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24–28 мая 2021 г. в Пущино на базе Института
биофизики клетки Российской академии наук Фе-
дерального исследовательского центра ПНЦБИ РАН
проходила 11-я Международная конференция
“Рецепторы и внутриклеточная сигнализация”.
Несмотря на продолжающуюся пандемию, на
конференцию приехало много истосковавшихся
по живому общению научных сотрудников и ас-
пирантов. Высокий уровень конференции был
задан пленарными докладами ведущих ученых.
Большой интерес участников вызвали  также ма-
стер-классы, организованные известными про-
изводителями научного оборудования, в частно-
сти фирмой Квадрос-Био, специализирующейся
на методах измерения активности клеток в куль-
туре и анализа экспрессии генов в одиночных
клетках. 

Из 426 авторов поданных материалов очно в
работе конференции приняло участие 128 человек
из 18 городов, 37 институтов и 4 стран. На конфе-
ренции было представлено 64 устных доклада и
обсуждено 73 постерных сообщения. Программа
конференции включала ежедневные обзорные
пленарные доклады приглашенных ведущих уче-
ных, посвященные новейшим достижениям в
различных областях биологии, биотехнологии,
фармакологии и экспериментальной медицины.
Большинство пленарных докладов были посвя-
щены фундаментальным механизмам функцио-
нирования клеток при различных патологиях.
Наиболее интересными стали доклады Н.В. Гон-
чарова “Эндотелий сосудов в патогенезе нейроде-
генеративных заболеваний”, А.Ю. Абрамова “Роль
NRF2 в энергетическом метаболизме”, А.В. Се-
мьянова “Нейрон-глиальные взаимодействия в
головном мозге”, Е.А. Туровского “Кальций-за-
висимые механизмы активации защитных сиг-
нальных путей нейронов головного мозга при ги-
поксии и ишемии”.

На конференции широко обсуждались моле-
кулярные механизмы управления функциональ-
ной активностью клеток в норме и при различных
патологиях. В частности, представлены данные о

новых рецептор-зависимых механизмах управле-
ния активностью макрофагов, нейтрофилов и
тромбоцитов при воспалении. Традиционно бы-
ли доложены результаты работ, выполненных на
клетках мозга, сердца и почек, которые посвяще-
ны исследованиям сигнализации при апоптозе в
условиях стресса и ишемии. При этом показаны
новые механизмы толерантности различных ти-
пов клеток и тканей к ишемии и приведены дан-
ные о механизмах повреждения и защиты клеток
при этих патологиях. Показаны новые способы
усиления и торможения продукции активных
форм кислорода селективно в нормальных и опу-
холевых клетках.

Конференция показала возросшее количество
исследований, направленных на изучение нейро-
дегенеративных процессов в мозге. При этом рас-
сматривались вопросы контроля возбуждения и
торможения в нейрональной сети, механизмы
синхронизации активности нейронов при эпи-
лепсии, нейро-глиальные взаимодействия в моз-
ге, механизмы активации защитных эндогенных
сигнальных путей нейронов мозга при гипоксии
и ишемии.

Среди исследований физиологически актив-
ных соединений, воздействующих на механизмы
внутриклеточной сигнализации, следует отме-
тить работы по модификации и применению
природных антиоксидантов для защиты клеток от
повреждений.

Конференция показала, что механизмы управ-
ления функциональной активностью клеток и се-
годня находятся в центре внимания ученых раз-
ных областей биологии и медицины.

Избранные материалы конференции пред-
ставлены в форме статей в специальном выпуске
журнала “Биологические мембраны”, который и
представляется вашему вниманию.

Председатель Оргкомитета конференции
В.П. Зинченко
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И ГИБЕЛИ НЕЙРОНОВ И ГЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК ПРИ ПОВРЕЖДЕНИИ 
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Нейротравма – одна из основных причин инвалидности и смертности людей. Тем не менее меха-
низмы, которые опосредуют выживание и смерть клеток периферической нервной системы, до сих
пор до конца не изучены. Белок p53, известный как опухолевый супрессор, является мастер-регуля-
тором основных клеточных процессов, включая репарацию ДНК, прохождение клеточного цикла,
метаболизм и апоптоз. Гиперэкспрессия p53, показанная в ряде экспериментальных моделей трав-
мы периферических нервов, позволяет предположить важную роль этого белка в патогенезе нейро-
травм. В настоящем обзоре рассмотрены сигнальные и эпигенетические механизмы активации и
регуляции p53, которые могут способствовать выживанию или гибели нейронов и глиальных клеток
после травматического повреждения. Рассмотрены перспективы дальнейших исследований меха-
низмов регуляции белка p53, в том числе с участием гистондеацетилаз, для разработки нейропро-
текторов.

Ключевые слова: аксотомия, нейрон, глиальные клетки, апоптоз, р53
DOI: 10.31857/S0233475521060098

ВВЕДЕНИЕ.
ПРОБЛЕМЫ ТЕРАПИИ НЕЙРОТРАВМ

Травмы периферических нервов (ТПН) – одна
из распространенных причин инвалидизации и
смертности населения во всем мире [1–3]. Гете-
рогенность ТПН создает дополнительные труд-
ности их исследования, а также сложности в диа-
гностике и подборе правильного лечения [2].

Ряд работ повествуют о роли р53 как тран-
скрипционного фактора, определяющего судьбу
клетки и имеющего центральную значимость в
патофизиологии инсульта и при травматических
повреждениях головного и спинного мозга [4, 5],
однако лишь в нескольких работах непосред-
ственно исследовалась роль p53 в гибели и выжи-
ваемости нейронов периферической нервной
системы. Гиперэкспрессия p53 в ряде экспери-
ментальных моделей ТПН [6–12] позволяет пред-
положить важную роль этого белка в их патогенезе.

Механизмы активации и регуляции p53 при
нейротравмах на сегодняшний день изучены от-
носительно слабо [13], но данная область иссле-
дований тем не менее представляется перспек-
тивной. Новые результаты позволят улучшить
современное понимание структурных и функци-

ональных изменений, вызываемых ТПН, а также
будут способствовать разработке более эффек-
тивных подходов к терапевтическому вмешатель-
ству и восстановлению после нейротравм.

В связи с этим целью настоящего обзора явил-
ся анализ современных данных, указывающих на
ключевую роль белка p53 в патогенезе ТПН. Опи-
раясь в том числе и на результаты, полученные в
нашей лаборатории, мы попытаемся разобрать
вопросы, связанные с механизмами активации и
сложной системой регуляции p53 в нейронах и
глиальных клетках после аксотомии, а также за-
тронем потенциальные терапевтические послед-
ствия воздействия на активность p53 в условиях
нейротравмы.

СТРУКТУРА БЕЛКА p53

Белок р53 играет важную роль во внутрикле-
точной сигналиазации, регулируя клеточный
цикл и транскрипцию множества генов, поэтому
неудивительно, что р53 имеет сложную структур-
ную организацию (рис. 1) [14]. Структура р53
имеет модульную доменную архитектонику, со-
стоящую из ДНК-связывающих и тетрамериза-

А. Б. Узденский

УДК 576.3+576.32/36
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ционных доменов, включающих внутренне не-
упорядоченные участки на C- и N-концах (рис. 1).
В активной форме р53 представляет собой тетра-
мер, каждый мономер которого состоит из доме-
нов с различной степенью структурной стабиль-
ности, начиная от хорошо свернутого ДНК-свя-
зывающего домена (DNA-binding domain, DBD) и
домена тетрамеризации (tetramerization domain,
TET), до внутренне неупорядоченного трансак-
тивирующего домена (transactivation domain,
TAD) и крайнего С-концевого домена (C-terminal
domain, CTD) [14–17].

Основной ДНК-связывающий домен (DBD)
состоит из центрального иммуноглобулин-по-
добного β-сэндвича и расположенной на его кон-
це ДНК-связывающей поверхности, сформиро-
ванной двумя большими петлями (L2 и L3) и мо-
тивом “петля–лист–спираль” (loop-sheet-helix) [18].
Ион цинка, тетраэдрически координированный в
позициях Cys176, His179, Cys238 и Cys242, стаби-
лизирует области L2 и L3 [19]. Внутренняя термо-
динамическая стабильность DBD находится на
относительно низком уровне, поскольку основ-
ной домен р53 имеет достаточно невысокую тем-
пературу плавления (44°C). Было показано, что
низкая термодинамическая и кинетическая ста-
бильность DBD обеспечивает быстрое изменение
конформации р53 из свернутого в развернутое
состояние и обратно, тем самым обеспечивая

его дополнительную регуляцию в сочетании с
убиквитин-протеасомной деградацией. Также
это свойство DBD делает структуру р53 пластич-
ной, обусловливая его более эффективное связы-
вание с различными белками [20, 21].

Полноразмерный домен TAD p53 состоит из
двух N-концевых субдоменов TAD1 (аминокис-
лотные остатки 1–42) и TAD2 (аминокислотные
остатки 43–73) и имеет суммарный заряд –17 из-
за наличия в своей структуре большого количе-
ства кислых аминокислот (аспарагиновая и глу-
таминовая кислоты), перемежающихся с объем-
ными гидрофобными участками. TAD входит в
семейство “кислых” доменов активации (acidic
activation domain, AAD) [21]. Сайт активации
транскрипции располагается в пределах амино-
кислотных остатков 1–42. TAD не имеет третич-
ной структуры, что характерно для большинства
AAD, однако содержит α-спираль и два амфипа-
тических витка [22]. В несвязанном состоянии
TAD легко расщепляется протеазами, что свиде-
тельствует о его слабой конформации. Возможно,
низкая молекулярная организация TAD делает
его структуру более пластичной, способствуя вза-
имодействию со множеством белков и облегчая
его посттрансляционную модификацию различ-
ными ферментами. Основная функция TAD за-
ключается в про-апоптотической транскрипции
множества генов, однако было показано, что TAD

Рис. 1. Схема строения р53. Структура р53 включает в себя трансактивационный домен, состоящий из двух субдоме-
нов TAD1 и TAD2, за которыми располагается область, насыщенная пролином (PRR), ДНК-связывающего централь-
ного домена (DBD), образованного иммуноглобулин-подобным β-сэндвич-каркасом и расположенной на его конце
ДНК-связывающей поверхностью, а также домена тетрамеризации и С-концевого домена CTD, регулирующим ак-
тивность р53.
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также участвует и в процессах репарации ДНК
[18–21].

На С-конце р53 между 311-м и 363-м амино-
кислотными остатками располагается домен TET,
ответственный за тетрамеризацию, мономеры
которого содержат β-цепь, связанную с α-спира-
лью одним аминокислотным остатком [22]. Ис-
следования показали, что TET представляет со-
бой димер димера. Два димера взаимодействуют
между собой через свои α-спирали, а β-цепи рас-
полагаются на внешней стороне тетрамера, не
принимая непосредственного участия в их ассо-
циации [23].

С-концевой домен (CTD) р53 представляет со-
бой внутренне неупорядоченную область, меня-
ющую свою конформацию в зависимости от ассо-
циации с белками-партнерами благодаря гибкой
структуре, большой площади поверхности и экс-
понированию пептидных сайтов, обладающих
функциями молекулярного распознавания. Не-
давние исследования показали, что CTD регули-
рует активность р53, в частности, обеспечивая от-
рицательный контроль над ДНК-связывающей
способностью данного белка [23, 24].

РЕГУЛЯЦИЯ АКТИВНОСТИ БЕЛКА p53
Выделен целый ряд состояний, способных ак-

тивировать р53: истощение запасов нуклеотидов,
нарушения цитоскелета, нарушения биогенеза
рибосом, гипоксия и ишемия, гипероксия, отсут-
ствие или избыток некоторых факторов роста или
цитокинов, нарушения клеточной адгезии и фо-
кальных контактов, нарушение прикрепления
клеток к субстрату (что сопровождается р53-зави-
симым аноикисом), действие монооксида азота
(NO) и многое другое. Все эти состояния вызыва-
ют характерные для каждого из них модификации
как самого белка р53, так и сигнальных систем,
контролирующих его уровень и активность.

Ген р53 независимо от условий транскрибиру-
ется в клетке с постоянной интенсивностью, од-
нако его транскрипты обладают исключительно
коротким временем жизни, что достигается бла-
годаря быстрой и непрерывной деградации в ре-
зультате убиквитинирования белками MDM2 и
MDMX. Дополнительный контроль функции р53
осуществляется посредством посттрансляцион-
ных модификаций (фосфорилирование, ацети-
лирование, метилирование и другие), а также по-
средством взаимодействия с белками-партнерами.

Деградация и стабилизация р53
E3-убиквитин-протеиновая лигаза MDM2 –

основной отрицательный регулятор белка р53,
катализирующий перенос активированного убик-
витина с фермента группы Е2 на белок р53 [25].
При этом сам фермент MDM2 является продук-

том гена, активируемого р53. Поскольку MDM2
является транскрипционной мишенью p53, MDM2-
зависимая регуляция p53 существует в петле об-
ратной связи, которая контролирует конститу-
тивно низкую экспрессию p53 в нормальных
условиях. Кроме того, MDM2 может быть важен
для контроля кратковременного повышения
уровня р53, необходимого, например, для восста-
новления ДНК после легкого генотоксического
стресса без риска фатальных последствий чрез-
мерной активации р53. Все больше данных свиде-
тельствуют о том, что MDM2 участвует в регуля-
ции р53-зависимой гибели клеток в нейронах.
В частности, повышение уровня MDM2 было об-
наружено в ткани головного мозга при ишемии,
где его отрицательная регуляция активности р53
важна для последующей репарации [26].

Процесс взаимодействия р53 с белком MDM2
тонко регулируется за счет множества механиз-
мов, направленных как на регуляцию активности
MDM2, так и на модификации его мишени – са-
мого белка р53. Этот центральный регуляторный
механизм дополнительно контролируется рядом
других белков, таких как MDMX, опухолевым су-
прессором ARF и HAUSP [27].

MDMX (MDM4) также представляет собой бе-
лок, связывающий p53 и имеющий структурное
сходство с MDM2, но, в отличие от MDM2, не об-
ладающий убиквитинлигазной активностью.
MDMX связывается с N-концевой областью р53,
подавляя его транскрипционную активность, но
не вызывает его разрушения. MDMX также спо-
собен гетероолигомеризоваться с MDM2, что
приводит к ускорению разрушения MDMX и ста-
билизации MDM2. Таким образом, изменение
соотношений этих двух белков может тонко регу-
лировать количество и активность р53 [25–27].

Образование комплексов р53 с белками MDM2
и MDMX также тщательно регулируется. Напри-
мер, рибосомные белки (L5, L11 и L23) связыва-
ются с MDM2, подавляют его активность в отно-
шении р53 и одновременно стимулируют разру-
шение MDMX, что приводит к активации р53 в
ответ на рибосомальный стресс [26].

Кроме того, важными отрицательными регу-
ляторами MDM2 являются белок p19ARF и чело-
веческий гомолог белка p14ARF, которые связы-
ваются с MDM2 и нейтрализуют его, тем самым
повышая активность p53. В первичных нейронах
накопление p19ARF и p53 происходило после
NO-опосредованного апоптотического стресса
через путь p21ras-MAPK [27].

Недавние исследования показали, что нару-
шение функции ядрышка может выступать в ка-
честве важного датчика стресса, повышающего
стабильность p53, вероятно, за счет повышения
уровня p19ARF. Поскольку разрушение ядрышек
достаточно, чтобы вызвать p53-зависимый апо-
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птоз, предполагается, что именно оно выступает в
качестве ключевого механизма интеграции всех
известных стимулов активации p53, но это пока
не до конца изучено в нейронах и остается лишь
предположением [25–27].

Транскрипция ARF-белков положительно и
отрицательно контролируется комплексами, со-
держащими транскрипционный фактор E2F1.
В свою очередь, его экспрессия контролируется
МАР-киназой р38 и фактором транскрипции
с-Мус [25].

Модификация активности белка MDM2 также
происходит и при его связывании с белком-акти-
ватором транскрипции р300/СВР, что приводит к
переключению способности MDM2 с моноубик-
витинирования на полиубиквитинирование р53,
которое необходимо для его узнавания 26S-про-
теасомами и разрушения белка. Полиубиквити-
лирование p53, в отличие от моноубиквитирова-
ния, приводит к протеасомной деградации р53 в
цитоплазме. Большая часть моноубиквитилиро-
ванного p53 направляется в митохондрии [26–28].

Белок MDM2, так же как и р53, сам подверга-
ется разрушению в 26S-протеасомах, но этот про-
цесс может регулироваться за счет специальных
ферментов, удаляющих убиквитиновые остатки.
Установлено, что белок HAUSP, который также
известен как убиквитин-специфическая протеаза 7
(USP7), является одним из таких ферментов.
Он удаляет убиквитин с белка MDM2, в то время
как другой белок Daxx образует комплекс с
MDM2 и HAUSP и предотвращает самоубикви-
тинирование MDM2, что приводит к его стабили-
зации и ускорению разрушения р53. Кроме того,
p53 может подвергаться деубиквитинированию с
помощью белка HAUSP, который, оказывая про-
тивоположные эффекты на систему разрушения
р53, способствует тонкой регуляции его активно-
сти [25].

Кроме того, обнаружено несколько других убик-
витиновых лигаз E3, включая ARF-BP1/Mule,
COP1, Pirh2 и MSL2, которые могут убиквитини-
ровать p53, вызывая деградацию белка или изме-
нение его субклеточной локализации. Однако
биологическое значение этих результатов in vivo
еще предстоит выяснить [27].

Белковая молекула р53 имеет неструктуриро-
ванные участки в N- и С-концевых областях, что
обусловливает ее разрушение по убиквитин-неза-
висимому пути в 20S-протеасомах. Данный про-
цесс регулируется NAD(P)H-зависимой хиноно-
вой оксидоредуктазой NQO1, которая при нали-
чии NADH связывается с такими белками и
предотвращает их разрушение в 20S-протеасо-
мах [26].

Таким образом, многоуровневый подход к ре-
гулированию уровней p53 и MDM2 может обес-

печить дополнительную защиту клетки от актива-
ции сигнального пути p53 [25–28].

Посттрансляционные модификации р53

Уровень белка р53 поддерживается на низком
уровне в большинстве типов клеток, включая
нейроны, благодаря тонким механизмам, обеспе-
чивающим жесткую регуляцию его активности [25].
Такая динамическая регуляция определяет содер-
жание белка в клетке, субклеточную локализа-
цию, посттрансляционные модификации и парт-
неров по связыванию [29, 30]. Эти свойства впо-
следствии формируют необходимую скорость,
интенсивность и продолжительность активации
р53, а также его предпочтение отдельным тран-
скрипционным мишеням, определяя, таким об-
разом, возможные биологические ответы. Поэтому
актуальным остается исследование механизмов
регуляции белка p53 в процессах нейродегенера-
ции и нейропротекции.

После повреждения ДНК или клеточного
стресса р53 активируется посредством множества
посттрансляционных модификаций, таких как
фосфорилирование, ацетилирование и/или ме-
тилирование, а также введении остатков убикви-
тина и убиквитин-подобных белков SUMO и
NEDD8 [30]. Такие модификации либо увеличи-
вают стабильность р53, либо напрямую усилива-
ют аффинность его связывания с ДНК. Перечис-
ленные посттрансляционные модификации р53
могут варьироваться между популяциями нейро-
нов, зависеть от типа и тяжести генотоксического
стресса и могут изменяться в процессе развития и
старения [25].

Описано более 20 сайтов в молекуле р53, под-
вергающихся ковалентным модификациям. Боль-
шая часть из них располагается в N- и С-концевых
сегментах р53. Множество белков, взаимодей-
ствуя с р53, вносят ковалентные модификации в
его структуру [25]. К таким белкам относится бо-
лее 30 различных протеинкиназ, несколько про-
теинфосфатаз, несколько убиквитиновых лигаз
и белков, регулирующих взаимодействие р53 с
Е3-лигазами, деубиквитинирующие белки, бел-
ки, осуществляющие связывание с SUMO и
NEDD8, несколько метилаз, ряд ацетилтрансфе-
раз и деацетилирующих ферментов. Фосфорили-
рование p53 в области его N-конца способствует
дегенерации двигательных нейронов [25].

Модификации в области N-конца р53 (напри-
мер, фосфорилирование Ser15, Ser20, Thr18) так-
же могут препятствовать его связыванию с
MDM2 и другими Е3-лигазами, стабилизируя бе-
лок. Кроме того, за счет модификаций р53 проис-
ходит модуляция его способности взаимодей-
ствовать с коактиваторами и корепрессорами
транскрипционного аппарата, а также изменение
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предпочтений в связывании с р53-респонсивны-
ми элементами тех или иных генов. Разнообраз-
ные модификации С-концевых участков р53
(фосфорилирование, ацетилирование, метилиро-
вание, пришивание убиквитин-подобных белков
SUMO и NEDD8) приводят к нейтрализации ин-
гибирующего действия С-концевого сегмента, к
дальнейшей стабилизации р53, как позитивной,
так и негативной модуляции его активности и к
изменениям его внутриклеточной локализации
[29, 30].

РАЗНООБРАЗИЕ КЛЕТОЧНЫХ ФУНКЦИЙ 
БЕЛКА p53

Белок p53 известен как опухолевый супрессор
и “страж генома”. Он является регулятором важ-
ных функций клетки, включая репарацию ДНК,
прохождение клеточного цикла, метаболизм и
апоптоз [30–32]. В качестве фактора транскрип-
ции p53 контролирует экспрессию множества ге-
нов, которые принимают участие в вышеперечис-
ленных процессах [31, 33].

По последним данным, число генов, контро-
лируемых белком p53, превышает 3000, хотя по
более строгим оценкам число таких генов ограни-
чено несколькими сотнями [33, 34]. Наряду с
транскрипционно-зависимым путем регуляции,
р53 принимает участие и в транскрипционно-не-
зависимых процессах, таких как регуляция функ-
ций митохондрий и запуск процессов апоптоза в
клетках с митохондриальной дисфункцией [30–32].

Было продемонстрировано, что p53 в стрессо-
вых условиях проникает в митохондрии и активи-
рует экспрессию проапоптотических генов PUMA,
BAX, APAF-1, NOXA, а также ингибирует экспрес-
сию антиапоптотических генов семейства Bcl-2
(BCL2, BCL-X, BCL-in, MCL1). Эти проапоптоти-
ческие белки вместе с p53 транспортируются в
митохондрии, где они вызывают увеличение про-
ницаемости внешней мембраны, что приводит к
высвобождению цитохрома c и других апоптоти-
ческих белков [35, 36].

Кроме того, в последние годы появилась ин-
формация о роли p53 в дифференцировке и про-
лиферации нервных стволовых клеток, а также в
регуляции роста и регенерации аксонов [34]. Ин-
гибирование p53 блокирует фактор роста нервов
(NGF). В клетках, подвергшихся действию NGF,
был обнаружен рост уровня p53 и снижение экс-
прессии Е3-убиквитин лигазы MDM2, которая
маркирует p53 для его последующей протеа-
сомной деградации. Кроме того, показано, что
p53 активирует транскрипцию ряда генов, ответ-
ственных за перестройку цитоскелета. Как в ней-
ронах коры головного мозга, так и в нейронах
дорзальных ганглиев p53 активирует экспрессию
cGMP-зависимой киназы cGKI, противодей-

ствующей коллапсу конуса роста. У мышей с ну-
левым уровнем p53 наблюдается нарушение реге-
нерации аксонов после травмы лицевого нерва.
Ряд других факторов транскрипции, включая
NF-kB, которые важны для регенерации аксонов,
могут потенциально пересекаться с р53-зависи-
мыми сигнальными путями [34, 35].

В нормальных клетках экспрессия p53 обычно
находится на низком уровне благодаря протеоли-
зу, но в условиях стресса и при множественном
повреждении ДНК экспрессия p53 повышается
[4]. Ряд работ демонстрирует активацию p53 в
различных экспериментальных моделях повре-
ждения нервов [5, 35–37]. Кроме того, фармако-
логическое или генетическое ингибирование p53
чаще всего предотвращает гибель нейронов, а ги-
перактивация сигнального пути p53 обычно сти-
мулирует нейродегенерацию. Это указывает на
ключевую роль p53 в регуляции жизнеспособно-
сти нейронов после повреждения [30–32, 35, 36].
Однако роль р53 в гибели нейронов и глиальных
клеток при повреждениях периферической нерв-
ной системы недостаточно ясна и нуждается в
дальнейших исследованиях.

Мы сосредоточили свое внимание на изуче-
нии роли белка p53 в гибели и выживании нерв-
ных клеток после аксотомии – на эксперимен-
тальных моделях повреждения периферических
аксонов у беспозвоночных и млекопитающих.

УЧАСТИЕ p53 В ГИБЕЛИ И ВЫЖИВАНИИ 
НЕРВНЫХ КЛЕТОК ПОСЛЕ АКСОТОМИИ

Нейротравма – одна из основных причин ин-
валидности и смертности людей в мире, особенно
среди мужчин молодого и среднего возраста.
Аксотомия относится к механическим поврежде-
ниям нервов и представляет собой полную пере-
резку нерва, инициирующую сложный каскад
сигнальных и метаболических процессов, на-
правленных на гибель или выживание нейрона
[38–40].

Перерезка нерва (аксотомия) характеризуется
тремя основными молекулярно-клеточными со-
бытиями: валлерова деградация отрезанного аксо-
на, гибель поврежденного нейрона или его реге-
нерация с отрастанием аксона и восстановлением
нейронных связей [38]. Аксотомия вызывает на-
рушение целостности нейрональной мембраны,
дестабилизацию клеточного гомеостаза, деструк-
цию микротрубочек, нарушение аксонального
транспорта и повреждение внутриклеточных ор-
ганелл [1]. При этом происходит активация и по-
давление множества белков в аксотомированных
нейронах [1, 39]. Некоторые сигнальные белки
ретроградно транспортируются к соме нейронов
и стимулируют факторы транскрипции, чтобы
инициировать экспрессию генов и синтез важных
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Рис. 2. Экспериментальные модели аксотомии: рецептор растяжения и брюшная нервная цепочка рака Astacus leptodactylus,
а также дорзальные ганглии крысы.
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белков, которые затем обратно транспортируют-
ся к поврежденному месту аксона для восстанов-
ления его структуры и ускорения процесса реге-
нерации [39]. В конечном итоге регенерирующие
аксоны в периферической нервной системе могут
снова восстановить контакт со своей мишенью,
однако многие нейроны погибают [40]. К сожале-
нию, клинически эффективных нейропротекто-
ров, которые могут спасти поврежденные нейро-
ны при аксотомии, пока не найдено [1–3, 40, 41].

Отсутствие решающих успехов в этом направ-
лении говорит о недостаточном понимании мо-
лекулярно-клеточных механизмов повреждения
нервов и последующих вторичных процессов,
приводящих к клеточной смерти или к регенера-
ции нерва и восстановлению утраченных функ-
ций. Поэтому актуальны исследования молеку-
лярно-клеточных механизмов повреждения пе-
риферической нервной системы на модельных
объектах. Трудностью таких исследований явля-
ется большое разнообразие повреждений нерв-
ной системы [42]. Разработано несколько моде-
лей нейротравм. Это модели растяжения, меха-
нического или гидростатического сдавливания,
гидродинамического удара, удара падающего гру-
за, рассечения нерва (аксотомии) [42–44]. Ис-
пользование этих моделей помогает выяснить
комплексные механизмы разных видов нейро-
травмы, ведущие к смерти нейронов и глиальных
клеток [44].

В своих работах мы использовали три экспери-
ментальные модели нейротравмы в биологиче-
ских объектах разного уровня сложности (рис. 2):
1) аксотомированные рецепторы растяжения
речного рака (РРР); 2) аксотомированные ган-
глии вентральной нервной цепочки (ВНЦ) рака и
3) аксотомированные ганглии корешков спинно-

го мозга крысы (DRG), полученные при перерез-
ке седалищного нерва [6, 7, 41, 45–50].

Рецептор растяжения речного рака является
подходящим модельным объектом для изучения
молекулярных механизмов нейрональных и гли-
альных ответов на аксотомию. Он состоит из од-
ного механорецепторного нейрона (МРН), окру-
женного сателлитными глиальными клетками
(СГК) (рис. 2).

На рис. 3 представлена схема участия изучен-
ных нами белков в некротической или апоптоти-
ческой смерти удаленных глиальных клеток по-
сле аксотомии МРН.

В своих работах мы использовали специфиче-
ские ингибиторы для изучения роли таких бел-
ков, как: AMPK, mTOR , Akt, GSK-3β, MEK1/2,
ERK1/2, p38 и JNK в индуцированном аксотоми-
ей некрозе и апоптозе СГК. СГК расположены на
расстоянии нескольких миллиметров от места
рассечения и окружают проксимальный сегмент
аксона МРН [1]. Вначале рассмотрим литератур-
ные данные об участии данных систем в гибели
клеток.

Увеличение внутриклеточного Ca2+ при аксо-
томии активирует протеинкиназу AMPК через
сигнальный путь Ca2+/CaMKKβ, что приводит к
ингибированию высококонсервативной серин/
треониновой протеинкиназы mTOR, входящей в
качестве каталитической субъединицы в состав
двух функционально различных гетерогенных
комплексов mTORC1 и mTORC2 [51, 52]. Ком-
плекс mTORC2 фосфорилирует киназу Akt –
ключевой фермент сигнального пути PI3K/Akt/
mTOR, ответственного за выживание клетки [53–55].
С этим путем тесно связана гликогенсинтаза
GSK-3β через Akt-опосредованное ингибирова-
ние. GSK-3β обладает противоположными эф-
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фектами, повышая или понижая порог инициа-
ции апоптотической клеточной смерти. Так,
GSK-3β способствует гибели клетки, вызывая
внутренний (митохондриальный) апоптоз, но ин-
гибирует внешний, опосредованный рецептора-
ми смерти, а также снижает риск некроза [56–67].
Akt ингибирует апоптоз на постмитохондриаль-
ном уровне без изменения экспрессии Bcl-2, Bcl-
x или Bax через подавление каспазного каскада. В
свою очередь, Akt активирует комплекс mTORC1,
который активирует процессы апоптоза. Интере-
сен также STAT3, сигнальный белок и активатор
транскрипции, который обладает антиапоптоти-
ческим эффектом за счет регуляции экспрессии
Bcl-xL, Bcl-2 и Mcl-1 [58]. Протеинкиназа G
(PKG) регулирует апоптоз через фосфорилирова-
ние белка Bad. Протеинкиназа JNK и р38 практи-
чески во всех случаях связаны с индукцией апо-
птоза. Активация сигнального пути p38 приводит
к множеству транскрипционных и трансляцион-

ных изменений, ведущих к запрограммирован-
ной гибели клетки [59]. Различные внутрикле-
точные и внеклеточные стрессовые факторы,
включая аксотомию, приводят к стимуляции ак-
тивности JNK. Данная киназа может перемещать-
ся в кариоплазму, стимулируя множество проапо-
птотических факторов транскрипции [60, 61]. Осо-
бую роль в выживании и гибели клеток играет
сигнальный путь MAPK RAS/RAF/MEK/ERK, ак-
тивируемый широким спектром факторов роста и
цитокинов.

Другой важный фермент, локализующийся
преимущественно в нервной ткани, препятству-
ющий некрозу нейроцитов и играющий цен-
тральную роль в поддержании жизнедеятельности
и стабильности аксонов – убиквитин С-концевая
гидролаза L1 (UCH-L1) [62]. Актин-связываю-
щая киназа LIM, наоборот, увеличивает некроз
глиальных клеток, вероятно, через сигнальный
путь р21.

Рис. 3. Схема сигнальных путей, которые регулируют апоптоз и некроз глиальных клеток вокруг проксимального сег-
мента механорецепторного нейрона рака после аксотомии. Сплошные линии – собственные результаты, пунктирные
линии – литературные данные. LIMK – актин-связывающая киназа LIM.
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В наших исследованиях были выявлены неко-
торые несоответствия с данными литературы.
Так, например, проапоптотическая MAP-киназа
p38 в нашей работе проявляла антиапоптотиче-
ские свойства в глиальных клетках речного рака.
Ранее аналогичным образом была показана спо-
собность p38 защищать нейроны от NO-индуци-
рованного апоптоза [63] и способствовать защите
сердца от повреждения при реперфузии [64].

Обычно GSK-3β обладает проапоптотической
активностью, а его ингибирование с помощью
Akt подавляет апоптоз клеток. Однако после ак-
сотомии МРН как Akt, так и GSK-3β могут участ-
вовать в антиапоптотических процессах в СГК.
Возможно, антиапоптотическая активность Akt
связана с ингибированием проапоптотических
белков Bad, Bim и каспазы-9, но не GSK-3β. Akt
также может активировать mTORC1, который в
наших экспериментах подавлял апоптоз [1].

Ингибирование AMP-активируемой протеин-
киназы AMPK с помощью AICAR или дорсомор-
фина не влияло на некроз и апоптоз глиальных
клеток после аксотомии. Скорее всего, уровень
ATP в СГК не был настолько сильно нарушен,
чтобы активировать AMPK после 8-часовой ин-
кубации. Возможно, антиапоптотические про-
цессы в сателлитных глиальных клетках после
аксотомии МРН были связаны с каскадом
Akt/mTORC1, а не с AMPK/mTOR [1].

Таким образом, белки MEK1/2, p38, Akt, GSK-3β
и mTOR способствуют устойчивости глиальных
клеток к апоптозу, индуцированному аксотоми-
ей. ERK1/2 и GSK-3β участвуют в защите СГК от
вызванного аксотомией некроза. Поддержание
выживания нейронов – одна из основных функ-
ций глиальных клеток нервной системы позво-
ночных. В РРР не только СГК способствуют вы-
живанию нейронов, но и МРН поддерживает
выживание глиальных клеток. Как именно по-
врежденный нейрон индуцирует защитные сиг-
нальные пути в СГК, которые увеличивают их со-
противление, является проблемой для будущего
исследования [1].

Также особый интерес заслуживает наше ис-
следование по изучению локализации р53 в МРН
рака и его роли в индуцированной аксотомией
гибели СГК, удаленных от места рассечения ак-
сона [6].

Иммунофлуоресцентная микроскопия пока-
зала, что в интактном МРН, аксоны которых бы-
ли не повреждены и сохраняли связь с ганглиями
брюшной нервной цепочки, р53 главным образом
концентрировался в ядрышке и узком цитоплаз-
матическом кольце шириной 2–4 мкм, располо-
женном вокруг ядра (рис. 4). Уровень р53 в пери-
карионе и глиальных ядрах, в которых не наблю-
далось ядрышко, был заметно ниже, а в аксоне
полностью отсутствовал. Перерезка аксона при-

водила к увеличению иммунофлуоресценции р53
через 4 и 8 ч в кариоплазме нейронов и глиальных
клеток, в перикарионе МРН. При этом пери-
нуклеарное кольцо не исчезало, а становилось
более выраженным и интенсивным по сравнению
с интактными нейроглиальными препаратами [6].

Проведенный ингибиторный анализ in vivo на
нейронах РРР с использованием активаторов и
ингибиторов p53 позволил сделать выводы о ме-
ханизме участия р53 в апоптозе глиальных клеток
[6]. Индуцированный аксотомией апоптоз отда-
ленных глиальных клеток усиливается в присут-
ствии активаторов p53 WR-1065 и нутлина-3, но
снижается пифитрином-α, который ингибирует
транскрипционную активность p53 [6, 65]. Пи-
фитрин-μ, который ингибирует действие p53 на
митохондрии, увеличивал индуцированный ак-
сотомией апоптоз удаленных глиальных клеток,
но уменьшал их некроз. Следовательно, индуци-
рованный аксотомией апоптоз удаленных гли-
альных клеток был связан с эффектом p53 на про-
цессы транскрипции, тогда как глиальный не-
кроз был скорее связан с независимым от
транскрипции эффектом p53 на митохондрии.
По-видимому, судьба удаленных глиальных кле-
ток в аксотомированном РРР определяется ба-
лансом между различными модальностями ак-
тивности p53 [6, 65].

Протеомные исследования показали, что че-
рез 1–3 ч после двусторонней аксотомии в вен-
тральных ганглиях речного рака наряду с повы-
шением белка p53 наблюдается гиперэкспрессия
нескольких десятков важнейших белков, участву-
ющих в ключевых клеточных процессах [50]. Это
белки внутриклеточной сигнализации: p38, JNK,
ERK1 и ERK2, RAF1, PKCα, MAPKAPK2, MKP-1,
кальмодулин, APP; белки, участвующие в иници-
ации, реализации и регуляции апоптоза: факторы
транскрипции c-Myc, E2F1, p53; белки Bcl-10,
GADD153, AIF, SMAC/DIABLO, каспазы 3, 6, 7
и 11; многофункциональные белки, способные
инициировать апоптоз в определенных ситуаци-
ях: PAR4, NGFR, p75, NMDAR2a. Одновременно
повышался уровень антиапоптотических белков:
Bcl-x, p21, MDM2, ERK5, рецепторов эстрогенов.
Повышался уровень некоторых белков, участву-
ющих в перестройках актинового цитоскелета:
кофилина, миозина II и Va, α-катенина, катенина
p120CTN, p35. Вместе с тем другие, связанные с
актином белки, такие как эзрин, дистрофин, тро-
помиозин, спектрин (α + β), фосфорилирован-
ный Pyk2 подавлялись. Различные цитокератины
и βIV-тубулин, компоненты промежуточных фи-
ламентов и микротрубочек, также были подавле-
ны, что могло быть результатом разрушения ткани.
Подавление белков, участвующих в образовании
клатриновых везикул (AP2α и AP2γ, адаптина
(β1 + β2) и синтаксина), указывает на нарушение
везикулярного транспорта, а ферментов синтеза
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катехоламинов (L-DOPA декарбоксилазы, тиро-
зин- и триптофангидроксилаз) – на подавление
синаптических процессов [50].

Другой объект нашего исследования – аксото-
мированные ганглии корешков спинного мозга
крысы (DRG) (рис. 2) [7, 45]. Они состоят пре-
имущественно из сенсорных нейронов, получаю-
щих информацию от седалищного нерва, иннер-
вирующего задние конечности. После перерезки
седалищного нерва нейроны DRG оказываются
аксотомированными [44].

Перерезка седалищного нерва (sciatic nerve) на
бедре у грызунов – одна из важных эксперимен-
тальных моделей нейротравмы. Популярность
этой модели связана с доступностью седалищно-
го нерва в средней части бедра животного для хи-
рургического рассечения, а также меньшим не-
удобством и стрессом животного в сравнении с
аксотомией нервов верхних конечностей [44].

В аксотомированных нейронах DRG апоптоз
глиальных клеток наблюдался через 24 ч после
перерезки седалищного нерва и усиливался на

7-й день, когда апоптоз некоторых нейронов
только начинался [7]. Настоящие эксперименты
показали, что глиальные клетки, удаленные от
места перерезки нерва, были более уязвимы для
аксотомии, чем нейроны DRG. Самым ранним
проапоптотическим событием в поврежденной
DRG была гиперэкспрессия фактора транскрип-
ции E2F1 через 4 ч после перерезки седалищного
нерва. Это предшествовало индукции p53 и акти-
вации каспазы-3 через 24 ч после аксотомии [7].

E2F1 является одним из важнейших регулято-
ров апоптоза [7]. Он индуцирует экспрессию ряда
генов, регулирующих синтез и репарацию ДНК,
клеточный цикл и апоптоз. В свою очередь, его
экспрессия контролируется МАР-киназой р38 и
фактором транскрипции с-Мус [66–68]. В нашей
работе на аксотомированной ВНЦ и спинномоз-
говых ганглиях крыс его уровень после аксото-
мии повышался уже через 1 и 4 ч, соответственно
[69]. Появляется все больше свидетельств того,
что факторы транскрипции p53 и E2F1 могут ре-
гулировать друг друга посредством взаимодей-

Рис. 4. Локализация p53 (иммунофлуоресценция анти-р53 P5813, Sigma-Aldrich) в интактных (Инт) механорецептор-
ных нейронах и через 4 и 8 ч после аксотомии, а также эти нейроглиальные препараты в проходящем свете и окрашен-
ные Hoechst 33342, селективно флуорохромирующим клеточные ядра в синий цвет. Условные обозначения: А – аксон,
звездочки – ядра глиальных клеток, большие белые стрелки – ядра нейронов, маленькая стрелка – ядрышко нейрона,
черные стрелки – кариоплазматическое кольцо. Масштабный отрезок 20 мкм.
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ствия, координируя как пролиферацию, так и ги-
бель клеток и, в конечном итоге, поддерживая ге-
мостаз в живых организмах [70]. При этом
ингибирование пути р53/E2F1 предотвращает
апоптоз нейронов [69]. Полученные нами данные
указывают на возможное регулирование p53 со
стороны E2F1 в аксотомированных нейронах
DRG [7]. Однако это еще предстоит доказать в хо-
де будущих экспериментов.

Перерезка седалищного нерва через 24 ч вызы-
вала снижение уровня р53 в ядерной фракции
DRG ганглиев крысы и одновременно – повыше-
ние уровня p53 в цитоплазматической фракции
[7]. Это указывает на перераспределение р53 меж-
ду клеточными ядрами и цитоплазмой. В цито-
плазме р53 непосредственно связывается с мито-
хондриями и инициирует апоптоз [32, 70, 71]. Эти
процессы совпадают по времени с усилением
апоптоза глиальных клеток, но не нейронов в
ганглиях [7].

РОЛЬ АЦЕТИЛИРОВАНИЯ/
ДЕАЦЕТИЛИРОВАНИЯ ГИСТОНОВ

В РЕГУЛЯЦИИ p53 ПРИ АКСОТОМИИ
Ацетилирование p53 вызывает активацию

многих генов, контролирующих остановку кле-
точного цикла и апоптоз [72–74]. p53 может быть
ацетилирован с помощью гистонацетилтрансфе-
разы p300/CBP по множественным остаткам ли-
зина в пределах С-концевого регуляторного до-
мена, что сильно коррелирует со стабилизацией и
активацией белков [13]. Находящийся в комплек-
се с р300/СВР белок F также ацетилирует р53 в
области сигнала ядерной локализации по лизину
К320. Позже было показано, что p53 может in vivo
ацетилироваться в ответ на множество разнооб-
разных клеточных сигналов стресса. Белки
p300/CBP и PCAF ацетилируют p53 по различ-
ным сайтам: p300/CBP – по K372, K373, K381 и
K382 по C-концам, а PCAF – по K320 в линкер-
ной области, соединяющей ДНК-связывающий и
тетрамеризующий домены. Ацетилирование p53
по каждому из этих двух участков приводит к зна-
чительному повышению трансактивационной
функции р53 [75]. В результате указанных про-
цессов происходит стимуляция инициации тран-
скрипции с р53-респонсивного промотора. Гипе-
рэкспрессия PCAF способствовала регенерации
сенсорных аксонов на расстоянии до 1 мм от ме-
ста поражения в моделях повреждения спинного
мозга. Две другие ацетилтрансферазы hMOF и
TIP60 учувствуют в ацетилирование p53 по K120 в
ДНК-связывающем домене. Интересно, что дан-
ная модификация не влияет на стабильность p53
и его способность связывать ДНК, однако ацети-
лирование p53 вне С-концевого домена имеет ре-
шающее значение для активации таких проапо-
птотических генов как PUMA и BAX [73].

Фосфорилирование p53, активирующее, как
известно, его функции, может облегчать ацетили-
рование белка. Фосфорилированный p53 более
эффективно взаимодействует с HAT (histone acet-
yltransferase), чем нефосфорилированный. Фос-
форилирование p53 по N-концевым остаткам
усиливает взаимодействие р53 с p300 [73–75].

Патологические воздействия, такие как ней-
ротравмы, снижают ацетилирование гистонов и
негистоновых белков. Вероятно, это происходит
в результате активации гистондеацетилаз (HDACs),
что нарушает белковый синтез [76–79]. В нашей
лаборатории показано, что гистоновые деацети-
лазы класса I HDAC1, HDAC2 участвуют в регу-
ляции выживаемости и гибели клеток пенумбры
после ишемического инсульта в коре мозга кры-
сы [79], а также в аксотомированных ганглиях
брюшной нервной цепочки речного рака и спин-
номозговых ганглиях крыс [50].

Гистоновые деацетилазы помимо их функции
в качестве эпигенетических регуляторов способ-
ны деацетилировать и централизованно регули-
ровать активность некоторых факторов тран-
скрипции, а также других белков в цитоплазме
клеток [80]. Однако роль эпигенетических про-
цессов, включая процессы деацетилирования не-
гистоновых белков в регуляции гибели и выжива-
емости клеток после повреждения нервов, пока
не изучена [76–80].

Белок p53 является негистоновым белком-ми-
шенью HDAC (рис. 5). HDAC1, HDAC2, HDAC3
и SIRT1, член семейства HDAC класса III, могут
действовать как деацетилазы p53 (рис. 5) [80].

В нейронах деацетилирование p53, по-види-
мому, имеет решающее значение для экспрессии
проапоптотических генов, в частности каспаз.
HDAC1 и HDAC2 активируют р53 путем деацети-
лирования его остатков K381 и K382, что приво-
дит к увеличению экспрессии генов, участвую-
щих в апоптозе, включая Bbc3 (PUMA) и Bim.
HDAC2 может выполнять дополнительную функ-
цию по подавлению других генов-мишеней p53,
таких как p21. В этом механизме HDAC2 действу-
ет с FOXO3a, который рекрутирует HDAC2 на
сайт промотора p21 (рис. 5) [32, 35, 36].

Нами было показано, что перерезка седалищ-
ного нерва в первые 24 ч после аксотомии вызы-
вает транслокацию HDAC1 из ядра в цитоплазму,
где она может, по всей видимости, деацетилиро-
вать различные негистоновые белки, в том числе
белок р53, гиперэкспрессия которого также наблю-
далась в цитоплазматической фракции аксотоми-
рованных DRG крысы [24]. Деацетилирование
р53 может привести к изменению его субклеточ-
ной локализации и, как следствие, его активно-
сти. Именно поэтому HDAC стали многообеща-
ющими мишенями для терапевтических вмеша-
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тельств при патологических состояниях, включая
нейродегенеративные патологии [80].

HDAC3, наряду с HDAC1 и HDAC2, играет
первостепенную роль в деацетилировании гисто-
нов и образовании гетерохроматина [81]. Гистон-
деацетилаза HDAC3 в нейронах локализована
главным образом в цитоплазме и активируется
путем фосфорилирования серин/треонин киназы
GSK-3β: механизм, который обычно ингибирует-
ся стимуляцией факторами роста сигнального пу-
ти PI3K/Akt. Ряд исследований показывают клю-
чевую нейротоксическую роль HDAC3 [9, 35, 37],
однако специфичность активации HDAC3 при
индукции гибели нейронов и влияние HDAC3 на

уровень апоптоза и экспрессию p53 после аксото-
мии до конца не изучены [81].

Ряд работ демонстрирует защитный эффект
ингибиторов HDAC на различных эксперимен-
тальных моделях повреждения нервов [80]. В на-
шей модели перерезки седалищного нерва было
показано, что вальпроат натрия, неспецифиче-
ский ингибитор HDAC I класса, защищает клетки
DRG крысы от апоптоза и практически полно-
стью отменяет вызванные аксотомией изменения
экспрессии и субклеточной локализации p53. Ве-
роятно, защитный эффект вальпроата натрия
связан с регуляцией экспрессии и внутриклеточ-

Рис. 5. Эффекты деацетилирования p53 c участием HDAC1, HDAC2, HDAC3 и SIRT1. Ac – ацильная группа; P – оста-
ток фосфорной кислоты.
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ной локализации p53 путем подавления деацети-
лирования p53 с помощью HDAC1 [49].

Таким образом, стратегии, направленные на
усиление ацетилирования p53 по лизинам К381 и
К382, могут способствовать разработке соедине-
ний, которые будут проявлять нейропротектор-
ные эффекты в периферической нервной системе
при нейротравмах [35, 36, 73].

В отличие от HDAC I класса, которые проде-
монстрировали нейротоксический эффект в ак-
сотомированных нейронах [80, 81], сиртуин 1
(SIRT1), член семейства никотинамидаденозин-
динуклеотид-зависимых деацетилаз, ингибирует
транскрипцию p53, деацетилируя его по лизину
K382 на С-конце. Сиртуины выполняют различ-
ные функции в центральной нервной системе [80,
82–86]. Доказательства положительного воздей-
ствия SIRT1, полученные на моделях животных и
исследованиях на людях, предполагают, что акти-
вация SIRT1 может быть потенциальным тера-
певтическим средством лечения нейродегенера-
тивных заболеваний [82–86]. Однако в ряде работ
на моделях нейродегенеративных заболеваний на
животных также были сообщения о том, что акти-
вация SIRT1 не оказывает нейропротекторного
действия [86]. Эти противоречивые результаты
могут быть вызваны различными факторами.
Кроме того, не изучена роль SIRT1 в повреждени-
ях периферических нервов, что тоже будет инте-
ресно, учитывая возможное влияние этого белка
на активность p53. Подавление p53 путем актива-
ции SIRT1 может быть потенциальной терапев-
тической стратегией при лечении заболеваний,
связанных с повреждением нервов [82–86].

Приведенные нами данные подтверждают
важность дальнейшего исследования механизмов
регуляции белка p53 с участием HDACs в процес-
сах нейродегенерации и нейропротекции. Ис-
пользования низкомолекулярных ингибиторов
активности HDAC в качестве терапевтических
инструментов для защиты нейронов при повре-
ждениях также предстоит изучить в дальнейшем.

ПЕРСПЕКТИВЫ ДАЛЬНЕЙШИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Таким образом, гиперэкспрессия белка p53,
описанная в ряде модельных объектов поврежде-
ния периферических нервов [6, 8–12, 27], указы-
вает на ключевую роль этого белка в регуляции
жизнеспособности нейронов после нейротравмы.
Накопленные данные свидетельствуют о том, что
механизмы, регулирующие активность p53, и ме-
ханизмы, с помощью которых p53 влияет на вы-
живание и гибель нейронов, являются сложными
и контролируются множеством сигнальных путей
[87]. Сложная система регуляции активности p53
создает трудности для определения места и роли

этого белка в патогенезе нейротравмы [7, 38]. По-
видимому, судьба поврежденных нервных клеток
определяется балансом между различными мо-
дальностями активности p53 [6].

Неясно, как перерезка аксона вызывает апо-
птоз глиальных клеток, удаленных на несколько
миллиметров от места перерезки. Какие молеку-
лы служат проапоптотическими сигналами ней-
роглии, и как они стимулируют р53, регулирую-
щего гибель этих клеток? Можно предположить
участие Ca2+ или NO в качестве низкомолекуляр-
ных мессенджеров в глиальном апоптозе. Сразу
после аксотомии Са2+ может проникать в повре-
жденные глиальные клетки в месте пересечения и
распространяться по глиальному синцитию. Са2+

способен актировать нейрональную NO-синтазу,
которая продуцирует NO, а он в свою очередь лег-
ко переносится между клетками и вызывает их
апоптоз. Альтернативно, NO может проникать в
разрезанный аксон и индуцировать ретроградные
сигнальные каскады, которые переносят некото-
рые проапоптотические молекулы в глиальные
клетки. Известно, что в астроцитах NO индуци-
рует p53-опосредованную транслокацию Bax в
митохондрии, которая вызывает апоптоз. Даль-
нейшие исследования должны проверить эти ги-
потезы [1, 6].

Открытым остается вопрос об эпигенетиче-
ской регуляции p53 в нервных клетках при аксо-
томии [76, 80]. Не изучено влияние аксотомии на
субклеточную локализацию p53. Это имеет важ-
ное значение, поскольку при действии патологи-
ческих факторах HDACs I класса могут переме-
щаться из ядра в цитоплазму и ацетилировать там
различные цитоплазматические белки, включая
транскрипционный фактор р53 [80]. Деацетили-
рование р53 способствует изменению его субкле-
точной локализации, как следствие этого, его ак-
тивности. Это и предстоит изучить в дальнейшей
работе.

Полученные знания лягут в основу теоретиче-
ской базы, что поможет лучше понять фундамен-
тальные механизмы выживания и гибели нейро-
нов и глиальных клеток при повреждении нервов.
Белок p53 можно рассматривать как многообеща-
ющую молекулярную мишень для разработки по-
тенциальных нейропротективных агентов, а его
ингибирование является важной терапевтиче-
ской стратегией, направленной на защиту и по-
вышение выживаемости нейронов при нейро-
травмах.
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Role of p53-dependent Signal Pathways in Survival and Death of Neurons and Glial 
Cells in Damage of the Peripheral Nervous System

S. V. Rodkin1, *, V. A. Dzreyan1, S. V. Demyanenko1, A. B. Uzdensky1

1Laboratory of Molecular Neurobiology, Academy of Biology and Biotechnology, Southern Federal University,
Rostov-on-Don, 344090 Russia
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Neurotrauma is among the main causes of human disability and mortality. However, the mechanisms that
mediate the survival and death of cells in the peripheral nervous system are still not fully understood. The p53
protein, known as a tumor suppressor, is the master regulator of basic cellular functions, including DNA re-
pair, cell cycle, metabolism, and apoptosis. Overexpression of p53, shown in a number of experimental mod-
els of peripheral nerve injury, suggests an important role of this protein in the pathogenesis of neurotrauma.
This review discusses the signaling and epigenetic mechanisms of p53 activation and regulation, which may
contribute to the survival or death of neurons and glial cells after traumatic injury. Prospects for further studies
of the mechanisms of regulation of the p53 protein, including those involving histone deacetylases, for the
development of neuroprotectors are considered.
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В работе исследовано разобщающее влияние ω-гидроксипальмитиновой кислоты (ГПК) на мито-
хондрии печени, энергизованные путем окисления сукцината. Показано, что ГПК более эффектив-
но стимулирует дыхание органелл при условии их инкубации в среде, содержащей хлорид калия,
что свидетельствует о способности ГПК оказывать ионофорное влияние на митохондрии, связан-
ное с транспортом ионов калия и/или трис+ в матрикс органелл. Предположено, что в ионофорном
действии ГПК может быть задействован переносчик фосфата внутренней мембраны митохондрий.
Показано, что субстрат переносчика фосфата – неорганический фосфат (Pi), оказывает существен-
ное ингибирующее влияние на ГПК-индуцированную стимуляцию дыхания митохондрий печени.
Кроме того, Pi подавляет ГПК-индуцированное набухание органелл, обусловленное транспортом
ионов калия и/или трис+ в матрикс органелл, а также снижает эффективность ГПК как индуктора
падения трансмембранного потенциала (Δψ) митохондрий печени. Аналогичное влияние оказыва-
ют и ингибиторы переносчика фосфата – N-этилмалеимид (NEM) и иминоди(метилен)фосфонат
(ИДМФ). Показано, что при стимуляции дыхания митохондрий 30 мкМ ГПК ресопрягающие эф-
фекты Pi, NEM и ИДМФ составляют соответственно 71 ± 8.3%, 56 ± 6.1% и 34 ± 2.7%. При этом от-
мечено, что указанные лиганды фосфатного переносчика не влияют на протонофорную активность
ГПК. Таким образом, сделан вывод о том, что переносчик фосфата митохондрий принимает уча-
стие в ионофорном действии ГПК, предположительно способствуя переносу аниона ГПК с внут-
реннего монослоя внутренней мембраны на ее наружный монослой.

Ключевые слова: митохондрии печени, разобщение, ионофор, переносчик фосфата, ω-гидрокси-
пальмитиновая кислота
DOI: 10.31857/S0233475521060037

ВВЕДЕНИЕ
Хорошо известно, что свободные монокарбо-

новые жирные кислоты обладают способностью
переносить протоны и различные моновалент-
ные катионы через искусственные и биологиче-
ские мембраны, как предполагается, в виде ком-
плекса аниона жирной кислоты и протона (или
катиона) [1–7]. Ионы кальция или магния пре-
пятствуют быстрому перемещению молекулы
жирной кислоты с одного монослоя фосфоли-
пидной мембраны на другой и тем самым нару-
шают способность жирных кислот к быстрому
трансмембранному переносу протонов и монова-
лентных катионов [1, 4].

Способность свободных жирных кислот пере-
носить протоны через внутреннюю мембрану ми-
тохондрий связывают с “мягким” разобщением
окислительного фосфорилирования, имеющим

большое физиологическое значение [8, 9]. В ми-
тохондриях печени в разобщающем действии мо-
нокарбоновых жирных кислот и, в частности,
пальмитиновой принимают участие белки-пере-
носчики внутренней мембраны, осуществляющие
обменный транспорт ADP на ATP (ADP/ATP-ан-
типортер) и аспартата на глутамат (аспартат/глу-
таматный антипортер) [8, 10–12]. Согласно гипо-
тезе В.П. Скулачева, эти белки содействуют пе-
реносу аниона жирной кислоты с внутреннего
монослоя мембраны на наружный, где эти анио-
ны протонируются и перемещаются в обратном
направлении без участия белков по механизму
флип-флоп, освобождая затем протон в матрикс [8].
Специфический ингибитор ADP/ATP-антипор-
тера карбоксиатрактилат и субстраты аспартат/
глутаматного антипортера глутамат и аспартат в
митохондриях печени подавляют разобщающее

УДК 577.23



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 6  2021

ПЕРЕНОСЧИК ФОСФАТА И РАЗОБЩАЮЩЕЕ ДЕЙСТВИЕ ГПК 419

действие жирных кислот (ресопрягающий эф-
фект) [10, 11].

Участием ADP/ATP- и аспартат/глутаматного
антипортеров обусловлено около 70–80% разоб-
щающей активности пальмитиновой и других на-
сыщенных жирных кислот [11, 13]. Другая часть
разобщающей активности этих жирных кислот
(20–30%) подавляется циклоспорином А в не-
обычной для него высокой концентрации 10 мкМ
и, по-видимому, осуществляется путем переклю-
чения цитохром-bc1-комплекса дыхательной це-
пи на холостой режим работы в отсутствие синте-
за АТР [13, 14].

В отличие от протонофорного разобщения
ионофорная активность монокарбоновых жир-
ных кислот в энергизованных митохондриях пе-
чени существенно усиливается при повышении рН
и сопровождается набуханием органелл [5, 6, 15].
Было предположено, что подобное ионофорное
разобщающее действие пальмитиновой кислоты
обусловлено циклическим транспортом этой
жирной кислоты: из межмембранного простран-
ства в матрикс в виде нейтрального комплекса
аниона с катионами K+ и трис+ и в обратном на-
правлении в виде свободного аниона при содей-
ствии ADP/ATP-антипортера [15].

Одним из путей метаболизма монокарбоновых
жирных кислот у млекопитающих и человека яв-
ляется их ω-окисление, происходящее, главным
образом, в клетках печени и почек и приводящее
к образованию соответствующих ω-гидроксикар-
боновых и α,ω-дикарбоновых кислот [16–18].
Так, в процессе ω-окисления пальмитиновой
кислоты образуется ω-гидроксипальмитиновая
кислота (ГПК). Путь ω-окисления значительно
усиливается при некоторых патологических со-
стояниях, сопровождающихся увеличением со-
держания свободных монокарбоновых жирных
кислот и, в частности, при такой распространен-
ной болезни, как диабет [16, 18, 19]. При этих
условиях в крови и клетках пациентов наблюдает-
ся накопление продуктов ω-окисления жирных
кислот [16, 18, 19]. В клетках печени α,ω-дикар-
боновые кислоты подвергаются β-окислению
главным образом в пероксисомах, в результате
чего образуются короткоцепочечные дикарбоно-
вые кислоты и в конечном итоге сукцинат, эф-
фективно окисляющийся митохондриями [19–21].
Путь ω-окисления жирных кислот рассматрива-
ется как один из “путей спасения” (rescue path-
way) при различных нарушениях метаболизма,
связанных с избыточным накоплением свобод-
ных жирных кислот [16, 18].

Молекула ГПК отличается от молекулы паль-
митиновой кислоты только наличием гидроксиль-
ной группы на конце ацильной цепи – в ω-поло-
жении. Известно, что нейтральные молекулы
ГПК и пальмитиновой кислоты, но не их анионы,

способны перемещаться через фосфолипидную
бислойную мембрану по механизму флип-флоп
[22]. Однако в отличие от пальмитиновой кисло-
ты, стимуляция дыхания ГПК в митохондриях
печени помимо протонофорного действия в су-
щественной степени связана с переносом ионов
калия и трис+ в матрикс этих органелл [11]. Мож-
но было бы предположить, что такое ионофорное
разобщающее действие ГПК обусловлено цикли-
ческим транспортом этой жирной кислоты: из
межмембранного пространства в матрикс в виде
нейтрального комплекса аниона с катионами ка-
лия и трис и в обратном направлении в виде сво-
бодного аниона при содействии ADP/ATP- и ас-
партат/глутаматного антипортеров. Однако ни
карбоксиатрактилат, ни глутамат не оказывали
влияния на стимуляцию дыхания ГПК [11]. Сле-
довательно, транспорт аниона ГПК из матрикса в
межмембранное пространство осуществляется
при содействии какого-либо другого белка.

Наше внимание привлек переносчик фосфата –
интегральный белок внутренней мембраны мито-
хондрий, который в процессе окислительного
фосфорилирования осуществляет перенос анио-
на неорганического фосфата из межмембранного
пространства в матрикс [9, 23, 24]. Известно, что
в митохондриях фосфатный переносчик наряду с
ATP-синтазой и ADP/ATP-антипортером участ-
вует в формировании комплекса ATP-синтасо-
мы, что способствует повышению общей эффек-
тивности окислительного фосфорилирования
[23, 24]. Кроме того, в опытах на реконструиро-
ванной системе со встроенным в липосомы пере-
носчиком фосфата показана способность этого
белка ускорять трансмембранный перенос прото-
нов свободными монокарбоновыми жирными
кислотами [25, 26]. В митохондриях печени пере-
носчик фосфата, по-видимому, участвует в разоб-
щающем действии подобных жирных кислот
только совместно с ADP/ATP- и аспартат/глута-
матным антипортерами, выполняя при этом
лишь вспомогательную роль [27].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение митохондрий печени крыс. Мито-

хондрии из печени белых половозрелых крыс
самцов (весом 210–250 г) выделяли общеприня-
тым методом дифференциального центрифуги-
рования с последующим освобождением от эндо-
генных жирных кислот с помощью бычьего сы-
вороточного альбумина (БСА) фракции V в
соответствии с описанной ранее методикой [28].
Среда выделения содержала 250 мМ сахарозы,
1 мМ EGTA, 5 мМ MOPS (рН до 7.4 доводили
трис). Концентрацию белка митохондрий опре-
деляли биуретовым методом, в качестве стандар-
та использовали раствор БСА. Во время проведе-
ния эксперимента суспензию митохондрий (60–
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70 мг митохондриального белка в 1 мл) хранили
на льду.

Оценка дыхания митохондрий печени крыс. Ды-
хание митохондрий регистрировали полярогра-
фическим методом при 25°С в термостатируемой
ячейке объемом 1 мл с помощью кислородного
электрода типа Кларк и установки Oxygraph Plus
(Hansatech Instruments, Великобритания). Спо-
собность Pi, NEM и ИДМФ ингибировать стиму-
лированное ГПК дыхание (ресопрягающий эф-
фект) выражали в процентах и определяли как от-
ношение величины ингибирования дыхания в
присутствии жирной кислоты одним из этих ре-
сопрягающих агентов к величине стимуляции
дыхания этой жирной кислотой по формуле:
100 × ΔJu/(Ju – J4), где Ju и J4 – скорости дыхания
(мкмоль О2/мин на 1 мг белка) соответственно в
присутствии и в отсутствие ГПК, ΔJu – снижение
скорости дыхания указанными агентами.

Оценка разности электрических потенциалов (Δψ)
на внутренней мембране митохондрий. Разность
электрических потенциалов (Δψ) на внутренней
мембране митохондрий оценивали по распреде-
лению катиона тетрафенилфосфония (ТФФ+)
через внутреннюю мембрану, концентрацию ко-
торого регистрировали с помощью ТФФ+-чув-
ствительного электрода и многоканальной элек-
трометрической системы Record 4usb в кювете
объемом 1.2 мл при 25°C при постоянной аэрации
и перемешивании.

В большинстве экспериментов применяли
среду инкубации, содержащую 130 мМ KCl, 5 мМ
янтарной кислоты, 0.5 мМ EGTA, 10 мМ MOPS
(рН до 7.4 доводили трис). В некоторых экспери-
ментах была использована сахарозная среда ин-
кубации: 250 мМ сахарозы вместо KCl.

Оценка ионофорной и протонофорной активно-
сти ГПК. Ионофорную активность ГПК оценива-
ли по интенсивности энергозависимого набуха-
ния митохондрий путем изменения оптической
плотности суспензии митохондрий (А) при длине
волны 540 нм на спектрометре Ocean Optics
FLAME-T-UV-VIS (Ocean Optics Inc., США) при
постоянном перемешивании и при температуре
25°С. Протонофорную активность ГПК оценива-
ли по интенсивности набухания деэнергизован-
ных (недышащих) митохондрий, инкубируемых в
изотоническом растворе ацетата калия в присут-
ствии валиномицина [5, 29]. Набухание митохон-
дрий регистрировали путем изменения оптиче-
ской плотности суспензии митохондрий (А) при
длине волны 600 нм на спектрофотометре Ocean
Optics FLAME-T-UV-VIS (Ocean Optics Inc.) в
ячейке объемом 1 мл при постоянном перемеши-
вании и температуре 25°С. В этом случае приме-
няли среду инкубации, содержащую 145 мМ аце-
тата калия, 5 мМ трис, 0.2 мМ EDTA, 0.5 мкМ ва-
линомицина и 1 мкМ ротенона (pH 7.4).

При проведении экспериментов в ячейку или
в кювету сразу после митохондрий во всех случаях
добавляли ротенон (1 мкМ) и, если это необходи-
мо, ТФФ+ (1 мкМ). Все другие добавки осуществ-
ляли, как указано в таблице и на рисунках. В кон-
трольных пробах к митохондриям добавляли рас-
творители в том же объеме, как в добавках с
исследуемыми веществами. Во всех случаях рас-
творители не оказывали существенного влияния
на исследуемые параметры митохондрий.

Статистическая обработка результатов. Данные
были проанализированы с использованием про-
грамм Graph Pad Prizm 5 и Microsoft Excel и пред-
ставлены как среднее ± стандартная ошибка
средней (n = 3–4). Полученные данные были об-
работаны статистически с помощью U-критерия
Манна–Уитни. Для оценки значимости различий
использовался уровень вероятности p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При исследовании ионофорного действия

ГПК прежде всего необходимо выяснить особен-
ности стимуляции дыхания митохондрий этой
жирной кислотой при замене сахарозной среды
инкубации KCl-средой, не содержащей сахарозу.
Как видно из рис. 1, ГПК вплоть до ее концентра-
ции 45 мкМ более эффективно стимулирует ды-
хание митохондрий печени при условии их инку-
бации в KCl-среде, чем в сахарозной среде. Сле-
довательно, в KCl-среде инкубации активность
ГПК как индуктора свободного дыхания может
быть обусловлена энергозависимым транспортом
ионов в матрикс (ионофорное действие). По этой
причине во всех следующих опытах была исполь-
зована KCl-среда инкубации.

В следующих экспериментах было исследова-
но влияние лигандов переносчика фосфата – его
субстрата неорганического фосфата (Pi), а также
ингибиторов: N-этилмалеимида (NEM) [30, 31] и
иминоди(метилен)фосфоната (ИДМФ) [25, 26]
на стимуляцию дыхания митохондрий печени
ГПК. Как известно, переносчик фосфата при фи-
зиологических условиях, т.е. в процессе синтеза
АТР, осуществляет транспорт неорганического
фосфата (Pi) совместно с Н+ (или в обмен на ОН–)
[9, 23]. В том случае, если синтез АТР не происхо-
дит, переносчик фосфата катализирует электро-
нейтральный Pi/Pi-обмен [30, 32]. Следует отме-
тить, что Кm переносчика фосфата митохондрий
печени (В изоформа) для Pi составляет 0.78 мM
[32]. Следовательно, применяемая нами концен-
трация Pi 2 мМ существенно больше этой величи-
ны. Как видно из таблицы, наличие в среде инку-
бации Pi в указанной концентрации приводит к
небольшой стимуляции дыхания в состоянии 4.
Это может быть связано с частичным транспор-
том Pi совместно с Н+, что проявляется как слабое
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разобщающее действие Pi. При этом Pi эффектив-
но ингибирует дыхание митохондрий, стимули-
рованное ГПК в концентрации от 15 до 60 мкМ
(табл. 1). Вместе с тем Pi не оказывает влияния на
дыхание митохондрий в присутствии протоно-
форного разобщителя 2,4-динитрофенола (ДНФ)
в концентрации 50 мкМ необходимой для прояв-
ления максимального разобщающего действия

(табл. 1). Следовательно, Pi не оказывает ингиби-
рующего влияния на транспорт электронов по
дыхательной цепи. NEM в количестве 170 нмоль
на 1 мг белка митохондрий полностью ингибиру-
ет транспорт Pi в митохондриях печени, по-види-
мому, взаимодействуя с SH-группой цистеина-41
[30, 31]. Как видно из таблицы, NEM в концен-
трации 240 мкМ (200 нмоль на 1 мг белка мито-
хондрий) не влияет на дыхание митохондрий в
состоянии 4, но эффективно ингибирует (на 35–
40%) дыхание в присутствии ГПК. В то же время
NEM в указанной концентрации не оказывает
влияния на полностью разобщенное ДНФ дыха-
ние (табл. 1).

Известно, что при ингибировании транспорта
Pi в митохондриях печени Кi для ИДМФ состав-
ляет 5.2 мМ [26]. Следовательно, для проявления
полного ингибирующего действия концентрация
ИДМФ должна составлять как минимум 15 мМ.
Однако в наших экспериментах уже в концентра-
ции 10 мМ ИДМФ более чем на 40% снижает ско-
рость полностью разобщенного ДНФ дыхания,
что свидетельствует об ингибировании транспор-
та электронов по дыхательной цепи (данные не
приведены). Как видно из таблицы, в концентра-
ции 5 мМ ИДМФ не влияет на дыхание митохон-
дрий в состоянии 4, но частично на 20% ингиби-
рует дыхание в присутствии ГПК в концентрации
от 30 до 60 мкМ. При этом в указанной концен-
трации ИДМФ также не влияет на разобщенное
ДНФ дыхание (табл. 1).

Эффективность действия ГПК как индуктора
свободного дыхания в митохондриях может быть
выражена количественно как величина стимуля-
ции дыхания в состоянии 4 (ΔJ4). Это позволяет
сравнить эффективность действия указанных ли-
гандов переносчика фосфата как ингибиторов

Рис. 1. Влияние ГПК на дыхание митохондрий пече-
ни, инкубируемых в KCl- (1) и сахарозной (2) средах
инкубации. Условия опыта и состав среды инкубации
описаны в разделе “Материалы и методы”. Концен-
трация митохондриального белка – 1.2 мг/мл. Приве-
дены средние значения ± стандартная ошибка сред-
него (n = 4).
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Таблица 1. Влияние Pi, NEM и ИДМФ на дыхание митохондрий печени в состоянии 4 и в присутствии ГПК
в различной концентрации

Примечание. Условия опыта и состав среды инкубации описаны в разделе “Материалы и методы”. Pi, NEM и ИДМФ были
добавлены в экспериментальную ячейку до внесения ГПК. Приведены средние значения ± стандартная ошибка среднего.
* Различия между опытом (присутствие модифицирующих агентов) и контролем (их отсутствие) статистически значимы,
p < 0.05.

ГПК, мкМ

Скорость дыхания, нмоль О2/мин на 1 мг белка

контроль
(n = 4)

Pi 2 мМ
(n = 3)

NEM 240 мкМ
(n = 3)

ИДМФ 5 мМ
(n = 4)

0 8.6 ± 0.23 10.1 ± 0.23* 8.9 ± 0.21 9.1 ± 0.11

15 15.3 ± 0.53 11.9 ± 0.57* 11.7 ± 0.52* 12.8 ± 0.29*

30 23.9 ± 1.26 14.6 ± 0.52* 15.6 ± 0.69* 19.2 ± 0.91*

45 30.9 ± 1.31 17.8 ± 0.63* 18.2 ± 1.01* 24.8 ± 0.54*

60 33.3 ± 0.93 21.8 ± 0.41* 19.8 ± 0.72* 26.3 ± 0.78*

60 + ДНФ 50 мкМ 44.6 ± 1.94 46.5 ± 1.44 39.7 ± 1.54 40.7 ± 2.44
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стимуляции дыхания ГПК. Как видно из рис. 2,
наиболее эффективно действуют Pi и NEM, в то
время как ИДМФ менее эффективен.

Ранее для количественной оценки степени ин-
гибирования карбоксиатрактилатом, глутаматом
и циклоспорином А стимулированного пальми-
тиновой кислотой дыхания митохондрий были
использованы величины их ресопрягающих эф-
фектов [13, 27]. По аналогии с этими ресопрягаю-

щими агентами способность Pi, NEM и ИДМФ
ингибировать разобщающее действие жирных
кислот также была выражена количественно как
ресопрягающий эффект. Так, в отсутствие влия-
ния указанных соединений на действие ГПК их
ресопрягающий эффект равен 0, при полном ин-
гибировании – 100%. Проведенные расчеты по-
казали, что при стимуляции дыхания митохон-
дрий 30 мкМ ГПК ресопрягающие эффекты Pi,
NEM и ИДМФ составляют соответственно 71 ±
± 8.3% (n = 3), 56 ± 6.1% (n = 3) и 34 ± 2.7% (n = 4).

Выше уже отмечалось, что стимуляция ГПК
дыхания митохондрий, инкубируемых в KCl-сре-
де, может быть обусловлена как протонофорным,
так и ионофорным действием этой жирной кис-
лоты. Эффективным методом оценки способно-
сти различных соединений транспортировать
протоны через внутреннюю мембрану митохон-
дрий является регистрация набухания деэнерги-
зованных органелл в изотоническом растворе
ацетата калия в присутствии валиномицина [5, 29].
Как видно из рис. 3, в этих условиях ГПК в кон-
центрации 30 мкМ индуцирует набухание мито-
хондрий печени, что свидетельствует о протоно-
форном действии этой жирной кислоты. Pi и
NEM не влияют на набухание митохондрий в
присутствии ГПК (рис. 3). Полученные результаты
позволяют говорить о том, что указанные лиган-
ды переносчика фосфата не влияют на протоно-
форную активность ГПК. Следовательно, эффек-
тивное ингибирование Pi и NEM стимулирован-
ного ГПК дыхания митохондрий может быть
связано с подавлением ионофорного действия
этой жирной кислоты.

Рис. 2. Зависимость величин стимуляции дыхания
митохондрий печени в состоянии 4 (ΔJu, нмоль
О2/мин на 1 мг белка) ГПК от концентрации этой
жирной кислоты в отсутствие (1) и присутствии: 2 мМ
Pi (2), 240 мкМ NЕМ (3), 5 мМ ИДМФ (4). Условия
опыта и состав среды инкубации описаны в разделе
“Материалы и методы”. Приведены средние значе-
ния ± стандартная ошибка среднего (n = 3).
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Рис. 3. Кинетика (а) и скорость (б) набухания митохондрий печени крысы в изотоническом растворе ацетата калия в
присутствии валиномицина. На панели а цифрами обозначены кривые, полученные при добавлении различных аген-
тов: 1 – без добавок; 2 – 30 мкМ ГПК; 3 – 2 мМ Pi + 30 мкМ ГПК; 4 – 200 мкМ NEM + 30 мкМ ГПК. Условия опыта
и состав среды инкубации описаны в разделе “Материалы и методы”. Концентрация митохондриального белка в кю-
вете – 1 мг/мл. Представлены данные типичного эксперимента, полученные на одном препарате митохондрий. Ана-
логичные результаты были получены еще в двух независимых экспериментах. На диаграмме б приведены средние зна-
чения ± стандартная ошибка среднего (n = 3). * – различия между контролем (без добавок) и экспериментом (с тести-
руемыми агентами) статистически значимы, p < 0.05.
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Известно, что транспорт К+ и других монова-
лентных катионов в матрикс энергизованных ми-

тохондрий сопровождается набуханием этих ор-
ганелл [5, 6, 33–35]. Как показано на рис. 4, ГПК
в концентрации 30 мкМ эффективно индуцирует
снижение оптической плотности суспензии ми-
тохондрий, что свидетельствует о набухании этих
органелл. Такое действие ГПК в значительной
степени подавляется 2 мМ Pi (рис. 4, кривая 3).
Аналогичным действием обладают и ингибиторы
переносчика фосфата: NEM (рис. 4, кривая 4) и
5 мМ ИДМФ (рис. 4, кривая 5). При оценке вли-
яния ГПК на трансмембранный потенциал мито-
хондрий печени, инкубируемых в KCl-среде, по-
лучены схожие результаты (рис. 5). Действитель-
но, можно видеть, что 30 мкМ ГПК вызывает
частичный выход ТФФ+ из органелл, что свиде-
тельствует о снижении мембранного потенциала
митохондрий печени. При этом 2 мМ Pi и менее
эффективно 200 мкМ NEM снижают такой эф-
фект ГПК. Стоит отметить, что указанные лиган-
ды фосфатного переносчика не влияют на сниже-
ние мембранного потенциала митохондрий, ин-
дуцированное 50 мкМ ДНФ (рис. 5).

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о том, что лиганды переносчика
фосфата: его субстрат Pi и ингибиторы – NEM и
ИДМФ снижают активность ГПК как индуктора
свободного дыхания, связанную с переносом
ионов калия в матрикс митохондрий печени
(ионофорное действие). Эти данные позволяют
говорить о том, что переносчик фосфата в мито-
хондриях печени принимает участие в ионофор-
ном действии ГПК. Как уже отмечалось во вве-
дении, нейтральные молекулы ГПК и пальмити-
новой кислоты, но не их анионы, способны

Рис. 4. Кинетика (а) и скорость (б) набухания митохондрий печени крысы в KCl-среде. На панели а цифрами обозна-
чены кривые, полученные при добавлении различных агентов: 1 – без добавок; 2 – 30 мкМ ГПК; 3 – 2 мМ Pi + 30 мкМ
ГПК; 4 – 200 мкМ NEM + 30 мкМ ГПК; 5 – 5 мМ ИДМФ + 30 мкМ ГПК. Условия опыта и состав среды инкубации
описаны в разделе “Материалы и методы”. Концентрация митохондриального белка в кювете – 1 мг/мл. Представле-
ны данные типичного эксперимента, полученные на одном препарате митохондрий. Аналогичные результаты были
получены еще в двух независимых экспериментах. На диаграмме б приведены средние значения ± стандартная ошиб-
ка среднего (n = 3). * – статистически значимые различия между скоростью ГПК-индуцированного набухания в при-
сутствии различных агентов или в отсутствие добавок (Б.д., p < 0.05).
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Рис. 5. Влияние ГПК на разность электрических по-
тенциалов (Δψ) на внутренней мембране митохон-
дрий. Цифрами обозначены кривые, полученные при
добавлении различных агентов: 1 – 30 мкМ ГПК, 2 –
2 мМ Pi + 30 мкМ ГПК, 3 – 200 мкМ NEM + 30 мкМ
ГПК. Другие добавки: 50 мкМ ДНФ. Условия опыта и
состав среды инкубации описаны в разделе “Матери-
алы и методы”. Концентрация митохондриального
белка в кювете – 1 мг/мл. Представлены данные ти-
пичного эксперимента, полученные на одном препа-
рате митохондрий. Аналогичные результаты были
получены еще в двух независимых экспериментах.
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перемещаться через фосфолипидную бислойную
мембрану по механизму флип-флоп [22]. Ионо-
форное действие ГПК в энергизованных мито-
хондриях печени может быть обусловлено транс-
портом этой жирной кислоты из межмембранно-
го пространства в матрикс в виде нейтрального
комплекса аниона с катионами К+ и (или) трис+.
В этом случае можно полагать, что фосфатный
переносчик способен содействовать переносу
аниона ГПК с внутреннего монослоя внутренней
мембраны на наружный монослой. Добавление Pi
к митохондриям, вероятно, индуцирует конфор-
мационные изменения молекулы переносчика, ха-
рактерные для транспорта аниона Pi совместно с
протоном или для электронейтрального Pi/Pi-об-
мена [30, 32]. Можно полагать, что в этой кон-
формации переносчик фосфата не способен со-
действовать переносу аниона ГПК с внутреннего
монослоя внутренней мембраны на наружный
монослой. Связывание NEM с SH-группами ци-
стеина приводит к конформационным изменени-
ям молекулы переносчика, при которых этот
транспорт осуществляется с значительно мень-
шей скоростью. По-видимому, взаимодействие
ИДМФ с переносчиком фосфата приводит к ана-
логичным изменениям транспорта аниона ГПК.

Как уже было сказано во введении, путь ω-окис-
ления значительно усиливается при некоторых
патологических состояниях, сопровождающихся
увеличением содержания свободных монокарбо-
новых жирных кислот, и, в частности, при такой
распространенной болезни, как диабет [16, 18, 19].
Подобные нарушения липидного и углеводного
обменов приводят к увеличению содержания в
том числе и ω-гидроксикарбоновых кислот [16,
18, 19], а также к развитию окислительного стрес-
са [34]. Стимуляция свободного дыхания ГПК со-
провождается эффективным ингибированием ге-
нерации Н2О2 в изолированных митохондриях
печени [11]. Следовательно, индукцию ГПК сво-
бодного дыхания в митохондриях печени можно
рассматривать как один из “путей спасения” ге-
патоцитов при различных патологических состо-
яниях, сопровождающихся нарушениями мета-
болизма углеводов и липидов и усилением окис-
лительного стресса, в том числе и при диабете [36].
Можно полагать, что переносчик фосфата играет
существенную роль в действии ГПК как модуля-
тора таких патологических состояний.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
тересов, связанных с публикацией настоящей
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The Role of the Phosphate Carrier in the Ionophore Uncoupling Action 
of ω-Hydroxypalmitic Acid in Liver Mitochondria

M. V. Dubinin1, *, A. A. Semenova1, O. E. Krasnoshchekova1, V. N. Samartsev1

1Mari State University, Yoshkar-Ola, 424000 Russia
*e-mail: dubinin1989@gmail.com

This paper examines the uncoupling effect of ω-hydroxypalmitic acid (HPA) on liver mitochondria energized
by oxidation of succinate. It was shown that HPA more effectively stimulates respiration of mitochondria in
the case of incubation in a medium containing potassium chloride, which indicates the ability of HPA to exert
an ionophore effect on mitochondria associated with the transport of potassium and/or Tris ions into the ma-
trix of organelles. It was suggested that the phosphate carrier of the inner mitochondrial membrane can be
involved in the ionophore action of HPA. We have shown that inorganic phosphate (Pi), a phosphate carrier
substrate, has a significant inhibitory effect on HPA-induced stimulation of respiration in liver mitochondria.
In addition, Pi inhibits HPA-induced swelling of organelles caused by the transport of potassium and/or Tris
ions into the mitochondrial matrix and also reduces the efficiency of HPA as an inducer of a decrease in the
transmembrane potential (Δψ) of liver mitochondria. The inhibitors of the phosphate carrier, N-ethylma-
leimide (NEM) and iminodi(methylene)phosphonate (IDMP), have a similar effect. It was shown that, upon
stimulation of mitochondrial respiration by 30 μM HPA, the recoupling effects of Pi, NEM, and IDMP are
71 ± 8.3%, 56 ± 6.1%, and 34 ± 2.7%, respectively. Noteworthy, these ligands of the phosphate carrier have
no effect on the protonophore effect of HPA. Thus, we conclude that the phosphate carrier of liver mitochon-
dria takes part in the ionophore action of HPA, possibly facilitating the transfer of the HPA anion from the
inner monolayer of the inner membrane to its outer monolayer.

Keywords: liver mitochondria, uncoupling, ionophore, phosphate carrier, ω-hydroxypalmitic acid
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Механическое повреждение первичной нейрональной культуры служит удобной in vitro моделью
для изучения молекулярно-клеточных механизмов, задействованных в распространении очага по-
вреждения при механической травме мозга. В данной работе исследованы изменения внутрикле-
точной концентрации Ca2+ ([Ca2+]i), Na+ ([Na+]i) и митохондриального потенциала (ΔΨm) в ответ
на механическое повреждение первичной культуры корковых нейронов крысы. Быстрое (в течение
1–2 с) нанесение повреждения нейрональной сети в форме полосы ~3 × 0.1 мм вызывало скачкооб-
разный рост [Ca2+]i, [Na+]i и резкое падение ΔΨm. В ~78% клеток, отреагировавших на травму куль-
туры, происходило плавное восстановление указанных параметров до базального уровня. В осталь-
ных 22% возникала вторая фаза подъема [Ca2+]i (отсроченная кальциевая дисрегуляция, ОКД), син-
хронная с сильным падением ΔΨm. В таких клетках [Na+]i оставалась на уровне высокого плато.
Добавление инсулина (100 нМ) за 5 мин до нанесения механического повреждения уменьшало долю
нейронов, имевших ОКД и устойчивое повышение [Na+]i. Таким образом, наличие инсулина спо-
собствует нормализации Ca2+- и Na+-гомеостаза и функционирования митохондрий, нарушенных
при моделировании механической травмы мозга in vitro.

Ключевые слова: механическое повреждение мозга in vitro, глутаматная эксайтотоксичность, отсро-
ченная кальциевая дисрегуляция, инсулин
DOI: 10.31857/S0233475521060062

ВВЕДЕНИЕ

Травматическое повреждение мозга является
серьезной клинической проблемой, приводящей
к смерти, развитию длительной потере трудоспо-
собности и инвалидизации. Моделирование трав-
матического повреждения мозга in vitro успешно
используют для выяснения каскада молекуляр-
ных механизмов, приводящих к вторичному по-
вреждению мозга, а также для поиска веществ,
обладающих нейропротекторными свойствами
[1–3]. Одним из лидирующих факторов гибели
нейронов является чрезмерное повышение внут-
риклеточной концентрации свободного Ca2+

([Ca2+]i), приводящее к кальциевой перегрузке
митохондрий и нарушению их функционального
состояния [4–6].

Ранее было показано, что источником повы-
шения [Ca2+]i при нанесении нейрональной куль-
туре механической травмы служит внеклеточный
Ca2+ [7, 8]. Было обнаружено, что MK801, инги-
бирующий ионотропные глутаматные каналы
NMDA-типа, предотвращал повышение [Ca2+]i
в 99% нейронов [9]. Это свидетельствует о том,
что основным путем поступления Ca2+ в нейроны
служат ионные каналы NMDA-рецепторов. Не-
давно нами показано, что инсулин защищает пер-
вичные культуры нейроны от эксайтотоксиче-
ского действия глутамата (Glu) [10]. Целью дан-
ной работы было выявить, способен ли инсулин
оказывать нейропротекторное действие в тех слу-
чаях, когда изменение внутриклеточного ионно-
го гомеостаза и нарушение функций митохон-
дрий вызвано не экзогенным Glu, а эндогенным,

УДК 577.352.4
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выделяющимся в условиях, моделирующих меха-
ническую травму мозга in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование выполнено на первичных куль-

турах кортикальных нейронов крыс Вистар в воз-
расте 1–2 дня (возраст клеток в культуре 10–
12 дней), приготовленных как описано в работе
[10]. Травму нейрональной сети производили иг-
лой, установленной в механическом манипулято-
ре, позволяющем наносить горизонтальную ца-
рапину длиной 2–3 мм и шириной 80–100 мкм в
течение 1–2 с. Регистрацию флуоресцентных
сигналов Ca2+- и Na+-индикаторов и потенциал-
чувствительного митохондриального зонда про-
изводили с интервалом между кадрами 3 с до, во
время и после нанесения повреждения в пределах
150 мкм от границы царапины. Измерения вы-
полнены с помощью системы анализа изображе-
ния на основе инвертированного флуоресцент-
ного микроскопа Olympus IX-71. Для одновре-
менных измерений [Ca2+]i и митохондриального
потенциала (ΔΨm) использовали флуоресцентные
зонды: Fura-FF (4 мкМ, 60 мин, возбуждение
340 ± 8 и 380 ± 8 нм, испускание 525 ± 15 нм) и
потенциал-чувствительный зонд Rhodamine 123
(Rh123, 2.5 мкг/мл, 15 мин, возбуждение 485 ±
± 8 нм, испускание 525 ± 15 нм) соответственно.
Для одновременных измерений внутриклеточной
концентрации Na+ ([Na+]i) и Ca2+ использовали
флуоресцентные зонды: SBFI (8 мкМ, 60 мин,
длины волн возбуждения и регистрации те же, что
для Fura-FF) и Rhod-2 (1 мкМ, 60 мин, возбужде-
ние 565 ± 8 нм, испускание 610 ± 15 нм) соответ-
ственно.

Все измерения выполнены в буферном раство-
ре следующего состава (мМ): 130 NaCl, 5.4 KCl,

2 CaCl2, 1 MgCl2, 5 глюкозы, 20 HEPES, pH 7.4.
Добавление инсулина (100 нМ, свиной, Sigma-Al-
drich, США) производили за 5 мин до нанесения
травмы, и далее он присутствовал в растворе в те-
чение всей процедуры измерений, за исключением
периодов действия протонофора FCCP (1 мкМ)
и калибровки сигналов Ca2+-индикатора в конце
экспериментов. Для калибровки максимального
сигнала Fura-FF и Rhod-2 добавляли Ca2+-ионо-
фор иономицин (Iono, 2 мкМ, в присутствии
5 мМ Ca2+), что приводило к насыщению индика-
тора ионами Ca2+.

Изменения [Ca2+]i, измеренные с помощью
Fura-FF, представлены как изменения отноше-
ния F340/F380 и нормированы относительно ис-
ходного состояния в покоящихся клетках до на-
несения травмы (F340/F380 = 0) и после калибровки
максимального сигнала (F340/F380 = 1). Измене-
ния [Ca2+]i, измеренные с помощью Rhod-2,
представлены как изменения отношения F/Fo,
где F и Fo соответственно текущее значение ин-
тенсивности флуоресценции и исходное в покоя-
щихся клетках в начале эксперимента. Отноше-
ние F/Fo принято за 0 в покоящихся клетках и за 1
после калибровки максимального сигнала Rhod-2 с
помощью иономицина. Изменения [Na+]i пред-
ставлены как изменения отношения F340/F380 инди-
катора SBFI и нормированы относительно исход-
ного значения в покоящихся клетках (F340/F380 = 1).

Флуоресцентные индикаторы приобретены
в ThermoFisher (США), остальные реагенты в
Sigma-Aldrich.

Статистическая обработка данных производи-
лась с помощью программы GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software Inc., США), непарный t-тест.
Статистически значимыми считали различия при

Рис. 1. Типичные флуоресцентные изображения первичной культуры кортикальных нейронов крысы, нагруженных
Fura-FF (a, б) и Rhodamine123 (в, г) до нанесения царапины (а, в) и спустя 60 с после ее нанесения (б, г). Более теплый цвет
флуоресцентных изображений Fura-FF соответствует увеличению [Ca2+]i в соме клеток; более теплый цвет флуоресцент-
ных изображений Rh123 соответствует снижению ΔΨm в соме и нейритах. Масштабный отрезок соответствует 100 мкм.

а б в г
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уровне вероятности p < 0.05. Данные представле-
ны как среднее ± стандартное отклонение, n –
общее количество клеток во всех экспериментах.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Механическое повреждение первичной куль-
туры кортикальных нейронов крысы приводит к

быстрому увеличению [Ca2+]i и синхронному па-
дению ΔΨm. Типичные изображения изменений
[Ca2+]i и ΔΨm до и после механического поврежде-
ния (нанесения царапины) представлены на рис. 1.

В 77.7 ± 9.1% клеток (n = 264, 4 эксперимента)
эти изменения имели быстрый транзиторный ха-
рактер с возвращением [Ca2+]i и ΔΨm к низкому

Рис. 2. Изменения [Ca2+]i и ΔΨm в первичной культуре кортикальных нейронов крысы, подвергнутой механическому
повреждению с разрывом нейрональной сети в буферном растворе без (а и б) и с добавлением инсулина (Ins, 100 нМ)
(в и г). В каждой группе представлено по 50 кривых, соответствующих сигналам индивидуальных нейронов. Пиковые
значения [Ca2+]i (пик [Ca2+]i), отмечаемые в первые 120 с после нанесения царапины (д), и % клеток, в которых раз-
вилась отсроченная кальциевая дисрегуляция (ОКД) (е).
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значению. В остальных 22.3% происходило двух-

фазное увеличение [Ca2+]i с развитием устойчи-

вого плато и митохондриальной деполяризацей

(рис. 2а, 2б). Большая часть клеток (63 ± 7%), раз-

вивших двухфазный Сa2+-ответ на травму, лока-

лизовалась в пределах 50 мкм от границы царапины.

Подобные изменения [Ca2+]i и ΔΨm наблюдаются

при эксайтотоксическом действии экзогенного

Glu на первичные нейрональные культуры мозга
и получили название отсроченной кальциевой

дисрегуляции (ОКД) [4–6]. В настоящем экспе-

риментальном протоколе Glu не добавляли, од-

нако этот нейромедиатор мог выделиться из кле-

ток, разрушенных в результате нанесения меха-

нического повреждения. Это предположение

подтверждается тем, что доля клеток, ответивших

быстрым подъемом [Ca2+]i на механическое по-

вреждение многократно снижается в присутствии

МК-801, что указывает на доминирующую роль

ионотропных Glu-активируемых каналов NMDA-
типа в реакции нейронов на повреждение [9]. Ин-

тересно, что в отличие от стандартных протоко-

лов при изучении глутаматной эксайтотоксично-

сти, использующих экзогенный Glu в безмагние-

вом буфере в присутствии глицина [4, 5, 10], при
нанесении механической травмы ОКД развива-
лась не только без введения глицина, являющего-
ся ко-агонистом NMDA-рецепторов, но и без

удаления Mg2+. Возможно, при механическом по-
вреждении культуры выделяется не только эндо-
генный Glu, но и глицин, а также происходит
быстрая деполяризация плазматической мембра-
ны, снимающая потенциал-зависимую магние-
вую блокаду.

Добавление инсулина (100 нМ) за 5 мин до на-
несения травмы само по себе не влияло на сигнал
Fura-FF, однако приводило к достоверному
снижению доли нейронов, имевших ОКД в ре-
зультате повреждения культуры с 22.3 ± 9.1%
до 10.3 ± 4.2% (p = 0.02, n = 306, 4 эксперимента)
(рис. 2е). Доля нейронов, показавших синхрон-
ное с ОКД сильное падение ΔΨm, также уменьша-

лась (рис. 2б, 2г). Инсулин достоверно уменьшал

пиковые значения [Ca2+]i с 0.24 ± 0.01 до 0.17 ± 0.00,

наблюдаемые в первые 2 мин после нанесения
травмы (p < 0.0001, за 1 принята максимальная

[Ca2+]i, достигаемая при добавлении иономици-

на) (рис. 2д).

Рис. 3. Изменения [Ca2+]i и ΔΨm в первичной культуре кортикальных нейронов крысы, подвергнутой механическому
повреждению с разрывом нейрональной сети в буферном растворе без (а и б) и с добавлением KB-R7943 (10 мкМ) (в
и г). В каждой группе представлено по 50 кривых, соответствующих сигналам индивидуальных нейронов.
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Добавление протонофора FCCP в конце экс-

перимента вызывало больший подъем флуорес-
ценции Rh123 в тех культурах, которые содержали

в буфере инсулин. Это свидетельствует о том, что

в присутствии инсулина митохондрии удержали

большее количество Rh123 в матриксе при меха-
ническом повреждении культуры и, соответ-

ственно, высвободили больше зонда в цитозоль

при деполяризации с помощью FCCP (рис. 2г).

Очевидно, митохондрии нейронов имели в при-

сутствии инсулина более высокий ΔΨm, позво-

ливший удержать большее количество Rh123.

Для развития ОКД при действии экзогенного

Glu требуется не только активация NMDA-ре-

цепторов, но и реверсия Na+/Ca2+-обменника

[11]. Мы проверили, насколько ингибирование

реверсивной моды Na+/Ca2+-обменника с помо-

щью KB-R7943 важно для развития ОКД и силь-

ного падения ΔΨm. Оказалось, что при механиче-

ской травме нейрональной культуры и действии

Glu, выделившегося в результате повреждения

клеток, KB-R7943 (10 мкМ) не вызвал достовер-

ного уменьшения доли клеток, имевших ОКД

Рис. 4. Изменения [Na+]i и [Ca2+]i в первичной культуре кортикальных нейронов крысы, подвергнутой механическо-
му повреждению с разрывом нейрональной сети в буферном растворе без (а и б) и с добавлением инсулина (Ins,
100 нМ) (в и г), в каждой группе представлено по 50 кривых, соответствующих сигналам индивидуальных нейронов.
Сопоставление [Na+]i и [Ca2+]i сигналов в ответ на травму в двух представительных нейронах (д и е).
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КРАСИЛЬНИКОВА и др.

(n = 167 в группе клеток, подвергшихся механиче-
скому повреждению; n = 158 в группе клеток пре-
добработанных K-BR7943 и подвергшихся меха-
ническому повреждению, 3 эксперимента, p > 0.05)
(рис. 3).

Известно, что NMDA-каналы обладают высо-

кой проводимостью не только для Ca2+, но и для

Na+ [4], поэтому мы проверили, происходят ли

изменения [Na+]i в нейронах в ответ на механиче-

ское повреждение культуры. Действительно, в от-

вет на царапину изменения [Ca2+]i шли парал-

лельно с изменениями [Na+]i (рис. 4). Добавление

инсулина приводило к уменьшению доли нейро-
нов, которые в ответ на травму развивали устой-

чивое повышение [Na+]i c 19.7 ± 2.3% (n = 211,

4 эксперимента) до 9.9 ± 2.4% (n = 204, 4 экспери-
мента, p < 0.0012). Это наблюдение согласуется с

результатами измерения [Ca2+]i (рис. 2). Так же

как и в случае измерений [Ca2+]i, инсулин досто-

верно уменьшал пиковые значения [Na+]i с 1.77 ±

± 0.03 до 1.45 ± 0.03, наблюдаемые в первые 2 мин
после нанесения повреждения (p < 0.001, за 1 при-

нято стартовое значение [Na+]i).

ОБСУЖДЕНИЕ

Развитие ОКД является “точкой невозврата”
при глутаматной нейротоксичности, и гибель та-
ких нейронов в первичной культуре предопреде-
лена [12, 13]. Снижение доли клеток, имеющих

[Ca2+]i-плато в in vitro модели травматического

повреждения мозга, должно положительно ска-
зываться на выживании нейронов вблизи травми-
рованной зоны. Инсулин понижал амплитуду

скачка [Ca2+]i (рис. 2д) и [Na+]i (рис. 4) в момент

нанесения царапины, что свидетельствует о спо-
собности этого гормона снижать поступление

Ca2+ и Na+ в клетку при механическом поврежде-
нии нейрональной сети in vitro. Снижение по-

ступления Ca2+ в цитозоль из буфера уменьшает
вероятность развития ОКД [14] и хорошо согласу-
ется с результатами настоящего исследования
(рис. 2е). С другой стороны, показано, что в ге-
терологических системах (в ооците лягушки)
инсулин способен увеличивать экспрессию
NMDA-рецепторов [15]. Однако электрофизио-
логические исследования на мозге крыс проде-
монстрировали, что эффект инсулина может быть
разнонаправленным в зависимости от того, какие
рецепторы вовлечены в нейротрансмиссию до-
полнительно к ионотропным рецепторам глута-
мата [16]. Кроме того, снижение в присутствии
инсулина доли клеток, в которых повреждение

вызывало длительное повышение [Na+]i, указы-

вает на то, что инсулин способствовал более эф-

фективной работе Na+/K+-ATP-азы (рис. 4). Это

подтверждается тем, что в присутствии инсулина
митохондрии нейронов имели более высокий
ΔΨm, чем контрольные культуры без добавки гор-

мона (рис. 2б, 2г), и хорошо согласуется с совре-
менными представлениями о более эффективной
работе митохондрий по энергообеспечению ней-
ронов в присутствии инсулина [17].

Мы не обнаружили реверсии Na+/Ca2+-обмен-
ника при механическом повреждении (рис. 3).

Вероятно, снижение градиента концентрации Na+

между буфером и цитозолем и падение трансмем-
бранного потенциала плазмалеммы не достигали

уровня, необходимого для реверсии Na+/Ca2+-об-
менника, которое реализуется при нейротоксиче-
ском воздействии глутамата [4, 5, 12, 13].

В заключение отметим, что обработка нейро-

нов инсулином способствует нормализации Ca2+-

и Na+-гомеостаза и функции митохондрий, нару-
шенных в результате разрыва нейрональной сети.
Можно надеяться, что положительное действие ин-
сулина проявляется не только на двумерной модели
травмы мозга, механическом повреждении первич-
ной нейрональной культуры, но также in vivo.
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сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
тересов, связанных с публикацией данной статьи.
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Insulin Normalizes Ionic Homeostasis and the State of Mitochondria 
during Mechanical Trauma to the Culture of Brain Neurons

I. A. Krasilnikova1, *, I. A. Pomytkin2, V. G. Pinelis1, A. M. Surin1, 3

1National Medical Research Center for Children’s Health, Moscow, 119296 Russia
2Sechenov First Moscow State Medical University, Moscow, 119991 Russia

3Institute of General Pathology and Pathophysiology, Moscow, 125315 Russia
*e-mail: Irinakrsl81@gmail.com

Mechanical damage to the primary neuronal culture serves as a convenient in vitro model for studying the
molecular and cellular mechanisms involved in the spreading of the lesion in mechanical trauma to the brain.
In this work, we investigated changes in the intracellular concentrations of Ca2+ ([Ca2+]i) and Na+ ([Na+]i)
and in the mitochondrial potential (ΔΨm) in response to mechanical damage to the primary culture of rat cor-
tical neurons. Rapid (within 1–2 s) damage to the neural network in the form of a ~3 × 0.1 mm scratch caused
an abrupt increase in [Ca2+]i and [Na+]i and a sharp drop in ΔΨm. In ~78% of the cells that responded to the
culture trauma, these parameters gradually restored to the basal level. In the remaining 22% of the cells, there
was a second phase of [Ca2+]i rise (delayed calcium dysregulation, DCD), synchronous with a profound de-
crease in ΔΨm. In these cells [Na+]i remained at a high plateau level. The addition of insulin (100 nM) 5 min
before the mechanical damage caused a decrease in the proportion of neurons with DCD and a sustained in-
crease in [Na+]i. Thus, the presence of insulin contributes to the normalization of Ca2+ and Na+ homeostasis
and mitochondrial function, which were impaired when simulating mechanical brain injury in vitro.

Keywords: mechanical brain damage in vitro, glutamate excitotoxicity, delayed calcium dysregulation, insulin
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Функциональная разгрузка скелетных мышц наблюдается как в условиях микрогравитации у кос-
монавтов, так и в земных условиях при постельном режиме, иммобилизации конечностей и различ-
ных опорно-двигательных нарушениях. Это состояние характеризуется полным или частичным
устранением опорной афферентации, что приводит к исчезновению или значительному снижению
сократительной активности постуральной камбаловидной мышцы, последующему “запуску”
функциональной перестройки мышц, выражающейся в атрофии мышечных волокон, снижении
уровня биогенеза митохондрий, трансформации миозинового фенотипа и, в конечном итоге, при-
водит к повышенной мышечной утомляемости (мышечной слабости). Киназа гликогенсинтазы 3
(GSK-3) способна регулировать как экспрессию медленной изоформы тяжелых цепей миозина, так
и экспрессию ключевого фактора биогенеза митохондрий PGC1α; на основе этих данных мы пред-
положили, что фармакологическое ингибирование GSK-3 на фоне 7 сут функциональной разгрузки
(вывешивания) крыс способно предотвратить инактивацию биогенеза митохондрий в камбаловид-
ных мышцах экспериментальных животных. Снижение экспрессии мРНК ключевого фактора био-
генеза митохондрий PGC1α, наблюдаемое после 7 сут вывешивания, было предотвращено в группе
с введением ингибитора GSK-3. Также было предотвращено снижение экспрессии ряда регулято-
ров биогенеза и функций митохондрий (TFAM, митофузинов-1 и -2, NRF-1 и NRF-2α) и содержа-
ния митохондриальной ДНК. Данные изменения в группе с ингибированием GSK-3 сопровожда-
лись частичным предотвращением снижения мРНК гена myh7b, что свидетельствует о возможной
корегуляции экспрессии миозиновых генов и митохондриального биогенеза в камбаловидной
мышце крысы в условиях функциональной разгрузки.

Ключевые слова: скелетная мышца, миозин, PGC1α, киназа гликогенсинтазы 3, биогенез митохондрий
DOI: 10.31857/S0233475521060074

ВВЕДЕНИЕ
Функциональная разгрузка, наблюдаемая как

в условиях микрогравитации при космическом
полете, так и в земных условиях при моделирова-
нии микрогравитации (антиортостатическое вы-
вешивание грызунов, модель “сухой” иммерсии с
участием человека), а также при иммобилизации
конечностей и постельном режиме, приводит к
мышечной атрофии, снижению мышечного тонуса
(атонии), снижению окислительных способно-
стей мышц и трансформации мышечных волокон
из “медленного” типа в “быстрый” [1]. В послед-
ние годы в нашей лаборатории было показано,
что ингибирование киназы GSK-3 предотвраща-
ет снижение экспрессии медленной изоформы
тяжелых цепей миозина (ТЦМ) в камбаловидной
мышце крысы на фоне антиортостатического вы-

вешивания [2]. Также по данным ряда работ,
GSK-3 способна инактивировать экспрессию
PGC1α (peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1-alpha), ключевого регулятора
митохондриального биогенеза, на фоне функци-
ональной разгрузки и в процессе миогенеза [3, 4].
Ряд литературных данных свидетельствует о том,
что экспрессия медленной изоформы ТЦМ спо-
собна регулировать экспрессию ключевого фак-
тора митохондриального биогенеза PGC1α за
счет активации сигнального пути микроРНК-
208/myh7b/микроРНК-499 [5, 6]. В процессе экс-
прессии мРНК гена myh7, кодирующего медлен-
ную изоформу ТЦМ, также происходит экспрес-
сия микроРНК-208b, закодированной в одном из
интронов этого гена. МикроРНК-208b способна
индуцировать экспрессию гена myh7b, который

УДК 612.741.91
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представляет собой древний ген одной из миози-
новых изоформ, играющий в мышечных волок-
нах камбаловидной мышцы исключительно регу-
ляторную роль. мРНК гена myh7b кодирует регу-
ляторную микроРНК-499 [7]. Сверхэкспрессия
микроРНК-499 в миотубах С2С12 приводит к
усилению экспрессии медленной изоформы тро-
понина tnni1, миоглобина и PGC1α [8]. Таким об-
разом, данная микроРНК играет важную роль в
реализации окислительного фенотипа мышечно-
го волокна. Влияние ингибирования GSK-3 на
трансформацию миозинового фенотипа в усло-
виях антиортостатического вывешивания было
исследовано ранее, однако возможность предот-
вращения инактивации митохондриального био-
генеза в условиях функциональной разгрузки пу-
тем ингибирования GSK-3 остается неисследо-
ванной. Таким образом, цель работы заключалась
в исследовании влияния ингибирования GSK-3
на ряд параметров, регулирующих биогенез ми-
тохондрий и экспрессию гена myh7b в постураль-
ной камбаловидной мышце крыс в условиях 7-су-
точного антиортостатического вывешивания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для проведения эксперимента было отобрано
24 самца крыс линии Вистар массой 200 ± 10 г и
возрастом 2.5 мес. Все животные содержались
при температуре 20–25°C, вода и корм грызунам
давались без ограничения в соответствии с раци-
оном для лабораторных животных. Эксперимент
был проведен согласно биоэтическим правилам
проведения исследований на животных и одобрен
комиссией по биомедицинской этике ГНЦ РФ –
ИМБП РАН (протокол № 421, 14.04.2016). Для
решения поставленной задачи в эксперименте
проводилось моделирование гравитационной
разгрузки в течение 7 сут по методу антиортоста-
тического вывешивания Новикова–Ильина в мо-
дификации Morey-Holton [9, 10]. В соответствии с
данным методом крысы были вывешены за хвост
под углом 30 градусов к полу клетки таким обра-
зом, что передние конечности крысы опирались
на пол, а задние конечности не касались пола.
Животные были случайным образом разделены
на 3 группы по 8 особей в каждой: С – группа ви-
варного контроля; 7HS – группа, вывешенная на
протяжении 7 сут; 7HS + G – группа, вывешен-
ная на протяжении 7 сут, которой также ежеднев-
но вводили AR-A014418 (ингибитор GSK-3) в до-
зировке 4 мг на 1 кг массы тела животных. Все
препараты вводили внутрибрюшинно, раство-
ренными в 1% DMSO в физрастворе в объеме 1.5 мл.
Группам C и HS ежедневно вводили 1.5 мл рас-
твора 1% DMSO в физрастворе. После проведе-
ния эксперимента у каждого животного под авер-
тиновым наркозом (трибромэтанол, 240 мг/кг) из
обеих ног были выделены камбаловидные мыш-
цы, взвешены на аналитических весах и немед-

ленно заморожены в жидком азоте. Заморожен-
ный биоматериал использовали для выделения
тотальной РНК и ДНК, а также тотальной белко-
вой фракции.

Для выделения тотальной белковой фракции и
последующей оценки содержания в ней GSK-3β,
фосфорилированной GSK-3β (Ser 9), гликоген-
синтазы (GS) и фосфорилированной GS (Ser 641)
был использован набор реагентов RIPA Lysis
Buffer System (Santa Cruz, США). При этом до-
полнительно использовались ингибиторы проте-
аз Complete Protease Inhibitor Coctail (Santa Cruz),
10 мкг/мл апротинина (Sigma-Aldrich, США),
10 мкг/мл леупептина (Sigma-Aldrich) 10 мкг/мл
пепстатина (Sigma-Aldrich), 20 мкл Complete Mini
Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Швейцария),
40 мкл фосфоингибиторного коктейля (Santa
Cruz). Содержание тотальной и фосфорилиро-
ванной форм GSK-3β проводили методом элек-
трофореза в полиакриламидном геле с последую-
щим иммуноблоттингом, как было описано ранее
[11]. Выявление целевых белков проводилось с по-
мощью следующих первичных антител: p-GSK3β
(Ser 9) (1 : 1000, #9322, Cell Signaling Technology,
США), GSK-3β (1 : 1000, #12456, Cell Signaling Tech-
nology), p-glycogen synthase 1 (Ser 641) (1 : 10000,
Abcam, США), anti-glycogen synthase 1 antibody
(1 : 1000, ab40867, Abcam). В качестве вторичных
антител использовались биотинилированные ан-
титела goat anti-rabbit (sc-2004, Santa Cruz) в раз-
ведении 1 : 1000.

Выделение тотальной РНК проводили с помо-
щью набора RNeasy Micro Kit (Qiagen, США) со-
гласно рекомендациям производителя. Для син-
теза кДНК использовали набор фирмы Синтол
(Россия). Анализ экспрессии генов проводили
методом ОТ-ПЦР в реальном времени. Выделе-
ние ДНК проводили с использованием набора
QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen) согласно реко-
мендациям производителя. Содержание мито-
хондриальной ДНК определяли с помощью ПЦР
в реальном времени, в качестве праймеров к ми-
тохондриальной ДНК использовали праймеры к
COX I. Список использованных в работе прайме-
ров представлен в табл. 1. Анализ данных ПЦР
проводился по методу Pfaffl с учетом эффектив-
ностей амплификации [12]. Статистическую об-
работку данных проводили с помощью непара-
метрического критерия Краскела–Уоллиса с
последующим апостериорным тестом Данна. До-
стоверными считались различия с p < 0.05. В ка-
честве референсного гена использовался RPL19.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
После 7 сут антиортостатического вывешива-

ния мы обнаружили достоверное снижение уров-
ня фосфорилирования GSK-3β по 9 остатку сери-
на, что свидетельствует об активации данной ки-
назы (рис. 1а) Введение ингибитора GSK-3 не
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повлияло на уровень фосфорилирования GSK-3β,
что было ожидаемо, поскольку принцип действия
AR-A014418 не предполагает влияния на пост-
трансляционные модификации GSK-3β [13].
AR-A014418 является высокоселективным кон-
курентным ингибитором GSK-3, механизм дей-
ствия которого основан на препятствии связыва-
ния ATP в активном центре фермента. Действие
ингибитора было подтверждено с помощью оценки

фосфорилирования гликогенсинтазы (GS) –
ключевого субстрата GSK-3β.

После 7 сут антиортостатического вывешива-
ния мы обнаружили достоверное повышение
уровня фосфорилирования GS-1 по 641 остатку
серина (рис. 1б), что свидетельствует об актива-
ции GSK-3β. Введение ингибитора GSK-3 снизи-
ло уровень фосфорилирования GS-1 до кон-
трольного уровня.

Таблица 1. Праймеры, использованные при проведении ПЦР-анализа в реальном времени
RPL19 5'-GTACCCTTCCTCTTCCCTATGC-3';

5'-CAATGCCAACTCTCGTCAACAG-3'
myh7b 5'-GAGTGTGGAGCAGGTGGTATTT-3';

5'-GGACCCCAATGAAGAACTGA-3'
PGC1α
(PPARGC1A)

5'-GTGCAGCCAAGACTCTGTATGG-3';
5'-GTCCAGGTCATTCACATCAAGTTC-3'

TFAM1 5'-CGCCTGTCAGCCTTATCTGTA-3';
5'-TGCATCTGGGTGTTTAGCTTA-3'

NRF1 5'-TTACTCTGCTGTGGCTGATGG-3';
5'-CCTCTGATGCTTGCGTCGTCT-3'

NRF2α 5'-AAGTGACGAGATGGGCCGC-3';
5'-CGTTGTCCCCATTTTTGTG-3'

Митофузин-1 5'-CCACAGAGCTGGACATCTGG-3';
5'-GAGAGCCGCTCATTCACCTT-3'

Митофузин-2 5'-AGTCGGTTGGAAGTCACTGT-3';
5'-TGTACTCGGGCTGAAAGGAG-3'

COXI 5'-ATTGGAGGCTTCGGGAACTG-3';
5'-AGATAGAAGACACCCCGGCT-3'

Медленная изоформа тропонина (Tnni) 5'-TCTCATCTGCACAGGAACCAAC3'
5'-TGGAGCTCTCGGCATAAGTC3'

Миоглобин 5'-GTGATGGGGAGTGGCAGATG3'
5'-ACTTGACCGGGATCTTGTGC3'

Рис. 1. Процент фосфорилирования GSK-3β по Ser 9 (а) и GS по Ser 641 (б) в камбаловидных мышцах крыс. Данные
представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего. С – контрольная группа, 7HS – группа 7-су-
точного антиортостатического вывешивания, 7HS + G – группа 7-суточного антиортостатического вывешивания с
введением ингибитора GSK-3. * – достоверные отличия от контрольной группы (p < 0.05).
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Рис. 2. Содержание митохондриальной ДНК (а), экспрессия мРНК PGC1α (б), экспрессия мРНК NRF-1 (в), экспрес-
сия мРНК NRF-2α (г), экспрессия мРНК митофузина-2 (д), экспрессия мРНК митофузина-1 (е), экспрессия мРНК
TFAM (ж), экспрессия мРНК myh7b (з) в камбаловидных мышцах крыс. Данные представлены в виде медианы, интерквар-
тильного интервала, а также максимумов и минимумов. С – контрольная группа, 7HS – группа 7-суточного антиортоста-
тического вывешивания, 7HS + G – группа 7-суточного антиортостатического вывешивания с введением ингибитора
GSK-3. * – достоверные отличия от контрольной группы (p < 0.05), & – достоверные отличия от группы 7HS (p < 0.05).
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После 7 сут антиортостатического вывешива-
ния содержание митохондриальной ДНК в кам-
баловидной мышце животных достоверно снизи-
лось вдвое в сравнении с контрольной группой

(рис. 2а). Эти результаты соответствуют данным о
снижении количества копий митохондриальной
ДНК на фоне функциональной разгрузки, полу-
ченным другими авторами, и могут считаться
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показателем снижения уровня биогенеза мито-
хондрий в камбаловидных мышцах при вывеши-
вании [4]. Также после 7 сут вывешивания мы об-
наружили снижение уровня экспрессии мРНК
ключевого регулятора биогенеза митохондрий
PGC1α (рис. 2б), его мишени – фактора тран-
скрипции митохондриальных генов TFAM
(рис. 2ж), а также мРНК генов митофузина-1
(рис. 2е) и митофузина-2 (рис. 2д). Снижение дру-
гих генов-мишеней PGC1α, NRF-1 и NRF-2α, яв-
ляющихся коактиваторами транскрипции ряда
генов, необходимых для биогенеза митохондрий,
не было достоверным (рис. 2б–2ж). Введение ин-
гибитора GSK-3 на фоне функциональной раз-
грузки привело к достоверному повышению со-
держания митохондриальной ДНК (рис. 2а),
повышению экспрессии PGC1α (рис. 2б), мито-
фузинов 1 (рис. 2е) и 2 (рис. 2д), а также TFAM
(рис. 2ж) в сравнении со значениями в группе
вывешивания с введением плацебо. Стоит отме-
тить, что митофузины 1 и 2 принимают участие в
регуляции слияния митохондрий и играют клю-
чевую роль в адаптации мышц к упражнениям на
выносливость [14]. Таким образом, GSK-3-зави-
симое снижение экспрессии данных белков
может вносить вклад в развитие повышенной
утомляемости скелетных мышц в условиях функ-
циональной разгрузки. При этом введение инги-
битора GSK-3 также привело к повышению экс-
прессии мРНК NRF-1 (рис. 2в) и NRF-2α (рис. 2г)
в сравнении с группой вывешивания с введением
плацебо. Таким образом, можно сделать вывод,
что ингибирование GSK-3 приводит к предотвра-
щению снижения биогенеза митохондрий, веро-
ятно, посредством влияния на уровень экспрес-
сии PGC1α. Эти результаты соответствуют данным,
полученным ранее с использованием трансген-
ных животных [4].

Механизмы влияния GSK-3 на экспрессию
PGC1α при функциональной разгрузке остаются
неизвестными. Тем не менее известно, что мик-

роРНК-499 способна активировать экспрессию
PGC1α [6, 8, 15]. Мы обнаружили, что ингибиро-
вание GSK-3 приводит к частичному предотвра-
щению снижения предшественника микроРНК-
499, мРНК гена myh7b, в камбаловидных мышцах
животных из группы 7HS + G. Также после 7 сут
антиортостатического вывешивания мы обнару-
жили снижение экспрессии мРНК миоглобина и
медленной изоформы тропонина (рис. 3), при
этом в группе 7HS + G снижение уровня экспрес-
сии данных генов было лишь частично предот-
вращено (рис. 3). С учетом того факта, что экс-
прессия этих генов способна регулироваться мик-
роРНК-499, можно предположить, что GSK-3
регулирует их экспрессию за счет влияния на
myh7b/микроРНК-499. Таким образом, не ис-
ключено, что и эффект GSK-3 на экспрессию
PGC1α и митохондриальный биогенез по край-
ней мере частично осуществляется за счет мик-
роРНК-зависимых регуляторных механизмов.

С учетом того, что GSK-3 является негатив-
ным регулятором экспрессии гена медленной
изоформы ТЦМ [2], можно заключить, что акти-
вация GSK-3 на фоне антиортостатического вы-
вешивания приводит к трансформации фенотипа
мышечных волокон в постуральной мышце кры-
сы: от “медленного” (окислительного и устойчи-
вого к утомлению) к “быстрому” (гликолитиче-
скому, менее устойчивому к утомлению).

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

Источники финансирования. Работа выполнена
в рамках проекта РНФ № 17-75-20152.

Соответствие принципам этики. В настоящей
статье все эксперименты были проведены с со-
блюдением всех биоэтических норм и одобрены
комиссией по биомедицинской этике ГНЦ РФ –
ИМБП РАН (протокол № 421, 14.04.2016).

Рис. 3. Экспрессия мРНК гена миоглобина (а) и медленной изоформы тропонина (Tnni) (б) в камбаловидных мышцах
крыс. Данные представлены в виде медианы, интерквартильного интервала, а также максимумов и минимумов. С –
контрольная группа, 7HS – группа 7-суточного антиортостатического вывешивания, 7HS + G – группа 7-суточного
антиортостатического вывешивания с введением ингибитора GSK-3. * – достоверные отличия от контрольной груп-
пы (p < 0.05).
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The Role of Glycogen Synthase Kinase 3 Activity in the Regulation of Mitochondrial 
Biogenesis in Rat Postural Muscle under Hindlimb Unloading

I. D. Lvova1, *, K. A. Sharlo1, S. V. Rozhkov1, T. M. Mirzoev1, B. S. Shenkman1

1Institute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, 123007 Russia
*e-mail: irrrra1@yandex.ru

Mechanical unloading of skeletal muscles is observed both in microgravity conditions during space f light and
on Earth during bed rest, immobilization, and neurological disorders. This condition is characterized by a
complete or partial elimination of support afferentation, which leads to the disappearance or significant de-
crease in the contractile activity of the postural soleus muscle and subsequent skeletal muscle remodeling re-
sulting in muscle fiber atrophy, a decrease in the level of mitochondrial biogenesis, transformation of the my-
osin phenotype, and increased muscle fatigue (muscle weakness). Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) is
able to regulate both the expression of the slow isoform of myosin heavy chains and the expression of the key
factor of mitochondrial biogenesis PGC1α. On the basis of these data we suggested that pharmacological in-
hibition of GSK-3 during 7 days of rat hindlimb unloading (hindlimb suspension) can prevent the inactiva-
tion of mitochondrial biogenesis in soleus muscles of experimental animals. A decrease in mRNA expression
of the key mitochondrial biogenesis factor PGC1α, observed after 7 days of unloading, was prevented in the
unloading group treated with the GSK-3 inhibitor. The unloading-induced decrease in the expression of a
number of regulators of mitochondrial biogenesis (TFAM, mitofusins-1 and -2, NRF-1 and NRF-2α) and
the content of mitochondrial DNA was also prevented by the GSK-3 inhibitor. The observed changes in the
hindlimb unloading + GSK-3 inhibitor group were accompanied by a partial prevention of the unloading-
related decrease in myh7b gene mRNA indicating the possibility of co-regulation of slow myosin gene expres-
sion and mitochondrial biogenesis in rat soleus muscle under conditions of mechanical unloading.

Keywords: skeletal muscle, myosin, PGC1-α, glycogen synthase kinase 3 (GSK-3), mitochondrial biogenesis
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СЕКРЕЦИЯ АЦЕТИЛХОЛИНА В МОТОРНЫХ СИНАПСАХ МЫШИ. 
ИЗМЕНЕНИЕ ПУРИНЕРГИЧЕСКОЙ РЕГУЛЯЦИИ В УСЛОВИЯХ 

ФАРМАКОЛОГИЧЕСКОЙ БЛОКАДЫ ПАННЕКСИНА 1
И ПРИ ЕГО ГЕНЕТИЧЕСКОМ НОКАУТЕ
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В нервно-мышечных синапсах диафрагмы мыши сопоставляли влияние на секрецию ацетилхолина
(АХ) острой блокады паннексина 1 (за счет фармакологических агентов: пробенецида, мефлохина
и 10Panx1) и отсутствия его экспрессии за счет нокаута гена. Паннексины 1 образуют канал, который
может пропускать в синаптическую щель ATP, влияя тем самым на нервно-мышечную передачу. Ис-
пользуя нервно-мышечные препараты мышей дикого типа, регистрировали миниатюрные потен-
циалы концевой пластинки (МПКП) и вызванные потенциалы концевой пластинки (ПКП) при
воздействии различных блокаторов паннексина 1 и агониста Р2Х7-рецепторов (BzATP). Получен-
ные результаты сопоставляли с таковыми для мышей, нокаутных по гену паннексина 1. Отсутствие
экспрессии за счет генетического нокаутирования или блокирование паннексина 1 под действием
пробенецида или 10Panx1 у мышей дикого типа само по себе не влияет на секрецию АХ, однако поз-
воляет проявиться потенцирующему действию на секрецию АХ со стороны Р2Х7-рецепторов при
аппликации их агониста, чего не происходит без блокады паннексина 1. При этом в обоих случаях
увеличение секреции АХ осуществляется за счет увеличения размера пула синаптических везикул,
готовых к выбросу. Исходя из этого, сделан вывод, что отсутствие экспрессии гена паннексина 1
за счет нокаута и острое блокирование паннексина 1 одинаково влияет на секрецию АХ через
уменьшение концентрации пуринов в синаптической щели и, вероятно, механизмы этого влияния
схожи. В них вовлечен паннексин 1, как важный участник пуринергической регуляции работы мо-
торного синапса: при его блокаде существенно изменяются условия активации пресинаптических
пуринорецепторов.

Ключевые слова: нервно-мышечный синапс, секреция АХ, паннексин 1, P2X7-рецепторы, пробенецид,
10Panx1, пул готовых к выбросу везикул
DOI: 10.31857/S0233475521060086

ВВЕДЕНИЕ

Паннексины – это белки с молекулярной мас-
сой порядка 50 кДа, способные образовывать гек-
самерные комплексы для осуществления транс-
мембранной канальной функции и проведения
ATP и других метаболитов из клеток в межклеточ-
ную среду [1]. В последние годы паннексины
описаны в составе мембран скелетных мышц,
Шванновских клеток и, возможно, аксонов [2, 3].
Известно, что ATP, поступающая из мышцы че-
рез паннексины, способна активировать мышеч-
ные пуринорецепторы и регулировать метабо-
лизм мышцы [3]. Однако могут ли “паннексино-
вые” источники пуринов, то есть поступающие в
синаптическую щель посредством каналов пан-

нексинов из мышцы, глиальных и других клеток,
играть самостоятельную роль в пуринергической
регуляции секреции ацетилхолина (АХ), остается
не ясным. Для исследования этого вопроса ис-
пользуют разные процедуры острого блокирова-
ния каналов, образованных паннексинами 1, или
животных с нокаутированным геном паннекси-
на 1 [4]. Недавно мы показали, что при отсут-
ствии экспрессии паннексина 1 за счет генетиче-
ского нокаутирования у мышей наблюдаются
определенные нарушения в активации пресинап-
тических пуринорецепторов со стороны эндоген-
ных и экзогенных пуринов [5, 6]. Являются ли
такие изменения результатом хронических пе-
рестроек системы пуринергической регуляции
синапсов или они могут также проявляться и при

УДК 612.822.3
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остром выключении паннексинов и соответству-
ющих “паннексиновых” источников эндогенных
пуринов в синапсах, остается не ясным. В связи с
этим целью данной работы было сравнить изме-
нения пуринергической регуляции работы мо-
торных синапсов мыши в условиях отсутствия
экспрессии паннексина 1 за счет генетического
нокаутирования и фармакологического выклю-
чения активности паннексина 1, блокируя, таким
образом, этот источник эндогенных пуринов в
синапсах. Для этого использовали регистрацию
спонтанной и вызванной электрической актив-
ности в моторных синапсах мышей с генетиче-
ским нокаутом паннексина 1 или при остром
фармакологическом блокировании паннексина 1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования. Эксперименты проводи-
ли на изолированных нервно-мышечных пре-
паратах диафрагмы (m. diaphragma–n. phrenicus)
взрослых мышей дикого типа (WT) линии
C57/Bl6 и мышей, нокаутных по гену паннексина 1
(Panx1–/–) обоих полов [7]. Содержание мышей
соответствовало директиве 86/609/EEC по обра-
щению человека с лабораторными животными.
Всего в исследованиях было использовано 21 жи-
вотное. Умерщвление животных перед электро-
физиологическими экспериментами производи-
лось посредством быстрой декапитации.

Электрофизиология. Эксперименты проводи-
лись при температуре 20–22°С. Препарат левой
половины диафрагмы с диафрагмальным нервом
помещали в камеру объемом 3 мл, перфузируе-
мую оксигенированным (95% O2, 5% CO2) раство-
ром Лайли (pH 7.2–7.4), содержащим (мМ): NaCl –
135, KCl – 4, NaH2PO4 – 0.9, CaCl2 – 2, MgCl2 – 1,
NaHCO3 –16.3, глюкоза – 11 (все реактивы по-
ставлены Sigma–Aldrich, США). Исследование
спонтанной активности синапсов проводили на
нерассеченном препарате. Для предотвращения
сокращений мышечных волокон при регистра-
ции вызванной стимуляцией нерва синаптиче-
ской активности мышечные волокна частично
рассекали, используя стандартный протокол [8].
Непосредственно после поперечного рассечения
мышечных волокон нервно-мышечный препарат
помещали в емкость, содержащую 150 мл раствора
Лайли не менее чем на 1 ч для удаления продук-
тов, выделившихся из рассеченных мышечных
волокон и предотвращения блокады проведения
потенциала действия по нерву. Это приводило к
стабилизации мембранного потенциала мышеч-
ных волокон на сниженном по сравнению с нерас-
сеченными волокнами уровне (порядка –50 мВ),
что предотвращало сокращение мышцы при сти-
муляции нерва. Внутриклеточную регистрацию
спонтанных миниатюрных потенциалов конце-

вой пластинки (МПКП) и вызванных стимуляци-
ей нерва мультиквантовых потенциалов конце-
вой пластинки (ПКП) осуществляли с помощью
стеклянных микроэлектродов, заполненных 2.5 М
КCl (сопротивление кончика микроэлектрода
10–20 МОм). Для регистрации вызванной ритми-
ческой активности диафрагмальный нерв стиму-
лировали залпами сверхпороговых импульсов
длительностью 0.08–0.1 мс с частотой 50 Гц в те-
чение 1 с. Для предотвращения “утомления” си-
наптической передачи и возможного снижения
амплитуд постсинаптических потенциалов, не
связанного с действием исследуемых веществ,
перерывы между стимуляциями составляли не
менее 4 мин. Непосредственно перед стимуляци-
ей нерва проводили регистрацию МПКП в тече-
ние 60–100 с (среднее значение амплитуд МПКП,
зарегистрированных в этот период, использовали
для вычисления квантового состава ПКП). Сиг-
налы регистрировали при помощи усилителя
Neuroprobe Amplifier Model 1600 (A-M Systems,
США) и записывали их с помощью аналого-циф-
рового преобразователя Е-154 (L-Card, Россия) с
интерфейсом PowerGraph 6.0 (ДИСофт, Россия)
на жесткий диск компьютера. Программное обес-
печение MiniAnalysis (Synaptosoft, США) исполь-
зовали для первичного анализа данных. В кон-
троле регистрировали МПКП и ПКП от 4 и более
разных синапсов, после чего в перфузионный
раствор в определенном порядке добавляли ис-
следуемые вещества, и далее регистрировали ак-
тивность разных синапсов на протяжении 40–
60 мин. В каждой серии экспериментов использо-
вали не менее трех нервно-мышечных препаратов.

Анализ данных и статистика. Оценивали мем-
бранный потенциал, амплитуду и временнóй ход
МПКП и ПКП, а также квантовый состав ПКП.
Для каждого конкретного синапса регистрирова-
ли мембранный потенциал мышечного волокна.
В случае регистрации МПКП у интактных мы-
шечных волокон для нивелирования различий
движущей силы потенциала на амплитуду синап-
тических токов стандартизировали значение ам-
плитуд МПКП к величине МП = –70 мВ, а на
рассеченном препарате аналогичным образом
стандартизировали значения амплитуд МПКП и
ПКП, регистрируемых в разных синапсах, к вели-
чине МП = –50 мВ. Для расчета квантового со-
става ПКП производили корректировку амплиту-
ды ПКП на нелинейную суммацию [9], далее де-
лили полученное значение на стандартизованную
амплитуду МПКП. Для оценки временнóго хода
ПКП вычисляли время спада их амплитуды, на-
чиная от пика ПКП до момента уменьшения ам-
плитуды ПКП на 90% от максимума. Для сравне-
ния параметров секреции АХ у WT мышей и
Panx1–/– мышей использовали случайную выбор-
ку из 45 синапсов в каждой группе. Сравнивали
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мембранный потенциал, амплитуду, квантовый
состав первого ПКП в залпе, амплитуду МПКП.

Расчет размера пула везикул, готовых к выбро-
су (RRP) производили, исходя из предположе-
ния, что уменьшение квантового состава ПКП по
ходу залпа, когда наблюдается последовательное
снижение амплитуд ПКП – депрессия нервно-
мышечной передачи в залпе ПКП – при высоко-
частотной ритмической активности происходит
из-за истощения RRP, а наступающая после ста-
дия плато отражает баланс между истощением
RRP и рекрутированием в него новых везикул.
Исходя из этого, для оценки RRP для каждого си-
напса строили график количества квантов, вы-
брасываемых при каждом стимуле относительно
суммарного количества везикул [10, 11]. В этом
случае значение RRP вычисляли как экстраполя-
цию линейной регрессии участка депрессии зал-
па на ось X [11]. Значение вероятности выброса
рассчитывали, как отношение количества кван-
тов, выделившихся во время первого ПКП, к RRP
[11, 12].

Для статистического анализа использовали
программу GraphPad Prism 6.0. Нормальность
распределения значений параметров оценива-
лась с помощью теста Д’Агостино–Пирсона. Для
оценки амплитуды и частоты МПКП, показате-
лей временнóго хода ПКП в случае нормально-
распределенных величин применяли t-критерий
Стьюдента, в случае распределения отличающе-
гося от нормального – критерий Манна–Уитни.
Для анализа амплитуды и квантового состава
ПКП применяли двухфакторный дисперсион-
ный анализ с последующим применением апо-
стериорного критерия Тьюки. Данные представ-
лены в виде среднего ± стандартная ошибка сред-
него, уровень значимости p = 0.05 (n – количество
исследованных синапсов).

Материалы. В работе использовали в качестве
блокаторов паннексина 1: мефлохина гидрохло-
рид (ApexBio Technology, США), водораствори-
мую форму пробенецида натриевую соль (AAT
Bioquest, США), 10Panx1 – пептидный фрагмент
WRQAAFVDSY, являющийся пептидным инги-
битором канала паннексина 1 (ApexBio Technolo-

gy); а также BzATP (Sigma–Aldrich). Для приго-
товления стоковых растворов использовали де-
ионизированную воду.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Первая часть исследования была направлена
на то, чтобы выявить возможные отличия в пара-
метрах секреции АХ у мышей Panx1–/–, по сравне-
нию таковыми для мышей WT. Для этого исполь-
зовали анализ параметров спонтанных МПКП, а
также ПКП в условиях ритмических залпов ПКП
(табл. 1).

Оказалось, что ни один из указанных парамет-
ров МПКП и ПКП в диафрагмальных синапсах
Panx1–/– мышей не отличался статистически зна-
чимо от таковых в синапсах мышей WT. Таким
образом, мы подтвердили опубликованные ранее
наши данные [5], указывающие на отсутствие
различий в параметрах синаптической активно-
сти моторных синапсов при отсутствии экспрес-
сии паннексина 1 из-за нокаута соответствующе-
го гена. Однако, как показал более детальный
анализ, проведенный в наших предыдущих ис-
следованиях, несмотря на кажущуюся сохран-
ность и неизменность характера активности си-
напсов у Panx1–/– мышей по сравнению с WT, на
самом деле имеют место серьезные нарушения
баланса пуринергических тормозных и облегчаю-
щих влияний на секрецию АХ у синапсов таких
мышей [5]. У Panx1–/– мышей мы наблюдали
ограничение эндогенной активации одних рецеп-
торов (например, А1-рецепторов аденозина) [5]
и облегчение активации других (например,
Р2Х7-рецепторов ATP) [6]. В частности, актива-
ция пресинаптических Р2Х7-рецепторов мотор-
ных синапсов BzATP (30 мкМ), используемого
в микромолярном диапазоне в нервно-мышеч-
ных синапсах и других объектах в качестве агони-
ста P2Х7-рецепторов [6, 13–15], у Panx1–/– мышей
вызывала потенцирование вызванной секреции
АХ, чего не наблюдалось в синапсах WT мышей.
Потенцирующее влияние на вызванный выброс
АХ проявлялось в единообразном увеличении ам-
плитуды и квантового состава первого и последу-

Таблица 1. Сравнение средних значений основных анализируемых характеристик у мышей дикого типа (WT)
и мышей, нокаутных по гену паннексина 1 (Panx1–/–). Каждое значение – результат усреднения показателей
не менее чем 45 синапсов, случайно выбранных из разных экспериментов

Параметр WT Panx1–/–

МП, мВ 38.73 ± 0.81 37.81 ± 0.78
Амплитуда МПКП, мВ 1.09 ± 0.08 1.10 ± 0.07
Частота МПКП, Гц 0.86 ± 0.10 0.78 ± 0.12
Амплитуда ПКП, мВ 22.31 ± 1.89 22.84 ± 1.91
Квантовый состав ПКП 33.42 ± 1.11 33.71 ± 1.01
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ющих ПКП по всему ходу ритмического залпа
при активации Р2Х7-рецепторов.

Известно, что при изменении экспрессии тех
или иных белков возможна функциональная пе-
рестройка регуляторных систем синапсов за счет
изменения работы синаптических рецепторов
или других компонентов, ответственных за пока-
затели секреторной активности синапсов [16].
В связи с этим оставался открытым вопрос: явля-
ются ли наблюдаемые изменения пуринергиче-
ской регуляции у Panx1–/– мышей результатом
системных перестроек в синапсах в связи с нока-
утом гена паннексина 1, либо аналогичный ха-
рактер изменений пуринергической регуляции
может проявляться даже при остром выключении
активности паннексинов и “паннексинового”
источника пуринов?

Для решения этого вопроса далее мы исследо-
вали влияние на секрецию АХ фармакологиче-
ской блокады паннексина 1. Для этого использо-
вали три блокатора: мефлохин (10 мкМ) [17],
пробенецид (1 мМ) [18] и пептидный ингибитор
10Panx1 (10 мкМ). Оказалось, что мефлохин
не вызывает значимых изменений амплитуды
МПКП – значение этого параметра составило
1.26 ± 0.11 мВ (n = 22) в контроле и 1.49 ± 0.07 на
фоне блокатора паннексина 1 (n = 27, p > 0.05).
Амплитуда и квантовый состав ПКП под дей-
ствием мефлохина статистически значимо не из-
менялись по сравнению с контролем. Так, кванто-
вый состав первого ПКП в контроле составил
30.55 ± 2.31 (n = 19), а при действии мефлохина –
32.08 ± 2.77 (n = 13, p > 0.05). При этом мефлохин
вызывал значимое увеличение времени спада ПКП
(рис. 1). Согласно исследованиям, проведенным в

рамках тестирования мефлохина как потенциаль-
ного лекарства от малярии, данный препарат об-
ладает способностью ингибировать работу аце-
тилхолинэстеразы, что, по-видимому, приводит к
пролонгированию действия АХ в синаптической
щели и вызывает увеличение длительности МПКП
и ПКП [19]. В связи с проявлением эффекта, ве-
роятно не связанного с непосредственной рабо-
той паннексинов, в дальнейших исследованиях
мефлохин не применяли.

Аппликация пептидного ингибитора паннек-
сина 1 10Panx1 не приводила к изменениям секре-
ции АХ у WT мышей. Квантовый состав первого
ПКП в залпе в контроле составил 26.01 ± 1.39
(n = 15), а на фоне 10Panx1 23.82 ± 2.39 (n = 13, p >
> 0.05); временные характеристики ПКП также
не изменились. Аналогичный эффект наблюдал-
ся и при применении пробенецида: значение
квантового состава первого ПКП в контроле со-
ставило 31.26 ± 2.04 (n = 15), под действием про-
бенецида – 32.26 ± 2.15 (n = 14, p > 0.05). В отдель-
ной серии экспериментов мы также установили,
что и в синапсах Panx1–/– мышей оба вещества,
блокирующих функционирование паннексинов 1,
не влияли ни на квантовый состав ПКП, ни на
другие параметры передачи.

Таким образом, острая фармакологическая
блокада паннексина 1 при помощи пробенецида
или 10Panx1 не влечет за собой изменений пара-
метров вызванной и спонтанной секреции АХ.
Такие последствия совпадают с картиной неиз-
менных параметров спонтанной и вызванной
секреции АХ, зарегистрированных и в синапсах
Panx1–/– мышей. Это косвенно свидетельствует о

Рис. 1. Временнóй ход ПКП в контроле и на фоне 10 мкМ мефлохина: а – Оригинальные записи первого ПКП в залпе
в контроле и под действием мефлохина; б – средние значения времени 90% спада первого ПКП в контроле и под дей-
ствием мефлохина, *p < 0.05 по сравнению с контролем.
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сходстве функциональных изменений в регуля-
ции функционирования моторных синапсов при
острой блокаде паннексина 1 и при нокауте соот-
ветствующего гена, и об отсутствии радикальных
перестроек в рецепторных белках или других
структурах нервно-мышечных синапсов у Panx1–/–

мышей по сравнению с синапсами WT мышей,
подвергшихся острой фармакологической блока-
де паннексинов 1.

Вместе с тем, как уже было отмечено выше, ра-
нее мы показали, что одним из важных послед-
ствий отсутствия экспрессии паннексина 1 за
счет генетического нокаутирования является ча-
стичное “растормаживание” активности Р2Х7-ре-
цепторов и возможность наблюдать потенцирую-
щее действие P2Х7-рецепторов на вызванную
секрецию АХ при их активации экзогенным аго-
нистом BzATP [6]. Поэтому важно было срав-
нить, происходит ли аналогичное растормажива-
ние и облегчение активации Р2Х7-рецепторов, и
как выглядит изменение квантового состава ПКП
под действием BzATP в условиях острой блокады
паннексина 1 с помощью 10Panx1 или пробенецида.

Оказалось, что пробенецид хотя сам по себе и
не изменяет параметры вызванного выброса АХ,
но при этом позволяет проявиться потенцирую-
щему действию агониста P2X7-рецепторов в от-
ношении квантового состава ПКП. Значение
квантового состава ПКП значимо увеличивалось
по всему ходу залпа ПКП на 30–50% под действи-
ем BzATP в присутствии пробенецида (рис. 2).
Аналогичные изменения наблюдались при ап-
пликации BzATP и на фоне другого ингибитора
канала паннексина 1 – 10Panx1: в этом случае уве-
личение квантового состава ПКП по ходу залпа
составило 25–55% (рис. 3).

Ранее в наших исследованиях, посвященных
исследованию механизмов потенцирующего дей-
ствия Р2Х7-рецепторов на квантовый состав
ПКП при нокауте гена паннексина 1, проводился
анализ возможных причин повышения квантово-
го состава ПКП в залпе. Согласно современным
моделям функционирования машинерии экзоци-
тоза и синаптической пластичности [11], увеличе-
ние квантового состава может быть связано с воз-
растанием вероятности выброса квантов АХ или с
увеличением в нервной терминали числа непо-
средственно готовых к высвобождению квантов
(RRP). Проведенный расчет размера RRP пока-
зал, что индуцируемое агонистом Р2Х7-рецепто-
ров устойчивое и равномерное возрастание кван-
тового состава ПКП у всех ПКП в залпе обуслов-
лено именно увеличением пула синаптических
везикул, готовых к выбросу в активных зонах мо-
торных терминалей, но не повышением вероят-
ности выброса квантов АХ из первоначально го-
тового к высвобождению пула [6].

В настоящей работе мы также проверяли, на-
блюдается ли такой же механизм увеличения
квантового состава ПКП в синапсах при острой
блокаде паннексинов или же он проявляется
только в синапсах Panx1–/– мышей под влиянием
долгосрочных эффектов отсутствия экспрессии
паннексина 1 и синаптических перестроек. Для
этого на основании анализа изменений квантово-
го состава ПКП по ходу залпа, регистрируемых на
фоне 10Panx1 и последующей аппликации BzATP,
рассчитали изменение размера RRP. Оказалось,
что, как и в случае синапсов Panx1–/– мышей, пул
везикул, готовых к выбросу, существенно увели-
чивается от 845.6 ± 63.6 (n = 18) в контроле, до
1261.0 ± 71.0 на фоне совместной аппликации
10Panx1 и BzATP (n = 16, p < 0.05) (рис. 4а).
При этом вероятность секреции квантов АХ не
отличалась в контроле и в присутствии агониста
P2X7-рецепторов при действии пептидного инги-
битора паннексина 1 (рис. 4б). Следовательно,
сохраняется не только феномен облегченной ак-
тивации Р2Х7-рецепторов и их способность уве-
личивать выброс квантов АХ, но и механизм по-
тенцирующего влияния на секрецию АХ, вероятно,
совпадает в случае генетической и фармакологи-
ческой блокады паннексина 1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенный в данной работе сравнительный
анализ последствий острой фармакологической
блокады или нокаута гена паннексина 1 в мотор-
ных синапсах диафрагмы мыши показал, что та-
кие последствия в отношении регуляции вызван-
ной секреции квантов АХ – одинаковы. В обоих
случаях отсутствовали достоверные изменения
параметров МПКП в покое и ПКП в ходе ритми-
ческой вызванной активности синапсов. Это мог-
ло бы означать отсутствие влияния поступающей
во внеклеточную среду через каналы, образован-
ные паннексином 1 ATP и ее образующихся мета-
болитов, на регуляцию работы синапсов. Однако
анализ активности пресинаптических пуриноре-
цепторов (в частности, Р2Х7-рецепторов) как регу-
ляторов секреции АХ показал, что в обоих случаях
наблюдаются идентичные сдвиги в пуринергиче-
ских влияниях на работу синапсов, выражающи-
еся в частности, в появлении у Р2Х7-рецепторов
способности потенцировать нервно-мышечную
передачу при их активации BzATP, не наблюдав-
шейся ранее при наличии функционирующих
паннексинов 1.

По данным литературы, выключение активно-
сти паннексинов под действием фармакологиче-
ских агентов (пробенецид и др.) или за счет гене-
тического нокаутирования [2, 20] действительно
может приводить к уменьшению количества ATP,
поступающей из глиальных [21, 22], мышечных [23]
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или других клеточных источников в межклеточ-
ную среду. Среди прочих эффектов такой блокады
описаны изменения и параметров синаптической
передачи в центральной нервной системе (ЦНС)
[24, 25]. В случае отсутствия экспрессии паннек-
сина 1 из-за нокаута соответствующего гена отме-
чены также возможные изменения плотности ре-
цепторов в синапсах [16]. Однако в нашей работе
наблюдаемые изменения, касающиеся пуринер-
гической регуляции синапсов, совпали как при
генетическом нокаутировании, так и при остром
фармакологическом блокировании паннексинов.
Эти изменения, по-видимому, были связаны не
столько со структурными изменениями в мотор-
ных синапсах или плотности рецепторов, сколько
с изменением баланса тормозных и потенцирую-

щих влияний на секрецию АХ со стороны пури-
нов в синапсах при выключении паннексинового
источника ATP [5, 6]. Это совпадает с данными
ряда работ, где также сопоставлялось действие
фармакологического блокирования и генетиче-
ского нокаутирования паннексина 1 на функцио-
нирование структур ЦНС. В них было показано,
что и нокаут паннексина 1 и острое блокирование
каналов, образуемых этими белками, сопровож-
дается сходными эффектами [4, 25]. В нашей ра-
боте впервые в моторных синапсах мыши также
описан одинаковый паттерн изменений в секре-
ции АХ в ответ на действие пуринов как при
остром ингибировании паннексинов 1, так и при
нокауте их гена.

Рис. 2. Влияние аппликации агониста P2X7-рецепторов на вызванную активность моторных синапсов при блокиро-
вании паннексина 1 пробенецидом: а – примеры оригинальных записей ПКП в контроле и на фоне 1 мМ пробенецида
совместно с 30 мкМ BZATP; б – изменения квантового состава ПКП по ходу залпа ПКП в контроле (n = 16) и на фоне
1 мМ пробенецида совместно с 30 мкМ BZATP (n = 12) в нервно-мышечных препаратах диафрагмы WT мышей.
*p < 0.05 по сравнению с контролем.
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Одинаковые изменения проявлялись, в част-
ности, в характере активации Р2Х7-рецепторов
при обоих типах выключения паннексинов и
паннексинового источника ATP. Р2Х7-рецепторы
известны своей способностью обеспечивать вход
Са2+ в моторные терминали при их активации
[26], но в то же время характеризуются как неак-
тивные, обычно не вовлекаемые в пуринергиче-
скую регуляцию секреции АХ в моторных синап-
сах при их ритмической работе [5, 6]. Мы впервые
установили, что при остром выключении паннек-
синов так же, как и при нокаутировании их гена,
появляется одинаковая возможность, активируя
Р2Х7-пуринорецепторы их экзогенным агони-

стом BzATP, вызывать усиление секреции АХ в
виде увеличения квантового состава ПКП. Этого
не удается достичь у WT синапсов с сохраненной
активностью паннексинов. При этом наши рас-
четы показали, что при обоих способах блокады
паннексинов облегчение вызванной квантовой
секреции АХ, индуцируемое активацией Р2Х7-ре-
цепторов, связано с увеличением размера пула
синаптических везикул, непосредственно гото-
вых к выбросу. Следовательно, любой способ
выключения “паннексинового” источника ATP
приводит к одинаковому изменению активности
Р2Х7-рецепторов – их способности потенциро-
вать быструю синхронную квантовую секрецию
АХ по сходному в обоих случаях механизму. По-

Рис. 3. Влияние аппликации агониста P2X7-рецепторов на фоне блокады паннексина 1 при помощи 10Panx1: а – при-
меры оригинальных записей ПКП в контроле и на фоне 10 мкМ 10Panx1 совместно с 30 мкМ BzATP; б – изменение
квантового состава ПКП по ходу залпа ПКП в контроле (n = 18) и на фоне 10 мкМ 10Panx1 совместно с 30 мкМ BzATP
(n = 16) в нервно-мышечных препаратах диафрагмы WT мышей. *p < 0.05 по сравнению с контролем.
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лученные данные означают также, что “паннек-
синовые” источники эндогенной ATP активно
вовлечены в регуляцию передачи в моторных си-
напсах, оказывая определенное регуляторное
воздействие на нее. Выключение этих источни-
ков отражается на регуляторной активности пу-
ринорецепторов, в частности, пресинаптических
Р2Х7-рецепторов. Это согласуется с данными на-
ших предыдущих исследований, где в моторных
синапсах Panx1–/– мышей наблюдали сохранение
активности разных типов пресинаптических пу-
ринорецепторов, однако условия их избиратель-
ной активации эндогенными и экзогенными пу-
ринами и вовлечения их в пуринергическую регу-
ляцию секреции АХ оказывались измененными
[5, 6].

Принято считать, что основным источником
эндогенной ATP для пуринергической регуляции
секреции АХ в моторных синапсах является вези-
кулярная ATP, высвобождаемая в качестве коме-
диатора из холинергических везикул при их экзо-
цитозе [27]. Однако и в ЦНС, и на периферии в
составе мембран скелетной мускулатуры [3],
Шванновских клеток [22], моторных аксонов [28]
показано присутствие паннексинов и наличие
образованных ими каналов для высвобождения
внутриклеточной ATP в среду, окружающую
клетки [1]. Играет ли такой выход ATP роль ее то-
нической утечки, обеспечивая реализацию долго-
временных эффектов ATP в синапсах, или он мо-
жет быть включен в пуринергическую кратковре-

менную регуляцию синаптической активности,
остается практически не изученным. Мы впервые
показали, что достаточно выключить активность
паннексинов у мышей за счет фармакологическо-
го ингибирования в остром опыте или путем но-
каута гена паннексина 1, что равным образом из-
меняет характер и интенсивность активации пре-
синаптических пуринорецепторов в моторных
синапсах, в частности Р2Х7-рецепторов. Это до-
казывает вклад активности паннексинов и “пан-
нексиновых” источников ATP в краткосрочную
пуринергическую регуляцию секреции АХ наряду
с везикулярной ATP. Какой именно из внутри-
клеточных источников ATP (мышечный, глиаль-
ный, аксональный) играет роль дополнительного
“паннексинового” компонента пуриновой регу-
ляции секреции АХ, и каким именно образом он
включен в эту регуляцию, предстоит выяснить в
дальнейших исследованиях.

В заключение подчеркнем, что в данной рабо-
те впервые сопоставлены эффекты генетического
нокаутирования и острого фармакологического
блокирования паннексина 1 в моторных синап-
сах для оценки роли именно “паннексинового”
источника ATP в пуринергическую регуляцию
секреции АХ. Полученные данные позволяют
утверждать, что последствия в отношении синап-
тической передачи при генетическом или фарма-
кологическом выключении паннексинов совпа-
дают. В обоих случаях ключевым моментом явля-
ется отсутствие активности паннексинов как

Рис. 4. Сопоставление размеров пула синаптических везикул, готовых к выбросу (RRP) в контроле и на фоне 1 мМ
10Panx1 совместно с 30 мкМ BzATP (а); вероятности выброса везикул в контроле и на фоне 1 мМ 10Panx1 совместно с
30 мкМ BzATP (б) в нервно-мышечных препаратах диафрагмы мышей WT. *p < 0.05 по сравнению с контролем.
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проводников ATP в область нервно-мышечных
синапсов, одинаково отражающееся на пуринер-
гической регуляции секреции АХ. Тем самым до-
казана возможность использования обоих мето-
дов как равноэффективных и правомочных для
анализа механизмов участия паннексинов 1 и вы-
свобождаемой с их помощью эндогенной ATP в
регуляции секреции АХ нервно-мышечных си-
напсов.
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СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Dahl G. 2015. ATP release through pannexon channels.

Philos. Trans. R. Soc. B. Biol Sci. 370 (1672), 20140191. 
https://doi.org/10.1098/rstb.2014.0191

2. Giaume C., Leybaert L., Naus C.C., Sáez J.C. 2013.
Connexin and pannexin hemichannels in brain glial
cells: Properties, pharmacology, and roles. Front. Phar-
macol. 4, 88. 
https://doi.org/10.3389/fphar.2013.00088

3. Riquelme M.A., Cea L.A., Vega J.L., Boric, M.P.,
Monyer H., Bennett M.V.L., Frank M., Willecke K.,
Sáez J.C. 2013. The ATP required for potentiation of
skeletal muscle contraction is released via pannexin he-
michannels. Neuropharmacol. 75, 594–603. 
https://doi.org/10.1016/j.neuropharm.2013.03.022

4. Dossi E., Blauwblomme T., Moulard J., Chever O.,
Vasile F., Guinard E., Le Bert M., Couillin I., Pallud J.,
Capelle L., Huberfeld G., Rouachn N. 2018. Pannexin-
1 channels contribute to seizure generation in human
epileptic brain tissue and in a mouse model of epilepsy.
Sci. Transl. Med. 10 (433), eaar3796. 
https://doi.org/10.1126/scitranslmed.aar3796

5. Miteva A.S., Gaydukov A.E., Shestopalov V.I., Balezi-
na O.P. 2017. The role of pannexin 1 in the purinergic
regulation of synaptic transmission in mouse motor
synapses. Biochem. (Moscow), Suppl. Ser. A. Membr.
Cell Biol. 11 (4), 311–320. 
https://doi.org/10.1134/S1990747817040067

6. Miteva A.S., Gaydukov A.E., Shestopalov V.I., Balezi-
na O.P. 2018. Mechanism of P2X7 receptor-dependent
enhancement of neuromuscular transmission in pan-
nexin 1 knockout mice. Purinergic. Signal. 14 (4), 459–
469.

7. Dvoriantchikova G., Ivanov D., Barakat D., Grinberg A.,
Wen R., Slepak V.Z., Shestopalov V.I. 2012. Genetic
ablation of Pannexin1 protects retinal neurons from

ischemic injury. PloS One. 7 (2), e31991. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0031991

8. Тарасова Е.О., Митева А.С., Гайдуков А.Е., Бале-
зина О.П. 2015. Роль аденозиновых рецепторов и
кальциевых каналов L-типа в регуляции секреции
медиатора в моторных синапсах мыши. Биол. мем-
браны. 32 (5–6), 409–409. 
https://doi.org/10.7868/S0233475515050151

9. McLachlan E.M., Martin A.R. 1981. Non-linear sum-
mation of end-plate potentials in the frog and mouse.
J. Physiol. 311 (1), 307–324.

10. Elmqvist D., Quastel D.M. 1965. A quantitative study
of end-plate potentials in isolated human muscle.
J. Physiol. 178 (3), 505–529. 
https://doi.org/10.1113/jphysiol.1965.sp007639

11. Ruiz R., Cano R., Casañas J.J., Gaffield M.A., Betz W.J.,
Tabares L. 2011. Active zones and the readily releasable
pool of synaptic vesicles at the neuromuscular junction
of the mouse. J. Neurosci. 31 (6), 2000–2008. 
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.4663-10.2011

12. Cano R., Ruiz R., Shen C., Tabares L., Betz W.J. 2012.
The functional landscape of a presynaptic nerve termi-
nal. Cell calcium. 52 (3–4), 321–326. 
https://doi.org/10.1016/j.ceca.2012.04.012

13. Deuchars S.A., Atkinson L., Brooke R.E., Musa H.,
Milligan C.J., Batten T.F., Deuchars J. 2001. Neuronal
P2X7 receptors are targeted to presynaptic terminals in
the central and peripheral nervous systems. J. Neurosci.
21 (18), 7143–7152.

14. Young M.T., Pelegrin P., Surprenant A. 2007. Amino
acid residues in the P2X7 receptor that mediate differ-
ential sensitivity to ATP and BzATP. Mol. Pharmacol.
71 (1), 92–100. 
https://doi.org/10.3389/fphar.2018.00052

15. Savio L.E., de Andrade Mello P., da Silva C.G.,
Coutinho-Silva R. 2018. The P2X7 receptor in inflam-
matory diseases: Angel or demon? Front. Pharmacol.
9, 52.

16. Gajardo I., Salazar C.S., Lopez-Espíndola D., Estay C.,
Flores-Muñoz C., Elgueta C., Gonzalez-Jamett A.M.,
Martínez A.D., Muñoz P., Ardiles Á.O. 2018. Lack of
pannexin 1 alters synaptic GluN2 subunit composition
and spatial reversal learning in mice. Front. Mol. Neuro-
sci. 11, 114. 
https://doi.org/10.3389/fnmol.2018.00114

17. Iglesias R., Spray D.C., Scemes E. 2010. Mefloquine
blockade of pannexin1 currents: Resolution of a con-
flict. Cell. Commun. Adhes. 16 (5–6), 131–137. 
https://doi.org/10.3109/15419061003642618

18. Silverman W., Locovei S., Dahl G. 2008. Probenecid, a
gout remedy, inhibits pannexin 1 channels. Am. J.
Physiol. Cell. Physiol. 295 (3), C761–C767. 
https://doi.org/10.1152/ajpcell.00227.2008

19. McArdle J.J., Sellin L.C., Coakley K.M., Potian J.G.,
Quinones-Lopez M.C., Rosenfeld C.A., Sultatos L.G.,
Hognason K. 2005. Mefloquine inhibits cholinesteras-
es at the mouse neuromuscular junction. Neurophar-
macology. 49 (8), 1132–1139. 
https://doi.org/10.1016/j.neuropharm.2005.06.011

20. Suadicani S.O., Iglesias R., Wang J., Dahl G.,
Spray D.C., Scemes E. 2012. ATP signaling is deficient
in cultured Pannexin1-null mouse astrocytes. Glia.



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 6  2021

СЕКРЕЦИЯ АЦЕТИЛХОЛИНА В МОТОРНЫХ СИНАПСАХ МЫШИ 449

60 (7), 1106–1116. 
https://doi.org/10.1002/glia.22338

21. Zhang Z., Lei Y., Yan C., Mei X., Jiang T., Ma Z.,
Wang Q. 2019. Probenecid relieves cerebral dysfunction
of sepsis by inhibiting pannexin 1-dependent ATP re-
lease. Inflammation. 42 (3), 1082–1092. 
https://doi.org/10.1007/s10753-019-00969-4

22. Wei Z.Y., Qu H.L., Dai Y.J., Wang Q., Ling Z.M.,
Su W., Zhao Y.Y., Shen W.X., Chen G. 2021. Pan-
nexin 1, a large-pore membrane channel, contributes
to hypotonicity-induced ATP release in Schwann
cells. Neural. Regen. Res. 16 (5), 899. 
https://doi.org/10.4103/1673-5374.290911

23. He H., LiuD., Long Y., Wang X., Yao B. 2018. The
pannexin-1 channel inhibitor probenecid attenuates
skeletal muscle cellular energy crisis and histopatholog-
ical injury in a rabbit endotoxemia model. Inflamma-
tion. 41 (6), 2030–2040. 
https://doi.org/10.1007/s10753-018-0846-z

24. Prochnow N., Abdulazim A., Kurtenbach S., Wild-
förster V., Dvoriantchikova G., Hanske J., Zoidl G.
2012. Pannexin1 stabilizes synaptic plasticity and is

needed for learning. PloS One. 7 (12), e51767. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0051767

25. Ardiles A.O., Flores-Muñoz C., Toro-Ayala G.,
Cárdenas A.M., Palacios A.G., Muñoz P., Fuenzali-
da M., Sáez J.C., Martínez A.D. 2014. Pannexin 1 reg-
ulates bidirectional hippocampal synaptic plasticity in
adult mice. Front. Cell. Neurosci. 8, 326. 
https://doi.org/10.3389/fncel.2014.00326

26. Moores T.S., Hasdemir B., Vega-Riveroll L., Deuchars J.,
Parson S.H. 2005. Properties of presynaptic P2X7-like
receptors at the neuromuscular junction. Brain Res.
1034 (1–2), 40–50. 
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2004.12.001

27. Redman R.S., Silinsky E.M. 1994 ATP released togeth-
er with acetylcholine as the mediator of neuromuscular
depression at frog motor nerve endings. J. Physiol. 477,
117–127. 
https://doi.org/10.1113/jphysiol.1994.sp020176

28. Horton S.M., Luna Lopez C., Blevins E., Howarth H.,
Weisberg J., Shestopalov V.I., Makarenkova H.P.,
Shah S.B. 2017. Pannexin 1 modulates axonal growth in
mouse peripheral nerves. Front. Cell Neurosci. 11, 365. 
https://doi.org/10.3389/fncel.2017.00365

Acetylcholine Secretion in Mouse Motor Synapses. Changes of Purinergic Regulation 
in the Conditions of Pharmacological Blockade of Pannexin 1 

and Its Genetic Knockout

A. S. Miteva1, *, А. Е. Gaydukov1, О. P. Balezina1

1Biology Department, Moscow Lomonosov State University, Moscow, 119234 Russia

*e-mail: anka.miteva@gmail.com

At the motor synapses of the mouse diaphragm, the effects on the acetylcholine (ACh) release of acute block-
ade of pannexin 1 (induced by pharmacological agents probenecid, mefloquine, or 10Panx1) and the absence
of its expression due to due to the gene knockout were compared. Pannexins 1 form a channel that can deliver
ATP into the synaptic cleft, thereby affecting neuromuscular transmission. Using neuromuscular prepara-
tions from wild type mice, miniature endplate potentials (MEPPs) and endplate evoked potentials (EPPs)
were recorded on exposure of various pannexin 1 blockers and the agonist of P2X7 receptors (BzATP). The
obtained results were compared with those obtained in the experiments performed on synapses of pannexin-1
knockout mice. Lack of pannexin 1 expression in knockout mice and its acute blocking by pharmacological
agents (probenecid and 10Panx1) in wild-type mice do not affect ACh release by themselves. However, the
lack or blockade of pannexin 1 allows the agonist of P2X7 receptors to potentiate neuromuscular transmis-
sion, which does not manifest without the blockade of pannexin 1. Moreover, in both cases, the potentiation
of ACh release occurs due to an increase in the size of the readily releasable pool of cholinergic vesicles. On
the basis of these observations we conclude that knockout or acute blocking of pannexin 1 equally affects the
ACh release decreasing the purines concentration in the synaptic cleft. It is likely that the mechanisms un-
derlying these effects are similar. They involve pannexin 1 as an important contributor in the purinergic reg-
ulation of the motor synapse activity: when it is lost or blocked, the conditions for the activation of presynaptic
purinoreceptors change significantly.

Keywords: neuromuscular junction, pannexin 1, P2X7-receptors, probenecid, 10Panx1, readily releasable
pool of vesicles
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Терминальная стадия хронической болезни почек (ХБП V) сопровождается рядом нарушений
эритрона, в том числе структурными и функциональными изменениями циркулирующих эритро-
цитов, потенциально дестабилизирующими их функции и приводящими к различной степени ане-
мии, однако механизмы этих явлений недостаточно изучены. В представленной работе методами
проточной цитометрии, лазерной дифракции и спектрофотометрии мы исследовали влияние ХБП
V и сеанса четырехчасового экстракорпорального гемодиализа (ГД) на деформационные (осмоти-
ческая и аммонийная резистентность) и функциональные (активность внутриклеточных эстераз,
экстернализация фосфатидилсерина, состояние гемоглобина) показатели эритроцитов. Мы пока-
зали, что (i) эритроциты пациентов ГД имели сниженную осмотическую резистентность и повы-
шенную скорость увеличения объема в аммонийном стресс-тесте по сравнению с клетками доно-
ров; (ii) сеанс ГД не влиял на деформационные характеристики эритроцитов, однако приводил к
(iii) образованию феррильных форм гемоглобина и (iiii) возникновению таких апоптоз-подобных
явлений, как снижение активности внутриклеточных эстераз и повышение количества аннексин-
позитивных клеток. Наши результаты указывают на то, что совокупность воздействия уремии и ГД
терапии вызывает мультифакторное снижение функций эритроцитов пациентов ГД и играет важ-
ную роль в развитии и усугублении почечной анемии.

Ключевые слова: эритроциты, ХБП V, хроническая болезнь почек, окислительный стресс, аммо-
нийный стресс, осмотическая резистентность эритроцитов
DOI: 10.31857/S0233475521060116

ВВЕДЕНИЕ
Терминальная стадия хронической болезни

почек (ХБП V) вызывает множество дестабилизи-
рующих гомеостаз и существенно снижающих
качество жизни изменений в организме человека
[1, 2], при этом сопутствующие ХБП V сердечно-
сосудистые заболевания представляют основную
причину смерти пациентов, достигая 50% от об-
щего количества смертей вызываемых ХБП V [3].
К типичным серьезным осложнениям ХБП V от-
носят нарушение эритропоэза, сниженную про-
дукцию эритропоэтина и/или супрессию чув-

ствительности рецепторов к эритропоэтину [4],
дефицит железа, сокращение жизненного цикла
эритроцитов и, как следствие, развитие почечной
анемии [5]. Сокращение жизненного цикла эрит-
роцитов пациентов отделения гемодиализа (ГД)
может быть вызвано как воздействием уремиче-
ских токсинов (п-крезилсульфат, метилглиок-
саль, акролеин, индоксил сульфат и др.) [1, 2],
приводящим в том числе к экстернализации фос-
фатидилсерина (ФС) на поверхности эритроци-
тов, гиперосмоляльностью плазмы [6], увеличе-
нием содержания промежуточных моноцитов

УДК 616-06
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CD14++/CD16+, фагоцитирующих апоптотические
эритроциты [4], окислительным стрессом (ОС) и
энергетическим истощением, так и быть след-
ствием лечения хроническим ГД [7]. В условиях
уремии наблюдаются различные структурные и
функциональные нарушения эритроцитов, такие
как сниженная антиоксидантная активность [8, 9],
повышенные адгезионная способность к эндоте-
лию и прокоагулянтная активность [10, 11], нару-
шение асимметрии бислоя [12] и белкового соста-
ва плазматической мембраны [13, 14], т.е. факто-
ры, потенциально дестабилизирующие основную
функцию эритроцитов – транспорт дыхательных
газов, однако механизмы развития перечислен-
ных нарушений изучены не в полной мере.

Вязко-эластичные свойства (деформируемость)
эритроцита, т.е. способность клетки к обратимым
деформациям, зависят не только от общих усло-
вий циркуляции: геометрии сосуда, давления
крови, вязкости, гематокрита и температуры, но
во многом от биомеханических и биохимических
характеристик эритроцита [15–17]. Снижение де-
формируемости может приводить к нарушению
микроциркуляции, гемолизу внутри капилляров
и преждевременной элиминации эритроцитов
ретикуло-эндотелиальной системой [18, 19] и,
следовательно, иметь важное значение в прогрес-
сии анемии. В процессе лечения программным
ГД кровь пациента подвергается физическому и
химическому воздействию в экстракорпоральном
круге кровообращения на протяжении длитель-
ного времени [20–23], что также может приво-
дить к нарушению деформируемости и сниже-
нию срока жизни эритроцитов и способствовать
развитию анемии. Таким образом, сама процеду-
ра ГД также может участвовать в усугублении по-
чечной анемии.

Детальное изучение свойств эритроцитов и
механизмов воздействия на них травмирующих
факторов имеет важное значение для создания и
коррекции схем лечения анемии различной этио-
логии. В настоящее время существует ряд методов
анализа деформационных характеристик эритро-
цитов, оценивающих как биомеханические, так и
биохимические свойства эритроцита. Используе-
мые методы можно разделить на два типа: анали-
зирующие одиночные клетки (оптический пин-
цет, голотомография и др.) или ансамбль клеток
(эктацитометрия, фильтрационный тест и др.)
[15, 24, 25], однако их использование сопряжено с
трудоемкостью, высокой стоимостью оборудова-
ния и необходимостью специального обучения
персонала. Несмотря на множество разработан-
ных методов все еще не создан унифицирован-
ный протокол оценки деформируемости эритро-
цитов. В связи с этим разработка простого, уни-
версального метода является актуальной задачей.

В представленной работе методами проточной
цитометрии, лазерной дифракции и спектрофо-
тометрии мы исследовали влияние ХБП V и се-
анса 4-часового экстракорпорального ГД на де-
формационные (осмотическая и аммонийная рези-
стентность) и функциональные (активность
внутриклеточных эстераз, экстернализация ФС, со-
стояние гемоглобина) показатели эритроцитов.
Эритроциты пациентов отделения хроническо-
го ГД характеризовались повышенной скоро-
стью увеличения объема в аммонийном стресс-
тесте и сниженной осмотической резистентно-
стью по сравнению с клетками доноров. Сеанс ГД
не влиял на деформационные характеристики
эритроцитов, однако приводил к образованию фер-
рильных форм гемоглобина и возникновению апо-
птоз-подобных явлений, таких как снижение ак-
тивности внутриклеточных эстераз и повышение
количества аннексин-позитивных клеток. Наши
результаты указывают на то, что воздействие уре-
мии и ГД-терапии в совокупности вызывает
мультифакторное снижение функций эритроци-
тов пациентов ГД и играет важную роль в разви-
тии и усугублении нефрогенной анемии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования. Исследовали свойства
эритроцитов 15 человек без ренальной патологии –
“доноры” (42 ± 16 лет) и 10 пациентов отделения
хронического гемодиализа (от 11 до 120 месяцев
на лечении ХГД, 47 ± 13 лет) НИИ Нефрологии
ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова до и после ГД
сессии. Группа пациентов состояла из больных с
ХБП V, получающих лечение программным ГД,
из них 7 мужчин и 3 женщины; причиной разви-
тия ХБП V в четырех случаях была мембранозная
нефропатия, у трех больных был диагностирован
хронический гломерулонефрит, у двоих отме-
чался нефросклероз, у одного больного был диа-
гностирован гидронефроз. Проведение всех
процедур было одобрено этическим комитетом
ПСПБГМУ им. акад. И.П. Павлова (протокол
№ 217 от 17.01.2020), этическим комитетом ИЭФБ
РАН (протокол № 2–02 от 02.02.2021) и соответ-
ствовало декларации Хельсинки.

Реактивы. В экспериментах использованы сле-
дующие реактивы (конечная концентрация в кле-
точной суспензии или в рабочей среде): кальце-
ин-AM, 0.1 мкМ (Sigma–Aldrich, США), аннек-
син-V-FITC, 0.1 мкг/мл (Biolegend, США),
тиазоловый оранжевый, 0.4 мкг/мл (Sigma–Al-
drich). Для работы с эритроцитами человека были
использованы: среда № 1 – HEPES буфер (в мМ:
NaCl 140, KCl 5, HEPES 10, MgCl2 2, D-глюкоза 5,
EGTA 2; рН 7.4, осмоляльность 300 мОсм/л) и
среда № 2 – -буфер (в мМ: NH4Cl 140, KCl 5,
HEPES 10, MgCl2 2, D-глюкоза 5, EGTA 2; pH 7.4,
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осмолярность 300 мОсм/л) при аммонийной на-
грузке. Осмоляльность среды контролировали
осмометром Osmomat 030 (Gonotec, Германия).
В HEPES-буфер добавляли 2 мМ Ca2+ вместо
2 мМ EGTA, где отмечено.

Подготовка суспензии эритроцитов. Кровь до-
норов и пациентов после подписания ими пись-
менного согласия отбирали в вакутейнеры с
EDTA в качестве антикоагулянта. Эритроциты
получали центрифугированием цельной крови
(7 мин, 350 g), и ресуспендировали в HEPES бу-
фере (RBC = 0.5 × 109 кл/мл, HCT 5%). Основные
параметры крови и суспензии эритроцитов (кон-
центрация эритроцитов – RBC, средний объем
эритроцитов – MCV и т.д.) определяли с помо-
щью гематологического анализатора Medonic-
M20 (Boule Medical A.B., Швеция). Биохимиче-
ский анализ крови и анализ содержания электро-
литов были выполнены в ЦКДЛ ПСПБГМУ
им. акад. И.П. Павлова.

Исследования методом проточной цитометрии.
Экстернализацию фосфатидилсерина и актив-
ность внутриклеточных эстераз регистрировали
на проточном цитометре ЦКП ИЭФБ РАН –
CytoFlex (BeckmanCoulter, США).

Определение экстернализации фосфатидилсе-
рина. Экстернализацию ФС определяли с помо-
щью ФС-специфичного лиганда аннексина-V–
FITC. Аннексин-V является Ca2+-зависимым
красителем, поэтому для аннексинового теста в
HEPES-буфер вместо EGТА добавляли кальций
(2 мМ). Эритроциты (0.5 × 109 кл/л) инкубирова-
ли с аннексином-V (0.1 мкг/мл, 20 мин, в темноте,
25°С). ФС-позитивные клетки определяли по
флуоресценции аннексин-V на канале FL1 (530 нм,
FITC). Для каждого образца были проанализиро-
ваны не менее 10000 событий. Гейт для негатив-
ного контроля выставляли по флуоресценции не
связывающих аннексин-V эритроцитов здоровых
доноров.

Исследование активности внутриклеточных эс-
тераз. Эстеразную активность клеток оценивали
по интенсивности флуоресценции кальцеина
[26]. Эритроциты (0.5 × 109 кл/л) инкубировали с
кальцеином-AM (С-AM, 5 мкМ, 40 мин, 37°С),
флуоресценцию регистрировали в канале FL1
(530 нм, FITC).

Анализ количества ретикулоцитов. Содержание
ретикулоцитов (RET%) определяли окраской ти-
азоловым оранжевым в цельной крови по методу
Riley [27], для этого 5 мкл цельной крови ресус-
пендировали в 1 мл HEPES буфера c 10 мкл тиазо-
лового оранжевого (конечная концентрация
0.4 мкМ, 20 мин). Популяцию эритроцитов опре-
деляли на диаграмме рассеяния (прямое рассея-
ние FSC против бокового рассеяния SSC) для ис-
ключения мелких частиц и тромбоцитов. Флуорес-
ценцию тиазолового оранжевого регистрировали

в канале FL1 (530 нм, FITC) при гейтировании
положительной зеленой флуоресценции по срав-
нению с неокрашенным контролем, гейт выстав-
ляли по неокрашенной пробе каждого образца
(blanc).

Исследование деформационных характеристик
эритроцитов методом лазерной дифракции. Дефор-
мационные характеристики эритроцитов оцени-
вали методом лазерной дифракции на анализато-
ре частиц LaSca-TМ (ООО “Биомедицинские
системы”, Россия), адаптированном для цитоло-
гических исследований [28]. В основе метода –
регистрация рассеянного излучения под разными
углами с помощью многоэлементного детектора.
По полученной зависимости интенсивности рас-
сеянного излучения от угла рассеяния (индика-
триса рассеяния) осуществляется расчет размеров
частиц и распределения частиц по размерам, та-
ким образом, в каждый момент времени считыва-
ется распределение всей популяции по объемам.
Для оценки динамики изменения среднего объе-
ма клеток (MCV) использовали алгоритм оценки
размеров частиц программного обеспечения
LaSca_32 v.1498. В качестве стандартов использо-
вали CML Latex beads 6, 10, 16 мкм (C37256,
C37259, C37260, Invitrogen, США).

Стресс-модели. Аммонийный стресс-тест. В от-
личие от других клеток крови при помещении в
изотоническую аммонийную среду эритроциты
человека способны увеличивать объем до крити-
ческих значений и лизировать. На основании это-
го уникального свойства эритроцитов нами был
разработан оригинальный аммонийный стресс-
тест для характеристики деформационно-функ-
циональных свойств эритроцитов [29]. Для созда-
ния модели аммонийного стресса в 1 мл изотони-
ческого  буфера (37°C) вносили 5 мкл сус-
пензии эритроцитов (RBC = 0.5 × 109 кл/мл, HCT
5%, конечная концентрация 5 × 105 кл/мл), реги-
страцию показателей светорассеяния проводили
до окончания лизиса. Скорость увеличения объе-
ма клеток (Vi) оценивали по данным кинетики
прямого светорассеяния в диапазоне угла 2.5°.
Для количественного описания кинетики гемо-
лиза использовали параметры Tmax (время дости-
жения максимальной скорости гемолиза) и Vmax
(максимальная скорость гемолиза) в диапазоне
угла 1°.

Гипоосмотический стресс. Для проведения те-
ста на осмотическую резистентность эритроциты
(0.5 × 109 кл/мл, 5 мкл) вносили в 1 мл HEPES бу-
фера с последующими добавками дистиллиро-
ванной воды (dH2O, мкл: 500, 500, 250, 250, 250,
250) и соответствующего объема эритроцитов для
поддержания неизменной концентрации клеток
в пробе. Лизис эритроцитов регистрировали ме-
тодом лазерной дифракции по убыли интенсив-
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ности светорассеяния в диапазоне угла 2.5°. Для
каждого образца строили диаграммы распределе-
ния эритроцитов (эритрограммы) по осмотиче-
ской резистентности в диапазоне осмоляльности
от 300 до 92 мОсм/кг H2O. Для количественного
описания осмотической резистентности эритро-
цитов (ОРЭ) использовали следующие парамет-
ры: H10, H50, H90, значения осмоляльности сре-
ды, при которой лизирует 10, 50 и 90% эритроци-
тов соответственно; W – ширина распределения
клеток по осмотической резистентности, опреде-
ляется разностью в осмоляльности среды при ли-
зисе 90 и 10% эритроцитов [30].

Исследование форм гемоглобина спектральным
методом. Спектры поглощения гемоглобина
регистрировали спектрофотометром СПЕКС
ССП-715-M (ООО “Спектроскопические системы”,
РФ) в ряду длин волн 300–700 нм с шагом 1 нм
(25°C). Для исследования трансформации гемо-
глобина, цельную кровь лизировали в дистилли-
рованной воде и регистрировали спектры погло-
щения.

Анализ содержания свободного гемоглобина в
плазме. Свободный гемоглобин определяли в
плазме, полученной центрифугированием цель-
ной крови (7 мин, 350g) и разведенной в 20 раз ди-
стиллированной водой. Расчет проводили по зна-
чениям оптической плотности раствора плазмы
при 540 нм, оптическую плотность лизата цель-
ной крови (разведение в 100 раз; Total) принима-
ли за 100%. Для корректной оценки учитывали
мутность растворов по оптической плотности при
700 нм по следующей формуле: Hb free, % =
= ((Plasma540 – Plasma700) × 100)/((Total540 –
‒ Total700)/5), где 540 и 700 – соответствующая
длина волны, нм; 5 – поправка на разведение
проб. Для пересчета свободного гемоглобина в
плазме из % в г/л как 100% использовали значе-
ния концентрации гемоглобина (HGB), получен-
ные на гематологическом анализаторе.

Расчет форм гемоглобина. Сравнительный ана-
лиз спонтанного образования окисленных форм
гемоглобина проводили по экстинкции гемоли-
затов проб при длинах волн 560, 577, 630 и 700 нм.
Процент окисленного гемоглобина рассчитывался
по коэффициентам молярной экстинкции произ-
водных форм гемоглобина: oxyHb (HbFe(II)O2),
мет-Hb или ферри-Hb (ferric Hb, HbFe(III)), фер-
рил-Hb (ferryl Hb, HbFe(IV)) или гемихром (HbChr)
по методу Kanias [31]. Данные представлены как
процент от суммы всех форм гемоглобина в об-
разце, принятой за 100%.

Анализ данных. Данные, полученные методом
проточной цитометрии, анализировали с исполь-
зованием программ CytExpert (BeckmanCoulter,
США) и FCS Express Flow 7 (De Novo Software,
США). Время достижения максимальной скоро-
сти гемолиза (Them), максимальную скорость ге-

молиза (Vhem) и начальную скорость увеличения
объема клеток (Vi) рассчитывали с использовани-
ем оригинальной программы лазерного анализа-
тора LaSca-TM – LaSca v.1498. Статистическую
значимость результатов определяли с помощью
программы GraphPad Prism 9 (GraphPad Software,
США). Оценку нормальности проводили тестом
Шапиро–Уилки, разницу между группами оце-
нивали one-way ANOVA c апостериорным анали-
зом Тьюки (доноры в сравнении с пациентами)
до/после ГД сессии), разницу между связанными
группами оценивали t-тестом Стьюдента для свя-
занных выборок (“пациенты до” в сравнении с
“пациентами после” сеанса ГД). Во всех экспери-
ментах данные представлены как среднее ± стан-
дартное отклонение (M ± SD). В каждой серии
экспериментов участвовали не менее десяти до-
норов. Различия между группами считали стати-
стически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Эритроциты пациентов с ХБП V имеют повы-
шенный объем несмотря на гиперосмоляльность
плазмы. В условиях уремического синдрома у па-
циентов с ХБП V наблюдаются структурные и
функциональные нарушения эритроцитов [18, 19].
Кроме того, срок жизни уремических эритроци-
тов снижен в среднем на 20%: до 73 дней при нор-
ме 100–120 дней [2, 12, 32]. Мы провели сравне-
ние клинических и биохимических анализов кро-
ви доноров (в том числе референсных значений
нормы по данным лаборатории Хеликс) и паци-
ентов до и после ГД-сессии (табл. 1). У пациентов
не было выявлено ни гипо/гипернатриемии, ни
гипо/гипергликемии. Однако уремические ток-
сины (креатинин, мочевина, мочевая кислота и
др.) суммарно повышали измеренную осмоляль-
ность плазмы до 330 ± 21 мОсм/л H2O, вплоть до
380 мОсм/л H2O в единичных случаях. Сеанс ГД
снимал уремический синдром, однако показатель
уровня мочевины превышал норму даже после ГД
сессии. Тем не менее в условиях циклического ги-
перосмоляльного окружения эритроциты боль-
ных имели на 12% больший объем (MCV): 93.02 ±
± 2.77 фл у пациентов до и 93.23 ± 2.91 фл после
ГД-сессии (n = 10, p < 0.0001) по сравнению с
82.75 ± 1.39 фл у доноров (рис. 1а).

Эритроциты пациентов как до, так и после се-
анса ГД имели достоверно большее значение ин-
декса гетерогенности по объему (RDWa) (рис. 1б),
что указывает на наличие воспаления и/или его
прогрессию [33]. Анализ ретикулоцитов (RET) не
выявил достоверных различий в абсолютном зна-
чении, однако наблюдалось достоверное увели-
чение процента молодых ретикулоцитов (RET-H)
с большим содержанием РНК (рис. 1в) у пациен-
тов ХГД по сравнению с донорами.
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Уремический синдром, а не сеанс ГД, вызывает
изменение деформационных характеристик эритро-
цитов. Структурная целостность сети цитоскелета –
основной фактор, определяющий вязко-эластич-
ные свойства эритроцита и его деформируемость
[34, 35]. Ранее мы показали при 25°C, что сеанс
ГД не влиял на функциональные характеристики
эритроцитов пациентов [36]. Однако отсутствие
различий могло быть вызвано снижением чув-
ствительности эритроцитов к стрессорным воз-
действиям при 25°С. В этой работе для оценки
влияния ГД-сессии на деформационные характе-

ристики эритроцитов были проведены тест
на осмотическую резистентность эритроцитов
(рис. 2а–2г) и аммонийный стресс-тест (рис. 3а–
3г) при 37°С.

При исследовании осмотической резистент-
ности не было выявлено значимых отличий меж-
ду показателями эритроцитов пациентов до и по-
сле сеанса ГД, однако эритроциты пациентов бы-
ли достоверно более хрупкими, чем эритроциты
доноров (H10, H50, H90, p < 0.05).

При проведении аммонийного стресс-теста
было выявлено, что скорость начального увели-

Рис. 1. Гематологический профиль пациентов с ХБП V в сравнении с донорами. У пациентов с ХБП V были отмечены:
достоверное увеличение среднего объема эритроцитов (MCV) (а) и гетерогенности эритроцитов по объему (RDWa)
(б), процента молодых ретикулоцитов с высокой флуоресценцией (RET-H) (в) и содержания свободного гемоглобина
в плазме (Hb в плазме) (г). MCV и RDWa получали с помощью гематологического анализатора; RET-H – методом про-
точной цитометрии; содержание свободного Hb в плазме оценивали спектрально при длине волны 540 нм. Данные
представлены как M ± SD, n = 10. Различия между показателями эритроцитов пациентов до и после ГД определяли t-
тестом Стьюдента для связанных выборок, ** p < 0.005; различия между показателями эритроцитов доноров и паци-
ентов определяли с помощью ANOVA, апостериорный анализ Тьюки, * p < 0.05, ** p < 0.005, **** p < 0.0001.
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чения объема эритроцитов (Vi) в аммонийной
среде у доноров была достоверно ниже, чем у па-
циентов как до, так и после ГД (p < 0.0001 и p <
< 0.05 соответственно), что указывает на измене-
ние функции белка полосы 3 в условиях уремии.
Значимых различий в скорости (рис. 3б), времени
(рис. 3в) и проценте гемолиза (рис. 3г) ни на про-
тяжении ГД-сессии, ни при сравнении показате-

лей доноров и пациентов до и после сеанса ГД не
было выявлено.

Таким образом, полученные данные указыва-
ют на отсутствие значимого влияния сеанса ГД на
деформационные характеристики эритроцитов,
однако эритроциты доноров были достоверно бо-
лее осмотически резистентными по сравнению
с эритроцитами пациентов как до, так и после

Рис. 2. Уремический синдром, а не сеанс ГД, приводит к снижению осмотической резистентности эритроцитов. а –
Запись оригинальных экспериментов по исследованию осмотической резистентности эритроцитов доноров и паци-
ентов методом лазерной дифракции. Эритроциты (0.5 × 109 кл/мл) вносили в 1 мл HEPES буфера с последующими
добавками дистиллированной воды (dH2O, мкл: 500, 500, 250, 250, 250, 250) и соответствующего объема эритроцитов
для поддержания концентрации клеток в пробе. Гемолиз эритроцитов регистрировали по убыли интенсивности све-
торассеяния в диапазоне угла 2.5°. б–г – По интенсивности светорассеяния в диапазоне осмоляльности от 300 до
92 мОсм/кг H2O строили кривые гемолиза, из которых получали значения осмоляльности, при которой лизировали
10% эритроцитов (H10) (б); 50% эритроцитов (H50) (в); 90% эритроцитов (H90) (г). Данные представлены как M ± SD,
n = 10. Различия между показателями эритроцитов пациентов до и после ГД-сессии определяли t-тестом Стьюдента
для связанных выборок; различия между показателями эритроцитов доноров и пациентов определяли с помощью
ANOVA, апостериорный анализ Тьюки, * p < 0.05.
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ГД-сессии, что говорит о повышенной хрупкости
эритроцитов пациентов с ХБП V.

ГД вызывает увеличение образования ферриль-
ных форм гемоглобина. Осуществление основной
функции эритроцита, газообмена, напрямую за-
висит от состояния гемоглобина, белка, обратимо
связывающего и переносящего молекулы кисло-
рода к тканям [37, 38]. Мы провели спектральный
анализ образцов крови доноров и пациентов в хо-
де ГД-сессии (рис. 4б). Расчет процентного со-
держания форм гемоглобина в образцах выявил,
что в ходе диализной сессии достоверно увеличи-
валось процентное содержание феррильных
форм гемоглобина (рис. 4а), нестабильных форм
гемоглобина, потенциально приводящих к дегра-
дации и потере гема [39, 40].

Сеанс ГД приводит к снижению активности
внутриклеточных эстераз и экстернализации фос-
фатидилсерина в эритроцитах. Ранее (рис. 1в) мы
показали, что сеанс ГД вызывал достоверное уве-
личение спонтанного гемолиза, однако анемия
может быть вызвана также и преждевременной
элиминацией эритроцитов. Поэтому мы прове-
рили, как ГД-сессия влияет на активность внут-
риклеточных эстераз и экстернализацию ФС на
поверхности эритроцитов. Оценку влияния уре-
мического синдрома и/или ГД-сессии на жизне-
способность эритроцитов [26, 30] пациентов до и
после сеанса ГД проводили по активности внут-
риклеточных эстераз с помощью красителя каль-
цеина-AM (С-AM) (рис. 5а, 5б). Было выявлено,
что активность внутриклеточных эстераз в эрит-

Рис. 3. Сеанс ГД не вызывает деформационных характеристик эритроцитов в аммонийном стресс-тесте. Эритроциты
(106 кл/мл) помещали в изотонический  буфер (среда № 2, pH 7.4), методом лазерной дифракции регистрировали
увеличение сигнала, соответствующее увеличению объема клеток, с последующим снижением сигнала, соответству-
ющим гемолизу. Далее рассчитывались параметры аммонийного стресс-теста: а – скорость начального увеличения
объема эритроцитов (Vi); б – максимальная скорость гемолиза (Vmax); в – время достижения максимальной скорости
гемолиза (Tmax), г – процент гемолиза. Данные представлены как M ± SD, n = 10. Различия между показателями эрит-
роцитов пациентов до и после ГД-сессии определяли t-тестом Стьюдента для связанных выборок; различия между по-
казателями эритроцитов доноров и пациентов определяли с помощью ANOVA, апостериорный анализ Тьюки, * p < 0.05,
*** p < 0.001.
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роцитах доноров достоверно выше (n = 10, p <
< 0.0001), чем у пациентов как до, так и после
ГД-сессии. При этом сама ГД-сессия приводила
к еще большему снижению эстеразной активно-
сти эритроцитов пациентов (n = 10, p < 0.0001).

Один из сигналов используемый макрофагами
для элиминации старых или поврежденных эрит-
роцитов – экстернализация ФС на поверхности.
Поэтому мы проверили данный параметр с помо-
щью теста на связывание аннексина-V (рис. 5в, 5г).
Эритроциты пациентов после сеанса ГД характе-
ризовались достоверно большим процентом ан-
нексин-положительных клеток (p < 0.005) по
сравнению с эритроцитами доноров, однако в хо-
де ГД-сессии не было выявлено достоверных от-
личий.

Таким образом, мы показали, что как сам уре-
мический синдром, так и сеанс ГД вызывают из-
менения эритроцитов с маркерными признаками
апоптоз-подобного сценария клеточной гибели:
ингибирование эстеразной активности, экстер-
нализация ФС.

ОБСУЖДЕНИЕ
Структурная целостность сети цитоскелета

определяет вязко-эластичные свойства эритро-
цита и его деформируемость [40, 41]. Изменение в
экспрессии интегральных белков, маркеров адге-
зии и транспортных белков может стать причи-
ной нарушения вязко-эластичных свойств эрит-

роцита и молекулярных путей сигнализации в
эритроцитах [3, 42]. Протеомным анализом было
выявлено, что набор белков в цитоплазматиче-
ской мембране эритроцитов пациентов, страдаю-
щих от уремического синдрома, значительно от-
личается от здоровых людей. В эритроцитах
пациентов с ХБП V была отмечена сниженная
экспрессия спектрина, белка полосы 3 (AE1), ак-
тина и CD47 (маркера, препятствующего фагоци-
тозу) [43], что, вероятно, вовлечено в патогенез
нарушения способности эритроцитов к обрати-
мым деформациям, выявленного у пациентов с
терминальной стадией ХБП [3, 42].

В проведенном исследовании был использо-
ван метод лазерной дифракции для оценки де-
формационных характеристик эритроцитов. Бы-
ли предложены оригинальные осмотический и
аммонийный стресс-тесты, которые показали
высокую эффективность в детекции осмотиче-
ской резистентности эритроцитов и оценки реак-
ции эритроцитов на аммонийный стресс. Аммо-
нийным стресс-тестом мы показали, что скорость
увеличения объема эритроцитов (Vi) у пациентов
значимо выше, чем у здоровых доноров (рис. 3а).
Этот показатель характеризует функцию белка
полосы 3, основного структурного белка мембра-
ны эритроцита, одной из важных функций кото-
рого также является поддержание внутриклеточ-
ного pH. По-видимому, уремический синдром
дестабилизирует функцию этого белка, что также
негативно сказывается как на деформационных,

Рис. 4. Сеанс ГД приводит к увеличению % феррильных форм гемоглобина Hb(FeIII) и Hb(FeIV). а – Спектры погло-
щения гемоглобина доноров и пациентов до и после ГД-сессии. Эритроциты (1.25 × 107 кл/мл) доноров и пациентов
до и после ГД-сессии гипоосмотически лизировали, сканировали спектры гемолизатов и проводили расчет форм ге-
моглобина по экстинкции проб при длинах волн 560, 577, 630 и 700 нм по методу Kanias [36]. б – Количественная оцен-
ка спонтанного образования окисленных форм гемоглобина по данным спектров поглощения гемоглобина доноров
и пациентов до и после ГД-сессии. Данные представлены как M ± SD, n = 10. Различия между показателями эритро-
цитов пациентов до и после ГД определяли t-тестом Стьюдента для связанных выборок, **** p < 0.0001; различия меж-
ду показателями эритроцитов доноров и пациентов определяли с помощью ANOVA, апостериорный анализ Тьюки,
**** p < 0.0001.
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так и функциональных характеристиках эритро-
цитов пациентов. Ранее было показано, что белок
полосы 3 вовлечен в транспорт ряда уремических
токсинов внутрь эритроцита [1, 44]. Таким обра-
зом, необходимо дальнейшее исследование роли
белка полосы 3 в прогрессии деструктивных из-
менений мембраны и цитоскелета эритроцитов
пациентов с ХБП V.

Гиперосмоляльность плазмы, вызванная по-
вышением концентрации уремических токсинов
[6], в совокупности с самим действием уремиче-
ских токсинов [1, 44] может преждевременно за-
пускать апоптоз эритроцитов [10, 11], также при-
водя к почечной анемии. Несмотря на высокую
лабильность эритроцитов к деформациям и ши-

роким диапазонам осмоляльности, влияние цик-
лического долговременного нахождения в гипе-
росмоляльной среде, как в случае больных с тер-
минальной стадией ХБП, на транспортные
характеристики эритроцитов недостаточно изу-
чено. В норме в изоосмотической среде эритро-
циты человека представляют собой двояковогну-
тый диск, такая форма обеспечивает им высокое
соотношение поверхности к объему и, соответ-
ственно, возможность подвергаться широкому
диапазону объемных изменений и обратимых де-
формаций в циркуляции. В гипоосмотической
среде эритроциты трансформируются в стомато-
циты, увеличивая свой объем до 74%, а в гиперо-
смотической среде – трансформируются в эхино-

Рис. 5. Сеанс ГД приводит к снижению эстеразной активности и увеличению экстернализации ФС в эритроцитах па-
циентов ХГД. Эритроциты (0.5 × 109 кл/мл) инкубировали с кальцеином (С-AM, 0.1 мкг/мл, 20 мин, в темноте, 25°С)
(а, б) или аннексином-V (5 мкМ, 40 мин, 37°С) (в, г). а – Количественная оценка активности внутриклеточных эстераз
эритроцитов доноров и пациентов до и после сеанса ГД; б – репрезентативный эксперимент по исследованию актив-
ности внутриклеточных эстераз в эритроцитах методом проточной цитометрии; в – количественная оценка аннексин-
положительных клеток среди эритроцитов доноров и пациентов до и после сеанса ГД; г – репрезентативные экспери-
менты по определению аннексин-положительных клеток среди эритроцитов доноров и пациентов после сеанса ГД,
события в аннексин-положительном гейте эмфазированы с помощью программы FCS Express 7. Данные представле-
ны как M ± SD, n = 10. Различия между показателями эритроцитов пациентов до и после ГД определяли t-тестом
Стьюдента для связанных выборок, **** p < 0.0001; различия между показателями эритроцитов доноров и пациентов
определяли с помощью ANOVA, апостериорный анализ Тьюки, ** p < 0.005, **** p < 0.0001.

Пациенты

Ф
лу

ор
ес

це
нц

ия
 С

-А
М

Доноры до ГД после ГД

****

****ns

0

40 000

30 000

20 000

10 000

50 000

a

Пациенты

кл
ет

ки
, %

A
nn

ex
in

-V
 п

оз
ит

ив
ны

е

Доноры до ГД после ГД

**

0

1.5

1.0

0.5

2.0
ns ns

в

б

Ф
лу

ор
ес

це
нц

ия
 С

-А
М

FITC-A

Пациент после ГД

Пациент до ГД

Донор

г
F

SC
-A

 (×
10

00
)

0

1125

750

375

1500

105104 106103–102–103

FITC-A

97.96% 0.77%

1.23% 0.05%

Annexin-V+

Доноры

F
SC

-A
 (×

10
00

)
0

1125

750

375

1500

105104 106103–102–103

FITC-A

97.21% 1.44%

1.31% 0.04%

Annexin-V+

Пациент после ГД



460

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 6  2021

СУДНИЦЫНА и др.

циты и сжимаются на 34% [41, 45]. Однако несмотря
на цикличное нахождение в гиперосмоляльном
окружении, средний объем эритроцитов пациен-
тов как до, так и после сеанса ГД был на 13% выше
по сравнению с донорами (рис. 1а). Также было
выявлено, что эритроциты пациентов как до, так
и после ГД сессии были менее осмотически рези-
стентны по сравнению с эритроцитами доноров
(рис. 2а–2г). Такое снижение ОРЭ может быть
вызвано увеличенным средним объемом эритро-
цитов (рис. 1а), и, вероятно, является причиной
отмеченного повышенного содержания свобод-
ного гемоглобина в плазме (рис. 1в). Таким обра-
зом, описанные изменения деформационных
характеристик эритроцитов, по-видимому, явля-
ются одной из причин внутрисосудистого и
внутрикапиллярного гемолиза, ассоциирован-
ного с ХБП V [43].

Уремические токсины не только влияют на
функцию клетки извне, но и способны воздей-
ствовать изнутри, аккумулируясь внутри клетки
[1, 44, 46]. В наших экспериментах в эритроцитах
пациентов ХГД помимо сниженной осмотиче-
ской резистентности (рис. 2) и изменения функ-
ции белка полосы 3 (рис. 3а) было отмечено повы-
шенное образование феррильных форм гемогло-
бина (рис. 4), снижение эстеразной активности
(рис. 5а, 5б) и повышение экстернализации ФС
(рис. 5в, 5г) на поверхности эритроцитов, т.е.
маркерных признаков апоптоза эритроцитов, ас-
социированного со слабым окислительным
стрессом [30]. ОС – один из важных факторов,
приводящих к снижению срока жизни эритроци-
тов [47]. При ОС происходит окисление гемоглоби-
на до мет-Hb или ферри-Hb (ferric Hb, HbFe(III)) и
сверх-окисленных форм (феррил-Hb (ferryl Hb,
HbFe(IV)) – гемихромов (HbChr) [39, 40], образо-
вание активных форм кислорода и последующее
окисление белков, липидов и полиненасыщен-
ных жирных кислот [48]. Описанные явления на-
ряду с накоплением метаболитов также могут
приводить к нарушению деформируемости эрит-
роцита, так как при фосфорилировании белка по-
лосы 3, сопровождающем ОС, происходит нару-
шение взаимодействия “белок полосы 3 – цитос-
келет” [40], дестабилизирующее структуру и
целостность мембраны и цитоскелета, и липид-
ную асимметрию мембраны. Образование геми-
хромов в свою очередь индуцирует выход микро-
частиц, содержащих окисленные формы Hb [30].
Описанные явления, вероятно, играют важную
роль в прогрессии нарушения функций эритро-
цита и усугублении почечной анемии при ХБП V.

Уремический синдром оказывает негативное
воздействие на продукцию и деструкцию эритро-
цитов, функцию лимфоцитов и тромбоцитов, а
также на активацию коагуляционной системы
[4]. У пациентов с ХБП V отмечается хроническое
воспаление и повышенное содержание промежу-

точных моноцитов [4], которое также может иг-
рать роль в патогенезе почечной анемии. Сов-
местно со снижением экспрессии CD47, маркера,
противодействующего элиминации эритроцитов
макрофагами [49], эти факторы могут усугублять
анемический синдром. При сравнении клиниче-
ского и биохимического анализов крови пациен-
тов ГД и здоровых доноров (табл. 1) было выявле-
но достоверное повышение индекса гетерогенно-
сти эритроцитов по размеру (RDWa) (рис. 1б), что
также указывает на наличие воспаления или его
прогрессию [33], в то время как такой маркер си-
стемного острого воспаления, как С-реактивный
белок (табл. 1), был в пределах нормы. После
ГД-сессии наблюдалось достоверное увеличение
концентрации эритроцитов по сравнению с пока-
зателями до сеанса ГД (табл. 1, рис. 1а), при этом
концентрация тромбоцитов и лейкоцитов не ме-
нялась. Можно предположить, что в ходе сеанса
ГД из селезенки высвобождается пул эритроци-
тов, однако эти данные требуют дальнейшей про-
верки.

Ранее мы показали, что эритроциты человека
способны как транспортировать, так и импорти-
ровать аммоний/аммиак [29, 50], они экспресси-
руют аммонийный транспортер RhAG и, по-ви-
димому, играют важную роль в поддержании
аммонийного и/или азотистого баланса в орга-
низме. В связи с этим поддержание структурной
целостности и пластичности мембраны и цитос-
келета приобретают особенно важное значение в
таких группах риска гипераммониемии, как па-
циенты отделения хронического гемодиализа
(нарушение биохимического гомеостаза и посто-
янное химическое и механическое воздействие на
клетки), взрослые с повышенной физической на-
грузкой (неспособность организма справиться с
избыточным потоком аммония/аммиака) и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты указывают на то, что у

пациентов отделения хронического ГД уремиче-
ская интоксикация и цикличное нахождение
эритроцитов в окружении гиперосмоляльной
плазмы, а не сам сеанс ГД, вызывают нарушение
деформационных характеристик эритроцитов,
отчасти приводящее к анемическому синдрому.
С другой стороны, сеанс ГД приводил к увеличе-
нию процента феррильных форм гемоглобина,
снижению активности внутриклеточных эстераз
и повышению экстернализации фосфатидилсе-
рина на поверхности эритроцита, т.е. к образова-
нию маркеров элиминации клеток макрофагами
и ретикуло-эндотелиальной системой. Таким об-
разом, мы показали, что совокупность воздей-
ствия уремии и ГД-сессии вызывает мультифак-
торное снижение деформируемости и функцио-
нальных показателей эритроцитов пациентов
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отделения ГД и играет важную роль в развитии и
усугублении почечной анемии. Дальнейшее ис-
следование нарушения свойств эритроцитов поз-
волит расширить понимание механизмов разви-
тия почечной анемии, ассоциированной с терми-
нальной стадией ХБП.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.
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End-stage renal disease (ESRD) is associated with a range of erythrone alterations, such as structural and func-
tional changes of circulating erythrocytes, which are the potential risk factors to cause erythrocyte malfunctions
and corresponding anemia of different severity; however, the mechanisms of such changes in erythrocytes remain
understudied. Here we used flow cytometry for estimation of the changes in intracellular esterase activity,
phosphatidylserine externalization, and reticulocyte count and state; laser diffraction for osmotic and ammo-
nium stress tests, and spectrophotometry for oxidized hemoglobin evaluation in erythrocytes of patients with
ESRD before and after the hemodialysis (HD) session. Erythrocytes of ESRD patients were more osmoti-
cally fragile and had increased swelling rate in ammonium stress test. HD did not affect erythrocyte deform-
ability but lead to hemoglobin oxidation to ferryl forms and triggered apoptosis-like events, such as a decrease in
the intracellular esterase activity and increase in the number of annexin-positive cells. Our data indicate that uremic
syndrome, combined with the mechanical effects of the HD system, challenges the erythron of HD patients and
contributes to a multifactorial decrease in erythrocyte function and aggravation of renal anemia.

Keywords: erythrocytes, end-stage renal disease (ESRD), oxidative stress, ammonium stress, osmotic fragility test
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Нобилетин – полиметоксилированный флавон, выделяемый из кожуры цитрусовых, который об-
ладает множеством полезных свойств. В частности, нобилетин способен оказывать противовоспа-
лительное, антибактериальное и антиоксидантное действие. Недавние исследования показали, что
нобилетин снижает адгезию и агрегацию тромбоцитов, что делает возможным его использование в
профилактике и лечении тромбообразования, однако точные механизмы его действия на тромбо-
циты неизвестны. В связи с этим основной целью данной работы являлось исследование молеку-
лярных механизмов ингибирования тромбоцитов, опосредованного нобилетином. Мы показали,
что нобилетин блокирует индуцированную активацию тромбоцитов, не вызывая при этом их ги-
бель. Ингибирующий эффект нобилетина на тромбоциты по крайней мере частично обусловлен ак-
тивацией рецептора A2A к аденозину и запуском сигнальной системы АЦ/cAMP/PKA.

Ключевые слова: тромбоциты, нобилетин, антитромбоцитарная терапия, циклический аденозин-
монофосфат, циклический гуанозинмонофосфат, PKA, PKG, аденозиновый рецептор
DOI: 10.31857/S0233475521060104

ВВЕДЕНИЕ
Тромбоциты – это небольшие безъядерные

клетки, образующиеся из мегакариоцитов в крас-
ном костном мозге, выполняющие множество
функций в организме. Тромбоциты вовлечены в
поддержание и регуляцию сосудистого тонуса,
участвуют в транспорте веществ [1], процессах
врожденного иммунитета [2, 3], однако основной
функцией тромбоцитов является регуляция гемо-
стаза [4].

В норме интактные клетки эндотелия блоки-
руют процессы активации тромбоцитов за счет
синтеза ингибирующих сигнальных молекул [5].
При повреждении кровеносного сосуда эта су-
прессия прекращается и происходит запуск акти-
вирующих сигнальных каскадов, приводящих к
адгезии и последующей агрегации тромбоцитов с
образованием тромба для предотвращения кро-
вотечения [6]. Нарушение функционирования
тромбоцитов способствует развитию тромбофи-
лии или тромбоцитопатии [7].

Нормальный гемостаз может быть нарушен
патологическими факторами, приводящими к

неконтролируемому образованию тромба и ча-
стичной или полной закупорке сосудов [8]. Тром-
боциты играют важную роль в патогенезе тромбо-
зов, являясь одним из главных медиаторов тром-
бообразования [9]. Согласно данным Всемирной
организации здравоохранения, тромбозы явля-
ются одной из основных причин смертности по
всему миру [10], однако применение доступных
на текущий момент противотромбозных препа-
ратов осложнено рядом ограничений и возмож-
ностью возникновения серьезных побочных
эффектов, включая сильные кровотечения [11].
В связи с этим в настоящее время поиск более со-
вершенных лекарственных средств для профи-
лактики и лечения тромбоза является приоритет-
ным направлением исследований.

Флавоноиды – группа фенольных соединений
растительного происхождения, характеризующа-
яся структурным разнообразием, широким спек-
тром активностей и низкой токсичностью. Эпи-
демиологические исследования продемонстри-
ровали, что регулярное употребление богатой
флавоноидами пищи снижает риск возникнове-

УДК 57.053.4
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ния болезней сердечно-сосудистой системы,
в частности, за счет способности веществ этой
группы снижать уровень жиров и поддерживать
целостность кровеносных сосудов [12]. Среди по-
лиметоксилированных флавонов особый интерес
исследователей привлекает нобилетин. Данное
вещество содержится в высоких концентрациях в
кожуре неспелых цитрусовых и обладает множе-
ством полезных свойств. В частности, нобилетин
оказывает противовоспалительное [13], нейро-
протекторное [14], антибактериальное и антиок-
сидантное действия [15]. Кроме того, исследова-
ния на различных линиях раковых клеток показали,
что нобилетин обладает противораковой актив-
ностью за счет способности ингибировать рост и
миграцию клеток и вызывать арест клеточного
цикла и запуск апоптоза [16, 17]. В то же время в
неопухолевых клетках данное вещество способно
блокировать апоптоз, оказывая протекторное
действие [18, 19].

В последнее время активно рассматривается
возможность применения нобилетина в профи-
лактике и лечении тромбообразования. Исследо-
вания in vivo и in vitro показали, что нобилетин
способен ингибировать активацию и снижать ад-
гезивные свойства тромбоцитов [20, 21], однако
точные механизмы его действия на тромбоциты
неизвестны. В связи с этим целью данной работы
являлось исследование действия нобилетина на
функциональное состояние тромбоцитов.

В настоящей работе было исследовано влия-
ние нобилетина на тромбин- и CRP-XL-опосре-
дованную активацию тромбоцитов, а также про-
верена способность нобилетина индуцировать
апоптоз или образование прокоагулянтных тром-
боцитов. Мы показали, что нобилетин блокирует
активацию тромбоцитов, не вызывая их гибель
или переход в прокоагулянтное состояние. При
этом ингибирование тромбоцитов нобилетином,
по крайней мере частично, опосредовано актива-
цией рецептора A2A к аденозину и запуском
АЦ/cAMP/PKA сигнальной системы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовались следующие реактивы:

нобилетин (Sigma-Aldrich, Германия), фибрино-
ген меченый Alexa-Fluor 647 (Molecular Probes,
Германия), тромбин, выделенный из человече-
ской плазмы (Roche, Германия), перекрестно-
сшитый родственный коллагену пептид (CRP-XL),
любезно предоставленный проф. М.А. Пантелее-
вым (Центр теоретических проблем физико-хи-
мической фармакологии РАН, Москва), аннек-
син V, конъюгированный с R-фикоэритрином
(BD-Bioscience, Германия), индуктор апоптоза
ABT-737 (Selleckchem, Германия), SQ22563 и ODQ
(Sigma-Aldrich), форсколин (Sigma-Aldrich), SNP
(Alexis Biochemicals, Германия), Cay 10441 (Cay-

man Chemical, США), L161 982 (Sigma-Aldrich),
ZM 241385 (Sigma-Aldrich), BW A868C (Cayman
Chemical, США), моноклональные фосфо-
VASPser239-антитела (Nano Tools, Германия), ан-
титела к каспазе 3 (Cell Signalling, Германия),
конъюгированные с пероксидазой хрена anti-
mouse и anti-rabbit IgG вторичные антитела
(Amersham, Германия).

Выделение тромбоцитов. Тромбоциты человека
выделяли из крови здоровых доноров. Все экспе-
риментальные протоколы были утверждены и
одобрены этическим комитетом Института эво-
люционной физиологии и биохимии РАН (про-
токол № 3-03 от 02.03.20) и соответствуют Хель-
синкской декларации. Кровь собиралась в про-
бирку с цитратным буфером (12 мМ лимонной
кислоты, 15 мМ цитрата натрия, 25 мМ D-глюко-
зы, 2 мкМ EGTA) и затем центрифугировалась
7 мин при 200 g (центрифуга CM-6M ELMI). По-
лученную плазму, обогащенную тромбоцитами
(platelet-rich plasma, PRP), разводили в HEPES-
буфере (150 мМ хлорида натрия, 5 мМ хлорида ка-
лия, 1 мМ хлорида магния, 1 мМ хлорида каль-
ция, 5 мМ D-глюкозы, 10 мМ HEPES, pH 7.4)
в соотношении 1 : 10. Для экспериментов на от-
мытых тромбоцитах PRP разводили раствором
CGS (120 мМ хлорида натрия, 12 мМ тринатрий
цитрата, 10 мМ D-глюкозы, pH 6.5) в пропорции
1 : 2 и центрифугировали при 330 g в течение
4 мин. Полученный осадок растворяли в 1.5 мл
раствора CGS и вновь центрифугировали 4 мин
при 330 g, после чего осадок ресуспендировали в
HEPES-буфере. Далее к отмытым тромбоцитам
добавляли CaCl2 в конечной концентрации 1 мМ.
Для проведения опытов использовали рабочую
концентрацию тромбоцитов 1 × 108/мл для про-
точной цитометрии и 3 × 108/мл для Вестерн-
блот-анализа.

Проточная цитометрия. Уровень активация
тромбоцитов оценивался по степени связывания
активированных интегринов αIIbβ3 с фибрино-
геном, меченным флуоресцентным красителем
Alexa-Fluor 647. К 100 мкл отмытых тромбоцитов
(1 × 108/мл) добавляли фибриноген (15 мкг/мл,
конечная концентрация) и нобилетин в конеч-
ных концентрациях 12.5, 25 или 75 мкМ, после че-
го тромбоциты инкубировали в течение 10 мин
при 37°C. Затем в пробы добавляли тромбин
(10 mU), CRP-XL (0.5 мкг × мл–1, конечная кон-
центрация), инкубировали еще 4 мин при 37°C и
останавливали реакцию в 400 мкл фосфатного бу-
фера. Для экспериментов на PRP в разбавленную
плазму при комнатной температуре вводили
фибриноген (15 мкг/мл, конечная концентра-
ция) и ингибитор аденозинового рецептора A2A
(ZM 241385), инкубировали 10 мин, после чего
добавляли нобилетин в конечной концентрации
50 мкМ и инкубировали еще 10 мин. Далее в про-
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бы добавляли ADP, инкубировали еще 4 мин и в
каждую пробирку добавляли CaCl2 в конечной
концентрации 1 мМ, после чего останавливали
реакцию 400 мкл фосфатного буфера.

Для оценки экстернализации фосфатидилсе-
рина (PS) использовали аннексин V, конъюгиро-
ванный с фикоэритрином (PE). После добавле-
ния аннексина V–PE в пробы (1 : 10) суспензию
сразу растворяли в 400 мл аннексин V связываю-
щего буфера (140 мM NaCl, 10 мM HEPES, 2.5 мM
CaCl2), необходимого для связывания аннексина
V–PE с PS, после чего пробы инкубировали 10 мин
при комнатной температуре в темноте. В качестве
положительного контроля использовали индук-
тор апоптоза ABT-737 (1 мкМ), с которым тром-
боциты инкубировали в течение 60 мин (37°C).

Анализ проводился на проточном цитофлуо-
риметре NaviousTM (Beckman Coulter, США;
прибор ЦКП ИЭФБ РАН). Каждый образец оце-
нивался по 15000 событиям. Полученные данные
обрабатывались при помощи Cytometry List Mode
Data Aquisition & Analysis Software for Navios cy-
tometer 1.2.

Вестерн-блот-анализ. Для определения акти-
вации каспазы 3 пробы инкубировали с нобиле-
тином (1, 10 и 50 мкМ) в течение 10 мин при 37°C,
после чего в пропорции 1 : 1 добавляли лизирую-
щий буфер, содержащий додецилсульфатнатрия
(SDS) и меркаптоэтанол (10%). Затем пробы ки-
пятили 5 мин при 95°C. В качестве положитель-
ного контроля использовали ABT-737 (1 мкМ, ко-
нечная концентрация, 60 мин).

Для определения степени фосфорилирования
белка VASP отмытые тромбоциты инкубировали
с нобилетином в концентрациях 1, 12.5, 25, 50 и
100 мкМ в течение 1, 2, 10 и 30 мин, после чего в
пробы вводили лизирующий буфер (1 : 1).

Для оценки вклада cAMP- и cGMP-зависимых
сигнальных путей в ингибирующий эффект но-
билетина к тромбоцитам добавляли ингибитор
аденилатциклазы (АЦ) SQ22536 (100 мкМ) или
ингибитор гуанилатциклазы (ГЦ) ODQ (20 мкМ)
и инкубировали в течение 10 мин при 37°C. Далее
в суспензию тромбоцитов вводили нобилетин
(25 мкМ) и инкубировали еще 10 мин. Затем в
пробы вносили лизирующий буфер, после чего
кипятили пробы при 95°C в течение 5 мин. В ка-
честве положительного контроля использовались
активатор АЦ форсколин в концентрации 1 мкМ
(2 мин инкубации) и донор окиси азота нитро-
пруссид натрия (SNP, 1 мкМ, 2 мин).

Белки разделяли при помощи электрофореза в
SDS полиакриламидном геле (SDS-PAGE), затем
переносили на нитроцеллюлозную мембрану при
помощи мокрого переноса (wet transfer). Далее
мембрану отмывали в растворе TBS-T (20 мM
трис(гидроксиметил)аминометана, 150 мM NaCl,
0.1% Tween 20, pH 7.5) в течение 30 мин, после че-

го мембрану инкубировали с первичными анти-
телами в течение ночи при 4°C. Неспецифиче-
ское связывание блокировали 3% раствором
обезжиренного молока, растворенного в TBS-T
буфере. Для визуализации сигнала применялись
вторичные антитела, конъюгированные с перок-
сидазой хрена. Проявка мембран осуществлялась
при помощи сканера C-DiGit (Li-COR, США).
Анализ хемилюминесценции проводили с ис-
пользованием Image Studio Digits Ver.5.2.

Статистическая обработка. Все эксперименты
были выполнены в количестве не менее четырех.
Данные выражались как среднее арифметическое ±
± ошибка среднего. Статистическая обработка
проводилась с помощью программы GraphPad-
Prism v8. Достоверность различий средних значе-
ний между группами определялась по U-крите-
рию Манна–Уитни. Значения p < 0.05 считали
статистически значимыми, n = 6.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Нобилетин блокирует тромбин- и CRP-индуци-
рованную активацию тромбоцитов. Для оценки
действия нобилетина на активацию тромбоцитов
в качестве агонистов были использованы тром-
бин и CRP-XL, действие которых опосредуется
связыванием с разными группами рецепторов и
запуском различных сигнальных каскадов. Тром-
бин-опосредованная активация происходит за
счет взаимодействия с PAR-рецепторами, тогда
как синтетический пептид CRP-XL, имитируя
трехспиральную структуру коллагена, связывает-
ся с рецептором к коллагену GPVI [22]. Нобиле-
тин дозозависимо ингибировал тромбин- и
CRP-XL опосредованную активацию тромбоци-
тов (рис. 1). При этом нобилетин ингибировал ак-
тивацию тромбоцитов, вызванную CRP-XL, в
меньших концентрациях по сравнению с тром-
бин-опосредованной активацией (рис. 1).

Нобилетин не вызывает апоптоз тромбоцитов.
Для нобилетина показана способность блокиро-
вать апоптоз в неопухолевых клетках и, наоборот,
вызывать программируемую гибель в опухолевых
клетках [23]. Известно, что активация апоптоза в
тромбоцитах может приводить к блокированию
их активации, поэтому мы проверили, способен
ли нобилетин индуцировать гибель тромбоцитов
[24]. Была проведена серия экспериментов по
оценке степени экстернализации PS на поверх-
ности тромбоцитов и активации каспазы 3 после
инкубации с нобилетином.

Введение нобилетина во всех исследуемых до-
зах не вызывало переход PS на внешний слой
плазматической мембраны тромбоцитов (рис. 2а)
и не приводило к активации каспазы 3 (рис. 2б),
которая является основным эффекторным бел-
ком в процессе апоптоза в клетках.
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Нобилетин активирует АЦ/cAMP/PKA сиг-
нальный путь в тромбоцитах. Состояние покоя
тромбоцитов в просвете сосуда обеспечивается
функционированием двух основных сигнальных
систем – cAMP- и cGMP-зависимой. Активация
аденилатциклазы (АЦ) и гуанилатциклазы (ГЦ)
приводит к повышению концентраций cAMP и
cGMP, что ведет к активации протеинкиназы А
(PKA) и протеинкиназы G (PKG) [25]. Одним из
субстратов этих протеинкиназ является белок
VASP, фосфорилирование которого служит на-
дежным маркером активации ингибиторных
PKA/PKG сигнальных систем в тромбоцитах
(рис. 3) [25]. При этом PKA фосфорилирует VASP
преимущественно по сайту Ser157, а PKG –
по Ser239, однако при сильной активации любой

из киназ происходит фосфорилирование VASP по
обоим сайтам. Важно отметить, что фосфорили-
рованный по Ser157 VASP при белковом электро-
форезе подвергается шифтированию с 46 до
50 кДа, что отражается на блоте появлением вто-
рой (верхней) полосы [26]. Специфичные фосфо-
Ser239 антитела, которые использовались в на-
шей работе, позволяют детектировать фосфори-
лирование VASP по Ser239, однако появление на
блоте второй полосы свидетельствует о фосфори-
лировании белка VASP по обоим сайтам [26].

Нобилетин вызывал фосфорилирование VASP
во всех исследуемых дозах (рис. 3а), при этом ин-
тенсивность фосфорилирования по обоим сайтам
возрастала со временем (рис. 3б). Эти данные
свидетельствуют о том, что нобилетин вызывает

Рис. 1. Нобилетин ингибирует тромбин- и CRP-XL опосредованную активацию тромбоцитов. Исследование прово-
дили на проточном цитометре. (а, б) Отмытые тромбоциты (1 × 108/мл) инкубировали с нобилетином в концентраци-
ях 12.5, 25 и 75 мкМ в течение 10 мин. Активация интегринов αIIbβ3, вызванная тромбином или CRP-XL (Ø), принята
за 100%, n = 6, * – p < 0.05 по сравнению с контролем, ** – p < 0.01 по сравнению с контролем.
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Рис. 2. Нобилетин не вызывает апоптоз тромбоцитов. (а) Отмытые тромбоциты (1 × 108/мл) инкубировали с нобиле-
тином в концентрации 12.5, 25 и 75 мкМ в течение 10 мин, после чего анализировали на проточном цитометре. Акти-
ватор апоптоза ABT-737 использовали в качестве позитивного контроля. Уровень экстернализации PS оценивался по
степени связывания с аннексином V, n = 6, * – p < 0.05 по сравнению с контролем. (б) Вестерн-блот каспазы 3. Отмы-
тые тромбоциты (3 × 108/мл) инкубировали с нобилетином в концентрации 12.5, 25 и 75 мкМ в течение 10 мин. Акти-
ватор апоптоза ABT-737 использовали в качестве позитивного контроля. Актин использовали для контроля количе-
ства белка.
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активацию PKA/PKG сигнальных систем в тром-
боцитах.

Для определения вклада cAMP и cGMP-зави-
симых сигнальных путей в ингибирующий эф-
фект нобилетина использовали SQ22536, блоки-
рующий АЦ, и ODQ, ингибирующий ГЦ. Контро-
лем к данной серии опытов служили специфичные
активаторы АЦ (форсколин) и ГЦ (SNP). Вестерн-
блот-анализ показал, что SQ22536 уменьшал ин-
тенсивность фосфорилирования VASP, вызван-
ного нобилетином в концентрации 25 мкМ, тогда
как ODQ не блокировал нобилетин-опосредо-
ванное фосфорилирование VASP (рис. 3в). Эти
данные свидетельствуют о том, что ингибитор-
ный эффект нобилетина может быть опосредован
запуском cAMP-зависимого сигнального каскада.

Действие нобилетина опосредовано активацией
аденозинового А2А-рецептора. Основным путем
активации АЦ и запуска синтеза cAMP в тромбо-
цитах является рецепторный путь, поэтому мы
проверили, опосредовано ли действие нобилетина
активацией поверхностных рецепторов на тром-
боцитах, участвующих в регуляции АЦ/cAMP/
PKA сигнального пути.

На тромбоцитах представлены несколько ре-
цепторов, способных активировать АЦ и запус-
кать синтез cAMP с последующей активацией

PKA. Все они относятся к рецепторам, ассоции-
рованным с G-белком, и содержат Gαs-субъеди-
ницу в своем составе. Большинство этих рецепто-
ров являются простагландиновыми и активиру-
ются после связывания с соответствующим
типом простагландина. Так, в тромбоцитах экс-
прессируется рецептор DP1, который селективно
связывается с простагландином D, рецепторы
EP2 и EP4, которые связываются с простагланди-
ном Е2, и IP-рецептор к простагландину I2 [27].
Помимо простагландинов, вызывать увеличение
уровня cAMP в тромбоцитах может аденозин, ко-
торый выделяется при повреждении клеток и свя-
зывается с аденозиновым А2-рецептором на тром-
боцитах [28]. Для того чтобы определить, какие из
перечисленных рецепторов могут быть мишеня-
ми нобилетина, мы использовали ингибиторы к
каждому из этих рецепторов и проанализировали
фосфорилирование белка VASP (рис. 4). Ингиби-
торы рецепторов DP1 (BW A868C), IP (Cay10441)
и EP4 (L-161,982) не блокировали фосфорилиро-
вание VASP, вызванное нобилетином (рис. 4б, 4в, 4г),
тогда как ингибитор рецептора А2А (ZM 241385)
существенно снижал фосфорилирование VASP
после введения нобилетина (рис. 4а). Ингибиро-
вание аденозинового А2А-рецептора ZM 241385
при введении нобилетина приводило к частично-

Рис. 3. Нобилетин вызывает фосфорилирование белка VASP в тромбоцитах путем активации АЦ/cAMP/PKA сигналь-
ного пути. Отмытые тромбоциты (3 × 108/мл) инкубировали с нобилетином (а) в указанных концентрациях и (б) ука-
занное время. Форсколин (Ф) использовали в качестве позитивного контроля. в – Тромбоциты инкубировали с
SQ 22536 (100 мкМ) или ODQ (20 мкМ) в течение 10 мин, после чего вводили нобилетин и инкубировали еще 30 мин.
Активность PKA/PKG определяли по форфорилированию белка VASP. В качестве позитивного контроля использова-
ли форсколин и SNP. Актин использовали для контроля количества белка. К – контроль.
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му восстановлению фибриногенового связыва-
ния на тромбоцитах, активированных ADP
(рис. 4д). Введение в пробы самого ZM 241385
вызывало незначительное увеличение фибрино-
генового связывания по сравнению с контролем
(14 ± 0.7%, данные не представлены), а введение
ZM 241385 совместно с ADP приводило к потен-
цированию активации тромбоцитов (11.8 ± 7.01%).
Подобный эффект наблюдается вследствие того,
что даже при снижении базального уровня cAMP
может происходить активация тромбоцитов. Эти
данные служат подтверждением того, что инги-
бирующее действие нобилетина на тромбоциты,

по крайней мере частично, опосредовано актива-
цией аденозинового рецептора А2А.

ОБСУЖДЕНИЕ

При анализе действия полиметоксилирован-
ного флавона нобилетина на тромбоциты человека
было обнаружено снижение адгезивных свойств
тромбоцитов, что соответствует данным, полу-
ченным другими исследователями [29, 30]. Нами
было показано, что нобилетин дозозависимо ин-
гибирует активацию интегринов αIIbβ3 на тром-
боцитах, вызванную как тромбином, являющим-

Рис. 4. Ингибирующее действие нобилетина на тромбоциты опосредовано активацией аденозинового рецептора А2А.
Отмытые тромбоциты (3 × 108/мл) инкубировали с ингибиторами рецепторов (а) ZM 241385, (б) BW A868C,
(в) L161,982, (г) Cay10441 в указанных концентрациях в течение 10 мин, после чего вводили нобилетин и инкубировали
еще 30 мин. Актин использовали для контроля количества белка. (д) Плазму, обогащенную тромбоцитами, инкубиро-
вали с ингибитором аденозинового A2A-рецептора (ZM 241385) в течение 10 мин, после чего вводили нобилетин
(50 мкМ) и инкубировали еще 10 мин. Далее тромбоциты активировали ADP (5 мкМ, 5 мин) и анализировали на про-
точном цитометре. Активация интегринов αIIbβ3, вызванная ADP (Ø), принята за 100%, n = 9; + различия между ADP
(Ø) и Ноб достоверны при p < 0.01, * – различия между Ноб и Ноб+ZM 241385 достоверны при p < 0.01. Ноб – ноби-
летин, К – контроль.
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ся агонистом PAR-рецепторов, так и CRP-XL,
связывающимся с GPVI-рецептором. При этом
ингибиторный эффект достигается при более
низких дозах исследуемого вещества у тромбоци-
тов, стимулированных CRP (рис. 1). Необходи-
мость больших доз нобилетина для блокирования
PAR 1-сигнальной системы вероятно связана с
тем, что тромбин является более сильным актива-
тором и вызывает необратимую активацию тром-
боцитов, поддерживаемую усилением синтеза и
высвобождения вторичных активаторов, таких
как ADP и TxA2 [31].

В исследованиях на неопухолевых клетках но-
билетин оказывал антиапоптотическое действие,
ингибируя запуск апоптоза. В частности, в клет-
ках, изолированных из островков Лангерганса,
данное соединение подавляло экспрессию проа-
поптотических белков и усиливало синтез антиа-
поптотического белка BCL-2 [32]. Вместе с тем на
различных линиях раковых клеток была проде-
монстрирована способность нобилетина индуци-
ровать апоптоз в опухолевых клетках [23], в связи
с чем в настоящее время данное соединение рас-
сматривается в качестве перспективного проти-
воопухолевого агента. В работе Lu и соавт. было
показано, что даже в высоких концентрациях
(100 мкМ) нобилетин не вызывает цитолиз тром-
боцитов [30], однако в литературе отсутствуют
данные о том, вызывает ли исследуемое вещество
апоптоз тромбоцитов. В наших экспериментах
нобилетин не индуцировал переход тромбоцитов
в прокоагулянтное состояние и не вызывал за-
пуск апоптоза (рис. 2). Отсутствие цитотоксиче-
ского эффекта, сопряженное со способностью
блокировать адгезию и агрегацию тромбоцитов,
является преимуществом нобилетина и как ан-
тиагрегантного средства, и как противоопухоле-
вого препарата в связи с повышенным риском
тромбоза у онкологических больных [33] и вклада
активированных тромбоцитов в метастазирова-
ние и ангиогенез [34].

В настоящее время существует два основных
подхода определения активности АЦ/cAMP/PKA
и ГЦ/cGMP/PKG сигнальных систем в тромбо-
цитах. Первый подход связан с использованием
ингибиторов или активаторов самих PKA и PKG.
Однако активаторы (8-Br-cGMP, 8-pCPT-cGMP,
8-Br-PET-cGMP) и ингибиторы (Rp-8-PCPT-cG-
MPS, Rp-8-Br-PET-cGMPS) PKG способны ак-
тивировать и ингибировать тромбоциты незави-
симо от действия на данную протеинкиназу [35].
Кроме того, доступные на сегодняшний день се-
лективные ингибиторы PKA (H89 и KT5720) не
являются специфичными и обладают даже боль-
шей аффинностью к другим протеинкиназам
[36, 37]. Таким образом, не существует специфич-
ных ингибиторов PKA и PKG, которые можно
было бы использовать для изучения PKA/PKG
ингибиторных систем в тромбоцитах.

Второй подход связан с уменьшением количе-
ства самих циклических нуклеотидов в тромбо-
цитах ингибиторами АЦ (SQ22536) и ГЦ (ODQ).
Однако и этот подход нужно использовать с осто-
рожностью, поскольку было показано, что имму-
ноферментные методы определения уровня cGMP
часто дают ложноположительные результаты для
тромбоцитов при определенных условиях [7]. Од-
нако среди прочих ингибиторов SQ22536 и ODQ
являются достаточно специфичными [38–40],
в связи с чем для изучения эффекта нобилетина
на тромбоциты были выбраны именно эти инги-
биторы. Одним из самых достоверных и чувстви-
тельных методов оценки активности cAMP- и
cGMP-зависимых сигнальных каскадов является
анализ фосфорилирования белка VASP, исполь-
зуемого в качестве индикатора активности PKA и
PKG в тромбоцитах [35].

Нобилетин вызывал дозозависимое фосфори-
лирование белка VASP, которое усиливалось со
временем (рис. 3а, 3б). Эти результаты позволяют
сделать вывод о том, что нобилетин способен ак-
тивировать PKA и/или PKG в тромбоцитах, кото-
рые опосредуют его ингибиторный эффект.

В нашей работе было показано снижение вы-
званного нобилетином (25 мкМ) фосфорилиро-
вания VASP под воздействием SQ22536 при отсут-
ствии эффекта ODQ (рис. 3в). Из этих данных
следует, что ингибиторный эффект нобилетина
может быть опосредован активацией АЦ и повы-
шением концентрации cAMP в тромбоцитах с по-
следующей активацией PKA. Однако в работе
Jayakumar и соавт. в аналогичных опытах с ис-
пользованием SQ22536 и ODQ (ингибиторы АЦ
и ГЦ, соответственно) для определения вклада
циклических нуклеотидов в нобилетин-опосре-
дованную активацию протеинкиназ, данные ве-
щества не влияли на степень фосфорилирования
VASP, вызванного нобилетином в концентрации
30 мкМ [21]. Исходя из этих данных, авторы сде-
лали вывод о том, что эффект нобилетина на
тромбоциты не связан с повышением уровня
циклических нуклеотидов [21]. В наших экспери-
ментах более высокие дозы нобилетина (50 мкМ)
также вызывали фосфорилирование VASP, кото-
рое не ингибировалось ни SQ22536, ни ODQ,
однако действие нобилетина в меньших дозах
(25 мкМ) частично блокировалось SQ22536. Эти
данные явно указывают на наличие cAMP-зави-
симого эффекта действия нобилетина. Расхожде-
ние в данных, полученных нами и группой Jaya-
kumar и соавт. можно объяснить тем, что, вероят-
но, ЕC50 для нобилетина находится на отметке
25 мкМ или ниже, поэтому ингибирующий эф-
фект SQ22536 не наблюдается при более высоких
дозах нобилетина. Кроме того, различия в мето-
дике выделения тромбоцитов и условиях прове-
дения экспериментов также могли оказывать
влияние на полученные результаты.
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Известно, что некоторые флавоноиды способ-
ны активировать поверхностные клеточные ре-
цепторы. В частности, в работе Liu и соавт.
на клеточных линиях была показана способность
некоторых флавоноидов активировать рецептор
GRP 30 к эстрогену, повышая тем самым уровень
cAMP в клетках [41]. Однако нет никаких данных
относительно способности нобилетина специфи-
чески связывать и активировать клеточные рецеп-
торы. В нашем исследовании действие нобилети-
на блокировалось ингибитором аденозинового
рецептора А2А, что свидетельствует о способности
данного вещества активировать АЦ через воздей-
ствие на поверхностные рецепторы в тромбоцитах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В последние годы флавоноиды привлекают

пристальное внимание ученых по всему миру, по-
скольку обладают множеством полезных биоло-
гических активностей и низкой токсичностью.
Для нобилетина показаны антиоксидантная,
противоопухолевая, цитопротекторная и проти-
вотромбозная активности. Однако механизм ан-
титромбоцитарного действия нобилетина на мо-
лекулярном уровне остается малоизученным.
Наша работа вносит существенный вклад в пони-
мание внутриклеточных молекулярных механиз-
мов, которые обуславливают действие нобилетина
на тромбоциты. Нам удалось продемонстриро-
вать, что нобилетин может влиять на активность
рецепторов и вызывать активацию АЦ/cAMP/PKA
сигнальной системы в тромбоцитах, чем и может
быть обусловлена его противотромбозная актив-
ность.

Исследования методом проточной цитомет-
рии выполнены на базе ЦКП ИЭФБ РАН.

Источники финансирования. Исследование вы-
полнено при финансовой поддержке РФФИ в
рамках научного проекта № 19-315-90102 (ВС) и
по ГЗ AAAA-A18-118012290371-3 (ВС, НИ, СП).

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.

Соответствие принципам этики. Все процедуры,
выполненные в настоящем исследовании, были
утверждены и одобрены этическим комитетом
Института эволюционной физиологии и биохи-
мии РАН (протокол № 3-03 от 02.03.20) и соответ-
ствуют Хельсинкской декларации 1964 года. От
каждого из включенных в исследование участни-
ков было получено информированное добро-
вольное согласие.
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Antiplatelet Effect of Nobiletin is Mediated by Activation of A2A Adenosine Receptor
V. S. Shpakova1, *, A. V. Avdeeva2, N. Al. Arawe2, A. M. Prilepskaya2, 

S. P. Gambaryan1, E. S. Alekseeva2, N. I. Rukoyatkina1

1Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194223 Russia
2St. Petersburg State University, St. Petersburg, 199034 Russia

*e-mail: spakovavalentina@gmail.com

Nobiletin is a polymethoxylated f lavone isolated from citrus peels which possesses a wide range of beneficial
effects. Specifically, nobiletin exerts anti-inflammatory, antibacterial, and antioxidant effects. Recent re-
search showed that nobiletin is able to diminish platelet adhesion and aggregation, indicating this compound
as a potential therapeutic drug in thrombosis therapy. However, the exact mechanism of nobiletin action on
platelets is unclear. Hence, the main goal of our study was to investigate the molecular mechanism of nobile-
tin-induced platelet inhibition. We demonstrated that nobiletin blocks induced platelet activation and does
not cause platelet apoptosis. Inhibition effect of nobiletin on platelets at least partly is mediated by activation
of A2A adenosine receptor and consequent AC/cAMP/PKA signaling pathway activation.

Keywords: platelets, nobiletin, antiplatelet therapy, adenosine monophosphate (AMP), guanosine mono-
phosphate (cGMP), PKA, PKG, adenosine receptor
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Норадреналин играет важную роль в регуляции широкого круга физиологических процессов и рас-
познается клетками различных типов с помощью адренергических рецепторов, которые сопряжены
с фосфолипазным и аденилатциклазным сигнальными путями. В данной работе мы исследовали
адренергическую систему клеток HEK 293 с использованием генетически кодируемых сенсоров
GEM-GECO1 и Pink Flamindo для мониторинга внутриклеточных Ca2+ и cAMP соответственно.
Нами показано, что в одиночных клетках HEK 293 норадреналин одновременно стимулирует и
Са2+-сигнализацию, и продукцию cAMP. Интересной особенностью сАМР- и Са2+-сигналов ока-
залось то, что с повышением дозы норадреналина амплитуда cAMP-ответов росла градуально, в то
время как величина Са2+-ответов не зависела от концентрации агониста. Физиологическая значи-
мость таких зависимостей обсуждается.

Ключевые слова: адренергические рецепторы, норадреналин, Ca2+-сигнализация, cAMP-сигнали-
зация, генетически кодируемые сенсоры
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ВВЕДЕНИЕ
Адреналин и норадреналин представляют со-

бой катехоламины и функционируют как гормоны
и нейромедиаторы, модулирующие активность
различных органов и тканей, включая сердечно-
сосудистую систему, почки, печень и мозг. Самые
разнообразные клетки, от нейронов и кардио-
миоцитов до мезенхимных стромальных клеток,
экспрессируют гены, кодирующие адренорецеп-
торы. Последние принадлежат к суперсемейству
гептаспиральных рецепторов, сигнальная функция
которых во многом обеспечивается взаимодей-
ствием с G-белками (G-protein coupled receptors).
Идентифицировано девять генов, кодирующих
адренорецепторы, которые на основе структур-
ных и функциональных свойств отнесены к
трем группам: α1 (α1A, α1B, α1D), α2 (α2A, α2B, α2C)
и β (β1, β2, β3) [1]. Традиционно считалось, что
α1-адренорецепторы преимущественно сопряже-
ны с Gq/11-белком, стимулирующим фосфоли-
пазу С (PLC), α2-адренорецепторы – с Gi/0-бел-
ком, ингибирующим активность аденилатцик-
лазы (AC), а β-адренорецепторы связываются с
Gs-белком, активирующим аденилатциклазу. Меж-
ду тем данные, накопленные к настоящему мо-

менту, свидетельствуют о том, что варианты со-
пряжения адренергических рецепторов с внутри-
клеточными сигнальными каскадами куда более
разнообразны [2, 3]. Так, например, показано,
что активация β-адренорецепторов может приво-
дить к мобилизации внутриклеточного Са2+ по
cAMP-независимому пути [4].

В наших исследованиях адренергической систе-
мы мезенхимных стромальных клеток (МСК), вы-
деленных из жировой ткани человека, было показа-
но, что норадреналин инициирует Ca2+-сигнализа-
цию в МСК. Интересной особенностью этих
Са2+-сигналов было то, что в малых концентра-
циях норадреналин не вызывал детектируемого
увеличения уровня внутриклеточного Са2+, но
начиная с пороговой дозы инициировал Са2+-от-
веты, величина которых фактически не зависела
от концентрации агониста [5]. Иными словами,
клетки генерировали Са2+-ответы на норадрена-
лин по принципу “всё или ничего”; такой харак-
тер ответа ставит вопрос о том, как в МСК коди-
руется информация о величине приходящего сти-
мула для формирования адекватной реакции на
него. Было также неясно, насколько универсален
данный тип клеточных ответов на агонисты. В
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данной работе мы установили, что клетки HEK
293 также отвечают на норадреналин мобилиза-
цией Са2+ в цитозоле, при этом Са2+-ответы гене-
рируются по принципу “всё или ничего” (рис. 1а,
верхняя кривая, 1б). Таким образом, данный тип
Са2+-ответа может быть достаточно универсаль-
ным, и в этом случае вопрос о кодировании ин-
тенсивности адренергических стимулов уже не
сводился к анализу физиологических процессов в
МСК. Возможно, клетки экспрессируют такой
набор адренорецепторов, что норадреналин спо-
собен запускать в их цитозоле параллельные про-
цессы, один из которых – мобилизация Са2+, а
другой – например, генерация сАМР, каждый из
которых нацелен на решение специфических за-
дач клеточной физиологии. Нам представлялось
интересным выяснить, вовлекает ли адренерги-
ческая сигнализация в клетках параллельные
процессы, например Са2+-сигнализацию и сА-
МР-сигнализацию.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Мониторинг cAMP в живой клетке в режиме
реального времени возможен только с помощью
генетически кодируемых сенсоров, поскольку
синтетических флуоресцентных cAMP-зондов
на сегодняшний день не разработано. Поэтому
для исследования внутриклеточных cAMP- и
Ca2+-сигналов мы использовали генетически ко-
дируемые сенсоры внутриклеточного cAMP Pink
Flamindo [6] и цитозольного Са2+ GEM-GECO1 [7].
Эти молекулярные сенсоры были гетерологиче-
ски экспрессированы в клетках линии HEK 293.
Клетки культивировали в среде DMEM (Gibco),
содержащей 4.5 г/л глюкозы, 10% эмбриональной
бычьей сыворотки (HyClone), 100 мг/мл гентами-
цина (Sigma), 2 мМ глутамина (Sigma) во влажной
атмосфере c 5% содержанием CO2 в воздухе при
37̊°C. Клетки трансфицировали плазмидными
векторами Pink Flamindo и CMV-GEM-GECO1
(оба Addgene) с целью индукции экспрессии Pink
Flamindo и GEM-GECO1. Для трансфекции ис-
пользовали набор для липофекции Lipofectamine
3000 (Invitrogen) по оптимизированному со-
гласно рекомендациям производителя протоко-
лу. В физиологических экспериментах использо-
вали клетки через 24–48 ч после трансфекции.
Для мониторинга внутриклеточных cAMP и Са2+

клетки прикрепляли ко дну фотометрической ка-
меры с помощью адгезивного материала Cell Tak
(Corning) и инкубировали при комнатной темпе-
ратуре 30 мин. Внеклеточный раствор содержал
(мМ): NaCl – 130, KCl – 5, CaCl2 – 2, MgCl2 – 1,
HEPES – 10, глюкозу – 10. Фотометрические экс-
перименты проводили с использованием инвер-
тированного флуоресцентного микроскопа Axio-
vert 135 (Zeiss), оборудованного объективом Plan

NeoFluar 20×/0.75 и цифровой EMCCD камерой
LucaR (Andor Technology). Флуоресценцию Pink
Flamindo и GEM-GECO1 возбуждали поочередно
на длинах волн 480 ± 10 нм и 572 ± 17.5 нм, эмис-
сию регистрировали в области 520 ± 20 нм и 634 ±
± 34 нм соответственно. Изменение концентрации
cAMP и Са2+ в цитоплазме оценивали по относи-
тельному изменению интенсивности флуоресцен-
ции Pink Flamindo и GEM-GECO1 соответственно.
Количественный фотометрический анализ изобра-
жений осуществляли с использованием программы
NIS Elements (Nikon). Полученные эксперимен-
тальные данные обрабатывали с помощью про-
граммы Sigma Plot 12.5 (Systat Software).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В общей сложности было проанализировано
226 клеток, для которых была характерна флуо-
ресценция, индуцированная экспрессией одно-
временно обоих флуоресцентных белков – Pink
Flamindo и GEM-GECO1. Оказалось, что стиму-
ляция таких клеток норадреналином в различных
дозах инициировала увеличение концентраций
cAMP и/или Ca2+ в их цитозоле. Так, 152 клетки
(67%) генерировали исключительно cAMP-отве-
ты, 25 клеток (11%) генерировали только Ca2+-от-
веты, а в 49 клетках (22%) наблюдалось увеличе-
ние уровня обоих вторичных медиаторов в ответ
на норадреналин (рис. 1а). Таким образом, зна-
чительное большинство (89%) клеток HEK 293,
чувствительных к норадреналину, генерировали
cAMP-ответы, тогда как агонист-зависимая мо-
билизация внутриклеточного Ca2+ наблюдалась
лишь в 33% субпопуляции. Такая функциональ-
ная гетерогенность клеток HEK 293, видимо, от-
ражает их молекулярную гетерогенность в том от-
ношении, что индивидуальная клетка характери-
зуется специфическим паттерном экспрессии
генов адренорецепторов и/или специфическими
механизмами их сопряжения с внутриклеточны-
ми сигнальными каскадами. С этих позиций
можно объяснить количественное противоречие,
состоящее в том, что адренорецепторы экспрес-
сируются в большинстве МСК [8], в то время как
норадреналин мобилизует Ca2+ лишь в неболь-
шой (5–15%) популяции этих клеток [5].

Генерация Ca2+-ответов на норадреналин
клетками HEK 293 подчинялась принципу “всё
или ничего”, т.е. при стимуляции агонистом в
подпороговых концентрациях ответы не детекти-
ровались, тогда как амплитуда ответов на агонист
в любых концентрациях, превышающих порого-
вую, была практически одинаковой (рис. 1а,
верхняя кривая, 1б). Пороговая концентрация
норадреналина варьировалась от клетки к клетке
и лежала в пределах 1–5 мкМ. Описанный тип до-
зозависимости Ca2+-ответов на агонисты был
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обнаружен в МСК в наших предыдущих исследо-
ваниях [5, 9, 10]. Результаты этих работ свиде-
тельствовали о том, что ключевым механизмом,
обеспечивающим инвариантность формы Са2+-
сигналов, индуцированных агонистами в различ-
ных дозах, является Са2+-индуцированный вы-

брос депонированного Са2+ (Сa2+-induced Сa2+

release, CICR). По-видимому, универсальность
величины и формы Ca2+-ответов на норадрена-
лин в клетках HEK 293 (рис. 1а, верхняя кривая)
также обеспечивает CICR. Отметим, что дозоза-
висимость cAMP-ответов клеток HEK 293 носила

Рис. 1. Ca2+- и cAMP-ответы одиночных клеток HEK 293 на стимуляцию норадреналином в различных концентрациях. 
а – Репрезентативная регистрация Ca2+- и cAMP-ответов одиночной клетки HEK 293 на норадреналин (Нор) в различных
концентрациях (n = 226). Моменты и продолжительность аппликаций норадреналина обозначены горизонтальными ли-
ниями выше экспериментальной кривой. Изменение внутриклеточного Ca2+ характеризовали относительной флуорес-
ценцией GEM-GECO1 ΔF/F0, где ΔF = F0 – F, изменение внутриклеточного cAMP характеризовали относительной флуо-
ресценцией Pink Flamindo ΔF/F0, где ΔF = F – F0, F и F0 – текущая интенсивность эмиссии индикатора и его эмиссии в на-
чале регистрации соответственно. 
б – Дозозависимость Ca2+-ответов клеток HEK 293, характеризующихся одинаковым порогом чувствительности к норад-
реналину 3 мкМ (n = 14–20). Каждый ответ был нормирован на ответ, вызванный в соответствующей клетке норадренали-
ном в концентрации 10 мкМ. Экспериментальная зависимость (точки) аппроксимирована функцией Хевисайда cо скачком
в точке 3 мкМ (непрерывная линия). Экспериментальные данные представлены как среднее ± стандартное отклонение.
в – Дозозависимость cAMP-ответов на норадреналин клеток HEK 293 (n = 201). Каждый ответ был нормирован на ответ,
вызванный в данной клетке 10 мкМ норадреналина. Экспериментальная зависимость (точки) аппроксимирована уравне-

нием Хилла: R = Ah/(  + Ah), где R – нормированный клеточный ответ, A – концентрация норадреналина, A0.5 – концен-
трация полуэффекта, h – коэффициент Хилла. Непрерывная линия получена при h = 2 и A0.5 = 2.5 мкМ. Эксперименталь-
ные данные представлены как среднее ± стандартное отклонение.
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совершенно иной характер: пороговая концентра-
ция норадреналина лежала в области 1–3 мкМ, а ам-
плитуда сАМР-ответов росла пропорционально
концентрации агониста (рис. 1а, нижняя кривая, 1в).

Таким образом, использование генетически

кодируемых сенсоров Ca2+ и cAMP позволило
продемонстрировать, что норадреналин спосо-
бен инициировать в клетках HEK 293 сложный
паттерн внутриклеточных событий, стимулируя

как минимум мобилизацию Са2+ и генерацию

cAMP. Поскольку Ca2+-ответы, инициированные
короткими аппликациями норадреналина, были
инвариантны по форме при разных дозах агони-
ста, то кодирование информации об интенсивно-
сти стимула могло осуществляться на уровне
cAMP-сигналов, амплитуда которых зависела от
концентрации норадреналина (рис. 1). Скорее

всего, клетки, которые генерируют Са2+-сигналы
в ответ на агонисты по принципу “всё или ничего”,
например МСК, могут использовать сходную
стратегию кодирования внешних стимулов, гене-

рируя не только Са2+-сигналы, но и сигналы другой
природы, например, в форме импульсов cAMP,
градуально зависящих от силы стимуляции.
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Responsiveness of HEK 293 Cells to Norepinephrine Analyzed by the On-line 
Monitoring of Intracellular Ca2+ and cAMP

E. N. Kochkina1, *, O. A. Rogachevskaja1, P. D. Kotova1

1Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, FRC PSCBR RAS, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia
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Norepinephrine plays an important role in the regulation of a variety of physiological processes. Cells of var-
ious types recognize this hormone by employing adrenergic receptors that can be coupled to the phospholi-
pase and adenylate cyclase signaling pathways. Here we investigated the adrenergic system of HEK 293 cells
using genetically encoded sensors GEM-GECO1 and Pink Flamindo for on-line monitoring of intracellular
concentrations of Ca2+ and cAMP, respectively. We found that in single HEK 293 cells, norepinephrine stim-
ulated both Ca2+ signaling and cAMP production. An interesting feature of the cAMP and Ca2+ signals was
that the magnitude of cAMP responses gradually increased with the dose of norepinephrine, while Ca2+ re-
sponses exhibited nearly the same magnitude at different agonist concentrations above the threshold value.
The physiological significance of such dose dependencies is discussed.
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В статье Ларюшкина Д.П., Майорова С.А., Гайдина С.Г., Зинченко В.П., Косенкова А.М. “Сравне-
ние эффективности подавления KCl-индуцированных кальциевых ответов гиппокампальных нейро-
нов различными блокаторами потенциал-зависимых Ca2+-каналов L-типа”, опубликованной в жур-
нале “Биологические мембраны”, 2021, т. 38, № 4, с. 284–291, на странице 290 в последнем абзаце ос-
новного текста статьи вместо “Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках
научного проекта № 19-04-00138” следует читать “Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ в рамках научного проекта № 19-34-90063”.


