые про-
являются в ходе образования первичных культур,
включая ОК-ПЖ.

Цель настоящей работы заключалась в получении
первичных стромальных, эпителиальных и органо-
идных культур (ОК) из тканей ПЖ человека и мар-
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керный анализ ОК-ПЖ, полученных из опухолевой
и нормальной ткани ПЖ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Пробы ткани предстательной железы. Образцы

ткани предстательной железы получали от пациен-
тов, подвергнутых радикальной простатэктомии по
поводу РПЖ в урологическом отделении 2-й город-
ской клинической больницы г. Санкт-Петербурга в
соответствии с протоколом этического комитета
этой больницы. Пробы ткани ПЖ весом около
100 мг, содержащие опухолевый узел и нормальную
ткань того же слоя, помещали в пробирки с 5 мл сте-
рильного физиологического раствора, содержащего
50 мкг/мл гентамицина (Биолот, Россия). Каждую
из двух проб разделяли острыми ножницами на три
части, одну из которых фиксировали в 10 мл 4%-но-
го параформальдегида (Sigma, США) в фосфатном
буфере (pH 7.4) для последующей гистологической
обработки. Вторая проба предназначалась для экс-
трагирования тотальной РНК и общеклеточного
белка. Третью часть обрабатывали коллагеназой для
приготовления клеточной суспензии, которую ис-
пользовали в дальнейшем для получения органоид-
ных, стромальных и эпителиальных культур.

Получение первичных стромальных и эпителиаль-
ных клеточных культур из образцов тканей ПЖ. Про-
бы ткани ПЖ, предназначенные для получения кле-
точных культур, помещали в чашки Петри (10 см) в
10 мл стерильного фосфатного буфера (PBS), разре-
зали стерильными ножницами на кусочки размером
1 мм, переносили в конические пластиковые про-
бирки (15 мл; TTP, Новосибирск, Россия), и подвер-
гали ферментативной обработке в 1 мл раствора, со-
держащего 5 мг коллагеназы II типа (Life Technolo-
gies, США) в 1 мл среды adDMEM/F12 (advanced),
содержащей 50 мкг/мл пенициллина и стрептоми-
цина, 10 мМ HEPES и 1-кратный GlutaMAX (adD-
MEM/F12+++; Life Technologies, CША), добавляли
ингибитор Rho-киназы Y-27632 (Abmole Bioscience,
США) до конечной концентрации 10 мкМ и дегид-
ротестостерон (Sigma, США) до конечной концен-
трации 1 нМ (Drost et al., 2016). Пробирки инкубиро-
вали на ротационном шейкере (PST-60 HL-4;
Биосан, Латвия) в течение 18 ч при 37°С и 230 rpm.
Затем суспензии центрифугировали при 250 g 5 мин,
клеточные осадки отмывали в 5 мл среды
adDMEM/F12, фильтровали через нейлоновые сито
с порами 70 мкм (Corning, CША), осаждали при
250 g 5 мин, осадок ресуспендировали в 1 мл раство-
ра TrypLE Express (Life Technologies, США) в течение
1 ч на ротационном шейкере (PST-60 HL-4; Биосан,
Латвия) при 37°С и 230 rpm. Затем к суспензии до-
бавляли 5 мл среды adDMEM/F12, клетки осаждали
центрифугированием при 250 g 5 мин, осадок ресус-
пендировали в 500 мкл среды adDMEM/F12+++.
Для подсчета числа клеток 5 мкл клеточной суспен-
зии смешивали с 45 мкл 1%-ной уксусной кислоты и

50 мкл 2%-ного трипанового синего (Биолот, Рос-
сия). Клетки считали в камере Горяева.

Для получения первичных стромальных культур,
2 × 104 клеток из клеточной суспензии добавляли в
4 мл специальной среды SCBM (Lonza, Швейцария)
для стромальных клеток ПЖ человека и наносили в
культуральные 60 мм чашки (TPP, Новосибирск,
Россия). Для получения эпителиальных клеточных
культур, 2 × 104 клеток ПЖ, полученных после обра-
ботки проб коллагеназой, ресуспендировали в 4 мл
специальной среды PrEBM для эпителиальных кле-
ток ПЖ человека (Lonza, Швейцария) и наносили
на 60 мм культуральные чашки, предварительно по-
крытые коллагеном (Биолот, Россия). Имиджи
стромальных, эпителиальных и органоидных куль-
тур получали без пересева клеток на 1–4-ой нед.
культивирования с помощью микроскопа Axiovert
200M (Германия) и камеры DFC420 (Leica, Герма-
ния) в режиме проходящего света или фазового кон-
траста. Использовали объектив 20×/0.5, размер
снимка составлял 1728 × 1296 пикселей.

Получение, культивирование и пассирование ОК из
опухолевой и нормальной ткани ПЖ. Клетки (1 × 105)
суспензии ПЖ, полученные после обработки проб
коллагеназой, ресуспендировали на льду в 20 мкл
среды adDMEM/F12+++, смешивали со 140 мкл
предварительно расплавленного на льду матригеля
(BD, CША) и при комнатной температуре (КТ) на-
носили по 40 мкл в 4 лунки 24-луночной культураль-
ной пластины (Corning, США), предварительно по-
догретой в течение ночи в СО2-инкубаторе при 37°С.
После нанесения матригеля пластину переворачива-
ли и помещали на 15 мин в СО2-инкубатор.

Затем в каждую лунку добавляли по 500 мкл спе-
циальной среды для культивирования органоидов
ПЖ следующего состава: 1.0 мл B27 (Life Technolo-
gies, США), 500 мкл 1 М никотинамида в PBS (Sig-
ma, США), 125.0 мкл 500 мМ N-ацетилцистеина
(Sigma, США), 0.5 мкл раствора EGF (0.5 мг/мл в
PBS + 0.1% БСА) (PeproTech, США), 5 мкл 5 мМ
A83-01 в DMSO (Tocris Bioscience, США), 50 мкл
Noggin (100 мкг/мл в PBS + 0.1% БСА) (PeproTech,
США), 50 мкл раствора R-spondin 1 (500 мкг/мл в
PBS + 0.1% БСА) (R&D Systems, США), 50 мкл
1 мкМ дегидротестостерона в этаноле (Sigma,
США), 5 мкл раствора FGF2 (50 мкг/мл в PBS + 0.1%
БСА) (PeproTech, США), 5 мкл раствора FGF10
(0.1 мг/мл в PBS + 0.1% БСА) (PeproTech, США),
5 мкл 10 мМ простагландина E2 в DMSO (Tocris Bio-
science, США), 16.7 мкл 30 мМ SB202190 в DMSO
(Sigma, США) и до 50 мл adDMEM/F12+++ (Life
Technologies, США).

Пассирование органоидов. К культуральной среде в
начале культивирования органоидов добавляли
5 мкл 100 мМ реактива Y-27632 (Abmole Bioscience,
США) (Drost et al., 2016). Через 14 сут ресуспендиро-
вали органоиды из 1 лунки 24-луночной пластины в
собственной культуральной среде и переносили в
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15 мл-пластиковые пробирку, осаждали 5 мин цен-
трифугированием при 250 g, осадок ресуспендирова-
ли в 1 мл TrypLE с 10 мкМ Y-27632, пробирку поме-
щали на 5 мин на орбитальный шейкер при температу-
ре 37°C. Инактивировали TrypLE путем добавления
среды adDMEM/F12+/+/+, содержащей 5% ФБС,
центрифугировали при 200 g 5 мин, удаляли суперна-
тант, ресуспендировали клеточный осадок в 80 мкл
матригеля, и помещали 40 мкл матригеля с клетками
в центр лунки 24-луночной пластины. Переносили
пластину на 15 мин в перевернутом состоянии в СО2
инкубатор, добавляли в лунки 500 мкл среды для ор-
ганоидов, содержащей 10 мкМ ингибитора Rho-ки-
назы Y-27632, среду меняли на свежую каждые 2–
3 сут (Drost et al., 2016).

Окраска срезов ткани ПЖ гематоксилин/эозином.
Пробы тканей фиксировали в 4%-ном забуферен-
ном параформальдегиде (pH 7.4) в течение 40–48 ч,
промывали проточной водой, дегидратировали изо-
пропанолом и заливали парафином. Парафиновые
срезы ткани толщиной 2.5 мкм депарафинировали
ксилолом, регидратировали изопропанолом и окра-
шивали общепринятым способом гематоксили-
ном/эозином. После дегидратации и осветления в
ксилоле окрашенные срезы заключали в среду для
микроскопии.

Извлечение тотальной РНК из проб ткани ПЖ па-
циентов и производных ОК, а также синтез кДНК.
Пробы ткани ПЖ размером 2 × 2 мм помещали в
стальную ступку, охлаждали жидким азотом и расти-
рали пестиком. Полученный порошок переносили в
отдельную пробирку и добавляли 1 мл Тризола (Invi-
trogen, США), оставляли на льду на 5 мин. Затем в
каждую пробирку добавляли по 200 мкл охлажден-
ного хлороформа и суспензию перемешивали на
вортексе. После этого пробирки ставили в лед на
3 мин, центрифугировали 15 мин при 4°С и 13000 g,
верхнюю фазу супернатанта переносили в новые
пробирки и добавляли 500 мкл изопропанола (Sig-
ma, США). Инкубировали на льду 10 мин, затем цен-
трифугировали 10 мин при 4°С и 13000 g, удаляли су-
пернатант, добавляли по 1 мл 70%-ного этанола, цен-
трифугировали 5 мин при 4°С и 7600 g. Полностью
удаляли супернатант, осадок сушили при КТ 10 мин,
растворяли в 32 мкл безнуклеазной воды (Thermo
Fisher Scientific, США) и инкубировали 15 мин при
57.5°С. Концентрацию РНК измеряли на спектро-
фотометре NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scien-
tific, США).

Тотальную РНК выделяди из OК-ПЖ на 3-м пас-
саже. Для получения РНК удаляли культуральную
среду из 4 лунок 24-луночных пластин, в которых
росли ОК. Матригель ресуспендировали в каждой
лунке пипетированием в 1 мл PBS, собирали суспен-
зии в пробирку 15 мл, центрифугировали 5 мин при
300 g. К осадку добавляли 750 мкл Тризола (Invitro-
gen, США) и пипетировали 10 раз до полного раство-
рения осадка. Пробирки оставляли на льду на 5 мин,

затем в каждую пробирку добавляли 150 мкл охла-
жденного хлороформа, перемешивали на вортексе и
оставляли на льду на 5 мин, центрифугировали
15 мин при 4°С и 13000 g. После центрифугирования
верхнюю фазу супернатанта переносили в новые
пробирки и добавляли 500 мкл изопропанола (Sig-
ma, США), инкубировали на льду 10 мин, центрифу-
гировали 10 мин при 4°С и 13000 g, удаляли суперна-
тант, к осадку добавляли 1 мл 70%-ного этилового
спирта, снова центрифугировали 5 мин при 4°С и
7600 g. Полностью удаляли супернатант, осадок су-
шили при КТ 10 мин, растворяли в 32 мкл безнукле-
азной воды (Thermo Fisher Scientific, США) и инку-
бировали 15 мин при 57.5°С. Концентрацию РНК
измеряли на спектрофотометре NanoDrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, США).

Для синтеза кДНК 2 мкг РНК смешивали с 1 мкл
праймера олиго-дТ18 (Алкор Био, Россия), объем
смеси доводили до 11 мкл и инкубировали при 70°С
10 мин, охлаждали, добавляли 2 мкл буфера для об-
ратной транскриптазы (SibEnzyme, Россия), 2 мкл
10 мМ смеси дНТФ (Beagle, Россия), 0.5 мкл инги-
битора рибонуклеаз RiboLock (Thermo Scientific,
США) и инкубировали 1 ч при 37°С. Реакцию оста-
навливали нагреванием до 70°С 10 мин.

Полимеразная цепная реакция с обратной тран-
скрипцией (ОТ-ПЦР). Смесь реагентов для проведе-
ния ПЦР включала: 1 мкл 10 мМ смеси дНТФ (Bea-
gle, Россия), 2.5 мкл 10-кратного буфера для Taq-по-
лимеразы (Алкор Био, Россия), 2.5 мкл 10 мМ MgCl2,
1 мкМ прямого и обратного праймеров (Алкор Био,
Россия), 2 мкл ДНК, 0.25 мкл Taq-полимеразы (Ал-
кор Био, Россия) и воду до 25 мкл общего объeма ре-
акционной смеси. Смесь готовили при температуре
тающего льда. Амплификацию проводили на термо-
циклере Bio-Rad T100 (США) при следующем темпе-
ратурном режиме: инициирующее плавление – 1 мин,
94°С; плавление – 15 с, 94°С; отжиг – 30 с, 58°С;
элонгация – 30 с, 72°С (40 циклов); плато – 10 мин,
72°С. Для праймеров к гену ЦК5 температура отжига
была 60°С. Продукты ПЦР-амплификации подвер-
гали электрофорезу в 2%-ном агарозном геле с бро-
мистым этидием, размер отдельных ампликонов в
агарозном геле определяли при сравнении их по-
движности с маркерами 100 пар оснований (п. о.)
(Invitrogen, США) на имиджах, полученных с помо-
щью Bio-Rad ChemiDoc XRS+ (США) (табл. 1).

Иммунофлюоресцентное окрашивание. Покров-
ные стекла с клетками, распластанными при росте в
культуре, переносили в чашки 35 мм, однократно от-
мывали PBS 5 мин, фиксировали 4%-ным парафор-
мальдегидом 15 мин, затем 70%-ным этиловым
спиртом в течение ночи при 4°С, обрабатывали
0.2%-ным Тритоном X-100 10 мин, промывали PBS 2
раза по 5 мин. Сайты неспецифического связывания
антител блокировали 1 ч раствором, содержащим 3%
БСА и 0.1% Твина 20. Затем на клетки наносили спе-
цифические антитела (разведение в 50–200 раз) в
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блокирующем растворе на 1 ч при КТ. В случае
окраски препарата с помощью двух разных первых
антител (например, против ЦК и виментина) снача-
ла наносили кроличьи антитела к цитокератинам на
2 ч при КТ, промывали 3 раза по 5 мин PBS, и нано-
сили мышиные антитела против виментина на 2 ч
при КТ. Затем стекла промывали 3 раза по 5 мин PBS
и наносили смесь вторых антител против IgG кроли-
ка, конъюгированных с Cy5, и против IgG мыши,
конъюгированных с Су3 на 1 ч при КТ. Затем стекла
с клетками отмывали 3 раза по 5 мин PBS и заключа-
ли в среду Аnti-Fade (BioRad, США), уменьшающую
неспецифическую флюоресценцию и содержащую
краситель DAPI для окраски ДНК. Иммунофлюо-
ресцентные изображения получали на сканирую-
щем микроскопе Leica (Carl Zeiss, Германия), ис-
пользуя лазеры с длиной волны 405, 543 и 633 нм и
объектив 63×.

Антитела. Для иммунофлюоресценции были ис-
пользованы следующие антитела: кроличьи анти-
ПанЦК (Thermo Fisher Scientific, США), мышиные
анти-виментин (Sigma, США), мышиные монокло-
нальные антитела против AMACR были получены
самостоятельно (Popov et al., 2018). Антитела козы
против IgG (H+L) мыши, конъюгированные с циа-
ниновым красителем Cy3 и антитела козы против
IgG кролика, конъюгированные с Cy5 (Molecular
Probes, Thermo Fisher Scientific, США) служили в ка-
честве вторых антител для иммунофлюоресценции.
Для иммуноблота использовали анти-кроличьи ан-
титела, конъюгированные с пероксидазой хрена
(HRP; Cell Signaling, США) и анти-мышиные анти-
тела, конъюгированные с HRP (BioRad, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Морфологические изменения ткани ПЖ у пациен-
тов с РПЖ. Образцы ткани ПЖ, взятые из опухоли и
окружающей ее нормальной ткани в ходе оператив-
ного вмешательства, были подвергнуты гистологи-
ческому анализу после фиксации и окраски гематок-
силин/эозином с последующей микроскопией в
проходящем свете. В нормальной ткани ПЖ при
микроскопии выявляли альвеолярно-трубчатые
эпителиальные железы в продольном и поперечном
сечении, разделeнные прослойками соединитель-
ной ткани (рис. 1I, a). В опухолевых образцах обра-
щала на себя внимание гиперплазия железистой тка-
ни ПЖ, проявляющаяся в значительном увеличении
числа мелких и средних желез с небольшими внут-
ренними просветами и узкими прослойками разде-
ляющей их соединительной ткани (рис. 1I, b). В опу-
холевой ткани структура желез была нарушена, ба-
зальный слой клеток практически отсутствовал,
клетки люминального слоя теряли столбчатую фор-
му (рис. 1I, b).

Характеристика первичных клеточных культур, по-
лученных из ткани ПЖ. Первичные культуры из нор-
мальной или опухолевой ткани ПЖ человека, расту-
щие в специальной среде SCBM (Lonza, Швейцария)
для стромальных клеток ПЖ, начинали формиро-
ваться на второй неделе культивирования и были
представлены эпителиальными клетками. Такие
клетки имели полигональную форму, тесно контакти-
ровали друг с другом и формировали кластеры, увели-
чивающие в размерах по мере роста (рис. 1II, a). На
третьей неделе культивирования мы наблюдали по-
явление в первичных культурах веретенообразных
фибробласто-подобных клеток, растущих раздельно
(рис. 1II, б), и постепенно формирующих клоны,
размер которых увеличивался в процессе культиви-
рования, пока популяция стромальных клеток не

Таблица 1. Праймеры, использованные для амплификации ряда маркеров в ткани ПЖ и производных органоидных
культурах

Ген Праймер прямой (5′–3′) Праймер обратный (5′–3′) Размер ампликона, п. о.

ЦК5 AAGCTGCTGGAGGGCGAGGAATG CGGGAGGAGGAGGTGGTGGAGAC 341

TP63 TCCTCAGGGAGCTGTTATCC ATTCACGGCTCAGCTCATGG 101

ЦК18 TGGTCACCACACAGTCTGCT CCAAGGCATCACCAAGATTA 348

AR 1 AAGACGCTTCTACCAGCTCACCAA TCCCAGAAAGGATCTTCGCACTT 170

AMACR TGGCCACGATATCAACTATTTGG ACTCAATTTCTGAGTTTTCCACAGAA 247

GAPDH CCATCTTCCAGGAGCGAGA GGCAGTGATGGCATGGACTGT 326
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становилась гомогенной, что совпадало с уменьше-
нием количества и постепенным полным исчезнове-
нием эпителиальных клеток.

Маркерная характеристика клеток в первичных
стромальных культурах ткани ПЖ человека. Клетки
первичных культур ПЖ были окрашены с помощью
антител к эпителиальным, стромальным маркерам,
и маркеру РПЖ AMACR. В качестве эпителиальных
маркеров мы использовали ЦК, которые выявляют-
ся антителами, распознающими один и тот же эпи-
топ в нескольких ЦК (ПанЦК), а в качестве стро-
мального маркера – виментин. Полигональные
плотно прилегающие друг к другу клетки, формиру-
ющие кластеры в начале культивирования клеточ-
ной суспензии из ткани ПЖ, окрашивались антите-
лами к ПанЦК (рис. 1III, a). Фибробласто-подобные

клетки, растущие отдельно и постепенно становящие-
ся доминантной популяцией в стромальных культурах
ПЖ, окрашивались на виментин (рис. 1III, б). Вместе
с тем, при одновременной окраске антителам к
ПанЦК и виментину в первичных культурах через
2–3 нед. культивирования выявлялись клетки, кото-
рые продуцировали как ЦК, так и виментин
(рис. 1III, в). С целью идентификации клеток, про-
исходящих из опухолевой ткани ПЖ, мы красили
первичные культуры антителами к AMACR. Этот
маркер отсутствовал в эпителиальных клетках пер-
вичных культур ПЖ, происходящих из нормальной
ткани ПЖ (рис. 1III, г), но ясно определялся в эпи-
телиальных клетках первичных культур, происходя-
щих из опухолевой ткани (рис. 1III, д).

Рис. 1. Функционально различные маркеры в опухолевой и нормальной ткани предстательной железы (ПЖ) у пациентов с
раком ПЖ. I – Гистологические препараты участков нормальной (а) и опухолевой (б) ткани ПЖ; окраска гематоксилин-
эозином; стрелками показаны эпителиальные структуры ПЖ; имиджи получены на микроскопе Axiovert 200M (Германия),
камера DFC420 (Leica, Германия) в режиме проходящего света, размер снимка 1728 × 1296 пикселей, об. 20×. II – Эпители-
альные (а) и стромальные (б) клетки в первичных стромальных культурах ПЖ; стрелками показаны эпителиальные (а) и стро-
мальные (б) клетки, имиджи получены на том же микроскопе в режиме фазового контраста, размер снимка 1728 × 1296 пик-
селей, об. 20×. III – Маркеры в первичных стромальных культурах ПЖ; показаны совмещенные изображения, полученные
при окраске специфическими антителами к цитокератинам (ПанЦК, а), виментину (б), к цитокератинам и виментину (в), к
AMACR в стромальной культуре из нормальной (г) и опухолевой (д) ткани; ядра окрашены DAPI (синий цвет); иммунофлю-
оресцентные изображения получали на сканирующем конфокальном микроскопе Leica (Carl Zeiss, Германия), лазеры с дли-
ной волны 405, 543 и 633 нм, размер снимка 1024 × 1024 пикселей, объектив 63×.
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ОК нормальной и опухолевой ткани ПЖ. Органои-
ды в 3D-культурах ПЖ появлялись уже на 3-и сут куль-
тивирования, их количество в матригеле значительно
возрастало к 7-м сут культивирования (рис. 2I, а), а к
14-м сут размер и число органоидов возрастало в еще

большей степени (рис. 2I, b) и они подвергались пас-
сированию 1 : 4 в том же формате.

В некоторых ОК выявлялся рост эпителиальных
клеток (рис. 2I, в). Такие клетки, как и первичный
эпителий в стромальных культурах, были позитивны

Рис. 2. Маркерная характеристика органоидных культур (ОК), производных нормальной ткани ПЖ (I), нормальной и опу-
холевой тканей ПЖ (II). I: Культивирование в течение 7 сут (а) и 14 сут (б–в); черными стрелками отмечены органоиды, крас-
ными стрелками – эпителиальные клетки; имиджи получены на том же микроскопе, что и на рис. 1а–в в режиме проходя-
щего света, об. 20×; г – иммунофлюоресценция цитокератинов (красный цвет) и виментина (зеленый цвет) в эпителиальных
клетках, происходящих из ОК-ПЖ при окраске специфическими антителами; ядра окрашены DAPI (синий цвет); имиджи
получали на сканирующем микроскопе Leica (Carl Zeiss, Германия), лазеры с длиной волны 405, 543 и 633 нм, об. 63×. II –
Электрофоретические имиджи продуктов ОТ-ПЦР-амплификации – маркеров базального (ЦК5, р63) и люминального
(ЦК18, AR) эпителия, а также AMACR в нормальной и опухолевой тканях ПЖ и в производных ОК. Маркерный белок срав-
нения (М) – 100 пар оснований (100 п. о.).
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при окраске антителами к ПанЦК в случае переноса
в чашки Петри 60 мм и пассирования. При пассиро-
вании с последующей окраской таких клеточных
культур антителами к ПанЦК и виментину в имму-
нофлюоресценции выявлялась продукция ЦК и ви-
ментина в одних и тех же клетках (рис. 2I, г).

Маркерная характеристика тканей и ОК-ПЖ с по-
мощью ОТ-ПЦР. С целью подтверждения идентич-
ности нормальной, опухолевой ткани ПЖ и произ-
водных ОК, мы оценивали экспрессию генов марке-
ров базального (ЦК5, р63) и люминального (ЦК18,
AR) эпителия ПЖ, а также маркера РПЖ гена
AMACR, а в качестве контроля – гена GAPDH путем
ОТ-ПЦР. В пробах тканей ПЖ, полученных от
10 пациентов, и производных органоидах всегда вы-
являли в одних и тех же культурах маркеры базаль-
ных и люминальных эпителиальных клеток ПЖ. Это
в равной степени касалось органоидов, происходя-
щих из нормальной и опухолевой тканей. В опухоле-
вой ткани и производных органоидах присутствовал
AMACR, который отсутствовал в нормальной ткани
ПЖ и производных органоидах (рис. 2II).

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе мы нашли, что в отличие от

быстрого появления и формирования гомогенной
популяции мезенхимных клеток в первичных стро-
мальных культурах большинства тканей, например,
костного мозга, жировой ткани, эндометрия, тканей
сердца, мочевого пузыря и других (Popov et al., 2007;
Musina et al., 2008; Meirelles, Nardi, 2009; Zhidkova et al.,
2013; Mikheeva et al., 2018), стромальные клеточные
культуры ПЖ человека имеют другие свойства. В
стромальных культурах ПЖ клетки появляются на
2-ой нед. культивирования и представляют собой
эпителиальные клетки, продуцирующие ЦК. Только
к концу 4-ой нед. культивирования происходит фор-
мирование гомогенной популяции мезенхимных
клеток, продуцирующих виментин, чему сопутству-
ет исчезновение эпителиальных клеток.

Наши наблюдения подтверждаются публикациям
исследователей из других лабораторий, в которых было
отмечено, что эксплантаты ПЖ человека вначале фор-
мируют клетки с эпителиальной морфологией, тогда
как стромальные клетки в культуре появляются после
21-суточного культивирования (Janssen et al., 2000). В
публикации из другой лаборатории, в которой авторы
использовали суспензию клеток ПЖ, клетки первич-
ной культуры вначале показывали наличие эпители-
альных маркеров и только на 5-ом пассаже станови-
лись гомогенно-подобными фибробластными клет-
ками, продуцирующими виментин (Gravina et al.,
2013). Быстрое формирование гомогенной популя-
ции мезенхимных клеток в первичных стромальных
культурах большинства тканей, вероятно, связано с
их происхождением из первичной мезенхимы, а не
из тканеспецифических СК (Sági et al., 2012). И на-
оборот, отставание формирования мезенхимных

клеток в первичных культурах ПЖ от мезенхимных
клеток из большинства органов, возможно, свиде-
тельствует об их происхождении из другого источни-
ка, например, из эпителиальных клеток ПЖ, кото-
рые формируются в начале культивирования в пер-
вичных культурах ПЖ. Результаты нашей работы
предполагают, что смена эпителиального профиля
клеток на мезенхимный в первичных культурах ПЖ
человека может происходить вследствие эпители-
ально-мезенхимного перехода (ЭМП).

Такое предположение подтверждается наблюде-
нием, что в первичных стромальных культурах ПЖ
человека формируются клетки, которые одновре-
менно продуцируют как эпителиальные маркеры
(ЦК), так и стромальный маркер – виментин. Такое
наблюдение подтверждается и результатами культи-
вирования органоидов ПЖ, происходящих из ткане-
специфических СК. Органоиды ПЖ в ходе культи-
вирования часто показывают сопутствующий рост
эпителиальных клеток, но никогда не формируют
стромальные клетки. Однако последующее культи-
вирование эпителия, полученного из органоидных
культур ПЖ, выявляет (с помощью иммунофлюо-
ресценции) в отдельных клетках продукцию цитоке-
ратинов и виментина (рис. 2I, г), как это наблюдает-
ся в первичных культурах ПЖ (рис. 1III, в).

Известно, что ЭМП и обратный мезенхимно-
эпителиальный переход (МЭП) относятся к физио-
логическим процессам, которые организм использу-
ет в ходе развития, регенерации, регуляции свойств
СК. ЭМП также вовлечен в формирование фиброза,
воспаления, инвазии и метастазировании (Zhang,
Weinberg, 2018). С другой стороны, известно, что
способность к инвазии и метастазированию суще-
ственно различается в различных тканях, что может
быть связано с особенностями сигнальных путей и
мезенхимно-эпителиальными взаимодействиями,
регулирующими рост эпителия (Grant, Kyprianou,
2013). Склонность эпителия ПЖ к злокачественной
трансформации и развитию КР-РПЖ могут быть ос-
нованы на особенностях сигнальной регуляции, ко-
торая осуществляется андрогенами. Андроген-де-
привационная терапия РПЖ неизбежно завершает-
ся мутациями рецептора AR и восстановлением
андрогенного сигналинга по коллатеральным путям
или репрограммированием клеток первичного РПЖ
и возникновением КР-РПЖ, который устойчив к
андроген-депривационной терапии. Последующее
изучение механизма ЭМП в клетках ПЖ позволит
понять механизм их чувствительности к раковой
трансформации и выработать эффективные спосо-
бы его терапии.
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Organoid and Primary Epithelial Cell Cultures from Human Prostate Show 
the Key Role of Epithelial-to-Mesenchymal Transition in the Formation 

of the Tissue Specific Stromal Cells
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The prostate gland is a small organ in the male reproductive system that is currently under focus of biomedical re-
search due to its leading position in morbidity and mortality from tissue-specific cancer (PC). The epithelium of the
prostate gland, which undergoes cancerous transformation, is formed and functions under control of androgens, at
the beginning of the disease, prostate epithelium produce the androgen receptor (AR) and is sensitive to androgen-
deprivation therapy. However, such therapy inevitably leads to the transition of the disease to the castrate-resistant
prostate cancer (CRPC), which is manifested in metastasis and rapid mortality. In CRPC, prostate epithelial cells
change their phenotypes, that may be based on mutations of the androgen receptor (AR), and underlies the loss of
sensitivity to specific therapy. The mechanism of phenotypic transformation of the prostate epithelium can be hid-
den in the features of the formation and interaction of stromal and epithelial cells, which are manifested during the
formation of primary cultures. In this work, we found that, in contrast to the rapid appearance and formation of a
homogeneous population of mesenchymal cells in primary stromal cultures of most tissues, human prostate cell cul-
tures are formed initially from epithelial cells that appear at the 2nd week of cultivation and produce cytokeratins.
The formation of a homogeneous population of mesenchymal cells producing vimentin occurs only by the end of
4th week of cultivation and is accompanied by disappearance of epithelial cells. Under epithelial to mesenchymal
transition, some epithelial cells simultaneously produce cytokeratins and vimentin. In organoid cultures of the pros-
tate, there is often a concomitant growth on cultural plastic the epithelial but not mesenchymal cells. During pas-
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saging of epithelial cells derived from the organoid cultures, they, like the cells of the primary prostate epithelium,
show the ability to spontaneous transformation into mesenchymal cells and simultaneously produce cytokeratins
and vimentin. Our data suggest, that in primary prostate stromal cultures initially form the epithelial cells. The or-
ganoid cultures of prostate can also produce epithelial but not stromal cells. The prostate stromal cells can arise from
primary prostate epithelial or organoid cultures, presumably, due to spontaneous epithelial-to-mesenchymal tran-
sition (EMT). The tendency to EMT in prostate cells may contribute to the mechanism of high sensitivity of prostate
tissue to malignant transformation. Understanding this mechanism will contribute to the development of effective
anticancer therapy of PC.

Keywords: organoid, primary stromal and epithelial cultures of human prostate, epithelial-to-mesenchymal transi-
tion, prostate cancer
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Транскрипционный фактор р53 – важнейший сенсор ионизирующего излучения. Среди многочисленных
эффекторов p53 – гены ВВС3 и PMAIP1, кодирующие проапоптотические белки PUMA и Noxa соответ-
ственно, а также ингибитор клеточного цикла CDKN1A/р21. Эффективность лучевого воздействия – ги-
бель клеток или выживание – определяется балансом механизмов, регулируемых этими белками. В насто-
ящей работе на изогенных линиях опухолевых клеток человека (карцинома кишки НСТ116 и сублиния
НСТ116р53КО с нефункционирующим р53) установлена преимущественная роль ВВС3/PUMA и
CDKN1A/р21 по сравнению с PMAIP1/Noxa в р53-опосредованных ответах на действие терапевтических
доз γ-излучения. Биоинформатический анализ полногеномных нуклеотидных последовательностей вы-
явил существенные различия предположительных мотивов связывания р53 в структуре генов ВВС3 и
PMAIP1. Полученные результаты важны для разработки таргетных воздействий, позволяющих сохранить
р53-зависимую активацию проапоптотических генов при ограничении блокирования клеточного цикла в
облученных опухолевых клетках.

Ключевые слова: p53, PUMA, Noxa, p21, ионизирующее излучение, опухолевые клетки, радиочувствитель-
ность, гибель клеток
DOI: 10.31857/S0041377121040039

Более полувека лучевая терапия сохраняет важ-
нейшее место в лечении больных злокачественными
новообразованиями. Проблемой, ограничивающей
эффективность ионизирующего излучения, остает-
ся радиоустойчивость опухолей – долговременное
выживание клеток, переживших однократное воз-
действие. Требуется идентификация молекулярных
механизмов, определяющих выживание и гибель об-
лученных клеток.

Многочисленными исследованиями доказана
ключевая роль повреждений ДНК и активации тран-
скрипционного фактора p53 (кодируется геном
Тр53) – одного из ранних событий, определяющих
жизнеспособность облученных клеток (Gajjar et al,
2012; Maréchal, Zou, 2013; Speidel, 2015). Каскады мо-
лекулярных событий, опосредованные р53, могут
индуцировать апоптоз. Среди эффекторов p53-зави-

симого апоптоза существенное значение имеют бел-
ки PUMA (p53 up-regulated modulator of apoptosis) и
Noxa (от лат. “повреждение”). PUMA образует ком-
плекс с анти-апоптотическими белками семейства
Bcl-2: Bcl-xL, Bcl-2, Mcl-1, Bcl-w и Bfl-1/A1. В ре-
зультате комплексообразования остаются свобод-
ными проапоптотические белки Bax и Bak, опосре-
дующие гибель клеток в ответ на повреждающие
воздействия (Nakano, Vousden, 2001). Noxa также об-
разует комплексы с белками семейства Bcl-2, но
партнеров у Noxa меньше: Mcl-1, Bfl-1/A1; к послед-
нему белку аффинность Noxa мала (Chen et al., 2005;
Ploner et al., 2008). Гены BBC3 (PUMA) и PMAIP1
(Noxa) – транскрипционные мишени р53 (Hemann,
Lowe, 2006). Нокаут Тр53, BBC3 или PMAIP1 приво-
дил к ограничению апоптоза и становлению радио-
устойчивости в клетках различного видового и тка-
невого происхождения (Vavrova, Rezacova, 2014), а
также в моделях in vivo (Leibowitz, 2011).

Наряду с индукцией гибели, активация p53 в об-
лученных клетках может индуцировать белок р21
(кодируется геном CDKN1A) – ингибитор несколь-
ких циклин-зависимых киназ. Это приводит к бло-

Принятые сокращения: BBC3 – Bcl-2-связывающий компо-
нент 3; CDKN1A – циклин-зависимая киназа 1A; PMAIP1 –
форбол-12-миристат-13-ацетат-индуцируемый белок 1;
PUMA – p53-регулируемый (up-regulated) модулятор апо-
птоза.

УДК 576.3
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кированию прохождения фазы G1 клеточного цик-
ла, после чего клетки получают возможность репа-
рировать повреждения в контрольной точке (Kreis,
2014). Зависимая от р53 регуляция баланса выжива-
ние−гибель в ответ на облучение оказывается двоя-
кой: клетки с функционирующим р53 задерживают-
ся в фазе G1 и могут избежать гибели, а р53-негатив-
ные клетки такой возможности не имеют, проходят
контрольную границу фаз клеточного цикла G1/S с
невосстановленными повреждениями, продолжают
продвигаться по циклу и погибают (“митотическая
катастрофа”) (Broude, 2008).

В настоящей работе исследована роль р53 в регу-
ляции генов BBC3, PMAIP1 и CDKN1A. Для решения
поставленной задачи использованы изогенные ли-
нии клеток человека, отличающиеся статусом р53:
исходным или генетически инактивированным.

По результатам экспериментов и биоинформати-
ческого анализа нуклеотидных последовательностей
установлены существенные различия молекулярных
механизмов ответа клеток на облучение и неодина-
ковую роль р53 в регуляции отдельных генов. В об-
лученных р53-положительных клетках преобладают
р53-зависимая активация генов BCC3 и CDKN1A,
что сопровождается увеличением количества белков
PUMA и р21. Напротив, активация гена PMAIP1 и
прирост белка Noxa не выявлены. Для усиления ги-
бели клеток с интактным р53 требуется дополни-
тельная активация PMAIP1 и (или) ограничение ин-
дукции CDKN1A. В клетках с нефункционирующим
р53 гены BCC3, PMAIP1 и CDKN1A лучевыми воз-
действиями не регулируются.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Реагенты и клетки. Использовали реактивы фир-

мы Sigma-Aldrich, кроме особо оговоренных случа-
ев. Линию клеток карциномы толстой кишки чело-
века HCT116 с исходным р53 (American Type Culture
Collection, США) и изогенную сублинию
HCT116p53KO (получена в лаборатории B. Vogel-
stein, университет Джонса Хопкинса, Балтимор,
США (Bunz et al., 1998); предоставлена авторам др-
ом Б. П. Копниным), в которой рамка считывания
гена р53 удалена в результате гомологической ре-
комбинации, культивировали в модифицированной
Дульбекко среде Игла, содержащей 2 мМ L-глутами-
на (Биолот, Россия), 5% сыворотки эмбриона телен-
ка (HyClone, США) и 50 мкг/мл гентамицина (Био-
лот, Россия) при 37°С, 5% CO2. В экспериментах ис-
пользовали клетки в логарифмической фазе роста,
культивируемые не более 15 пассажей.

Воздействие ионизирующим излучением. Клетки
рассевали во флаконы с площадью поверхности
25 см2 (Eppendorf, Германия) за 24–48 ч до экспери-
ментов и облучали γ-фотонами на аппарате РУМ-17
(Мосрентген, Россия). Разовые дозы 4 Гр и 10 Гр со-
поставимы с используемыми в клинике. Параметры

облучения: напряжение на трубке 180 кВ, ток 10 мА,
фокусное расстояние 50 см, фильтр 1 мм Al; 0.5 мм Cu,
мощность дозы 0.32 Гр/мин. Для валидации значе-
ний использовали дозиметрический контроль (до-
зиметр ИД-11, Россия).

Анализ экспрессии генов p53, p21, BBC3 (PUMA) и
PMAIP1 (Noxa). После облучения клетки культиви-
ровали 3–24 ч при 37°С, 5% CO2 и лизировали реа-
гентом Extract RNA (Евроген, Россия). Экстракцию
тотальной РНК и обратную транскрипцию (реверта-
за MMLV) проводили согласно инструкции произво-
дителя. Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) прово-
дили в реальном времени (qPCRmix-HS SYBR; Евро-
ген). Нуклеотидные последовательности праймеров:
для Tp53 прямой 5'-GAGCTGAATGAGGCCTTGGA-3'
и обратный 5'-CTGAGTCAGGCCCTTCTGTCTT-3';
для р21 прямой 5'-AGTCAGTTCCTTGTGGAGCC-3' и
обратный 5'-CATTAGCGCATCACAGTCGC-3'; для
PUMA прямой 5'-ACAGTATCTTACAGGCTGGG-3' и
обратный 5'-CAGACTGTGAATCCTGTGCT-3'; для
Noxa прямой 5'-CCAGCCGCCCAGTCTAATCA-3' и
обратный 5'-GTGCCCTTGGAAACGGAAGA-3'.
Для соотнесения сигналов (нормализации) исполь-
зовали кДНК GAPDH; праймеры для GAPDH: пря-
мой 5'-CCATCACCATCTTCCAGGAGCG-3' и об-
ратный 5'-AGAGATGATGACCCTTTTGGC-3'.

Иммуноблотинг. Необлученные (контроль) и об-
лученные клетки лизировали в буфере, содержащем
150 мM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS, 50 мM Tris pH 8.0
с добавлением фенилметилсульфонилфторида и
смеси ингибиторов протеиназ. Концентрацию об-
щего белка в лизатах определяли методом Брэдфор-
да (Bradford, 1976). Электрофоретическое разделе-
ние белков проводили в 12%-ном полиакриламид-
ном геле с додецилсульфатом натрия при
напряжении 120–140 мВ. Белки переносили на нит-
роцеллюлозную мембрану (GE Healthcare Amersham,
США; 250 мА, 1.5 ч). Использовали первичные анти-
тела (Cell Signaling, США) к p53, p21, PUMA и Noxa
(разведения 1 : 1000). В качестве контроля использо-
вались антитела к β-актину в разведении 1 : 2000. Для
хемилюминесцентной визуализации белков исполь-
зовали вторичные антитела к IgG мыши или кроли-
ка (Amersham, США), конъюгированные с перокси-
дазой хрена (1 : 5000–1 : 10000). Визуализацию про-
водили в растворе ECL и документировали с
помощью системы ChemiDoc Touch (BioRad, США).
Денситометрию проводили в программе ImageJ, ин-
струментом Grey Mean Value Calculation.

Биоинформатический анализ. Исследовали пред-
полагаемые нуклеотидные последовательности, со-
держащие мотивы связывания транскрипционного
фактора р53 с промоторными областями генов
BBC3/PUMA и PMAIP1/Noxa. В качестве входных
данных программы принимали нуклеотидные после-
довательности генов: BBC3 (ENSG00000105327) и
PMAIP1 (уникальный идентификатор EN-
SG00000141682) из раздела Sequence сайта ensembl.
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Размер промоторов (600 нуклеотидов) соответство-
вал стандарту. Достоверность нуклеотидных после-
довательностей промоторных областей подтвержда-
ли проверкой соответствующих областей в базе Ge-
nomeBrowser (https://www.ensembl.org/index.html).

Поиск мотивов осуществляли с помощью про-
граммы FIMO (find individual motif occurrences) из
набора инструментов MEME (Grant et al., 2011) с
опорой на базу данных HOCOMOCOv11_full_HU-
MAN_mono_meme_format. На начальном этапе в ка-
честве исходных были заданы последовательности
только промоторных областей генов BBC3 и PMAIP1.
Затем поиск мотивов осуществляли по всему гену,
включая экзоны и интроны. Полученные мотивы до-
полнительно проанализированы инструментами
MATCH (Kel et al., 2003) и PROMO (Farré et al., 2003).
У мотивов, предсказанных PROMO, вероятность не-
совпадения 5%. Мотивы, идентифицированные
программой MATCH, обнаружены при следующих
параметрах анализа: поиск по базам данных моти-
вов, обладающих специфичностью для клеточного
цикла позвоночных. Из предсказанных последова-
тельностей отобраны мотивы, имеющие сходство не
менее 0.95 с мотивами из баз. Далее использовали про-
граммы FIMO MEME для идентификации мотивов
потенциальных транскрипционных факторов, связы-
вающихся с промоторными областями генов. Допол-
нительно предсказаны мотивы связывания р53 с
полноразмерными генами BBC3 и PMAIP1.

Статистическая обработка. Данные ПЦР (3 повтора
экспериментов) обрабатывали с помощью программы
Microsoft Excel 2016. Результаты представлены в виде
средних значений и стандартных отклонений. Досто-
верность различий определялась однофакторным те-
стом ANOVA при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Экспрессия генов Tp53, CDK1NA, BBC3 и PMAIP1
в зависимости от дозы облучения и статуса p53. Ана-
лиз мРНК с помощью ПЦР в реальном времени по-
казал, что активация Tp53 в клетках НСТ116 проис-
ходит в первые часы после облучения и достигает
максимума через 12 ч (усиление приблизительно в
9 раз при облучении 4 Гр и в 13 раз в ответ на 10 Гр по
сравнению с необлученными клетками). Через 24 ч
после облучения экспрессия Tp53 несколько снижа-
лась: приблизительно в 7 (4 Гр) и 9 раз (10 Гр)
(рис. 1а). В сублинии НСТ116р53КО (с нокаутиро-
ванным р53) незначительный специфический сиг-
нал определялся на 32−34 циклах (данные не пред-
ставлены).

Ген CDK1NA, кодирующий белок p21, играет важ-
нейшую роль в ответе клеток на повреждения ДНК, в
том числе при ионизирующем излучении (Huerta et al.,
2013). Этот ген – транскрипционная мишень p53.
Характер активации CDK1NA в облученных клетках
схож с таковым для Tp53: максимум достигается к

12 ч (рис. 1а). В это время увеличение мРНК CDK1NA
достигает 4–6 раз. К 24 ч мРНК CDK1NA снижалась
на ~20% от контрольных значений. Напротив, в суб-
линиии с нефункционирующим p53 CDKN1A слабо
отвечал на облучение (рис. 1б).

Регуляция экспрессии генов семейства Bcl-2 –
BBC3 (PUMA) и PMAIP1 (Noxa) – опосредована
фактором р53 (Kim et al., 2019). В ответ на облучение
клеток НСТ116 относительное количество мРНК
BBC3 увеличивалось одновременно с повышением
мРНК Tp53, достигая 3–4-кратного подъeма к 12 ч. К
24 ч мРНК BBC3 снижалась, однако превышала кон-
трольные значения в ~2–3 раза (рис. 1а). Ген BBC3
практически не экспрессируется в сублинии
НСТ116р53КО; в облученных клетках уровень
мРНК BBC3 превышал контрольный не более, чем в
1.5 раза (рис. 1б). Низкий базальный уровень экс-
прессии BBC3 в сублинии НСТ116р53КО можно
объяснить р53-независимыми механизмами (Fer-
nandez-Zapico et al., 2011; Valentino, 2013).

Индукция гена PMAIP1 в клетках выражена сла-
бее, чем индукция BBC3. В линии НСТ116 PMAIP1
практически не отвечает на облучение в дозе 4 Гр;
даже при действии дозы 10 Гр активация этого гена
не превышает 2-кратный уровень. В сублинии
HCT116p53KO зависимости относительного содер-
жания мРНК PMAIP1 от времени и дозы не наблюда-
ется (рис. 1а, б). Таким образом, гены Tp53, CDK1NA и
BBC3 следует считать р53-зависимыми сенсорами
ответа клеток на ионизирующее излучение, тогда
как ген PMAIP1 рефрактерен даже для “сверхсиль-
ного” (10 Гр) стимула.

Влияние облучения и статуса гена Tp53 на индук-
цию белков p53, p21, PUMA и Noxa. Как соотносятся
уровни мРНК исследуемых генов с количествами
соответствующих белков в ответ на облучение кле-
ток с различным статусом р53? Результаты имму-
ноблотинга через 3–24 ч после облучения клеток
НСТ116 и НСТ116р53КО (4 Гр и 10 Гр) показаны на
рис. 2. Белок p53 активируется дозозависимым обра-
зом в первые 3–6 ч, достигает максимума, превыша-
ющего контроль в ~3 и ~6 раз для дозы 4 и 10 Гр со-
ответственно, после чего снижается до 3-часовых
значений (по результатам денситометрии полос им-
муноблота). Изменения p21 схожи с таковыми для
p53; выраженность прироста р21 значительно ниже
(в ~2–3 раза даже для дозы 10 Гр), однако и через 24 ч
количество р21 остается повышенным. В сублинии
HCT116p53KO p53 не определяется; уровень p21 в
ответ на облучение практически не изменяется.

Количество белка PUMA в облученных клетках
HCT116 изменяется в соответствии с нарастанием
p53; важно, что PUMA нарастает уже в первые часы
после облучения. В сублинии HCT116р53КО выяв-
лены лишь следовые количества PUMA. Наконец,
количество Noxa не зависело от доз облучения и ста-
туса р53 (рис. 2).
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Биоинформатический анализ регуляции BBC3 и
PMAIP1. В начале поиска нуклеотидных последова-
тельностей, несущих мотивы узнавания р53, мы
предположили, что этот транскрипционный фактор
связывается с промоторными областями генов PUMA
и Noxa. Поэтому на первом этапе анализа рассмотре-
ны только последовательности этих промоторов.

Оценка вхождений мотивов связывания р53. Поиск
вхождений мотивов связывания р53 с PMAIP1 и
BBC3 (с помощью FIMO) предсказал пять последо-
вательностей P53_HUMAN.H11MO.1.A в промотор-
ной области PMAIP1 (табл. 1) и отсутствие таковых в
промоторе BBC3. Согласно принятым стандартам,
достоверными можно считать мотивы с p-value ≤ 0.05

Рис. 1. Изменения во времени экспрессии генов Tp53, CDKN1A, BBC3 и PMAIP1 в ответ на облучение в дозе 4 Гр (белые столб-
цы) и 10 Гр (черные столбцы) в клетках исходной линии HCT116 (а) и сублинии HCT116p53KO с инактивированным p53 (б).
По горизонтали – время, ч. Контроль – необлученные клетки (экспрессия принята за 1). Представлены средние значения из
3-х экспериментов и доверительные интервалы (вертикальные отрезки). Для нормализации использовали транскрипты гена
GAPDH. Во всех группах отличия от контроля достоверны при p ≤ 0.05 (однофакторный ANOVA).
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и q-value ≤ 0.05, т.е. вероятность ложноположитель-
ного вхождение мотива справедлива для 5% случаев.
Чем меньше величины p-value и q-value, тем выше
достоверность предсказанного мотива. Обнаружено
3 мотива, удовлетворяющих статистическим оцен-
кам вероятности (обозначены символами А, Б, В;
табл. 1). Анализ MATCH выявил один мотив узнава-
ния р53 в промоторе PMAIP1 и отсутствие мотивов в
промоторе BBC3. Обнаруженный мотив ggGCAG-
Gtcg гена PMAIP1 совпадает с мотивом CGACCTG-
CCCGGACACGCTC, предсказанным программой
FIMO, с учетом направления цепи ДНК.

Поскольку мотивы связывания р53 с промотором
BBC3 не выявлены, на следующем этапе нами учте-
ны полноразмерные последовательности генов: про-
моторные области, все интроны и экзоны. В табл. 2

приведены мотивы, статистические показатели
вхождения которых удовлетворяют диапазонам q-
value ≤ 0.05 и p-value ≤ 0.05. Из табл. 1 и 2 видно, что
некоторые мотивы, предсказанные для промотор-
ной области PMAIP1, оказались ложноположитель-
ными и повысили значение q-value на более длин-
ном протяжении гена. Таким образом, достоверно
предсказано наличие только одного мотива (А) свя-
зывания р53 в гене PMAIP1, и этот мотив А локали-
зуется в промоторе (табл. 2).

Для гена BBC3 связывание р53 с промотором не
предсказано, но найдены два мотива в экзоне 1
(табл. 2, мотивы Б и В) и по одному в интронах 1
(табл. 2, мотив Г) и 2 (табл. 2, мотив Д). Результаты
анализа MATCH выявили мотив узнавания р53 agg-
CATGTcc в области экзона 1 гена BBC3 и совпадение

Рис. 2. Количество белков p53, p21, PUMA и Noxa в клетках НСТ116 и НСТ116р53КО после облучения в дозе 4 и 10 Гр. Им-
муноблотинг. Вверху указано время после облучения, ч. В качестве контроля нанесения белков на гель использовали β-актин.
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Таблица 1. Статистические показатели мотивов р53 (А–Д), предсказанных программой FIMO для промоторной обла-
сти гена PMAIP1

Примечание. А, Б, В – статистически значимые области.

Мотив
(символ)

Последовательность предсказанного 
мотива Направление цепи p-Value q-Value

А CGACCTGCCCGGACACGCTC 3′–5′ 2.4e-06 0.0026
Б GAGCGTGTCCGGGCAGGTCG 5′–3′ 2.7e-05 0.0147
В AGACTTGGGTAAACAAGCCC 3′–5′ 6.19e-05 0.0225
Г AAACAAGCCCAGA 3′–5′ 6.51e-05 0.0504
Д GAGCGTGTCCGGG 5′–3′ 9.17e-05 0.0504
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этого мотива с последовательностью GGGTCTGC-
CCAGGCATGTCC, указанной FIMO. Также
MATCH выявил мотив tgaCTTGTcc, совпадающий с
CTGCAAGTCCTGACTTGTCC в интроне 1 и мотив
gggCGTGTct в интроне 2, не совпадающий с резуль-
татами FIMO.

Таким образом, программы FIMO и MATCH
подтвердили вхождение двух мотивов р53 в экзоне 1
и одного мотива в интроне 1 гена BBC3. Поскольку
эти мотивы найдены в противоположных цепях
ДНК, при конвертировании GGACATGCCTGGG в
(+)-направление обнаруживается полное совпаде-
ние со 2-м найденным мотивом GGGTCTGC-
CCAGGCATGTCC в экзоне 1. Следовательно, ин-
трон 1 – место предпочтительного связывания р53 с
геном BBC3.

Итак, в гене BBC3 (PUMA) сайт связывания р53
находится в экзоне 1. Напротив, р53 предположи-
тельно связывается с промотором PMAIP1 (Noxa).
Различия в предсказанных сайтах связывания р53 не
объясняют различий ответа каждого гена: при облу-
чении в дозе 4 Гр активируется только ген BBC3 и на-
капливается белок PUMA (рис. 1, 2), а ген PMAIP1
индуцируется слабо и лишь при интенсивном воз-
действии (10 Гр). Требуется расширить анализ
структуры обоих генов для выявления мотивов свя-
зывания других транскрипционных факторов.

Для предсказания мотивов связывания тран-
скрипционных факторов с исследуемыми генами
взяты последовательности их промоторов и экзона 1.
Причина выбора таких районов – предсказанные
мотивы связывания р53 в промоторе гена PMAIP1 и
в экзоне 1 гена BBC3 (см. выше). Учитывались моти-
вы всех факторов с достоверностью предсказания
(p-value и q-value) выше, чем для р53. При обнаруже-
нии нескольких мотивов одного фактора в таблицу
вносили мотив с наименьшими значениями p-value
и q-value. (табл. 3).

Предыдущие исследования (Ploner et al., 2008;
Kuribayashi et al., 2011) и наши результаты указывают
на второстепенную (в отличие от PUMA) роль Noxa
в ответе клеток на ионизирующее излучение. Дей-

ствительно, ген PMAIP1 активируется только при
сильном (10 Гр) р53-активирующем воздействии;
уровень активации невелик по сравнению с таковым
у гена BBC3. Биоинформатический анализ указал на
особенности, важные для интерпретации экспери-
ментальных данных о дифференциальной роли р53 в
регуляции BBC3 и PMAIP1. Требуется иммунопре-
ципитация хроматина для суждения о функциональ-
ной значимости того или иного предсказанного мо-
тива для транскрипционных ответов при облучении.
Отметим, что возможных сайтов связывания р53 в
гене BBC3 в 4 раза больше, чем в гене PMAIP1
(табл.2); можно предположить более высокую зна-
чимость р53-опосредованной регуляции BBC3. Вы-
явлены различия в локализации сайтов связывания
р53: у BBC3 экзоны, у PMAIP1 – промотор.

Исходя из предсказанных мотивов (табл. 3), ко-
личество транскрипционных факторов, связываю-
щихся с промотором гена PMAIP1, намного превы-
шает число таковых для промотора и экзона 1 гена
BBC3. Это может означать, что регуляция экспрес-
сии PMAIP1 и, следовательно, содержание белка
Noxa осуществляются многочисленными механиз-
мами, зависимыми и независимыми от р53. На рис.
3 представлены предсказанные мотивы связывания
транскрипционных факторов в области промотора и
экзона 1 гена PMAIP1.

На клетках линии эмбриональных фибробластов
мыши MEF и в модели in vivo показано, что белок
PATZ1, имеющий сайт связывания с PMAIP1, спосо-
бен конкурировать с р53 за связывание с ДНК и ин-
гибировать функции р53 при повреждении ДНК
(Fedele et al., 2005). Представители семейства тран-
скрипционных белков SP/KLF, в частности KLF4,
ингибируют р53-зависимую регуляцию гена р53
(Rowland et al., 2014). KLF5 связывается с р53, отме-
няя р53-зависимое подавление гена сурвивина; это
способствует выживанию клеток острого лимфоб-
ластного лейкоза (Zhu et al., 2006). Таким образом,
неэффективность р53-активирующего стимула мо-
жет быть обусловлена взаимодействием p53 с белком
(белками) семейства KLF. Рефрактерность гена

Таблица 2. Статистические показатели мотивов р53 (А–Д), предсказанных FIMO для полноразмерных генов PMAIP1
и BBC3

Ген PMAIP1

Мотив
(символ)

Последовательность 
предсказанного мотива Направление цепи p-Value q-Value

А CGACCTGCCCGGACACGCTC 3′–5′ 2.4e-06 0.0264
Ген BBC3

Б GGACATGCCTGGG 3′–5′ 8.55e-09 0.000214
В GGGTCTGCCCAGGCATGTCC 5′–3′ 3.09e-08 0.000772
Г CTGCAAGTCCTGACTTGTCC 5′–3′ 6.42e-07 0.00801
Д GGGCATGTTTGGG 5′–3′ 2.91e-06 0.0364
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Таблица 3. Статистические показатели мотивов узнавания транскрипционных факторов, предсказанных FIMO

Ген PMAIP1

Факторы/семейства Паттерн Мотив 5'–3' p-Value q-Value

Sp/KLF SP1
SP4
KLF15
SP2
SP3
KLF16
KLF3
KLF6
KLF12
KLF1

GCGGGGCGGGGACAGGGGCGGG
GGGACAGGGGCGGGGACAGG
GGGGCGGGGACAGGGGCGG
GGGACAGGGGCGGGGACAGGGG
GGACAGGGGCGGGCCGGGCG
CTGGGAGTGGCGGGAGGGG
GGACAGGGGCGGGGACAGG
ACAGGGGCGGGGACAGGGG
CGGGGCGGGGA
GGGGCGGGGACAGG

8.3e-10
4.39e-09
5.11e-09
6.18e-09
3.32e-08
1.08e-07
2.85e-07
3.18e-07
1.15e-06
1.77e-06

3.82e-07
5.73e-06
3.17e-06
4.26e-06
1.7e-05
0.000123
0.000352
0.000237
0.000857
0.00125

PATZ1 PATZ1 GGGGCGGGGACAGGGGCGGGGA 4.81e-09 5.2e-06
Белки “цинковых 
пальцев”

ZN467
ZN143
ZN341
ZF64A
ZN770
ZN263

GGGGCGGGGACAGGGGCGGGGA
GGGATGCTGGGATCGGGTGTCC
CGGGGACAGGGGCGGGGACAGG
AGAGCCCGGGAACCTC
TGGAGGCTGAG
GGGAGGAGAAGGGGGTCGGC

8.23e-08
6.52e-07
7.21e-07
7.62e-07
7.94e-07
8.95e-07

9.87e-05
0.000923
0.000767
0.00067
0.00105
0.00113

TBX TBX1
TBX15

GCGGGGACAGGGGCGGGCCG
TGGGAGTGGCGGGAGGGGA

1.47e-07
6.77e-07

0.000164
0.000692

MAZ MAZ GGAGCTGGGAGTGGCGGGAGGG 1.66e-07 0.000116
Z324A Z324A GATCCCAGCATCCCTGCCTGCAG 3.3e-07 0.000398
EGR EGR2

EGR1
GCTGAGTGGGCGGCGG
AGCTGAGTGGGCGGCGG

4.19e-07
8.81e-07

0.000542
0.00124

E2F E2F7
E2F6
E2F1

GGGGCGGGGACAG
GTGGCGGGAGGGG
GAGTGGCGGGAGGG

5.08e-07
6.47e-07
1.34e-06

0.000349
0.000784
0.00148

SRBP2 SRBP2 GGGTGGGGAGAGA 1.24e-06 0.00145
p53 P53 CGACCTGCCCGGACACGCTC 2.4e-06 0.00362

Ген BBC3
ZN770 ZN770 GGGAGGCTGAGGCAGAAGACTT 1.3e-09 1.86e-06
p53 P53 GGACATGCCTGGG 8.55e-09 1.39e-05

PMAIP1 к р53-активирующим стимулам (например,
ионизирующему излучению) может быть обусловле-
на тем, что среди белков семейства KLF немало ре-
прессоров транскрипции, а промотор PMAIP1 богат
сайтами связывания KLF/SP (табл. 3). Предположе-
ние о механизме трансрепрессии в регуляции р53-
зависимых ответов согласуется со следующими дан-
ными: в линии эпителия молочной железы MCF10A
Мyc-ассоциированный белок MAZ (из семейства
“цинковых пальцев”) связывался с регуляторной об-
ластью р53 и ингибировал этот ген (Lee et al., 2016).
Протеинкиназа Akt отменяла ингибирующий эф-
фект MAZ, что указывает на возможности эпигене-
тической реактивации p53.

Можно ли активировать экспрессию PMAIP1 для
усиления гибели р53-положительных клеток в ответ
на стресс, в частности при комбинации с терапевти-

ческими дозами ионизирующего излучения? В экс-
периментах с тепловым шоком в клетках меланомы
(Davis et al., 2015) производное хинона – аурин – ин-
гибировало белок теплового шока Hsp90α. Это со-
провождалось падением мембранного потенциала
митохондрий, индукцией массивного окислитель-
ного стресса, истощением глутатиона и активацией
Noxa с последующей апоптотической гибелью. Та-
кой подход не представляется перспективным для
практического использования из-за отсутствия спе-
цифичности к PMAIP1/Noxa как внутриклеточной
мишени.

Эярестатин I (Eeyarestatin I; EerI) блокирует де-
градацию белков при стрессе эндоплазматического
ретикулума. В ответ на действие EerI в клетках на-
капливаются транскрипционные факторы семей-
ства CREB/ATF, связывающиеся с промотором
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PMAIP1. Наряду с этим блокируется убиквитиниро-
вание гистона H2A – репрессора PMAIP1. В резуль-
тате дерепрессия PMAIP1 и накопление Noxa обу-
словливают апоптоз (Wang et al., 2009). Однако для
гибели клеток при стрессе эндоплазматического ре-
тикулума р53 не обязателен (Nikiforov et al., 2007).
Комбинирование такого вида стресса с облучением
предусматривает вовлечение р53-независимых ме-
ханизмов, что терапевтически оправдано. Вместе с
тем, для гибели р53-позитивных клеток целесооб-
разно использовать активацию этого важнейшего
проапоптотического механизма (а при лучевом воз-

действии такая активация – одно из главных собы-
тий) и уменьшение р53-зависимых ответов, позво-
ляющих клеткам пережить воздействие. К таким
ограничивающим механизмам относится р53/р21-
зависимая задержка клеточного цикла. Правомерно
предположить, что селективная инактивация р21
(препятствие транскрипции гена CDKN1A или при-
цельная деградация белка с применением техноло-
гии PROTAC (Paiva, Crews, 2019)) позволят сохра-
нять проапоптотические эффекты р53 и предотвра-
щать блокирование клеточного цикла, что повысит

Рис. 3. Сайты связывания транскрипционных регуляторов с промоторной областью и экзоном 1 гена PMAIP1 (Noxa). Указа-
ны индивидуальные белки или семейства, а также положения предсказанных мотивов их связывания с ДНК. Стрелка – сайт
инициации транскрипции. Размеры последовательностей взяты из раздела Sequence базы данных Ensembl.
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Рис. 4. Р53-зависимые ответы на лучевое воздействие: возможности усиления гибели клеток. Слева: активация р53 в ответ на
облучение индуцирует разнонаправленные р53-зависимые механизмы (примеры: PUMA и р21). Гибель клеток лимитирована
невысокой активацией других проапоптотических механизмов (пример: Noxa) и задержкой клеточного цикла. Справа: стра-
тегия интенсификации апоптоза облученных клеток: реактивация проапоптотических генов (Noxa) и (или) предотвращение
активации ингибитора клеточного цикла р21.

Ионизирующее излучение Ионизирующее излучение
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чувствительность р53-положительных клеток к лу-
чевым воздействиям.

На рис. 4 представлены возможности использо-
вания р53-зависимой регуляции для повышения эф-
фективности облучения опухолевых клеток.
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Differential Regulation of BBC3/PUMA and PMAIP1/Noxa by Ionizing Radiation:
A Role for p53
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The transcriptional factor р53 is a key sensor of ionizing radiation. A plethora of p53 regulated genes include ВВС3
and PMAIP1 that encode the pro-apoptotic proteins PUMA and Noxa, respectively, as well as the cell cycle inhibitor
CDKN1A/р21. The balance of these mechanisms is decisive for the fate of irradiated cells. Using the human colon
carcinoma cell line HCT116 (wild type p53) and its isogenic subline НСТ116р53КО (non-functional p53) we here
demonstrate that therapeutic doses of γ-irradiation predominantly induced ВВС3/PUMA and CDKN1A/р21 but
not PMAIP1/Noxa in a р53-dependent manner. A bioinformatics analysis of the full-length genome sequences iden-
tified a striking difference between the predicted p53 binding motifs in the ВВС3 and PMAIP1 genes. Our results are
applicable for the design of targeted tools aimed at р53-dependent activation of pro-apoptotic genes along with the
limitation of the cell cycle arrest in irradiated tumor cells.
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Модель с пренатальным введением вальпроевой кислоты является наиболее распространенной для изуче-
ния механизмов развития аутизма на экспериментальных животных. Мы показали, что введение беремен-
ным самкам мышей вальпроевой кислоты повышает уровень экспрессии генов, кодирующих нейротро-
фические факторы BDNF, GDNF и их рецепторы, в эмбриональном мозге. В то же время, взрослые мыши
с пренатальным введением вальпроевой кислоты характеризуются усилением выраженности стереотип-
ного поведения, что является одним из признаков аутистически-подобного поведения. Мы предполагаем,
что гиперэкспрессия нейротрофических факторов во время эмбрионального периода может стимулиро-
вать развитие аномального мозга, приводящее к изменениям в поведенческих характеристиках.
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В последнее время все большее распространение
в мире приобретают расстройства аутистического
спектра (РАС). Аутизм представляет собой совокуп-
ность разнородных состояний развития централь-
ной нервной системы, характеризующихся ранними
трудностями в социальном общении и наличием
стереотипных ограниченных форм поведения. При-
чины развития аутизма остаются неизученными, од-
нако известно, что данное заболевание связано с на-
рушением развития мозга, в том числе процессов
нормального нейрогенеза, дифференциации, ми-
грации нервных клеток и удаления избыточных свя-
зей и нейронов (Chomiak, Hu, 2012; Chen et al., 2020).

Развитие мозга невозможно без влияния нейро-
трофических факторов – белковых молекул, выде-
ляющихся в эмбриональном и постнатальном мозге
в больших количествах и регулирующих рост и раз-
витие нейронов, синаптогенез и направленную ми-
грацию. Было показано, что уровень мРНК и белка
нейротрофического фактора мозга BDNF в эмбрио-
нальном мозге увеличивался через 1, 2, 3 и 6 ч после
введения вальпроевой кислоты беременным самкам
мышей и возвращался к норме через 12 ч (Almeida et al.,

2014; Hara et al., 2017). В то же время другой белок –
глиальный нейротрофический фактор GDNF – не
был исследован в этом отношении, однако было по-
казано увеличение его уровня в гиппокампе крыс,
получавших вальпроат (Varela et al., 2015). Модель с
пренатальным введением вальпроевой кислоты гры-
зунам и приматам является общепринятой для изу-
чения патогенеза аутизма и методов его коррекции
(Семёнова и др., 2020; Yamaguchi et al., 2017; Zhao et al.,
2019). Логично предполагать, что в модели вальпро-
ат-индуцированного аутизма у грызунов введение
вальпроевой кислоты беременным самкам приводит
к значительному повышению уровня нейротрофи-
ческих факторов в эмбриональном мозге, что вызы-
вает нарушения развития мозга и индуцирует аути-
стически-подобное поведение у мышей. Вместе с
тем, нельзя не рассматривать другие молекулярные
механизмы действия вальпроата, например, ингиби-
рование гистоновых деацетилаз, дисбаланс возбуж-
дения и торможения, нейровоспаление и окисли-
тельный стресс (Fujiki et al., 2013; Hamed et al., 2018).

Гиперактивность сигнальной трансдукции, опо-
средованной влиянием нейротрофических факто-
ров, во время эмбрионального развития может стать
причиной аномального увеличения массы мозга, по-
явления очагов судорожной активности и развития
аберрантного поведения, характерного для РАС
(Tsai, 2005). В то же время, вальпроевая кислота по-

Принятые сокращения: ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реак-
ция с обратной транскрипцией; РАС – расстройства аутисти-
ческого спектра; BDNF – нейротрофический фактор мозга;
GDNF – глиальный нейротрофический фактор.

УДК 616.8–009.15:591.5
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прежнему широко применяется для лечения эпи-
лепсии у людей (Tomson et al., 2015; Шнайдер, Дмит-
ренко, 2016; Yang et al., 2020), причем использование
данного препарата во время беременности связано с
повышенным риском врожденных пороков разви-
тия, включая дефекты нервной трубки, когнитив-
ный дефицит, проявления РАС (Moore et al., 2000).
Мы предполагаем, что патологически измененная
экспрессия нейротрофических факторов может вно-
сить вклад в терапевтические эффекты вальпроевой
кислоты во взрослом мозге, однако приводит к нару-
шениям развития эмбрионального мозга.

Известно, что кроме дефицита социального пове-
дения пациенты с аутизмом часто характеризуются
проявлением стереотипного поведения – склонно-
стью к осуществлению однообразных повторяю-
щихся действий и ритуалов (Лущекина, Стрелец,
2014). Исходя из вышесказанного, целью нашей ра-
боты являлось исследование влияния вальпроевой
кислоты на уровень мРНК нейротрофических фак-
торов BDNF, GDNF и экспрессию их рецепторов в
эмбриональном мозге мышей, а также оценка сте-
реотипного поведения взрослых мышей, подверг-
шихся пренатальному воздействию вальпроата.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Воспроизведение вальпроатной модели аутизма.
Эксперименты были проведены на мышах инбред-
ной линии C57BL/6. Внутрибрюшинное введение
вальпроевой кислоты (Sigma-Aldrich, США) в дозе
500 мг/кг проводили беременным самкам на 13 день
гестации (время закрытия нервной трубки и формиро-
вания ствола мозга). Беременным самкам контроль-
ной группы вводили соответствующий объем PBS.

ПЦР в реальном времени. Образцы эмбриональ-
ного мозга были взяты через 3 и 6 ч после введения
вальпроевой кислоты. Выделение тотальной РНК из
образцов осуществляли с помощью набора реаген-
тов “РНК-Экстран” (Синтол, Россия) по стандарт-
ному протоколу фирмы-изготовителя. Обратную
транскрипцию проводили с помощью набора реа-
гентов “MMLV RT kit” (Евроген, Россия) при 40°С в
течение 1 ч. Полученную кДНК использовали для
проведения ОТ-ПЦР в режиме реального времени с
помощью набора qPCRmix-HS (Евроген, Россия).
Также использовали наборы праймеров и флуорес-
центно-меченных ДНК-зондов для определения ко-
личества фрагментов кДНК генов, кодирующих
нейротрофические факторы BDNF, GDNF и их ре-
цепторы TrkB, p75, GFR-α1, а также референсных
генов GAPDH и ACTB (ДНК-Синтез, Россия). Для
проведения ПЦР использовали амплификатор
LightCycler 96 (Roche, США), относительный коли-
чественный анализ экспрессии генов проводили с
помощью программного обеспечения LightCycler 96
Software.

Поведенческое тестирование. У другой части
потомства с пренатальным введением вальпроевой
кислоты исследовали поведение в возрасте 3 меся-
цев в тесте “аутогрумминг”. Мыши естественно по-
глаживают, почесывают и облизывают свою голову и
тело с помощью передних лап (аутогрумминг), одна-
ко гипертрофированный аутогрумминг можно рас-
сматривать как стереотипное поведение (Maraz et al.,
2017). Мышь помещали в пустую чистую клетку без
подстила, после 10 мин привыкания фиксировали
общее время аутогрумминга в течение 10 мин.

Статистическую обработку результатов проводили
с использованием непарного t-критерия Стьюдента
для нормально распределенных выборок и методов не-
параметрической статистики (критерий Манна–Уит-
ни) для выборок с ненормальным распределением. Ре-
зультаты представлены в виде M ± SD (σ), где М –
среднее значение, σ – стандартное отклонение. Стати-
стически значимыми считали различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Введение вальпроевой кислоты беременным сам-

кам (13 день гестации) стимулировало повышение
экспрессии мРНК, кодирующих нейротрофический
фактор BDNF и его рецепторы p75 и TrkB, в мозге
эмбрионов как через 3 ч (рис. 1а), так и через 6 ч
(рис. 1б). Повышение экспрессии мРНК глиального
нейротрофического фактора GDNF и его рецептора
GFR-α1 также повышалось через 3 (рис. 1в) и 6 ч
(рис. 1г) в экспериментальной группе по сравнению
с контрольной группой.

Мыши, родившиеся после пренатального воздей-
ствия вальпроевой кислоты, демонстрировали более
продолжительный аутогрумминг, чем мыши кон-
трольной группы. В экспериментальной группе
среднее значение времени аутогрумминга составило
28.6 ± 8.2 с, тогда как в контрольной группе – 41.7 ±
± 16.8 с (p < 0.05) (рис. 2). Таким образом, получен-
ные данные позволяют говорить об увеличении вы-
раженности стереотипного поведения у мышей с
фетальным вальпроатным синдромом.

ОБСУЖДЕНИЕ
В наших экспериментах мы показали, что введе-

ние вальпроевой кислоты беременной самки мыши
вызывает значительное (в 2–3 раза) повышение экс-
прессии генов, кодирующих нейротрофические
факторы BDNF, GDNF и их рецепторы, в мозге эм-
брионов через 3 и 6 ч. В то же время, у взрослых мы-
шей, подвергшихся пренатальному воздействию
вальпроевой кислоты, наблюдается усиление выра-
женности стереотипного поведения, что является
одним из признаков РАС.

С одной стороны, повышение уровня нейротро-
фических факторов в пренатальный период может
стимулировать эктопический нейрогенез и нейрито-
генез, приводя к увеличению размеров мозга и раз-
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витию аберрантного поведения у потомства, с дру-
гой стороны, повреждающее действие вальпроевой
кислоты может опосредоваться другими механизма-
ми, а возрастание уровня нейротрофических факто-
ров можно рассматривать как маркер нарушений
развития эмбрионального мозга мышей. Другими
словами, уровень нейротрофических факторов ком-
пенсаторно повышается в ответ на какие-либо повре-
ждающие влияния вальпроевой кислоты. Точный ме-
ханизм действия вальпроатов на мозг эмбрионов, при-
водящий к развитию аутизма, не определен, однако, к
таким эффектам можно отнести эпигенетические из-
менения (Fujiki et al., 2013), окислительный стресс и
нейровоспаление (Defoort et al., 2006; Tung, Winn,
2011), дисбаланс нейромедиаторов и эксайтотоксич-
ность глутамата (Hamed et al., 2018).

Один из наиболее вероятных эпигенетических
механизмов, посредством которого вальпроевая
кислота может проявлять свою тератогенную актив-
ность – это неселективное ингибирование гистоно-
вых деацетилаз (Menegola et al., 2005; Fujiki et al.,

2013). В регуляции экспрессии генов играют роль
модификации гистонов, такие как метилирование,
фосфорилирование и ацетилирование. Последний
процесс регулируется двумя классами ферментов:
гистонацилтрансферазами, которые катализируют
реакции присоединения ацетильных групп к остат-
кам лизина у гистонов, и гистоновыми деацетилаза-
ми, которые впоследствии удаляют эти группы. Так
как в результате ацетилирования положительный за-
ряд гистонов снижается, а ДНК заряжена отрица-
тельно, то хроматин становится менее компактным.
Это приводит к повышению уровня транскрипции
генов. Гистоновые деацетилазы удаляют ацетиль-
ную группу с молекул гистонов, что приводит к бо-
лее компактному накручиванию ДНК на гистоны, в
результате чего активность транскрипции подавля-
ется. Вальпроевая кислота, являясь ингибитором ги-
стоновых деацетилаз, повышает степень ацетилиро-
вания гистонов и, следовательно, может одновре-
менно усиливать экспрессию различных генов.
Ранее было показано, что пренатальное введение

Рис. 1. Экспрессия мРНК генов, кодирующих BDNF и его рецепторы p75 и TrkB (а, б), а так же GDNF и его рецепторы GFR-
α1 (в, г), в эмбриональном мозге мышей спустя 3 ч (а, в) и 6 ч (б, г) после введения беременной самке вальпроевой кислоты
(ВПК) или PBS (контроль). Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (n = 11–17), ** – различия между
группами достоверны для p < 0.01, *** – для p < 0.001.
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вальпроевой кислоты беременным самкам мышей
приводило к временному (до 24 ч) гиперацетилиро-
ванию гистонов в эмбриональном мозге, что сопро-
вождалось усилением апоптоза в коре мозга эмбри-
онов (Kataoka et al., 2013). В культуре астроцитов
вальпроевая кислота стимулировала повышение
экспрессии генов, кодирующих нейротрофические
факторы BDNF и GDNF (Wu et al., 2009). Обработка
вальпроевой кислотой культур нейронов коры крыс
приводила к увеличению экспрессии мРНК и белка
BDNF, что сопровождалось ростом нейритов (Yasu-
da et al., 2009; Hasan et al., 2013). Подобным образом
обработка вальпроевой кислотой культур клеток глио-
мы приводила к повышению уровня мРНК BDNF и
GDNF (Castro et al., 2005), а также мРНК и белка
BDNF в развивающихся кортикальных нейронах
(Ko et al., 2019). Примечательно, что обработка кле-
ток эпидермального нервного гребня вальпроевой
кислотой усиливала транскрипцию генов, кодирую-
щих BDNF, GDNF и VEGF, не влияя на транскрип-
ты нейротрофинов NGF и NT3 (Pandamooz et al.,
2019); стоит обратить внимание, что повышенная
экспрессия генов наблюдалась даже на 7 сут после
однократной обработки вальпроатом.

Таким образом, гиперэкспрессия нейротрофиче-
ских факторов, вызванная вальпроевой кислотой, в
критический период развития мозга может активи-
ровать процессы, приводящие к формированию
аномального мозга. Одно из таких нарушений – это
стимуляция чрезмерной пролиферации нейронов и
увеличения числа нейритов. Так, было продемон-
стрировано, что однократное воздействие вальпрое-
вой кислоты на 12 день эмбрионального развития
(Е12) приводило к снижению массы эмбрионально-
го мозга до Е18, однако на 2 и 7 день постнатального
развития масса мозга крыс значительно возрастала
(Go et al., 2012). Эта мегацефалия сопровождалась

повышением количества нейритов и усиленной про-
лиферацией нейронов. В культурах кортикальных
нейронов крысы вальпроевая кислота стимулирова-
ла увеличение плотности нейритов, что также со-
провождалось повышением уровня ацетилирования
гистонов Н3 и белка BDNF (Hasan et al., 2013). По-
видимому, стимулируемые вальпроевой кислотой
нейрогенез и нейритогенез вносят вклад в чрезмерный
рост мозга, наблюдаемый при РАС (Courchesne et al.,
2011; Ecker et al., 2012). Конкретные молекулярные
механизмы нарушения нейрогенеза и нейритогенеза
при вальпроат-индуцированном аутизме нуждаются
в дальнейшем изучении, что позволит идентифици-
ровать молекулы-мишени для патогенетически
обоснованной коррекции РАС.
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СЕМЁНОВА и др.

Valproic Acid Increases the Level of Expression of BDNF, GDNF and Their Receptors 
in the Embryonic Brain of Mice and Inducts the Stereotype Behavior

A. A. Semenovaa, *, E. V. Kharitonovaa, E. D. Khilazhevaa, and A. B. Salminaa, b

aResearch Institute of Molecular Medicine and Pathobiochemistry, Voyno-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, 
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The model with prenatal administration of valproic acid is the most common for studying the mechanisms of devel-
opment of autism in experimental animals. We have shown that administration of valproic acid to pregnant female
mice causes an increase in the expression of genes encoding the neurotrophic factors BDNF, GDNF, and their re-
ceptors in the embryonic brain. At the same time, adult mice with prenatal administration of valproic acid are char-
acterized by increased severity of stereotyped behavior, which is one of the features of autistic-like behavior. We hy-
pothesize that overexpression of neurotrophic factors during the embryonic period may stimulate abnormal brain
development, leading to changes in behavioral characteristics.

Keywords: valproic acid, autism, mice, neurotrophic factors
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При заболеваниях печени инициируется сложный механизм регенерации, проявляющийся в пролифера-
ции, дифференцировке, миграции клеток, реструктуризации стромы и ангиогенезе. К настоящему време-
ни клеточные и молекулярно-генетические механизмы нарушения регенерации и резервные возможно-
сти восстановления печени до конца не изучены. Целью исследования явилось изучение роли СК19-по-
зитивных клеток портальных зон при тиоацетамид-индуцированном циррозе печени крыс. Установлено,
что при фиброгенезе печени СК19-позитивные клетки портальных зон мигрируют по соединительно-
тканным септам и дифференцируются в клетки двух линий: холангиоциты, формирующие междольковые
желчные протоки и проточки, и гепатоциты, формирующие зачатки новых печеночных микродолек. Вы-
явлена морфологическая и функциональная гетерогенность популяции пролиферирующих СК19-пози-
тивных клеток.

Ключевые слова: крысы, тиоацетамид, цирроз печени, иммуногистохимия, цитокератин СК19, регенерация
DOI: 10.31857/S0041377121040052

Регенерация печени – это весьма сложный, дина-
мичный и до конца не изученный процесс, в кото-
ром задействованы различные популяции клеток
(гепатоциты, холангиоциты, клетки Ито/звездчатые
клетки, эндотелиоциты, тканевые макрофаги/клет-
ки Купфера, инфильтрирующие моноциты/макро-
фаги), молекулярные каскады сигнальных путей и
эпигенетические механизмы (Gilgenkrantz et al.,
2018; Abu Rmilah et al., 2019; Van Haele et al., 2019;
Li et al., 2020). В зависимости от природы поврежда-
ющего агента, степени тяжести и места локализации
повреждения печень интегрирует данные компо-
ненты по-разному. На протяжении многих лет опре-
деление источника клеток, способствующего реге-
нерации печени, остается фундаментальной пробле-
мой в гепатологии (Fabris et al., 2017; Abu Rmilah et al.,
2019; Lee et al., 2020).

При многих острых и хронических заболеваниях
печени в области портальных зон исследователи на-
блюдают усиленную пролиферацию клеток. У чело-
века этот процесс называют протокой или дуктуляр-
ной реакцией. В отношении лабораторных животных
преимущественно говорят об овально-клеточной
пролиферации (Gouw et al., 2011; Overi et al., 2020;
Ge et al., 2020; Szucs et al., 2020).

Большинство ученых предполагают (Li et al.,
2020; Overi et al., 2020; Ge et al., 2020), что протоковая
реакция представляет собой пролиферацию пече-
ночных стволовых клеток (бипотентных стволовых
клеток/клеток-предшественниц печени, HPCs),
способных дифференцироваться в гепатоциты и хо-
лангиоциты. В настоящее время убедительных доказа-
тельств в поддержку этой гипотезы нет. Окончатель-
ные места локализации HPCs до сих пор не установле-
ны. Другие исследователи связывают появление
протоковой реакции с активацией холангиоцитов,
протоковой метаплазией зрелых гепатоцитов, диф-
ференцировкой клеток, мигрирующих из костного
мозга (Lee et al., 2014; Yanger et al., 2014; Chien et al.,
2018; Tsuchiya et al., 2019).

Отсутствие специфических фенотипических
маркеров для HPCs, дифференцирующихся и зре-
лых клеток внутрипеченочных желчевыводящих пу-
тей осложняет поиск источника происхождения
протоковых клеток портальных зон. Часто в качестве
маркеров HPCs исследователи используют EpCAM и
SOX9, а для идентификации холангиоцитов – CK7 или
CK19. Однако холангиоциты также экспрессируют
маркеры EpCAM и SOX9, а HPCs – СК19. Вместе с
тем для идентификации HPCs применяют и другие
маркеры, такие как TROP2, Lgr5, OV6, A6, CD24,
CD133, NGA2 и CXCR4. Согласно литературным

Принятые сокращения: HPCs – бипотентные стволовые клет-
ки; ТАА – тиоацетамид.

УДК 616.36-004:[616-091.8]
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данным, маркер CK19 относится к цитокератинам
кислого типа с низкой молекулярной массой и явля-
ется ключевым фенотипическим маркером билиар-
ных и стволовых клеток печени (Sato et al., 2019;
Overi, 2020).

В последнее время возникают разногласия по по-
воду функции протоковых клеток портальных зон.
Одни специалисты считают, что эти клетки прини-
мают участие в регенерации печени путем диффе-
ренцировки в гепатоциты. Неизвестно, способны ли
прогениторные клетки печени и холангиоциты пол-
ностью дифференцироваться в гепатоциты во время
регенерации печени (Kamimoto et al., 2020; Xu et al.,
2020). Выявленная корреляционная связь между фиб-
розом печени и протоковой реакцией дает основание
предполагать, что она усиливает фиброгенез. Очевид-
но решение данного вопроса будет иметь важное зна-
чение при разработке антифибротических препаратов
(Williams et al., 2014; Rоkusz et al., 2017; Zhao et al., 2018;
Sato et al., 2019).

Также назрела необходимость консенсуса в отно-
шении терминологии не только в связи с протоко-
вой реакциeй портальных зон, но и внутрипеченоч-
ных желчных путей. Согласованность в этом вопросе
до настоящего времени не достигнута. Использование
общепринятых терминов ускорит процесс сопоставле-
ния полученных данных, систематизирует их и облег-
чит интерпретацию функций данных клеток при
патологиях печени (Roskams et al., 2004; Gouw et al.,
2011).

Таким образом, в отношении протоковой реак-
ции существует ряд неразрешенных проблем, требу-
ющих проведения фундаментальных исследований.
В рамках настоящей работы использовали междуна-
родные термины по цитологии и гистологии (Банин,
Быков, 2009), а протоковую реакцию описывали как
пролиферацию клеток портальных зон. Целью ис-
следования явилось изучение роли СК19-позитив-
ных клеток портальных зон при тиоацетамид-инду-
цированном циррозе печени крыс.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Экспериментальное исследование выполнено на
117 половозрелых крысах-самцах Wistar весом от 190
до 210 г. Животных содержали в пластико-металли-
ческих клетках по 6 особей при естественном осве-
щении со свободным доступом к корму и воде. Тем-
пература в помещении вивария поддерживалась на
уровне 21–23°С, а влажность воздуха составляла
около 50%. Цирроз печени у животных индуцирова-
ли свежеприготовленным раствором тиоацетамида
(ТАА), который вводили в желудок с помощью зонда
в дозе 200 мг/кг массы тела животного 2 раза в неде-
лю за 3 ч до кормления в течение 17 нед. Согласно
литературным данным, у лабораторных животных
ТАА вызывает поражение печени с морфологиче-
скими характеристиками, аналогичными таковым у

людей с фиброзом и циррозом печени (Muthiah et al.,
2019). Животных рандомизировали на 9 групп по
12 особей в каждой (m0 – контрольная, m1 – дли-
тельность воздействия ТАА 3 нед., m2 – длитель-
ность воздействия ТАА 5 нед., m3 – длительность
воздействия ТАА 7 нед., m4 – длительность воздей-
ствия ТАА 9 нед., m5 – длительность воздействия
ТАА 11 нед., m6 – длительность воздействия ТАА
13 нед., m7 – длительность воздействия ТАА 15 нед.,
m8 – длительность воздействия ТАА 17 нед.). В ходе
эксперимента погибло 9 животных.

Гистологическое и иммуногистохимическое иссле-
дования. После гуманного умерщвления животных
декапитацией с применением гильотины в состоя-
нии кратковременного эфирного наркоза из боль-
шой левой доли печени крыс забирали образцы ма-
териала диаметром 5–10 мм. Время препарирования
одного животного не превышало 2 мин. Для прове-
дения гистологического и иммуногистохимического
исследований образцы печени помещали в 10%-ный
раствор нейтрального формалина на фосфатном бу-
фере и фиксировали в течение 24 ч. Затем проводили
обработку фиксированного материала с последую-
щей заливкой в парафин с использованием автомата
для гистологической обработки ткани (STP-120, тип
карусель, Thermo Fisher Scientific, Германия) и стан-
ции для заливки ткани парафином (EC350, Thermo
Fisher Scientific, Германия). От каждого животного
получали по одному блоку для каждого метода
окраски и с помощью ротационного микротома
(НМ340Е, MICROM, Laborgerate GmbH, Германия)
изготавливали в среднем по 3–4 среза толщиной 4 мкм
и помещали их на предметные стекла. Для получе-
ния обзорных гистологических препаратов срезы
печени окрашивали гематоксилином и эозином, а
для выявления соединительной ткани – по методу
Маллори в автоматическом программируемом при-
боре для цитологических и гистологических иссле-
дований (HMS70, Thermo Fisher Scientific, Герма-
ния). Степень фиброза определяли согласно полуко-
личественной шкале Ishak K.G. (Everhart et al., 2010).

Иммуногистохимическое исследование проводи-
ли на парафиновых срезах (Коржевский, 2014) с ис-
пользованием моноклональных мышиных антител
CК19 (разведение 1 : 1000) в соответствии с инструк-
цией производителя. Для лучшей ориентации в пре-
парате и правильной идентификации клеток, содер-
жащих искомый антиген, срезы подкрашивали гема-
токсилином Майера в течение 1 мин. Для объективной
интерпретации результатов для каждой исследуемой
серии (группы животных) использовали положи-
тельный и отрицательный контроли. Иммуногисто-
химическую окраску расценивали как положитель-
ную только при отсутствии окрашивания в отрица-
тельном контроле и, наоборот, как отрицательную
при окрашивании в положительном контроле.

Морфометрический анализ гистологических пре-
паратов проводили с использованием компьютер-
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ных программ анализа изображений ImageScope
Color и cellSens Standard. Определяли площадь, за-
нимаемую СК19-позитивными клетками в процен-
тах к площади изображения без учета интенсивно-
сти окраски экспрессии маркера (Guerrier et al.,
2014). Измерения проводили на цифровых изобра-
жениях, полученных с помощью цифровой камеры
OLYMPUS XC30 (Япония) на базе микроскопа
OLYMPUS BX51 (Япония) при увеличении объекти-
ва 20×. Анализировали не менее 3 полей зрения на
каждом гистологическом срезе.

Статистический анализ. Статистический анализ
выполняли с использованием программ Statistica
10.0 фирмы StatSoft, IBM SPSS Statistics 23.0, Micro-
soft Office Excel. Для каждой выборки определяли
нормальность частотного распределения каждого при-
знака. Выборки не являлись малыми (n = 60 > 50), по-
этому проверку осуществляли по критерию Лиллие-
форса. Анализ показал, что во всех группах (кроме
группы m7) частотные распределения признака не
соответствуют нормальному распределению. На ос-
новании полученных результатов анализ влияния
продолжительности эксперимента (стадии фиброза)
на исследуемый признак проводили с помощью не-
параметрического критерия Краскела–Уоллиса.

Использованные реактивы. Тиоацетамид (Acros
Organics, Бельгия); формалин, этиловый спирт, кси-
лол, гематоксилин Майера, эозин (Биовитрум, Рос-
сия); набор 2-step plus Poly-HRP Anti Rabbit/Mouse
IgG Detection System/with DAB Solution, монокло-
нальные мышиные антитела CК19 (номер в каталоге
Е-АВ-70231) (Wuman Elabscience Biotechnology In-
corporated Company, Китай); Retrieve-All Antigen
(Unmasking System Basic, США); буфер для разведе-
ния антител (BioLegend Inc, США); Tween 20 (Glen-
tham Life Sciences, Великобритания); PBS (Melford,
Великобритания).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При микроскопическом изучении гистологиче-
ских препаратов печени крыс контрольной группы
морфология паренхимы органа соответствовала
критериям нормы. В центре классической дольки
четко визуализировались центральная вена, а по пе-
риферии – печеночные триады с междольковой ар-
терией, междольковой веной и двумя−тремя междо-
льковыми желчными протоками (рис. 1).

В холангиоцитах протоков и проточков интен-
сивно экспрессировался билиарный маркер цитоке-
ратин СК19. В светлых и крупных ядрах клеток про-
токов выявлялись гипербазофильные ядрышки. Клет-
ки эпителия междольковых протоков имели
кубическую форму, а эпителиальные клетки желч-
ных проточков были ближе к плоской форме. Цито-
плазма этих клеток была окрашена в коричневый
цвет. Полученные результаты подтверждают опи-
санную другими исследователями гетерогенность
билиарного эпителия внутрипеченочных желчных
путей, в том числе секреторную и пролиферативную
(Glaser et al., 2009; Lee et al., 2014). Следует отметить,
что вблизи протоков и проточков локализовались
клетки с признаки недифференцированных. Они
имели базофильные ядра, небольшой объем цито-
плазмы, небольшие размеры, округлую форму и не
экспрессировали маркер СК19.

При моделировании цирроза печени у всех экспе-
риментальных крыс наблюдали постепенное нарас-
тание деструктивных и дистрофических явлений. На
начальном этапе эксперимента (через 3 нед.) выяв-
ляли: очаговые поражения гепатоцитов в виде ваку-
ольной дистрофии с плазмолизисом и кариолизи-
сом, перинуклеарный отек, фиброзные расширения
большинства портальных зон (портальный фиброз)
(рис. 2). Степень фиброза по шкале Ishak K.G. соот-
ветствовала F1.

Рис. 1. Гистологический препарат печени крысы из контрольной группы. Междольковые желчные протоки отмечены стрел-
ками. Иммуногистохимическое выявление СК19 и окрашивание гематоксилином Майера. Увел. об. 40×.
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В портальных зонах вблизи междольковых желч-
ных протоков и проточков концентрировались про-
лиферирующие крупные СК19-позитивные клетки
преимущественно округлой формы (рис. 3). Они
имели светлое овально-округлое ядро с узким обод-
ком примембранного гетерохроматина, преоблада-
нием эухроматина и одним−двумя ядрышками. Ме-
стами 2–5 таких клеток были собраны в группы, места-
ми формировали отходящие от желчных протоков и
проточков тяжи в два ряда клеток без просвета. Так как
клетки протоков и проточков экспрессируют маркер
CK19 (Glaser et al., 2009; Ge et al., 2020), с помощью

гистологических подходов невозможно определить,
какая именно клеточная популяция является источ-
ником пролиферирующих СК19-позитивных кле-
ток. Нельзя исключать тот факт, что и протоки, и
проточки являются родоначальниками данных кле-
ток. По морфологическим признакам пролифериру-
ющие СК19-позитивные клетки портальных зон соот-
ветствуют клеткам, описываемыми другими авторами
как печеночные стволовые клетки/овальные клетки.
(Roskams et al., 2004; Fabris et al., 2017; Ge et al., 2020).

Через 5–7 нед. эксперимента на гистологических
препаратах печени крыс из экспериментальной груп-
пы выявили прогрессирование токсического пораже-
ния: очаги некроза гепатоцитов, нарастание отека
паренхимы, портальный и мостовидный фиброз.
Его степень соответствовала F2/F3 (через 5 нед.,
рис. 4) и F3/F4 (через 7 нед.).

В портальных зонах и в соединительнотканных
септах отмечалось увеличение числа междольковых
желчных протоков, проточков и пролиферирующих
СК19-позитивных клеток, формирующих два типа
структур: тяжи и розетки с просветом и без просвета.
На гистологических срезах можно было наблюдать
стадии формирования междольковых желчных про-
токов: от округлых розеткообразных скоплений кле-
ток без просвета и структур с намечающимся про-
светом до полностью сформированных протоков
(рис. 5). Это свидетельствует о дифференцировке
пролиферирующих СК19-позитивных клеток в хо-
лангиоциты. Формирующиеся протоки практически
всегда сопровождали гипербазофильные веретено-
видные клетки. Местами были отчетливо видны тя-
жи из СК19-позитивных клеток, образующиеся, по-
видимому, в результате миграции этих клеток от
желчных протоков и проточков портальных зон в со-
единительную ткань. Часто эти тяжи окружали гра-
ницы намечающихся ложных печеночных долек.

Рис. 2. Гистологический препарат печени крысы с инду-
цированным циррозом через 3 нед. после начала экспе-
римента. Портальная зона отмечена рамкой овальной
формы. Окраска по методу Маллори. Увел. об. 60×.

Рис. 3. Гистологический препарат печени крысы с инду-
цированным циррозом через 3 нед. после начала экспе-
римента. Пролиферирующие крупные СК19-позитив-
ные клетки отмечены стрелками. Иммуногистохимиче-
ское выявление СК19 и окрашивание гематоксилином
Майера. Увел. об. 60×.

Рис. 4. Гистологический препарат печени крысы с инду-
цированным циррозом через 5 нед. после начала экспе-
римента. Окраска по методу Маллори. Увел. об. 40×.
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На фоне дальнейшей интоксикации животных
(9–11 нед. эксперимента) в большинстве полей зре-
ния гистологических препаратов выявляли призна-
ки портального и мостовидного фиброза (F4/F5),
очаги некроза гепатоцитов, увеличение количества
желчных протоков (более двадцати поперечных се-
чений в одном участке гистологического препарата).

Вблизи портальных зон одновременно наблюда-
ли два процесса: узелковой трансформации парен-
химы органа с формированием единичных ложных

печеночных долек (рис. 6) и образование в соедини-
тельнотканных септах небольших структур из скоп-
ления СК19-позитивных клеток морфологически
сходных с гепатоцитами (микродолек). Можно было
наблюдать, как на периферии микроделек выстраи-
вался слой клеток вытянутой формы с базофильным
ядром, затем снаружи от него локализовался слой
пролиферирующих СК19-позитивных клеток, затем
ситуация повторялась. Это свидетельствует о диф-
ференцировке пролиферирующих СК19-позитив-
ных клеток в гепатоциты и формировании новых пе-
ченочных долек/регенерирующих долек. Тяжи и ро-
зетки из СК19-позитивных клеток наблюдали во
всех препаратах и по всему срезу (рис. 7).

Рис. 5. Образование новых междольковых желчных про-
токов в печени крысы с индуцированным циррозом че-
рез 5 нед. после начала эксперимента. 1 – скопление кле-
ток без просвета, 2 – скопление клеток с намечающимся
просветом, 3 – скопление клеток со сформированным
просветом. Иммуногистохимическое выявление СК19 и
окрашивание гематоксилином Майера. Увел. об. 100×.
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Рис. 6. Гистологический препарат печени крысы с инду-
цированным циррозом через 9 нед. после начала экспе-
римента. Сформированная ложная печеночная долька
выделена рамкой овальной формы. Окраска по методу
Маллори. Увел. об. 40×.

Рис. 7. Гистологический препарат печени крысы с индуцированным циррозом через 11 нед. после начала эксперимента. Чет-
ко визуализируются тяжи и розетки из СК19-позитивных клеток. Иммуногистохимическое выявление СК19 и окрашивание
гематоксилином Майера. Увел. об. 40×.
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На следующем этапе эксперимента (13–15 нед.)
гистологическое исследование печени крыс позво-
лило установить тотальное поражение паренхимы в
виде замещения соединительной тканью участков
вакуольной дистрофии. На данном этапе отмечали
выраженный цирроз с формированием многочис-
ленных ложных печеночных долек (рис. 8). В соеди-
нительнотканых септах и портальных зонах в значи-
тельном количестве выявляли СК19-позитивные
клетки, формирующие тяжи, желчные протоки и

микродольки. Часто тяжи окружали ложные пече-
ночные дольки по периферии, местами они направ-
лялись в центр дольки (рис. 9). В крупных очагах не-
кроза, среди погибающих и погибших гепатоцитов
отмечали большое скопление пролиферирующих
СК19-позитивных клеток. Вероятно, на месте не-
кроза данные клетки формировали новую печеноч-
ную микродольку.

К концу эксперимента (17 нед.) в печени всех экс-
периментальных животных наблюдали тотальный

Рис. 8. Гистологический препарат печени крысы с инду-
цированным циррозом через 15 нед. после начала экспе-
римента. Тотальное разрастание соединительной ткани в
паренхиме. Новая печеночная микродолька выделена
рамкой овальной формы. Окраска по методу Маллори.
Увел. об. 40×.

Рис. 9. Гистологический препарат печени крысы с инду-
цированным циррозом через 15 нед. после начала экспе-
римента. СК19-позитивные клетки в соединительной
ткани и по периферии ложной печеночной дольки. Им-
муногистохимическое выявление СК19 и окрашивание
гематоксилином Майера. Увел. об. 40×.

Рис. 10. Гистологический препарат печени крысы с инду-
цированным циррозом через 15 нед. после начала экспе-
римента. Выраженный цирроз печени. Окраска по мето-
ду Маллори. Увел. об. 40×.

Рис. 11. Гистологический препарат печени крысы с инду-
цированным циррозом через 17 нед. после начала экспе-
римента. Иммуногистохимическое выявление СК19 и
окрашивание гематоксилином Майера. Увел. об. 20×.
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цирроз с обширными полями соединительной тка-
ни, ограничивающей ложные печеночные дольки
широкими поясами (рис. 10). В отношении проли-
ферирующих СК19-позитивных клеток наблюдали
картину, сходную с картиной на предыдущем сроке
(рис. 11). В соединительнотканных септах и порталь-
ных зонах увеличилось количество микродолек,
происходила выраженная пролиферация междоль-
ковых желчных протоков (рис. 12). В портальной зо-
не можно было обнаружить более 30 поперечных се-
чений протоков. При сопоставлении гистологиче-
ских препаратов, окрашенных двумя способами
(иммуногистохимический, гематоксилином и эози-
ном) было отмечено, что практически всегда на всех
сроках эксперимента в соединительнотканных сеп-

тах тяжи из СК19-позитивных клеток сопровождали
базофильно окрашенные клетки треугольной, кры-
ловидной и палочковидной формы с нечетким раз-
делением на цитоплазму и ядро (рис. 13).

На рис. 14 представлена диаграмма размаха меди-
ан, отражающая динамику изменений площади
CК19-позитивных клеток на протяжении всего экс-
перимента. Как видно из графиков, с процессом
прогрессирования фиброгенеза печени (увеличени-
ем количества нед. эксперимента) наблюдается тен-
денция роста процента площади данных клеток,
причем на последних двух неделях эксперимента
этот показатель значимо отличается от контрольной
группы.

Рис. 12. Гистологический препарат печени крысы с индуцированным циррозом через 17 нед. после начала эксперимента.
Пролиферация междольковых желчных протоков. Окраска по методу Маллори. Увел. об. 60×.

Рис. 13. Гистологический препарат печени крысы с индуцированным циррозом через 17 нед. после начала эксперимента. Тя-
жи, образованные пролиферирующими крупными клетками, отмечены стрелкой. Окраска гематоксилином и эозином. Увел.
об. 60×.
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На всех этапах эксперимента в печеночных доль-
ках среди гипертрофированных гепатоцитов выяв-
ляли единичные диффузно локализованные клетки,
экспрессирующие маркер СК19. По морфологиче-
ским признакам они напоминали гепатоциты. В по-
следнее время специалисты высказывают гипотезу о
эпителиально-мезенхимальном переходе гепатоци-
тов в клетки желчных протоков. Показано, что при
культивировании в геле коллагена I типа и в присут-
ствии эпидермального фактора роста и фактора ро-

ста гепатоцитов зрелые гепатоциты способны диф-
ференцироваться в клетки желчных протоков. Пред-
полагается, что фенотипы гепатоцитов и клеток
желчных протоков могут быть взаимно обратимыми
(Nishikawa et al., 2005; Glaser et al., 2009; Lee et al.,
2014).

Необходимо отметить, что в портальных трактах
и соединительнотканных септах фиброгенез печени
сопровождался выраженным неоангиогенезом, ко-
торый проявлялся формированием множества мел-

Рис. 15. Гистологический препарат печени крысы с индуцированным циррозом через 15 нед. после начала эксперимента. Ги-
гантская междольковая вена отмечена стрелкой. Окраска по методу Маллори. Увел. об. 10×.

Рис. 14. Динамика изменений площади CК19-позитивных клеток. Представлена диаграмма размаха медиан.
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ких кровеносных сосудов венозного типа. Наряду с
вновь образованными сосудами, в соединительно-
тканных септах имелись гигантские междольковые
вены (рис. 15), что очевидно указывает на пере-
стройку венозной системы портальной вены и, веро-
ятно, формирование коллатералей и шунтов, пере-
направляющих венозную кровь в обход печеночных
долек.

По периферии соединительнотканных септ и в
синусоидных капиллярах вблизи портальных зон
выявляли СК19-позитивные клетки, отличающиеся
по своей морфологии от описанных выше. Эти клет-
ки имели вытянутую форму и нитевидное, гиперба-
зофильное ядро. Предположительно, данные клетки
являются предшественниками эндотелиоцитов и
принимают участие в неоангиогенезе венозной си-
стемы воротной вены и формировании синусоид-
ных капилляров. Задачей настоящего исследования
не являлось установление связи между неоангиоге-
незом и пролиферирующими клетками портальных
зон. Очевидно, что два процесса развиваются парал-
лельно, нельзя исключать, что совместно и регули-
руются общими молекулярными механизмами.

Таким образом, выявленные пролиферирующие
СК19-позитивные клетки, при тиоацемид-индуци-
рованном фиброгенезе печени крыс являются ис-
точником междольковых желчных протоков и про-
точков, а также гепатоцитов, формирующих зачатки
новых печеночных микродолек. При выраженном
циррозе они локализовались в портальных зонах,
желчных протоках, соединительнотканных септах,
паренхиме микродолек и в синусоидных капилля-
рах. Выявлена морфологическая и функциональная
гетерогенность СК19-позитивных клеток: клетки
округлой формы со светлым овально-округлым яд-
ром с узким ободком примембранного гетерохрома-
тина, преобладанием в нем эухроматина и одним-
двумя ядрышками и клетки вытянутой формы с ни-
тевидным, гипербазофильным ядром.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работа выполнена в рамках государственной програм-
мы научных исследований “Фундаментальные и при-
кладные науки – медицине” Министерства Здравоохра-
нения Республики Беларусь, задание 2.89 “Изучить роль
экспрессии генов NOTCH- и TWEAK-сигнальных путей,
участвующих в процессах пролиферации и дифференци-
ровки клеток печени в норме и при ее токсическом пора-
жении” (регистрационный номер 20190107 от 19.02.2019).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Протокол эксперимента был одобрен на заседании
Комиссии по биоэтике и гуманному обращению с лабора-
торными животными при учреждении образования “Ви-

тебский государственный ордена Дружбы народов меди-
цинский университет” (протокол № 6 от 03.01.2019 г). Все
манипуляции с животными проводили в соответствии с
рекомендациями Конвенции Совета Европы по охране
позвоночных животных, используемых в эксперимен-
тальных и других научных целях от 18.03.1986, Директиве
Совета ЕЭС от 24.11.1986 и рекомендациям FELASA
Working Group Report (1994–1996).

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Автор утверждает отсутствие конфликта интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
Банин В.В., Быков В.Л. (ред.). 2009. Международные тер-

мины по цитологии и гистологии человека с офици-
альным списком русских эквивалентов. М.: ГЭОТАР-
Медиа. 272 с. (Banin V.V., Bykov V.L. (Eds.). 2009. Inter-
national terms in human cytology and histology with an of-
ficial list of Russian equivalents. M.: GEOTAR-Media.
272 р.)

Коржевский Д.Э. (ред.). 2014. Теоретические основы и
практическое применение методов иммуногистохи-
мии. СПб.: СпецЛит. 119 с. (Korzhevsky D.E. (ed.). 2014.
Theoretical foundations and practical application of im-
munohistochemistry methods. SPb.: SpechLit. 119 р.)

Abu Rmilah A., Zhou W., Nelson E., Lin L., Amiot B., Nyberg S.L.
2019. Understanding the marvels behind liver regenera-
tion. Wiley Interdiscip. Rev. Dev. Biol. V. 8. P. 340. 
https://doi.org/10.1002/wdev.340

Chien C.S., Chen Y.H., Chen H.L., Wang C.P., Wu S.H., Ho S.L.,
Huang W.C., Yu C.H., Chang M.H. 2018. Cells responsible
for liver mass regeneration in rats with 2-acetylaminofluo-
rene/partial hepatectomy injury. J. Biomed. Sci. V. 25. P. 39. 
https://doi.org/10.1186/s12929-018-0441-5

Everhart J.E., Wright E.C., Goodman Z.D., Dienstag J.L.,
Hoefs J.C., Kleiner D.E., Ghany M.G., Mills A.S.,
Nash S.R., Govindarajan S., Rogers T.E., Greenson J.K.,
Brunt E.M., Bonkovsky H. L., Morishima C. et al. 2010.
Prognostic value of Ishak fibrosis stage: findings from the
hepatitis C antiviral long-term treatment against cirrhosis
trial. Hepatology. V. 51. P. 585. 
https://doi.org/10.1002/hep.23315

Fabris L., Spirli C., Cadamuro M., Fiorotto R., Strazzabosco M.
2017. Emerging concepts in biliary repair and fibrosis. Am.
J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. V. 313. P. 102. 
https://doi.org/10.1152/ajpgi.00452.2016

Ge J.Y., Zheng Y.W., Tsuchida T., Furuya K., Isoda H., Tanigu-
chi H., Ohkohchi N., Oda T. 2020. Hepatic stellate cells
contribute to liver regeneration through galectins in hepatic
stem cell niche. Stem Cell Res. Ther. V. 11. P. 425. 
https://doi.org/10.1186/s13287-020-01942-x

Gilgenkrantz H., Collin de l’Hortet A. 2018. Understanding liver
regeneration: From mechanisms to regenerative medicine.
Am J. Pathol. V. 188. P. 1316. 
https://doi.org/10.1016/j.ajpath.2018.03.008



388

ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 4  2021

ЛЕБЕДЕВА

Glaser S.S., Gaudio E., Rao A., Pierce L.M., Onori P., Franchitto A.,
Francis H.L., Dostal D.E., Venter J.K., DeMorrow S.,
Mancinelli R., Carpino G., Alvaro D., Kopriva S.E., Sav-
age J.M., Alpini G.D. 2009. Morphological and functional
heterogeneity of the mouse intrahepatic biliary epithelium.
Lab. Invest. V. 89. P. 456. 
https://doi.org/10.1038/labinvest.2009.6

Gouw A.S.H., Clouston A.D., Theise N.D. 2011. Ductular reac-
tions in human liver: diversity at the interface. Hepatology.
V. 54. P. 1853. 
https://doi.org/10.1002/hep.24613

Guerrier M., Attili F., Alpini G., Glaser S. 2014. Prolonged ad-
ministration of secretin to normal rats increases biliary pro-
liferation and secretin-induced ductal secretory activity.
Hepatobiliary Surg. Nutr. V. 3. P. 118. 
https://doi.org/10.3978/j.issn.2304-3881.2014.04.04

Kamimoto K., Nakano Y., Kaneko K., Miyajima A., Itoh T. 2020.
Multidimensional imaging of liver injury repair in mice re-
veals fundamental role of the ductular reaction. Commun.
Biol. V. 3. P. 289. 
https://doi.org/10.1038/s42003-020-1006-1

Lee J.Y., Hong S.H. 2020. Hematopoietic stem cells and their
roles in tissue regeneration. Int. J. Stem Cells. V. 13. P. 1. 
https://doi.org/10.15283/ijsc19127

Lee S.J., Park J.B., Kim K.H., Lee W.R., Kim J.Y., An H.J., Park
K.K. 2014. Immunohistochemical study for the origin of
ductular reaction in chronic liver disease. Int. J. Clin. Exp.
Pathol. V. 7. P. 4076.

Li W., Li L., Hui L. 2020. Cell plasticity in liver regeneration.
Trends Cell Biol. V. 30. P. 329. 
https://doi.org/10.1016/j.tcb.2020.01.007

Muthiah M.D., Huang D.Q., Zhou L., Jumat N.H, Choolani M.,
Chan J.K.Y., Wee A., Lim S.G., Dan Y.Y. 2019. A murine
model demonstrating reversal of structural and functional
correlates of cirrhosis with progenitor cell transplantation.
Sci. Rep. V. 9. P. 15446.

Nishikawa Y., Doi Y., Watanabe H., Tokairin T., Omori Y., Su M.,
Yoshioka T., Enomoto K. 2005. Transdifferentiation of ma-
ture rat hepatocytes into bile duct-like cells in vitro. Am. J.
Pathol. V. 166. P. 1077. 
https://doi.org/10.1016/S0002-9440(10)62328-0

Overi D., Carpino G., Franchitto A., Onori P., Gaudio E. 2020.
Hepatocyte injury and hepatic stem cell niche in the progres-
sion of non-alcoholic steatohepatitis. Cells. V. 9. P. 590. 
https://doi.org/10.3390/cells9030590

Roskams T.A., Theise N.D., Balabaud C., Bhagat G., Bhathal P.S.,
Bioulac-Sage P., Brunt E.M., Crawford J.M., Crosby H.A.,

Desmet V., Finegold M.J., Geller S.A., Gouw A.S.H., Hytiro-
glou P., Knisely A.S. et al. 2004. Nomenclature of the finer
branches of the biliary tree: canals, ductules, and ductular
reactions in human livers. Hepatology. V. 39. P. 1739. 
https://doi.org/10.1002/hep.20130

Rokusz A., Veres D., Szücs A., Bugyik E., Mozes M., Paku S.,
Nagy P., Dezso K. 2017. Ductular reaction correlates with
fibrogenesis but does not contribute to liver regeneration in
experimental fibrosis models. PLoS One. V. 12 : e0176518. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176518

Sato K., Marzioni M., Meng F., Francis H., Glaser S., Alpini G.
2019. Ductular reaction in liver diseases: pathological
mechanisms and translational significances. Hepatology.
V. 69. P. 420. 
https://doi.org/10.1002/hep.30150

Szucs A., Paku S., Sebestyen E., Nagy P., Dezso K. 2020. Post-
natal, ontogenic liver growth accomplished by biliary/oval
cell proliferation and differentiation. PLoS One. V. 15 :
e0233736. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0233736

Tsuchiya A., Lu W.Y. 2019. Liver stem cells: Plasticity of the liv-
er epithelium. World J. Gastroenterol. V. 25. P. 1037. 
https://doi.org/10.3748/wjg.v25.i9.1037

Van Haele M., Snoeck J., Roskams T. 2019. Human liver regen-
eration: An etiology dependent process. Int. J. Mol. Sci.
V. 20. P. 2332. 
https://doi.org/10.3390/ijms20092332

Williams M.J., Clouston A.D., Forbes S.J. 2014. Links between
hepatic fibrosis, ductular reaction, and progenitor cell ex-
pansion. Gastroenterology. V. 146. P. 349. 
https://doi.org/10.1053/j.gastro.2013.11.034

Xu T., Lu Z., Xiao Z., Liu F., Chen Y., Wang Z., Zhu S. 2020.
Myofibroblast induces hepatocyte-to-ductal metaplasia
via laminin-αvβ6 integrin in liver fibrosis. Cell Death Dis.
V. 11. P. 199. 
https://doi.org/10.1038/s41419-020-2372-9

Yanger K., Knigin D., Zong Y., Maggs L., Gu G., Akiyama H., Pi-
karsky E., Stanger B.Z. 2014. Adult hepatocytes are gener-
ated by self-duplication rather than stem cell differentia-
tion. Cell Stem Cell. V. 15. P. 340. 
https://doi.org/10.1016/j.stem.2014.06.003

Zhao L., Westerhoff M., Pai R.K., Choi W.T, Gao Z.H., Hart J.
2018. Centrilobular ductular reaction correlates with fibro-
sis stage and fibrosis progression in non-alcoholic steato-
hepatitis. Mod. Pathol. V. 31. P. 150. 
https://doi.org/10.1038/modpathol.2017.115

The Role of CK19-Positive Cells of the Portal Zones 
in Thioacetamide-Induced Cirrhosis of Rat Liver

E. I. Lebedeva*
Department of Histology, Cytology and Embryology of the Vitebsk State Medical University, Vitebsk, 210009 Republic of Belarus

*e-mail: lebedeva.ya-elenale2013@yandex.ru

In hepatic diseases, a complex regeneration mechanism is initiated, which is manifested in cell proliferation, differ-
entiation, migration, stromal restructuring and angiogenesis. To date, the cellular and molecular/genetic mecha-
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nisms of regeneration disorders and the reserve capacities of liver recovery are not fully understood. The purpose of
the study is to examine the role of СК19-positive cells of the portal zones in thioacetamide-induced cirrhosis of rat
liver. We found that the fibrogenesis of liver is accompanied by migration of CK19-positive cells of the portal zones
along the connective tissue septa and their differentiation into the cells of two lines: the cholangiocytes forming the
interlobular bile ducts and ductules, and the hepatocytes, which form the rudiments of new hepatic microlobules.
Morphological and functional heterogeneity of these population of proliferating CK19-positive cells was identified.

Keywords: rats, thioacetamide, liver cirrhosis, immunohistochemistry, cytokeratin CK19, regeneration
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С использованием МТТ-теста установлены изменения жизнеспособности и метаболической активности
монослойной клеточной линии CHO при воздействии экстрактов бессмертника песчаного, кукурузы ан-
тоциановой формы и аврана лекарственного. Использование всех изученных экстрактов в концентрации
от 50 до 250 мкг/мл приводило к увеличению количества жизнеспособных клеток (до 86.0 ± 8.2%) и сти-
мулировало их метаболическую активность (до 196.1 ± 8.8%). Применение экстрактов в концентрации от
500 до 2000 мкг/мл приводило к уменьшению количества жизнеспособных клеток (до полной гибели кле-
ток) и угнетению метаболической активности (до 13.4 ± 11.3%). Изученные растительные экстракты бес-
смертника песчаного, антоциановой формы кукурузы обыкновенной и аврана лекарственного проявляли
различное воздействие на здоровые клетки в зависимости от применяемой концентрации.

Ключевые слова: клеточная линия СНО, цитотоксичность, МТТ-тест, Helichrysum arenarium (L.) Moench,
Gratiola officinalis L., Zea mays L.
DOI: 10.31857/S0041377121040040

Культуры клеток широко применяются в различ-
ных областях биологических и медицинских наук.
Они являются моделью для исследования воздей-
ствия различных факторов среды: поллютантов, ле-
карственных препаратов и т.д. (Davis et al., 2001;
Manayi et al., 2018; Rosen et al., 2018; Upadhyay, Palm-
berg, 2018; Yong et al., 2020). Клеточные культуры иг-
рают важную роль при тестировании биологически
активных веществ, позволяя не только изучить про-
исходящие под их влиянием изменения на клеточ-
ном уровне, но и предположить общеорганизмен-
ную реакцию (Прилепский и др., 2019). Определе-
ние токсичности и цитотоксичности лекарственных
препаратов, их отдельных компонентов или иных
соединений, обладающих возможной биологиче-
ской активностью, являeтся неотъемлемой частью
доклинических исследований (Романова, Додонова,
2016). Клеточная линия СНО (клетки яичника ки-
тайского хомячка) является наиболее изученным и
стандартным объектом в фармакологии и токсико-
логии. Областью применения линии является генети-
ка соматических клеток, клеточная биология, вирусо-
логия (Александрова и др., 2015; Стефанова и др.,
2015). Для определения цитотоксичности лекар-
ственных препаратов существуют различные мето-

ды: во-первых, основанные на прямом подсчете кле-
ток и колоний, во-вторых, связанные с оценкой це-
лостности плазматической мембраны, в-третьих,
основанные на оценке синтеза ДНК, а также методы,
представляющие собой определение метаболической
активности клеток, включая МТТ-тест (Аникина и др.,
2014; Иксанова и др., 2016). МТТ-тест является стан-
дартным методом определения цитотоксичности ве-
ществ в скрининговых исследованиях новых соеди-
нений, фармакологических препаратов, обладает
хорошей воспроизводимостью, достаточно быстрый
и относительно дешевый. Метод основан на измере-
нии оптической плотности: о цитотоксическом дей-
ствии вещества на клетки говорит уменьшение оп-
тической плотности экспериментальных проб по
сравнению с контрольными пробами (Яковлев и др.,
2020). Таким образом, МТТ-тест является подходя-
щим методом для исследования цитотоксичности
самых разнообразных веществ.

В настоящее время перспективно изучение био-
логических эффектов флавоноидов, как веществ,
обладающих широким спектром действия, низкой
токсичностью, небольшим количеством побочных
эффектов (Куркин, 2007). Несмотря на эти преимуще-
ства, препараты, содержащие флавоноиды, до сих пор
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используются недостаточно широко (Андреева, Ка-
линкина, 2000; Ефимов и др., 2004; Анисимова и др.,
2010). Бессмертник песчаный, авран лекарственный
и антоциановая форма кукурузы содержат флавоно-
иды различных классов и обладают установленной
антимикробной, противовоспалительной, противо-
туберкулезной и др. активностью (Купчак и др.,
1995; Машурчак и др., 2009; Navolokin et al., 2012;
Наволокин  и др., 2013; Полуконова и др., 2013). Сле-
дует отметить, что среди использованного для полу-
чения экстрактов сырья, в официальной медицине
применяются только цветки бессмертника песчано-
го. Антоциановая форма кукурузы создана для полу-
чения природного красителя, пригодного в пищевой
промышленности. Трава аврана лекарственного
ядовита за счет содержания гликозидов и алкалои-
дов, поэтому использовалась только в народной
медицине. Из трех видов лекарственных растений
наиболее изучен и включен в Государственную фар-
макопею РФ (XIV издание) бессмертник, относи-
тельно двух других видов в настоящее время идет на-
копление данных о биологической активности. В
этой связи необходимо отметить данные о цитоток-
сической и цитостатической активности экстракта
аврана лекарственного в отношении линии опухоле-
вых клеток и линии SPEV, которую чаще используют в
вирусологических исследованиях (Polukonova et al.,
2018). В указанном исследовании в тесте “живые–
мертвые” была выявлена нелинейная зависимость
между средним количеством клеток линии SPEV и
значением концентрации экстракта аврана лекар-
ственного. Для установления степени безопасности
и возможного избирательного действия экстрактов
бессмертника песчаного, антоциановой формы ку-
курузы и аврана лекарственного является целесооб-
разным исследование их цитотоксичности на линии
высокочувствительных клеток.

Цель работы: выявление и сравнительный анализ
метаболической активности и выживаемости моно-
слойной клеточной линии CHO при воздействии
экстрактов бессмертника песчаного, кукурузы анто-
циановой формы и аврана лекарственного с помо-
щью МТТ-теста и с помощью окрашивания Hoechst
33342 и пропидий йодидом.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Культивирование клеток. В работе использованы

клетки яичников китайского хомячка Cricetulus gri-
seus (CHO-K1), предоставленные сотрудниками ла-
боратории нанобиотехнологии Института биохимии
и физиологии растений и микроорганизмов РАН
(ИБФРМ РАН). Оценку цитотоксичности расти-
тельных экстрактов проводили на базе Центра кол-
лективного пользования “СИМБИОЗ” ИБФРМ
РАН. Клетки CHO-K1 (7 пассаж) культивировали
при 37°С, 5% СО2 в питательной среде ДМЕМ, со-
держащей 2 мМ L-глутамина (Capricorn Scientific,
Германия), с добавлением 10%-ной эмбриональной

телячьей сыворотки (Capricorn Scientific, Германия),
1000 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомици-
на (Capricorn Scientific, Германия).

Использованные экстракты. Для приготовления
экстрактов использовали цветки бессмертника пес-
чаного (АО “Красногорсклексредства”), траву авра-
на лекарственного (собрана в Саратовской обл.),
оберточные листья початков антоциановой формы
кукурузы обыкновенной (предоставлено сотрудни-
ками кафедры генетики ФГБОУ ВО “Саратовский
национальный исследовательский государственный
университет им. Н.Г. Чернышевского”). Флавоно-
идсодержащие водные растворы сухих спиртовых
экстрактов приготовлены согласно методике, опи-
санной в Патенте на изобретение № 2482863: “Спо-
соб получения сухого экстракта из растительного
сырья, обладающего биологической активностью”
(Полуконова и др., 2012). Способ включает измель-
чение сырья, экстракцию 96%-ным спиртом на во-
дяной бане, выпаривание экстракта, добавление
хлороформа, удаление хлороформа, отделение вод-
ной фазы и высушивания при определенных услови-
ях. Экстракт бессмертника песчаного содержит сле-
дующие флавоноиды: нарингин и его растворимый
агрегат, прунин, кверцетин, апигенин и наринге-
нин, а также 5-О-глюкозид апигенина и изосалипур-
позид (Гринёв и др., 2015). Экстракт кукурузы антоци-
ановой формы, полученный предлагаемым способом,
содержит большое количество веществ полифеноль-
ной природы, включая кверцетин (Kanevskii et al.,
2020). Экстракт аврана лекарственного содержит раз-
личные фенольные соединения, моносахариды, ор-
ганические кислоты и один из флавоноидов – квер-
цетин (Полуконова и др., 2013). Исследуемые экс-
тракты содержат флавоноиды, но различаются по
составу. В исследовании сравнивали действие всей
биологически активной композиции на клеточную
линию СНО, так как нередко комплекс веществ ока-
зывает большее воздействие, чем отдельное веще-
ство. Все экстракты перед использованием стандар-
тизировали по сумме флавоноидов.

Для оценки влияния на метаболическую актив-
ность клеток экстракты использовали в концентра-
циях, полученных методом двухкратных разведе-
ний, в диапазоне от 15.6 до 2000 мкг/мл. Всего было
исследовано восемь концентраций каждого из изу-
чаемых экстрактов. В экспериментах по оценке вли-
яния на жизнеспособность клеток экстракты исполь-
зовали в трех концентрациях, которые были выбраны
по результатам МТТ-теста (7.81, 31.3 и 500 мкг/мл для
экстрактов бессмертника и аврана и 1.95, 62.5,
1000 мкг/мл для экстракта кукурузы).

МТТ-тест. Оценку метаболической активности
клеток определяли в МТТ-тесте по способности вос-
станавливать нитротетразолевый синий ([3-(4.5-di-
methylthiazol-2yl)]-2.5 diphenyltetrazoliumbromide) до
формазана по общепринятому методу (Bernas, Do-
brucki, 2000). Клетки CHO-K1 культивировали в
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стандартных 96-луночных планшетах, по достиже-
нии клеточного монослоя 70–90% удаляли старую
питательную среду и вносили новую, содержащую
исследуемые экстракты. Через 24 ч удаляли старую
питательную среду и вносили раствор нитротетразо-
лиевого синего (Thermo Scientific, США) (0.5 мг на
100 мл 0.01 М забуференного физиологического рас-
твора, pH 7.4 (БиолоТ, Россия)), культивировали 1 ч.
Содержимое лунок удаляли и вносили ДМСО (Ther-
mo Scientific, США). Далее измеряли оптическую
плотность лунок на планшетном спектрофотометре
Spark 10M (Tecan Group Ltd., Швейцария) при длине
волны 540 нм, с вычетом результатов измерения при
630 нм.

Идентификацию живых и мертвых клеток прово-
дили с помощью окрашивания бисбензимидом
(Hoechst 33342) и пропидий йодидом, сочетание
этих красителей позволяет визуализировать живые и
мертвые клетки (Böhmer, 1978; Loken at al., 1978). В
лунки 6-луночного планшета вносили клетки CHO-
K1, по достижении клеточного монослоя 70–90%
удаляли старую питательную среду и вносили но-
вую, содержащую исследуемые препараты. Через
24 ч удаляли старую питательную среду и вносили
свежую, содержащую 1 мкг/мл Hoechst 33342 (Ther-
mo Scientific, США) и 30 мкM пропидий йодида
(Thermo Scientific, США). Через 20 мин промывали в
питательной среде ДМЕМ и проводили флуорес-
центную микроскопию на инвертированном флуо-
ресцентном микроскопе Leica DMI 3000B (Leica,
Германия) при увеличении объектива ×20. Прово-
дили подсчет общего количества клеток и количе-
ства мертвых клеток в 10 полях зрения в каждой лун-
ке (не менее 2000 клеток). Ядра всех клеток, окра-
шенные бисбензимидом, флуоресцировали синим
цветом, ядра мертвых клеток флуоресцировали
красным цветом.

Каждый эксперимент повторяли три раза, под-
счет клеток для каждой экспериментальной группы
проводили в 10 лунках планшета для культивирования.

Статистическую обработку результатов проводили
с помощью MS Excel 2010. Данные представлены в
форме среднеарифметических значений измерен-
ных величин и их доверительных интервалов при
уровне значимости 95%. Оценку достоверности раз-
личий между группами проводили с помощью t-кри-
терия Стьюдента (p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
В результате исследования определена метаболи-

ческая активность клеток в контроле и при действии
экстрактов в разных концентрациях. Согласно ре-
зультатам МТТ-теста, экстракт бессмертника песча-
ного в концентрации 31.3 мкг/мл активирует мета-
болическую активность до 157.7 ± 33.4% (p = 0.02)
относительно контрольной группы. Угнетение мета-
болической активности отмечается при использова-
нии концентрации 500 мкг/мл и более (рис. 1).

Экстракт антоциановой формы кукурузы обык-
новенной в концентрации 62.5 мкг/мл активирует
метаболическую активность до 158.1 ± 28.8% (p =
= 0.001) относительно контрольной группы. Угнете-
ние метаболической активности отмечается только
при использовании концентрации 1000 мкг/мл и бо-
лее (рис. 2).

Экстракт аврана лекарственного в концентрации
31.3 мкг/мл активирует метаболическую активность
до 196.1 ± 8.8% (p = 0.001) относительно контрольной
группы. Угнетение метаболической активности отме-
чается при использовании концентрации 500 мкг/мл и
более (рис. 3).

В результате оценки количества живых и мертвых
клеток установлено, что все изученные экстракты в
высоких концентрациях оказывают угнетающее дей-
ствие на клеточную культуру. Экстракты бессмертника
песчаного и аврана лекарственного в концентрации
500 мкг/мл снижали количество живых клеток отно-
сительно контрольной группы, а экстракт антоциа-
новой формы кукурузы имел аналогичный эффект в
концентрации 1000 мкг/мл. Все исследованные экс-

Рис. 1. Изменение метаболической активности клеток
CHO при действии экстракта бессмертника. * отмечены
достоверные изменения показателя по сравнению с кон-
тролем (p < 0.05).
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Рис. 2. Изменение метаболической активности клеток
CHO при действии экстракта кукурузы. * отмечены до-
стоверные изменения показателя по сравнению с кон-
тролем (p < 0.05).
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тракты в концентрации 2000 мкг/мл вызывали ги-
бель 100% клеток и живые клетки в культуре не обна-
руживали. Сохраняющуюся при этом метаболиче-
скую активность клеток (по результатам МТТ-теста)
можно объяснить сохранением активности клеточ-
ных ферментов в гибнущих клетках в течение неко-
торого времени после нарушения целостности их
плазматической мембраны. При использовании в
меньших концентрациях экстракты не оказывали
достоверного влияния на количество живых клеток
(табл. 1).

Полученные данные наглядно демонстрируют
дозозависимое воздействие всех исследованных экс-
трактов. При этом наблюдаются различия в дей-

ствии экстрактов в зависимости от используемого
сырья. Экстракты аврана и бессмертника в концентра-
ции 31.3 мкг/мл увеличивают метаболическую актив-
ность клеток, в то время как экстракт кукурузы имеет
такой эффект, начиная с концентрации 62.5 мкг/мл.
Угнетение метаболической активности клеток под
действием экстракта бессмертника и аврана происхо-
дит при применении их в концентрации 500 мкг/мл и
более, а кукурузы –1000 мкг/мл и более.

Несмотря на эти различия можно говорить об об-
щей тенденции действия на клетки всех изученных
экстрактов: усиление метаболической активности
клеток начинает выявляться при использовании
средних концентраций (31.3 и 62.5 мкг/мл). Этот эф-
фект постепенно возрастает по мере возрастания
концентрации экстракта, а затем при достижении вы-
соких концентраций (от 500 до 2000 мкг/мл) сменяется
угнетением метаболической активности клеток.

Аналогичные результаты получены при иденти-
фикации живых и мертвых клеток. Все изученные
экстракты в высоких концентрациях (от 500 мкг/мл
до 1000 мкг/мл) снижали количество живых клеток.
Интересно, что при использовании экстракта аврана
лекарственного в концентрации 31.3 мкг/мл отмеча-
лась тенденция к снижению доли живых клеток, не-
смотря на одновременное значительное увеличение
их метаболической активности. Также можно отме-
тить резкое снижение метаболической активности
клеток (не только по сравнению с контролем, но и с
другими использованными экстрактами) при дей-
ствии экстракта аврана в высокой концентрации
(500 мкг/мл).

ОБСУЖДЕНИЕ

Растения издавна служат источниками биологи-
чески активных веществ: флавоноидов, полисахари-
дов, кумаринов и многих других. Многие растения
используют в официальной медицине для изготов-
ления лекарственных препаратов. Но среди приме-
няемых человеком растений есть и ядовитые (Кур-

Рис. 3. Изменение метаболической активности клеток CHO при действии экстракта аврана. * – Достоверные изменения по-
казателя по сравнению с контролем (p < 0.05).
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Таблица 1. Количество живых клеток в культуре при дей-
ствии экстрактов в разных концентрациях

Экстракт Концентрация, 
мкг/мл

Количество живых 
клеток, %

Контроль 0 81.4 ± 9.1

0 81.4 ± 4.3

0 81.4 ± 8.5

Бессмертник 
песчаный

7.81 84.3 ± 9.8

31.3 83.2 ± 5.1

500 61.9 ± 8.1

Антоциановая 
форма кукурузы

1.95 86 ± 8.2

62.5 85.9 ± 6.2

1000 66.4 ± 7.1

Авран лекар-
ственный

7.81 81.9 ± 8.5

31.3 75.8 ±5.8

500 58.9 ± 5.9



394

ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 4  2021

КУРЧАТОВА и др.

кин, и др., 2007). Так, используемая в нашем экспе-
рименте трава аврана лекарственного содержит
алкалоиды, в связи с чем был применен новый метод
экстракции для удаления ядовитых компонентов и
получения обогащенной флавоноидами фитоком-
позиции с низкой токсичностью (Полуконова и др.,
2012).

К настоящему времени показана цитотоксиче-
ская активность экстракта аврана лекарственного по
отношению к клеткам карциномы почки человека
А498 и клеткам рака шейки матки HeLa (Полуконо-
ва, 2019). Цитотоксичность по отношению к опухо-
левым клеткам характерна и для экстрактов, получа-
емых из растений других видов. Определена цито-
токсическая активность экстрактов, полученных из
растений ашваганды и астрагала в условиях in vitro
по отношению к клеткам HeLa (Калашникова и др.,
2019). Показано угнетающее действие по отноше-
нию к культуре клеток аденокарциномы легких че-
ловека А549 экстрактов ряда лекарственных расте-
ний семейства Agavaceae (Asparagaceae) (Камалова и
др., 2019). Фитопрепарат на основе Vitex agnus-castus
оказывал цитотоксическое действие в отношении
клеток рака молочной железы, карциномы желудка
(КАТО-III), рака ободочной кишки (COLO 201), ра-
ка легкого (Lu-134-AH), промиелолейкоза HL-60,
клеток гиперплазии предстательной железы и рака
простаты (BPH-1, LNCaP, PC-3) (Торшин, 2015). Та-
ким образом, растительные извлечения могут стать
потенциальными ингибиторами деления клеток
опухолей.

Одновременно при выборе перспективных для
применения биологически активных соединений
необходимо использовать вещества, наименее ток-
сичные для здоровых клеток. Клеточная линия СНО
является модельным объектом нормальной ткани
организма. Еще в 1999 г. с использованием этой кле-
точной линии установлена цитотоксичность водно-
го экстракта Phyllanthus orbicularis, используемого в
традиционной кубинской медицине (Sànchez-La-
mar, 1999). Определено цитотоксическое действие
экстрактов Juniperus sabina, Zataria multiflora, Taxus
baccata как на клеточную линию СНО, так и на опу-
холевые клетки (Shokrzadeh, 2010).

Помимо оценки безопасности исследуемых ве-
ществ актуально изучение их потенциальных защит-
ных свойств. Так, с помощью МТТ-теста было уста-
новлено, что экстракт цветков Ixora coccinea вызывает
снижение цитотоксичности мышьяка в эксперименте
с клеточной линией СНО (Salmataj et al., 2018).

Сравнивая результаты, полученные нами с помо-
щью МТТ-теста и при оценке доли живых и мертвых
клеток, можно сделать следующие выводы. Во-пер-
вых, клеточная культура СНО проявляет различную
чувствительность к изученным экстрактам бес-
смертника песчаного, кукурузы антоциановой фор-
мы и аврана лекарственного. Во-вторых, только для
экстракта бессмертника песчаного была обнаружена

линейная зависимость между используемой концен-
трацией и метаболической активностью клеток, а
также количеством живых клеток в культуре. В связи
с этим использование двух других экстрактов требу-
ет более тщательного подбора безопасных концен-
траций. Можно предположить, что разница в полу-
ченных результатах связана с различным качествен-
ным и количественным содержанием веществ в
экстрактах: получаемые запатентованным методом
биологически активные композиции обладают мно-
гокомпонентным составом и содержат не только
флавоноиды, но и другие соединения.

Согласно полученным нами результатам, экс-
тракты бессмертника песчаного, антоциановой
формы кукурузы и аврана лекарственного в относи-
тельно низких концентрациях (от 30 до 500 мкг/мл)
не являются цитотоксичными. Следовательно, в
дальнейших исследованиях различных аспектов их
биологической активности на клеточном уровне
можно рекомендовать использование экстрактов в
указанном диапазоне концентраций.
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Comparative Analysis of the Cytotoxic Effect of Flavonoid-Containing Plant Extracts 
on the CHO Cell Line

M. N. Kurchatovaa, *, A. C. Fominb, A. A. Shirokova, b, and N. A. Durnovaa

aRazumovsky Saratov State Medical University, Saratov, 410012 Russia
bInstitute of Biochemistry and Physiology of Plants and Microorganisms, Russian Academy of Sciences, Saratov, 410049 Russia

*e-mail: kurchatova.marya@yandex.ru

Using the MTT test, different viability and metabolic activity of the multi-layered CHO cell line was established
when exposed to extracts of Helichrysum arenarium (L.) Moench, Gratiola officinalis L., Zea mays L. The use of ex-
tracts in concentrations from 50 to 250 μg/ml resulted in an increase in the number of viable cells (up to 86.0 ± 8.2%)
and stimulated their metabolic activity (up to 196.1 ± 8.8%). The use of extracts in concentrations from 500 to
2000 μg/ml resulted in a decrease in the number of viable cells (up to complete cell death) and inhibition of meta-
bolic activity (up to 13.4 ± 11.3%). The studied plant extracts of Helichrysum arenarium, anthocyanin form of Zea
mays and Gratiola officinalis showed different effects on healthy cells, depending on the concentration used.

Keywords: CHO, cytotoxicity, MTT test, Helichrysum arenarium (L.) Moench, Gratiola officinalis L., Zea mays L.
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К тенденции массовой гибели пчелиных семей, наметившейся в последние годы, имеет отношение зара-
жение пчел микроспоридиями Nosema apis Zander (1909). Эти одноклеточные организмы, проникнув в же-
лудочно-кишечный тракт, разрушают слизистую оболочку средней кишки, что проявляется в деградации
эпителиальных клеток. За счет выраженного внутриклеточного отека эпителиоциты слизистой оболочки
увеличиваются в объеме, приобретая округло-овальную форму, а в цитоплазме появляется характерная
базофильная зернистость. При этом исчезают пищеварительные вакуоли, ядра клеток становятся гипер-
хромными и отчасти пикнотическими. Камбиальные клетки в желудке больных пчел визуально не выяв-
ляются, а перитрофическая мембрана утрачивается. Отмечается неравномерность длины пищеваритель-
ных желез, что обуславливается десквамацией и преждевременной гибелью секреторных клеток. Деструк-
ция эпителиальных клеток средней кишки и утрата перитрофической оболочки приводит к значительному
снижению эффективности или полной утрате трофической функции, что приводит к гибели пчел от голода.
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В последние годы во всем мире отмечается массо-
вая гибель пчелиных семей (“коллапс пчел”). При-
чины их гибели не имеют убедительного объяснения
(Currie et al., 2010; Dainat et al., 2012; Ильясов и др.,
2017). В качестве наиболее вероятных причин рас-
сматривается техногенное загрязнение, включаю-
щее электромагнитные излучения и токсичные хи-
мические вещества (Еськов, Еськова, 2019), а также
патогенное воздействие экзо- и эндогенных парази-
тов (Сотников, Гробов, 2003).

Возрастающую угрозу для медоносной пчелы Apis
mellifera L. (1758) представляет нозематоз. Его вызы-
вают одноклеточные организмы (протисты), род-
ственные грибам (Eckert et al., 2008), – микроспори-
дии вида Nosema apis Zander (1909) и Nozema ceranae,
паразитирующие в эпителиальных клетках средней
кишки взрослых рабочих пчел, маток и трутней. За-
ражение насекомых происходит спорами паразита.
Споры N. apis поступают в пищеварительный тракт с
кормом и, оказавшись в средней кишке, проникают
в клетки, где и проходит полный цикл развития па-
разита. N. apis, разрушая клетки желудка пчел, при-
водит к понижению жизнеспособности и (или) гибе-
ли всей пчелиной семьи (Гробов, Лихотин, 2003;
Fries, 1993). Помимо пчел, микроспоридии, обладая
широким видовым разнообразием, паразитируют на
животных многих других видов, относящихся к раз-
ным таксономическим группам (Соколова, 2009).

В задачу настоящего исследования входило изу-
чение гистологических изменений стенки средней
кишки медоносных пчел, зараженных N. apis, по-
скольку именно нарушения функций пищевари-
тельной системы влияют на жизнеспособность пче-
линых семей.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Исследования выполняли в конце весны–начале
лета 2020 г. на двух генетически сходных группах
пчел, каждая из которых содержала по пять семей. В
одной группе находились здоровые семьи, в другой
больные нозематозом. Косвенным признаком, ука-
зывавшим на то, что семьи второй группы больны
нозематозом, являлось наличие множества пятен
экскрементов на стенках ульев и сотах.

Поскольку диарея могла быть связана с потребле-
нием некачественного корма, для уточнения причи-
ны диареи и выявления спор ноземы, от каждой се-
мьи отбирали по 30 пчел. У каждой пчелы извлекали
пищеварительный тракт, отделяли среднюю кишку
и растирали ее с небольшим количество воды в чаш-
ке Петри. Полученную каплю суспензии наносили
на предметное стекло, накрывали покровным стек-
лом и проводили микроскопический анализ при
400-кратном увеличении в слегка затененном поле
(Макаров, 2010). Признаком заражения пчелы
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N. apis являлось наличие в гомогенате средней киш-
ки спор овальной формы.

Для гистологического исследования средней
кишки (желудка) у здоровых пчел и пчел, поражен-
ных N. apis, извлекали желудочно-кишечный тракт и
вычленяли из него среднюю кишку (желудок). Ма-
териал помещали в кассеты для гистологической
проводки, раздельно фиксировали в 10%-ном ней-
тральном формалине в течение 24 ч, а затем 2 ч про-
мывали в дистиллированной воде. Зафиксирован-
ный и промытый от формалина материал при комнат-
ной температуре дегидратировали в водных растворах
этилового спирта возрастающей концентрации, обес-
печивая постоянное перемешивание растворов в авто-
матизированной системе гистологической проводки
Chandon Citadel 2000. Затем препараты пропитывали
парафином в том же автоматическом гистологиче-
ском процессоре.

Пропитанные парафином части средней кишки
помещали в металлические формы для изготовления
парафиновых блоков, заливали жидким парафином
и прижимали кассетой, после чего материал охла-
ждался до комнатной температуры. Из полученных
таким способом парафиновых блоков с помощью
ручного роторного микротома Accu-Cut Srm получа-
ли гистологические срезы толщиной 4 мкм. Депара-
финирование, окраску гематоксилин-эозином и ла-
минирование защитной пленкой гистологических
препаратов проводили в модульной автоматической
системе Tissue-Tek Film.

Готовые гистологические препараты исследовали
с помощью оптического микроскопа Leica DM 4000
B с объективами 20× и 40×, и окуляром 10×. Микро-
съемку проводили с помощью компьютерного при-
ложения Leica Application Suite.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В норме средняя кишка медоносной пчелы пред-
ставляет собой полый складчатый орган, в стенке
которого при гистологическом исследовании выде-
ляются три структурно-функциональных отдела
(рис. 1а): наружный мышечный слой, слизистая
оболочка и перитрофическая мембрана (оболочка).
Наружный слой образован поперечно-полосатой
мышечной тканью (рис. 1а, 1), представленной
клетками вытянутой формы с заметной поперечной
исчерченностью. Клетки содержат по одному оваль-
ному ядру. Мышечные клетки, расположены слоями
в кольцевом, косом и продольном направлениях.

С внутренней стороны к мышечному слою приле-
гает неоднородная по клеточному составу слизистая
оболочка (рис. 1а, 3), сужающаяся от передней к зад-
ней части кишки. Слизистая оболочка отделяется от
мышечного слоя тонкой базальной мембраной, вы-
полняющей опорную, трофическую, барьерную и
другие функции.

Структурно-функциональной единицей слизи-
стой оболочки является простая трубчатая железа,
образованная одним слоем специализированного
столбчатого (цилиндрического) эпителия. Большая
его часть представлена секреторными светлыми вы-
тянутыми клетками с нечеткими контурами, содер-
жащими пищеварительные вакуоли (рис. 1а, 2). Бо-
лее темные, базофильные, мелкие эпителиоциты,
расположенные в базальных отделах железистых
крипт, являются, вероятно, камбиальными клеточ-
ными элементами, способными к делению и диффе-
ренцировке в секреторные клетки.

Пищеварительная секреция осуществляется пу-
тем увеличения в размерах внутрицитоплазматиче-
ских вакуолей, которые в дальнейшем сливаются
между собой, образуя один или два крупных пузырь-
ка. Впоследствии, клеточная мембрана разрушается
и секреторное содержимое, вместе с разрушенными
частями клеток, попадает в просвет средней кишки.

Трофический субстрат, находящийся в желудке,
обволакивает и отделяет от слизистой оболочки пе-
ритрофическая мембрана (рис. 1а, 4), предохраняю-
щая эпителиоциты слизистой оболочки от разруше-
ния. Она представляет собой слой слизи, включаю-
щей фрагменты разрушенных клеточных элементов,
образовавшихся в результате голокриновой секре-
ции. Через перитрофическую мембрану проникает
пищеварительный секрет, а питательные вещества
поступают к эпителиальному слою.

У пчел, пораженных N. apis, выраженные измене-
ния происходят в пределах слизистой оболочки
средней кишки и не затрагивают другие отделы пи-
щеварительного тракта. На малых увеличениях на-
блюдается некоторое сглаживание складок кишеч-
ной стенки (рис. 1б), что возможно связано с выра-
женным внутриклеточным отеком и увеличением в
объеме эпителиоцитов слизистой оболочки. Повы-
шенная десквамация секреторных клеток, связан-
ная с их ускоренной гибелью, приводит к возникно-
вению неравномерности толщины слизистой обо-
лочки. В некоторых участках отмечается отсутствие
железистых крипт, вплоть до базальной мембраны.
На больших увеличениях прослеживается измене-
ние размеров секреторных клеток. Они увеличива-
ются в поперечном сечении (с 8–15 мкм в норме до
16–26 мкм при поражении ноземой). При этом в
светлой, слабо эозинофильной цитоплазме обнару-
живаются многочисленные округлые и овальные ба-
зофильные зерна размером от 1 до 5 мкм. Ядра эпи-
телиоцитов выглядят гиперхромными, местами пик-
нотичными (рис. 1б, 4). Секреторных вакуолей в
пораженных клетках не обнаруживается. Камбиаль-
ные клетки в слизистой оболочке желудков пчел, по-
раженных N. apis, визуально не определяются. В же-
лудках таких пчел полностью утрачивается перитро-
фическая мембрана.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Споры ноземы, оказавшиеся в средней кишке
пчелы, проникают в клетки путем прокола их оболо-
чек и вступают во внутриклеточную фазу развития

(Исси, Токарев, 2002; Исси и др., 2005). Размноже-
ние N. apis в пораженных эпителиоцитах слизистой
оболочки приводит к увеличению численности па-
разитов в цитоплазме, что порождает дегенератив-

Рис. 1. Гистологическая организация стенки средней кишки пчел в норме и при поражении нозематозом. а – Гистологиче-
ский препарат средней кишки здоровой пчелы. Обозначения: 1 – клетки мышечного слоя, 2 – пищеварительные вакуоли
эпителиальных клеток, 3 – эпителиальные клетки слизистой оболочки, 4 – перитрофическая мембрана, 5 – мальпигиев со-
суд. Ув. об.: 20×. б – Гистологический препарат средней кишки пчелы, пораженной нозематозом. Обозначения: 1 – набухшие
эпителиальные клетки, со светлой цитоплазмой, содержащие споры Nozema apis, 2 – отсутствие перитрофической мембраны,
3 – поперечнополосатая мышечная клетка, 4 – гиперхромные и пикнотичные ядра эпителиальных клеток, 5 – увеличенный
в объеме эпителиоцит слизистой оболочки со светлой зернистой цитоплазмой. Увел. об. 40×.
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но-дистрофические изменения в клетках и развитие
внутриклеточного отека. Секреторные клетки уве-
личиваются в объеме, а цитоплазма на гистологиче-
ских препаратах приобретает светлую, слабо эозино-
фильную окраску с наличием базофильных зерен
округлой и овальной формы. На нарушение секре-
торной функции эпителоцитов указывает отсутствие
пищеварительных вакуолей и перитрофической мем-
браны. В норме формирование перитрофической
мембраны связано с секреторной функцией эпите-
лиоцитов и последующей голокриновой секрецией. В
клетках слизистой оболочки желудка пчелы, пора-
женной N. apis, секреторные процессы прекращают-
ся. По этой причине перитрофическая мембрана не
может формироваться и не обнаруживается на ги-
стологических препаратах.

Деструкция перитрофической оболочки, выпол-
няющей функцию фильтра, пропускающего к стен-
кам желудка продукты полного расщепления пище-
вых веществ – аминокислот, моносахаридов и др.
(Peters, 1968; Тыщенко, 1976), нарушает трофиче-
скую функцию. Пчелы лишаются возможности по-
требления цветочной пыльцы – важного компонен-
та, обеспечивающего их протеинами и липидами.
Без этого пчелы не могут продуцировать маточное
молочко, необходимое для выкармливания расплода
(Асафова и др., 2001). Поэтому численность рабочих
особей в семье, пораженной микроспоридиями
N. apis, неуклонно уменьшается.

Продолжительность развития в организме пчелы
одной генерации N. apis при благоприятной для них
температуре (20–30°С) происходит за 3–4 сут (Buhl-
mann, 1998), а голодные пчелы выживают в течение
5–6 сут (Еськов, 1995), поэтому генерация паразитов
успевает завершить развитие в живой пчеле. Образу-
ющиеся споры выделяются в окружающую среду с
экскрементами. Интенсификации их выделения и
распространения способствует диарея, стимулируе-
мая N. apis.

Широкое распространение нозематоза, наряду с
другими заболеваниями и загрязнением кормовых
участков пчел токсическими элементами вносит
свой вклад в отмечаемую в последние десятилетия
массовую гибель пчелиных семей (Currie et al., 2010;
Dainat et al., 2012; Ильясов и др., 2017). Уменьшение
продолжительности жизни трутней и маток проис-
ходит отчасти под непосредственным воздействием
N. apis и опосредованно – под влиянием заражения
и снижение жизнеспособности рабочих пчел. У них
нарушение пищеварения лишает возможности сек-
реции маточного молочка, необходимого для вы-
кармливания расплода всех трех каст медоносной
пчелы. Связанное с этим недоразвитие маток и трут-
ней отражается на снижении их жизнеспособности и
воспроизводительной функции (Rhodes, 2011; Гулов
и др., 2015). По причине физиологического недораз-
вития маток, выращенных в семьях больных нозема-
тозам, их замена происходит в первые месяцы жизни

(Anderson, 2004). Подобное явление отмечается, ес-
ли матки на стадии куколки развиваются при пони-
женной температуре (Еськов, Торопцев, 1979).

На основании проведенных гистологических ис-
следований установлено, что основная причина ги-
бели пчел, зараженных N. apis, обуславливается де-
струкцией эпителиальных клеток средней кишки и
утратой ею перитрофической оболочки, что приво-
дит к нарушению пищеварения. Поэтому предлагае-
мые при нозематозе белково-углеводные подкормки
пчелиных семей (Гробов, Лихотин, 2003) не могут
иметь ни лечебного, ни профилактического значе-
ния. В отсутствии же эффективных лечебных препа-
ратов пчеловодам остается лишь строго соблюдать
профилактические меры – изолировать здоровые
семьи от больных, заменять в них кормовые и рас-
плодные соты на обеззараженные, дезинфицировать
ульи и пчеловодный инвентарь. Вероятно, в некото-
рых критических ситуациях биологически целесооб-
разно уничтожать семьи, сильно ослабленные про-
грессирующей экспансией паразита.
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Damage to the Honey Bee’s Midgut Caused by Nosema
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Infection of bees with the microsporidium Nosema apis Zander (1909) causes the mass mortality of bee colonies,
which has emerged in recent years. Penetrating into the gastrointestinal tract, Nosema destroys the walls of the mid-
gut. The damage is expressed in the degradation of the epithelial cells of the mucosa. At the same time, there is an
increase in the volume of round and polygonal epithelial cells, their cytoplasm acquires basophilic granularity, the
digestive vacuoles disappear, and the cell nuclei become hypochromic and some demonstrate signs of pyknosis. The
c,ambial cells in the stomach of sick bees are not detected, and the peritrophic membrane is completely lost. Un-
evenness along the length of the digestive glands is manifested, which is due to the desquamation of secretory cells.
Destruction of the midgut cells and the loss of the peritrophic membrane, almost or completely, deprive the bees of
their trophic function, which led to their elimination caused by hunger.

Keywords: honey bee, midgut, Nosema apis, cell degradation, microsporidia
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Принято считать, что превращения аминокислот, входящих в состав природных белков, идентичны у че-
ловека и животных. Поэтому деление аминокислот на незаменимые и заменимые во многом совпадает у
животных и человека. Но есть две аминокислоты, обмен которых существенно отличается даже у млеко-
питающих и человека: треонин и гистидин. Причем если у всех других млекопитающих треонин необра-
тимо распадается двумя путями, то у человека – только одним, и это никак не отражается на незаменимо-
сти треонина. Что же касается гистидина, то особенности его обмена у человека приводят к тому, что ги-
стидин является заменимой аминокислотой у здорового взрослого человека в отличие от подавляющего
большинства млекопитающих. В настоящей работе описываются особенности превращения гистидина у
человека и других млекопитающих с объяснением парадоксальной на первый взгляд заменимости гисти-
дина для человека, что необходимо учитывать при составлении рациона.
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Хорошо известно, что белки необходимы для пи-
тания человека и животных. Биологическая цен-
ность белка определяется его аминокислотным со-
ставом. Одни аминокислоты – незаменимые – не
синтезируются в организме при их отсутствии в пи-
ще, тогда как другие – заменимые – в аналогичном
случае могут синтезироваться в организме. Восемь
аминокислот (лизин, треонин, триптофан, метионин,
фенилаланин, лейцин, валин и изолейцин) необходи-
мы для всех исследованных видов животных (Май-
стер, 1961). Но превращение двух аминокислот –
треонина и гистидина – у человека отличается даже
от других млекопитающих. Причем если разница
распада треонина у людей и других млекопитающих,
который у тех и других необратим, не влияет на не-
заменимость этой аминокислоты (Малиновский,
2019), то гистидин парадоксальным образом являет-
ся незаменимой аминокислотой для большинства
млекопитающих, но заменимой для здорового
взрослого человека.

В настоящей работе речь идет о различиях пре-
вращений гистидина у человека и других млекопита-
ющих, объясняющих разницу в незаменимости (за-
менимости) гистидина. Поскольку до конца ХХ в. ни
один фермент биосинтеза гистидина не был выделен
из животных тканей, чаще считали, что в животном
организме гистидин не синтезируется и это несмот-

ря на то, в срезах печени человека синтез гистидина
был зафиксирован еще в середине ХХ в. (см. ниже).
Правда, в литературе по биохимии человека гисти-
дин обычно относили к заменимым аминокислотам
для здоровых взрослых людей, но при этом никак не
объясняли этот парадокс или выдвигали различные
его версии (см. ниже). И только выделение японски-
ми биохимиками уже в XXI веке из печени крупного
рогатого скота фермента гистидинолдегидрогеназы
позволяет ответить на накопившиеся вопросы. Не-
заменимость (заменимость) гистидина должна учиты-
ваться при составлении кормов сельскохозяйственных
животных, рационов взрослых людей и детей, а также
лечебного применения этой аминокислоты при уре-
мии и ревматоидном артрите.

Незаменимость (заменимость) гистидина у млеко-
питающих животных. В 1937 г. Роуз с сотрудниками
(Rose, 1937) путем последовательного поочередного
исключения аминокислот из рациона установили,
что для белых крыс незаменимыми являются 9 ами-
нокислот, включая гистидин. Вскоре незамени-
мость гистидина была установлена для мыши, соба-
ки и цыпленка (Майстер,1961).

В учебнике по биохимии для университетов
(Фердман, 1966) говорится о том, что животные спо-
собны к синтезу ряда, но далеко не всех встречаю-
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щихся в них циклических соединений. Так, напри-
мер, у животных не синтезируется ядро имидазола,
входящее в состав гистидина.

В работе, целиком посвященной метаболизму ги-
стидина у животных и человека, говорится о том, что
аминокислота гистидин является незаменимой для
большинства животных: крысы, мыши, собаки и
цыпленка (Stiefel, 1971). В этой же работе приводит-
ся схема метаболизма гистидина. Здесь не имеет
смысла приводить эту схему, поскольку все реакции
в ней, кроме одной, катаболические. Лишь одна ре-
акция, отражаюшая синтез гистидина, приведена
под вопросом, возможно, потому, что в работе рас-
сматривается метаболизм гистидина не только у жи-
вотных, но и у человека (см. ниже). В работе также от-
мечается, что пути биосинтеза гистидина доказаны
только для растений и микроорганизмов (Stiefel, 1971).

В другой работе (Enwonwu, Eugene, 1983) рассмат-
ривается метаболизм гистидина в мозге молодых не-
человекообразных обезьян и отмечается, что при не-
достаточности белка в питании уровень гистидина в
мозге резко возрастал. Но если в мозге при этом уро-
вень большинства незаменимых аминокислот не па-
дал, а фенилаланина даже возрастал, то этот факт не
может говорить в пользу возможности биосинтеза
гистидина в организме. Однако уровень всех других
незаменимых аминокислот, в том числе фенилала-
нина, резко снижался в печени и плазме крови, а ги-
стидина заметно не менялся. Нельзя также считать
источником гистидина дипептид гомокарнозин, со-
держащийся в мозге, так как уровень гистидина в
этом дипептиде также увеличивается при белковом
голодании. Возможно, снижение концентрации
других незаменимых аминокислот в плазме обеспе-
чило лучшее поступление гистидина, а также фенил-
аланина в мозг по конкурентному механизму.

Паркер с сотрудниками (Parker et al., 1985) отме-
чают, что мыши, мускулатура которых не содержит
гистидинсодержащего дипепетида карнозина, обна-
руживают ранние признаки дефицита гистидина
при отсутствии его в рационе питания, в отличие от
крыс и других млекопитающих. Из этого делается
вывод, что пищевой дефицит гистидина у некоторых
животных хотя бы частично покрывается карнози-
ном мышц, снижение которого при этом условии
наблюдали у крыс (Clemens et al., 1978). Роль карно-
зина, как возможного источника гистидина в почках
собаки, показана и в других работах (Fukuda, Kopple,
1979; Cianciaruso et al., 1985).

Среди млекопитающих отдельного разговора за-
служивают жвачные. Так, Кочанов и Иванова (1981)
рассматривают белковый обмен у северных оленей и
лосей и относят гистидин к заменимым аминокис-
лотам. И только в работе XXI в. (Wadud, 2001) впер-

вые сообщается об активности в печени и почках
крупного рогатого скота фермента гистидинолде-
гидрогеназы, окисляющей гистидинол в гистидин
(схема 1).

Схема 1. Окисление гистидинола в гистидин.

Причем количество гистидина, образующегося в
этой реакции, полностью удовлетворяет потреб-
ность в нем у крупного рогатого скота. Отсюда дела-
ется вывод, что для крупного рогатого скота гисти-
дин может быть заменимой аминокислотой, если
достаточна продукция гистидинола из предшествен-
ников. При сравнении активности гистидинолде-
гидрогеназы из печени и почек крупного рогатого
скота с аналогичной активностью у свиньи, не явля-
ющейся жвачным животным (Wadud, 2001), было
установлено, что количество синтезируемого гисти-
дина не может удовлетворять потребность в нем у
свиньи. Из этих результатов автор сделал заключе-
ние о том, что гистидин может быть заменимой ами-
нокислотой у крупного рогатого скота, но незамени-
мой у свиней (Wadud, 2001).

Другим автором показана активность гистиди-
нолдегидрогеназы в печени, почках и мышцах круп-
ного рогатого скота, а также свиньи, мыши, домаш-
ней птицы и дикой утки и обсуждается незамени-
мость гистидина у этих животных (Onodera, 2003). В
работе указывается, что гистидин может не быть не-
заменимой аминокислотой как для растущего, так и
для взрослого крупного рогатого скота, если образо-
вание гистидинола из его предшественников доста-
точно в органах, содержащих гистидинолдегидроге-
назу – печени, почках и мышцах. В то же время ав-
тор отмечает (Onodera, 2003), что образование
гистидина у телят возрастает с весом тела: у расту-
щих телят (до 300 кг веса тела) потребность в гисти-
дине возрастает, а у телят весом 450 кг образование
гистидина в организме уже превышает потребность
в нем.

Начальным продуктом синтеза гистидина в орга-
нах считают фосфорибозилпирофосфат, но при
этом автор (Onodera, 2003) заявляет, что именно ак-
тивность гистидинолдегидрогеназы определяет воз-
можность синтеза гистидина de novo, так как этот
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фермент катализирует конечный шаг в серии реак-
ций в пути биосинтеза гистидина. У всех исследо-
ванных видов животных обнаружена гистидинолде-
гидрогеназа, но разной активности. Делается вывод,
что эта активность и является тем самым показате-
лем, по которому можно судить о незаменимости ги-
стидина для того или иного вида животного (Onode-
ra, 2003).

Незаменимость (заменимость) гистидина у челове-
ка. Уже давно было показано, что гистидин не явля-
ется необходимым для обеспечения азотистого рав-
новесия у человека (Rose, 1949). Авторы работы, в
которой срезы печени человека инкубировали с 14С-
меченным формиатом, нашли вновь образованное
меченое соединение, которое с помощью бумажной
хроматографии было идентифицировано как гисти-
дин (Levy, Coon, 1952).

У более 50 индивидуумов, находящихся на диете,
лишенной гистидина, поддерживалось азотистое
равновесие или положительный азотистый баланс
(Rose et al., 1954). Таким образом, способность
взрослого человека успешно обходиться без включе-
ния в пищу гистидина является общим явлением и
не ограничивается случайным индивидом. Накоп-
ленные в лаборатории данные не дали достаточного
основания решить, синтезируется ли гистидин клет-
ками человека или микроорганизмами, обитающи-
ми в пищеварительном тракте. Предположение в
пользу клеток человека поддерживаются упомяну-
тыми выше наблюдениями (Levy, Coon, 1952).

Роуз в своей работе (Rose, 1957) подчеркивает со-
вершенно неожиданное наблюдение относительно
гистидина у человека: гистидин требуется всем пред-
варительно протестированным видам млекопитаю-
щих, исключая человека, у которого гистидин не
влияет на азотистый баланс, а также на физическое
самочувствие. Проведенные эксперименты не дают
приемлемых оснований сомневаться, что гистидин
не является необходимым для поддержания азоти-
стого равновесия у взрослого человека. Автор также
пишет, что результаты дальнейших исследований
должны показать, требуется ли гистидин растущему
ребенку, поскольку нельзя исключить возможность
того, что аминокислоты, которые не являются необ-
ходимыми для поддержания азотистого равновесия
у нормальных субъектов в обычных условиях, могут
становиться незаменимыми при заболеваниях, а
также при таких физиологических состояниях, как
репродукция или лактация (Rose, 1957). Кроме того,
автор считает, что нельзя ни утверждать, ни отри-
цать участие кишечных микроорганизмов в синтезе
гистидина, но в то же время стоит принять во внима-
ние обнаруженное образование гистидина в срезах
печени человека (Levy, Coon, 1952). К сожалению, это

количество гистидина слишком мало, чтобы его мож-
но было полностью охарактеризовать (Rose, 1957).

Хотя многие экспериментальныe животные нуж-
даются в ведении гистидина с пищей для роста и
обеспечения азотистого равновесия, имеются дан-
ные, что у молодых здоровых людей азотистое рав-
новесие может сохраняться и при диете, не содержа-
щей гистидина (Stiefel, 1971). Эти данные указывают
на возможность синтеза гистидина в тканях челове-
ка, но их можно толковать и иначе, например, пред-
положить, что гистидин синтезируется при участии
микрофлоры кишечника, или образуется при распа-
де гемоглобина (Stiefel, 1971). Однако в еще более
ранней работе (Levy, Coon, 1952) доказывается воз-
можность именно синтеза гистидина в организме
человека. И не случайно в учебнике по биохимии
для медицинских институтов (Штрауб, 1963) также
говорится, что для человека гистидин является заме-
нимой аминокислотой, и что не слишком продол-
жительное его отсутствие в пище не вызывает ника-
ких расстройств в организме и приводится схема
биосинтеза гистидина в организме человека. Утвер-
ждается, что гистидин синтезируется из гистидино-
ла (Штрауб, 1963), и это подтверждено в недавнее
время (Wadud, 2001; Onodera, 2003). При этом
Штрауб (1963) приводит предполагаемую схему био-
синтеза гистидина у человека из пуринового основа-
ния аденина, а пуриновые основания , как известно,
синтезируются в животном организме (Фердман,
1966). Здесь не имеет смысла приводить эту схему,
ибо она реализуется у микроорганизмов, но не под-
тверждена у человека. Были сообщения о том, что
для грудных детей гистидин является незаменимой
аминокислотой (Snyderman, 1963).

Кребс (Krebs, 1964), как и Роуз (Rose, 1954), отме-
чает, что взрослые люди в отличие от растущих крыс
не требуют поставок гистидина для поддержания
азотистого равновесия. Поскольку потеря гистиди-
на (плюс метилгистидин) с мочой составляет 200–
300 мг в день, поддержка азотистого равновесия не
может объясняться сохранением гистидина в орга-
низме. Это наводит на мысль, что взрослый человек
может синтезировать достаточное количество гисти-
дина. Pассматривая потребности в белках и незаме-
нимых аминокислотах людей разных возрастных
групп (от грудных детей до пожилых людей), авторы
делают вывод о том, что гистидин, возможно, заме-
ним у взрослых людей и детей школьного возраста,
но незаменим у грудных детей (Irwin, Hegsted, 1971).

Отмечается (Stiefel, 1971), что гистидин является
незаменимой аминокислотой для ребенка, в то вре-
мя как у взрослого человека азотистое равновесие
может поддерживаться безгистидиновой диетой.



406

ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 4  2021

МАЛИНОВСКИЙ

Эти данные показывают, что потребность в ги-
стидине у взрослого человека может отличаться от
потребности в нем у крысы и собаки. Однако такие
факторы, как синтез гистидина кишечными бакте-
риями и продолжительность экспериментального
периода могут быть значимы для окончательных вы-
водов. Конечные заключения не могут быть выведе-
ны до тех пор, пока точно не определено, синтезиру-
ется ли гистидин у взрослого человека. Есть только
одна реакция синтеза гистидина, приведенная под
вопросом (Stiefel, 1971), т. к. не показаны продукты,
из которых гистидин может образоваться. Однако в
этой же работе говорится о том, что наблюдаемая у
людей гистидинемия может быть результатом избы-
точной продукции гистидина.

Авторы работы, целиком посвященной вопросу
незаменимости аминокислоты гистидина у человека
(Stifel, Herman, 1972), считают, что этот вопрос пол-
ностью не решен и требует дальнейших исследова-
ний, ибо ко времени написания статьи никто долж-
ным образом не показал, что гистидин может синте-
зироваться у человека, несмотря на то, что была
показана роль 14С-формиата как предшественника
имидазольного кольца гистидина в срезах печени
(Levy, Coon, 1952). Возможно, гистидин требуется не
только грудным детям, но и взрослым при опреде-
ленных болезненных состояниях (уремия и ревмато-
идный артрит) (Stifel, Herman, 1972). Збарский и др.,
(1972) заявляют, что хотя гистидин незаменим в пи-
тании животных, по-видимому, является заменимой
аминокислотой для человека, поскольку у людей да-
же при отсутствии гистидина в пище азотистое рав-
новесие сохраняется. Эти же авторы предполагают,
что потребность в гистидине в известной мере по-
крывается за счет карнозина мышц и гомокарнозина
мозга.

Прорывом, показывающим синтез гистидина в
организме взрослого человека, явилась работа
(Sheng, Badger, 1977), в которой взрослым людям че-
рез 22 сут безгистидинового питания перрорально
вводили 15NH4Cl. При этом 15N появлялся в общем
белке плазмы крови, глобине гемоглобина и мочеви-
не. Причем 15N присутствовал как в аминогруппе ги-
стидина, так и в его имидазольном кольце. Из этого
авторы (Sheng, Badger, 1977) сделали заключение,
что гистидин синтезируется у нормального взросло-
го человека. Данный эксперимент не показывает ни
локализацию, ни степень биосинтеза гистидина, хо-
тя кишечная микрофлора может вносить в него свой
вклад. В другом эксперименте (Wixom et al., 1977)
48-летний здоровый мужчина получал внутривенное
безгистидиновое питание в течение 72 сут экспери-
мента, в ходе которого 3-суточного безлизинового
питания было достаточно для резко отрицательного

азотистого баланса. Отсутствие же гистидина приве-
ло азотистый баланс почти к нулю без заметных из-
менений содержания мочевины, мочевой кислоты,
креатинина и короткоживущих белков в сыворотке
крови.

Отмечается, что гистидин является единствен-
ным среди незаменимых аминокислот, при исклю-
чительно низком содержании которого в пище в те-
чение короткого времени поддерживается азотистое
равновесие (Swendseid, 1981). Этот автор приводит не-
сколько гипотез для объяснения этого феномена:
1) гистидин составляет 8% молекулы гемоглобина, и
распад гемоглобина обеспечивает наибольшее коли-
чество гистидина в сравнении с другими незаменимы-
ми аминокислотами; 2) гидролиз дипептида карнозина
мышц освобождает гистидин, хорошим доказатель-
ством этого является снижение содержания карнозина
у крыс в мышцах при безгистидиновой диете и попол-
нение содержания карнозина при снабжении
гистидином (Clemens et al., 1978; Swendseid, 1981);
3) биосинтез гистидина (Sheng, 1977). Комбинация
этих гипотез может объяснить уникальную потреб-
ность тканей в гистидине при безгистидиновой дие-
те. Есть данные (Swendseid, 1981), что у женщин при
безгистидиновой диете отрицательный азотистый
баланс, возможно, может развиться быстрее, чем у
мужчин из-за меньшей мышечной массы и потому
более ограниченных запасов карнозина.

Большие запасы гистидина в теле человека в виде
гемоглобина и карнозина в организме человека мо-
гут рекрутироваться и поддерживать азотистое рав-
новесие в течение длительногой периода (Swendseid,
1981). В то же время автор считает, что сложно оце-
нить бактериальный синтез гистидина в нормаль-
ных условиях (Swendseid, 1981). Хотя эти приведен-
ные данные согласуются с возможностью некоторо-
го синтеза гистидина in vivo, они не демонстрируют
его достаточность для удовлетворения потребности
организма или что он не ограничен бактериями.

В книге о современном питании (Ross et al., 2014)
также подтверждается высказанная Кребсом (Krebs,
1964) возможность синтеза гистидина в организме
человека. В этой книге специальный раздел посвя-
щен гистидину и замечено, что хотя незаменимость
гистидина показана для крыс, трудно определить его
незаменимой аминокислотой для взрослых людей.

Чем же тогда можно объяснить данный парадокс?
Для этого нужно обратиться к работе, в которой рас-
сматривается фермент гистидинолдегидрогеназа не
только у животных, но и у людей (Onodera, 2003).
Стоит напомнить, что в этой работе делается вывод
о том, что незаменимость (заменимость) гистидина
для того или иного вида, включая человека, опреде-
ляется активностью гистидинолдегидрогеназы. Не-
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смотря на то, что начальным продутом синтеза ги-
стидина в животном организме является фосфори-
бозилпирофосфат, именно активность гистидинол-
дегидрогеназы определяет возможность синтеза ги-
стидина de novo, т. к. как этот фермент катализирует
конечный шаг в серии реакций в пути биосинтеза
гистидина. У всех исследованных видов животных и
человека обнаружена гистидинолдегидрогеназа, но с
разной активностью. Для окончательного суждения
об отсутствии незаменимости гистидина для здоро-
вого взрослого человека потребуется определить ак-
тивность гистидинолдегидрогеназы в некоторых ор-
ганах взрослых людей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на схожесть превращения большинства
аминокислот с таковым у животных, человек отли-
чается даже от других млекопитающих по превраще-
нию незаменимой аминокислоты треонина и услов-
но незаменимой аминокислоты гистидина. Что ка-
сается биосинтеза гистидина, из всех ферментов,
катализирующих его реакции, к настоящему време-
ни выделен только фермент гистидинолдегидроге-
наза. Она обнаружена у всех исследованных видов
животных, но обладает разной активностью. Эта ак-
тивность и является тем самым критерием, по кото-
рому можно судить о незаменимости гистидина для
того или иного вида животного. В одних случаях эн-
догенный биосинтез гистидина может удовлетво-
рять потребности организма в этой аминокислоте
(здоровые взрослые люди и крупный рогатый скот) и
не может в других, таких как большинство животных, а
также грудные дети и люди, страдающие почечной не-
достаточностью и ревматоидным артритом.

Все изложенное должно учитываться при состав-
лении соответствующих рационов людей и сельско-
хозяйственных животных, а также при применении
гистидина для облегчения состояния больных уре-
мией и ревматоидным артритом.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

Збарский Б.И., Иванов И.И., Мардашев С.Р. 1972. Биологи-
ческая химия. Л.: Медицина. 401 С.

Кочанов Н.Е., Иванова Г.М., Вебер А.Э., Симаков А.Ф. 1981.
Обмен веществ у диких жвачных животных (северные
олени и лоси). Л.: Наука. 192 с.

Майстер А.1961. Биохимия аминокислот. М.: Иностран-
ная литература. 121 с.

Малиновский А.В. 2019.Причины возникновения незаме-
нимости треонина в свете эволюции. Цитология.
Т. 61. № 7. С. 521.

Фердман Д.Л. 1966. Биохимия. М.: Высшая школа. С. 252.
Штрауб Ф.Б. 1963. Биохимия. Будапешт: АН Венгрии.

С. 221.

Cianciaruso B., Fukuda S., Jones M R., Kopple J. D. 1985. Net
release or uptake of histidine and carnosine in kidney of
dogs. Am. J. Physiol. V. 248. P. E51.

Clemens R.A., Kopple J.D., Swendseid M.E. 1978. Metabolic ef-
fects of histidine free diets in rats. (Abstract). Fed. Proc.
V. 37. P. 263.

Enwonwu C.O., Eugene E.O. 1983. Different effects of protein
malnutrition and ascorbic acid deficiency on histidine me-
tabolism in the brains of infant nonhuman primates. J.
Neurochem. V. 41. P. 230.

Fukuda S., Kopple J.D. 1979. Evidence that dog kidney is an en-
dogenous source of histidine. Am. J. Physiol. V. 237. P. E1.

Irwin M.I.,Hegsted D.M. 1971. A conspectus of research on pro-
tein requirements of man. J. Nutr. V. 101. P. 387.

Krebs H.A. 1964. The metabolic fate of amino acids. In: Mam-
malian protein metabolism. N.-Y.: Academic Press. V. 1.
P. 125.

Laidlaw S.A., Kopple J.D. 1987. Newer concepts of the indis-
pensable amino acids. Am. J. Clin. Nutr. V. 46. P. 593.

Levy L., Coon M.J. 1952. Hystidine synthesis in yeast and hu-
man liver. Fed. Proc. V. 11. P. 248.

Onodera R. 2003. Essentiality of histidine in ruminant and oth-
er animals including human beings. Asian-Aust. J. Anim.
Sci. V. 16. P. 445.

Parker C.J., Riess G.T., Sardesai V.M. 1985. Essentiality of his-
tidine in adult mice. J. Nutr. V. 115. P. 824.

Rose W.C. 1937. The nutritive significance of the amino acids
and certain related compounds. Science. V. 86. P. 298.

Rose W.C.1949. Amino acid requirements of man. Fed. Proc.
V. 8. P. 546.

Rose W.C., Haines W.J., Warner D.J. 1954. The amino acid re-
quirements of man. V. The role of lysine, arginine and tryp-
tophan. J. Biol. Chem. V. 20. P .421.

Rose W.C.1957. The amino acid requeriments for adult man.
Nutr. Abstr. Rev. V.27. P.631.

Ross A.C., Caballero B., Cousins R.J., Tucker K.L., Ziegler T.R.
2014. Modern nutrition in health and disease. Philadel-
phia: Lippincott Williams & Wilkins.

Sheng Y.B., Badger T.M. 1977. Incorporation of 15NH4Cl into
histidine in adult man. J. Nutr. V. 107. P. 621.

Snyderman S.E., Boyer A., Roitman E.,Holt E.,Prose P.H.
1963.The histidine requirement of the infant. Pediatrics.
V. 31. P. 786.

Stiefel F.B.,Herman R.H. 1971. Histidine metabolism. Am. J.
Clin. Nutr. V. 24. P. 207.

Stifel F.B., Herman R.H. 1972. Is histidine an essential amino
acid in man? Am. J. Clin. Nutr. V. 25. P. 182.

Swendseid M.E. 1981. Essential amino acid requirements: A re-
view. ESN:FAO/WHO/UNU/

EPR/81/30: University of California.
Wadud S., Onodera R., Or-Rashid M.M. 2001. Synthesis of his-

tidine in liver and kidney of cattle and swine. Anim. Sci.
V. 72. P. 253.

Wixom R.L., Anderson H.L., Terry B.E., Sheng Y-B. 1977. Total
parenteral with selective histidine depletion in man. I. Re-
sponses in nitrogen metabolism and related areas. Am. J.
Clin. Nutr. V. 30. P. 887.



408

ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 4  2021

МАЛИНОВСКИЙ

Differences of Histidine Conversion in Human and Other Mammals
А. V. Malinovsky*

Biophyspribor, Russian Federal Medico-Biological Agency, Saint Petersburg, 197183 Russia
*e-mail: malinovskiy.andrey@yandex.ru

It is considered that transformation of amino acids found in the structure of natural proteins is the same with man
and animals. So, division of amino acids into essential and nonessential amino acids is largely the same in animals
and humans. However, there are two amino acids whose essentiality differs greatly even in mammals and man. These
are threonine and histidine. While in case with all other mammals threonine is degraded irreversibly in two ways, in
case with humans this occurs only in one way which nevertheless does not influence essentiality of threonine. As to
histidine the features of its nonessentiality found with man leads to the fact that histidine is a nonessential amino
acid in the healthy adults unlike the case with a majority of mammals. In the present paper the transformation fea-
tures of histidine in mammals and man are described and paradoxical nonessentiality of histidine for man is ex-
plained, which is necessary to take into account when making up ration.
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