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Neprilysin (NEP, neutral endopeptidase, endopeptidase-24.11) is an important enzyme
being most abundant in the kidney and liver and participating in the degradation of a va-
riety of biologically active peptides. It is essential for the regulation of blood pressure and
the normal function of practically all organs in the body, and its dysregulation contrib-
utes to the development of such diseases like heart failure, cancer, diabetes, and chronic
inflammation. It is also a critical neuropeptidase that terminates the action of various
neuropeptides such as enkephalins, substance P, somatostatin, which participate in sig-
naling and regulatory events in the brain. NEP is a major amyloid-degrading enzyme,
which makes it an important therapeutic target in Alzheimer’s disease (AD). Our studies
have revealed that NEP expression declines with age in the brain structures participating
in memory and which are mainly affected by AD pathogenesis. Moreover, NEP expres-
sion decreases under hypoxic conditions, and prenatal hypoxia leads to its deficit in
some brain structures both during development and adulthood, which correlates with a
reduced number of labile dendritic spines and cognitive deficit in rats. Using the model
of prenatal hypoxia in rats, we have tested the effectiveness of several compounds (inhib-
itors of caspases, histone deacetylases, tyrosine kinases or nuclear retinoid X receptor ag-
onists as well as an antioxidant, epigallocatechin gallate) which, via different mecha-
nisms, were able to restore NEP expression and activity reduced after prenatal hypoxia
and improve cognitive functions in rats. In this paper, we provide an overview of the lit-
erature and our data on the role of NEP in synaptic plasticity, neuronal activity, and cog-
nitive functions and outline current approaches to regulate its expression and activity in
the brain.

Keywords: aging, AICD, Alzheimer’s disease, Aβ peptide, amyloid-degrading enzyme,
cognitive deficit, cortex, dendritic spines, embryogenesis, endopeptidase 24.11, epigene-
tic regulation, HDACs, hippocampus, memory, NEP inhibitors, olfactory bulbs, prena-
tal hypoxia, striatum
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GENERAL CHARACTERISTICS OF NEP

A neutral endopeptidase, neprilysin (NEP, EC 3.4.24.11), is a type II integral mem-
brane protein. It has a short N-terminal domain located in the cytoplasm, a single span
membrane domain, and a large C-terminal ectodomain containing the active site, which is
localized in the extracellular space where it cleaves various substrates. NEP is a zinc-de-
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pendent enzyme, and its zinc-binding domain is localized in the extracellular C-terminal
part of the molecule [1]. There is also a soluble form of NEP detected in blood plasma [2],
but its origin is still debated [3].

The highest content and activity of NEP is in the kidney, where it represents about 4%
of all proteins of the renal brush border membrane from where it was initially isolated [4].
It is also enriched in liver and testis but can be found in many other organs (for review, see [5]).
NEP is also expressed in the brain and was shown to cleave enkephalins, which gave it a
trivial name enkephalinase. However, after the subsequent discovery of other substrates,
NEP was given a more general name – endopeptidase-24.11 [6]. Yet, in the current litera-
ture, the enzyme is commonly named neutral endopeptidase or NEP. However, it can also
be referred to as CD10 – a leukocyte cell surface antigen, or as CALLA – the common
acute lymphoblastic leukemia antigen [7, 8].

The human NEP gene is located on chromosome 3 and spans more than 80 kb. It is
composed of 24 exons and exists in a single copy [9]. It has two distinct promoters whose
operation depends on cell type, although both promoters have similar characteristics and
effectiveness for controlling NEP gene expression [10]. The NEP gene is highly conserved
among mammalian species, and three distinct NEP mRNAs identified in humans and rats
differ only in their 5'-noncoding regions [11], which makes rat NEP a useful model for
studying its regulation and properties for therapeutic purposes. The NEP gene is widely
distributed in diverse animal species from the nematode worm, Caenorhabditis elegans, and
the f ly, Drosophila melanogaster to humans [12]. In Aplysia californica, an enzyme similar,
although not identical to the mammalian NEP (apNEP), was found both in the CNS and
periphery suggesting that it could play a significant role in the control of synaptic transmis-
sion [13].

NEP is a glycoprotein and has up to six N-linked glycosylation sites depending on its
source [14] and can also be sialylated [15]. The NEP molecule can undergo various modi-
fications within the cytoplasmic domain, which regulate its transport and functions. NEP
myristoylation at the N-terminal site (Gly2) affects the membrane targeting of the enzyme
[16]. NEP phosphorylation by casein kinase II (CKII) blocks focal adhesion kinase signal-
ing [17], while phosphorylation at Ser 6 inhibits its interaction with a tumour suppressor –
phosphatase and tensin homolog (PTEN) – which acts as a regulator of the cell cycle [18].
As such, NEP serves dual functions in extracellular and intracellular signal transduction.

The list of NEP substrates and its functions is continuing to expand. NEP cleaves a wide
range of peptides containing up to 40–50 amino acids (for review, see [19]). Among the
most efficiently hydrolyzed substrates, in addition to enkephalins, are tachykinins (sub-
stance P), calcitonin gene-related peptide (CGRP), somatostatin, adrenomedullin, gluca-
gon, thymopentin, endothelins, the atrial natriuretic peptide family, bradykinin, members
of the vasoactive intestinal peptide family, etc. Moreover, NEP is the major amyloid-de-
grading enzyme cleaving β amyloid (Aβ)-peptide, which makes it an important player in
the pathogenesis and therapeutics of Alzheimer’s disease (AD) (for review, see [20, 21]).

The pH optimum for NEP activity is around 6.0 [22]. Since it is exclusively a zinc-de-
pendent enzyme with the zinc-binding domain located in the extracellular C-terminal part
of the molecule [1], it is inhibited by zinc-chelating reagents. There is a range of synthetic
inhibitors widely used for studying NEP properties and for clinical application. Among
them, the most widely used NEP inhibitors are thiorphan [23] and phosphoramidon [24],
although the latter is less specific and inhibits other metallopeptidases. Because of the role
of NEP in the regulation of blood pressure and heart failure, various NEP inhibitors have
been designed. However, the observations that loss of NEP activity can promote the accu-
mulation of Aβ in the brain or enhance the activity of mitogenic peptides urged caution for
the chronic application of NEP inhibitors in humans [25]. Apart from synthetic inhibitors,
there are natural endogenous NEP inhibitors, such as sialorphin – the stress-response
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peptide [26] and “opiorphins” with strong analgesic properties [27] which also have a
medical application.

LOCALIZATION OF NEP IN THE BRAIN

In the brain, NEP expression was confirmed in the majority of the structures [6, 28] as
well as in the choroid plexus [29]. It is also present in the cerebrospinal f luid, although
NEP activity is much lower than in the brain [2]. The highest protein levels of NEP are
found in the striatum [30]. NEP is primarily located on neuronal cells, especially in the
striatonigral pathway [28], and in Schwann cells in the peripheral nervous system [31]. Im-
munofluorescence analyses confirmed that NEP is localized along axons and at the syn-
apses, which suggests that after synthesis in the soma NEP is transported to the synapses
via the anterograde axonal transport system [32]. Even in Aplysia CNS ganglia, expression
of NEP-like peptidase (apNEP) mRNA was found both in the cell bodies and in neurites
of the neuropil and peripheral nerves [13]. Application of NEP inhibitors resulted in a pro-
longed physiological delay in response of slugs to stimulation, which suggests that the role
of NEP-like endopeptidases in the regulation of behavior was established early in evolu-
tion. Axonal and dendritic localization of NEP was also shown in the Drosophila nervous
system [33].

In the mouse hippocampus, NEP is mostly present in the CA1-3 fields and the molecu-
lar layer of the dentate gyrus and is subcellularly localized along axons and at synapses [34].
NEP expression was observed in GABAergic neurons but not in catecholaminergic or cho-
linergic neurons [34]. Recently it was confirmed that, in mice, GABAergic neurons are es-
pecially enriched in NEP and that NEP mRNA is detectable in the parvalbumin-express-
ing interneurons. At the same time, NEP protein is localized in the perisomatic synapses
[35]. Intriguingly, cholinergic neurons, which are the most vulnerable in AD brains, lack
NEP expression [34, 35].

Although detectable NEP levels have not been reported in astrocytes and microglia in
the normal brain under some pathological conditions, NEP expression can be up-regulat-
ed in these types of cells in vitro. For example, under hypoxic conditions, astrocytes were
shown to increase NEP protein levels [36] while inflammatory conditions (IL-4 adminis-
tration) activated NEP expression in type 2 microglia [37]. Some authors suggest that NEP
expressed by astrocytes and microglia plays an important role in AD pathogenesis (for re-
view see [38]).

NEP localization in the brain is, to a great extent, dictated by the distribution of its ma-
jor substrates. Thus, there is a strong correlation between the distribution of NEP and μ
and δ opioid receptors in different rat brain regions [39], and NEP was shown to selectively
control opioid biosynthesis in the hypothalamus and spinal cord [40]. Immunochemical
analysis has also confirmed the colocalization of NEP and substance P in the substantia
nigra [41]. In the striatum and hippocampus, NEP was found to be the major somatosta-
tin-degrading enzyme [31], and co-expression of multiple somatostatin receptor subtypes
and NEP was shown in the meningeal cells which possess a high capacity to inactivate so-
matostatin by proteolytic degradation [42]. Somatostatin receptors are widely expressed in
the olfactory bulbs and all other olfactory structures, where somatostatin regulates olfacto-
ry discrimination responses [43].

NEP IN BRAIN DEVELOPMENT

In the developing brain, the only structure distinctly labeled for NEP before birth, as
shown by in vitro autoradiography in rats, is the external layer of the olfactory bulbs [44].
According to our data, in other brain structures, such as the striatum and cortex, NEP pro-
tein level is steadily increasing during the first month after birth and then either stays at a
very high level (in the striatum) or declines with age (in the cortex) [30]. In mice, high
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NEP expression in the embryonic brain was reported in the nigrostriatal axis, nucleus ac-
cumbens, and globus pallidus at E9 with a steady decrease until birth and then remaining at
that level during postnatal ontogenesis [45]. This suggests that in different species, distinct
cerebral localization of NEP during ontogenesis could reflect certain specificity in the de-
velopment of the peptidergic system.

In the peripheral nervous system, NEP expression was detected in rat sciatic nerve at
E16. However, the levels of immunoreactive protein and enzyme activity declined with
age, suggesting that in the Schwann cells, NEP regulation is also age-dependent [46]. It
was also observed that NEP expression increases in the Schwann cells after axonal damage,
which suggests that it plays an essential role in nerve development and regeneration [47].
Interestingly, in patients with Charcot–Marie–Tooth disease, a loss-of-function NEP
mutation leads to the development of axonal neuropathy in the peripheral nerves correlat-
ing with muscle weakness and sensory disturbance, but these patients do not demonstrate
symptoms of dementia [48].

NEP is expressed in stem cells and has been used as a marker of stem cells in many tis-
sues (for review, see [49]. It is also expressed in some types of neuroblastoma cells, which
makes them convenient models for studying NEP gene regulation [10].

NEP gene knockout in mice is not lethal, and animals develop normally. Still, they are
highly sensitive to endotoxic shock, which confirms that NEP plays an essential role in the
metabolism of proinflammatory peptides [50]. NEP gene deletion also increases the ther-
mo-nociceptive threshold in mice suggesting that NEP controls opioid metabolism in the
hypothalamus and spinal cord [51]. NEP knockouts also have enhanced aggressive behav-
ior in the resident-intruder paradigm and altered locomotor activity [52]. They are also
prone to increased consumption of alcohol compared to the wild type mice [53]. NEP
deficit in the knockout mice also enhances pain symptoms and neurogenic inflammation
after nerve injury [54], supporting the role of NEP in pain signaling.

Our multidisciplinary studies on the role of prenatal hypoxia in development of motor
and cognitive functions in rats (for review, see [55]) have demonstrated a significant reduc-
tion of NEP mRNA, protein levels and enzyme activity in the cortex and hippocampus of
the offspring which correlated with morphological changes in these brain structures and
cognitive impairment during postnatal development [56–58]. These animals are also char-
acterized by a decrease in the number of labile synaptopodin-positive dendritic spines in
the cortex and hippocampus [58, 59]. The reduction of the number of dendritic spines in
the molecular level of the parietal cortex might be related to the prenatal hypoxia-induced
death of the pyramidal neurons in the lower layers of the cortex whose apical dendrites
form the spines. One of the reasons for reduced spine density in the stratum pyramidale of
the hippocampus might be impaired CA1 innervation coming from the neurons of the en-
torhinal cortex [60], which was observed in rats subjected to prenatal hypoxia [61]. Because
of the primary localization of NEP in the synapses, the decrease in the number of the den-
dritic spines, and as such of the number of synaptic contacts, correlates well with reduced
NEP protein levels and activity in these brain areas. In agreement with our studies are re-
ports that prenatal hypoxia in AD mice (APPSwe/PS1A246E) results not only in a significant
decrease in synapses and impaired learning and memory of the offspring but also in lower
levels of NEP and enhanced accumulation of the amyloid Aβ peptide in their brain [62].

ROLE OF NEP IN MEMORY AND SYNAPTIC PLASTICITY

Because of the important role of NEP in peptidergic neurotransmission and its synaptic
localization, it is not surprising that this enzyme is involved in various processes underlying
synaptic plasticity and memory (Fig. 1). High levels of NEP expression in the first month
of rodent development, as shown in our studies, coincides with the period of active forma-
tion of the neuronal network, which shapes the whole repertoire of animal behavior in later
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Fig. 1. Schematic representation of NEP brain distribution, signaling, and localization in relation to the sites of
Aβ cleavage and AD pathology. The inserts at the top of the figure give the names of major NEP substrates and a
scheme of NEP action at the synapses (NP – neuropeptides). The inserts in the bottom part show the spread of
amyloid load in the AD brain, which inversely correlates with the levels of NEP content and activity in brain
structures. The highest levels of NEP expression and activity are observed in the striatum and olfactory bulbs with
much lower levels in the cortex and hippocampus, where NEP expression also significantly decreases with aging.
The size of the letters and arrows in the bottom panel ref lects the levels of NEP expression and activity.
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life. Any disruptive conditions which result in decreased levels of NEP expression and ac-
tivity in the brain will lead to memory deficits and cognitive impairment, as shown in our
studies using the model of prenatal hypoxia [30, 55, 57, 58].

The role of NEP in neuronal signaling and memory has been established in inverte-
brates using Drosophila melanogaster, which has four NEP genes. It was shown that protein
products of all four genes are involved in the middle- and long-term memory in f lies [63]
and are required for cleaving neuropeptides in the mushroom bodies and closely connected
pairs of neurons. Most recently, these authors have shown that neprilysin 1 (Nep1) is ter-
minating the signaling function of a peptide Amnesiac required for specific memory phases
in the olfactory memory center in f ly mushroom bodies [64].

The role of NEP in memory has been studied in various research paradigms. Our studies
on the effects of i.c. administration of the NEP inhibitors thiorphan or phosphoramidon to
the sensorimotor cortex of rats have demonstrated significant impairment of short-term
memory tested in a two-level radial maze even after a single injection of either inhibitor
[65]. These results were in good agreement with the effect of chronic inhibition of NEP by
continuous administration of thiorphan via an osmo-pump during four weeks, which led to
significant cognitive dysfunction manifested by reduced ability to discriminate objects in
the recognition test and spatial memory in the water maze [66]. Intracortical injection of
phosphoramidon to rats also resulted in a reduced number of dendritic spines in the mo-
lecular layer of the brain cortex, which correlated with impaired short-term working mem-
ory tested in the two-level radial maze [67]. Continuous administration of thiorphan into
rat hippocampus also led to cognitive impairment, which correlated with the decreased
nicotine-stimulated release of acetylcholine, indicating that NEP inhibition reduces the
cholinergic activity of hippocampal neurons [68].

NEP AND ALZHEIMER’S DISEASE

Among the broad spectrum of NEP substrates, probably the most studied is Aβ peptide,
which is causative of AD pathology [69, 70]. The first demonstration that NEP can cleave
Aβ in vitro [71] was also confirmed in vivo in the rat brain parenchyma [72] and NEP
knockout mice [73]. Chronic administration of the NEP inhibitor thiorphan into the rat
hippocampus was also shown to result in the accumulation of Aβ40 and Aβ42 in the hippo-
campal areas [68].

NEP inhibition or gene knockout in animal models recapitulate the pathological hall-
marks of AD resulting in the accumulation of Aβ in the areas affected in human brains [73,
74]. Interestingly, NEP gene knockout in APPSw mice modeling AD led to the changes in
expression of more than 600 proteins, including some which were not previously reported
to be linked to AD but associated with increased Aβ levels [75]. These mice also exhibited
enhanced amyloid pathology compared with only APP transgenics and had more severe
learning and memory deficit [76].

In the human brain, reduced NEP levels were reported in the vasculature [77] as well as
in the hippocampus and temporal gyrus, which are mostly affected in AD [78]. A meta-
analysis of NEP levels in AD suggests that NEP expression and activity are decreased in
the cortex of elderly AD patients [79]. Using the NEP inhibitor thiorphan and Aβ adminis-
tration, an AD-like pathology model has been established in nonhuman primates [80].

Transfection of the NEP gene or recombinant NEP to the brain of AD mice was shown
to clear amyloid load and improve animal memory and cognition [81, 82]. This confirmed
a significant role of NEP in the clearance of Aβ from the brain as well as making it an im-
portant therapeutic target in AD (for review, see [20, 21]).

Further manipulations with NEP expression in AD transgenic mice led to a deeper un-
derstanding of the role which this enzyme plays in neuronal signaling and cognitive func-
tions. As shown recently, knockout of the NEP gene in APPSW mice results in dramatic
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changes in the brain proteome affecting not only the major proteins participating in amy-
loid metabolism but also in neurotransmission, in particular of the excitatory amino acid
transporter 2 (EAA2) which was significantly increased in the NEP KO AD mice [75]. On
the other hand, the AD transgenic mice (5XFAD) per se have reduced NEP expression,
and further reduction of its expression by knocking out the NEP gene results in an even
more severe AD phenotype [83]. Cross-breeding of APP23 mice with NEP deficient mice
has shown that NEP activity deficit in the brain elevated oligomeric forms of Aβ at the syn-
apses and impaired hippocampal synaptic plasticity and cognitive function even before the
appearance of amyloid plaques [84]. This testifies that reduced NEP activity might be
causative and at least partly responsible for the memory deficit symptoms in early AD,
which also supports the strategy to enhance NEP for alleviating these symptoms. On the
other hand, engrafting stem cells expressing NEP in the brain of 3xTg-AD and Thy1-APP
AD mice not only reduced the Aβ pathology but increased the synaptic density in both
strains of animals. Importantly, the Aβ loads were reduced not only in the hippocampus
and subiculum, which were adjacent to the engrafts but also within the amygdala and me-
dial septum, which receive afferent projections from the engrafted region [85].

One of the prominent features of AD is the early loss of cholinergic neurons (for review,
see [86]). In AD modeling APPSw mice, it was shown that high Aβ load damages choliner-
gic axons in the cortex with subsequent retrograde-induced cell death of cholinergic neu-
rons [87]. This degenerative process might be due to the Aβ binding to the α7 nicotinic
acetylcholine receptors, which explicitly affects the proteome in cholinergic neurons [88],
leading to aberrant neuritic sprouting and cholinergic dysfunction [89]. Recent studies
have also shown that streptozotocin-induced late-onset AD phenotype is accompanied by
a decrease in brain ACh, increased AChE activity, and reduced NEP protein levels [90].
Since cholinergic neurons do not express NEP, they might lack an intrinsic mechanism of
Aβ removal, which makes them vulnerable to Aβ-related cell death.

Because one of the early symptoms of AD is impaired olfaction [91], and early accumu-
lation of Aβ peptide in the olfactory areas was reported in AD mice [92], it is reasonable to
expect some NEP deficit in these brain areas. However, such data to our knowledge are
still missing. Our data suggest that, in the rat brain, NEP mRNA levels decline with aging
in the olfactory bulbs and more significantly in the entorhinal cortex and hippocampus
(unpublished data, manuscript in preparation). Importantly, in the anterior olfactory nu-
cleus levels of somatostatin – one of the NEP substrates – were reported to be 50% lower
in AD brains compared to controls [93]. Although decreased somatostatin levels might be
caused by increased degradation of this peptide, which plays an essential role in olfactory
signaling, it might also lead to reduced NEP levels since somatostatin induces its expres-
sion [94]. Anyway, the involvement of the olfactory system in AD pathology and the role of
NEP in the olfactory signaling in health and disease deserves further investigation.

REGULATION OF NEP IN THE BRAIN

Due to the critical role which NEP plays in brain functions and AD pathogenesis, nu-
merous approaches have been developed to up-regulate its levels. Recently, we have exten-
sively reviewed current pharmacological and epigenetic approaches for modulating NEP
expression and activity [21]. Below we shall be mostly focusing on our works using the
model of prenatal hypoxia as an in vivo tool for testing various biologically active com-
pounds and highlighting some other therapeutic avenues which aim at up-regulation of
NEP levels and activity (Table 1).

In neuronal cell culture studies it was found that NEP gene expression is controlled by
competitive binding to its promoter of histone deacetylases HDAC1 and HDAC3 and the
amyloid-precursor protein (APP) intracellular domain AICD which is formed in amyloi-
dogenic APP processing alongside Aβ [10, 95] (Fig. 2). Such regulation provides an en-
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Fig. 2. Pathways for the regulation of NEP expression. In neuronal cells, NEP regulation involves the binding of
the amyloid precursor protein (APP) intracellular domain (AICD) to its gene promoter. AICD is formed alongside Aβ
amyloid peptide in the amyloidogenic pathway, which includes proteolytic cleavage of APP by β- and γ-secretases.
AICD with a stabilizing protein Fe65 is transported to the nucleus, where it engages a histone acetylase Tip60.
This complex binds to the NEP gene promoter, replacing HDAC and increasing histone acetylation, which allows
NEP gene expression [10]. This provides neuronal cells with a feedback mechanism that should control Aβ levels.
Treatment of cells or animals with the HDAC inhibitor sodium valproate leads to increased binding of AICD to
the NEP gene promoter, which up-regulates NEP mRNA and protein levels and enzyme activity. Bexarotene also
activates the expression of NEP via reducing HDAC occupancy at the NEP gene promoter [109]. Hypoxia leads to
an increased caspase activity, which reduces AICD levels and NEP expression while caspase inhibitors rescue func-
tionally active AICD both in the cells and rat brain [105, 107]. Maintenance of animals under enriched environment
also stimulates NEP expression leading to clearance of amyloid peptide and improving their memory [114]. In the
human brain, the accumulation of Aβ peptide leads to AD pathology, which can be prevented by the upregulation
of NEP expression and activity.
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dogenous feedback mechanism allowing cells to control levels of Aβ produced by APP
cleavage, as initially suggested in [96]. Also, the NEP-dependent mechanism of con-
trolling Aβ levels indicates that Aβ is a physiologically relevant neuropeptide, as suggested
by various authors [35, 97, 98] with particular relevance to activity-dependent regulation of
synaptic vesicle release [99] and memory consolidation [100].

Since NEP expression is controlled by HDACs, it was reasonable to suggest that HDAC
inhibitors are capable of up-regulating its levels. Indeed, treatment of SH-SY5Y cells ex-
pressing low levels of NEP with an HDAC inhibitor sodium valproate (VA) was shown to
increase NEP mRNA, protein, and activity in these cells [10]. Our further work in rats has
confirmed that VA administration up-regulated NEP expression and activity in rat brain
structures, in particular in the hippocampus where sodium VA treatment led to increased
binding of AICD to the NEP gene promoter [57]. This effect was brain region- and age-
specific. In rats subjected to prenatal hypoxia, we also observed that VA administration re-
stored NEP activity and memory deficit, as well as increased the number of dendritic
spines [67]. Later it was demonstrated that VA reduced Aβ-related neuropathology in AD
mice subjected to prenatal hypoxia by preventing the decrease of H3-acetylation in the
NEP gene promoter region and increasing levels of NEP expression [101]. This suggests
that the application of VA or more specific HDAC inhibitors is a viable strategy for the up-
regulation of NEP expression and activity and improvement of cognitive functions of
pathologically developing or aging brain. Indeed, recently it was shown that administration
of a specific HDAC3 inhibitor RGFP-966 to the AD mice (3xTg-AD) was able to reverse
tau pathology and decrease levels of Aβ42 in the brain and periphery by increasing NEP
levels, which correlated with improved spatial learning memory [102]. Our study using a
green tea catechin, epigallocatechin gallate (EGCG), which also acts as an HDAC inhibi-
tor [103], demonstrated that intracortical or oral administration of this compound to adult
rats was able to restore levels of NEP in the cortex and hippocampus reduced after prenatal
hypoxia. Moreover, EGCG administration resulted in an increased number of dendritic
spines in the hippocampal CA1 area, which correlated with memory enhancement [58]. In
AD mice, EGCG administration was also shown to attenuate cognitive deterioration by
up-regulating NEP expression [104].

Analyzing the reasons for reduced NEP expression under hypoxic conditions, we have
found that it correlates with the up-regulation of caspases, which degrade AICD [105]. In-
cubation of cells under hypoxic conditions with a caspase-3 inhibitor Z-DEVD-FMK res-
cued AICD and allowed its normal binding to the NEP promoter. Taking this paradigm to
the rat model, we have found that prenatal hypoxia led to a significance increase in caspase
levels and activity in the brain of rat offspring, which correlated with reduced levels of
AICD and NEP [106, 107]. Administration of a caspase inhibitor Ac-DEVD-CHO to de-
veloping rats subjected to prenatal hypoxia increased levels of AICD and NEP expression
in their cortex, which correlated with the improved cognitive performance [107, 108].

Among other pharmacological compounds capable of up-regulating NEP expression
and activity are bexarotene, an agonist of the nuclear retinoid X receptor, which was shown
to up-regulate NEP expression affecting HDAC1 binding to the NEP gene promoter [109]
and a tyrosine kinase inhibitor Gleevec (imatinib) whose administration to the SH-SY5Y
cells increased levels of “functional” AICD and up-regulated NEP leading to lower levels
of cellular Aβ [105]. Intraventricular injection of bexarotene to young rats subjected to pre-
natal hypoxia was shown to increase the number of synaptopodin-positive dendritic spines
in the СА1 field of the hippocampus and improve their memory [110].

Because somatostatin can up-regulate the expression of its degrading peptidase NEP [94],
it was also suggested that agonists of somatostatin receptors might have a potential thera-
peutic effect. Indeed, i.c.v. administration of the somatostatin receptor subtype-4 agonist,
NNC 26-9100, to 12-month SAMP8 mice, increased NEP activity in the cortical tissue as-
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sociated with increased protein levels in the extracellular and decreased in the intracellular
fractions and improved learning and memory [111].

Serotoninergic activation was also suggested to be beneficial in AD models, and it was
shown that 5-hydroxyindolacetic acid (5-HIAA), the final metabolite of serotonin, signifi-
cantly reduces brain Aβ load in the transgenic APPSWE mice by enhancing NEP levels.
5-HIAA treatment also improved memory in mice with phosphoramidon-induced cere-
bral NEP inhibition [112].

Supporting the role of NEP in synaptic plasticity are data on overexpression of a post-
synaptic density protein 93 (PSD-93) in APP/PS1 mice which resulted not only in im-
proved animal performance in the open field, Morris water maze and fear condition tests
but also facilitated LTP which was accompanied by increased expression of somatostatin
receptor 4 (SSTR4) and NEP [113].

There are reports that NEP levels in postnatal life are dependent on the environment in
which animals have been raised and that levels of brain NEP activity were higher in mice
raised in an “enriched environment”, which also correlated inversely with the Aβ levels
[114]. The enriched environment was also shown to improve synaptic plasticity and cogni-
tion and neonatal rats subjected to hypoxia/ischemia [115], which correlated with the in-
creased levels of BDNF. As suggested previously, exercising modulates expression and pro-
tein content both of NEP and BDNF, leading to improved memory [116]. In aged wild
type mice, environmental enrichment enhanced neuronal plasticity by upwardly shifting
the cortical excitation/inhibition balance, increased NEP protein levels, and reduced brain
Aβ oligomers [117].

Although decreased NEP expression and activity in the brain observed with normal ag-
ing can lead to accumulation of Aβ and, related to it, neurodegeneration, it is important to
bear in mind that NEP has multiples substrates and is involved in many critical brain pro-
cesses. While in aged AD mice decreased NEP expression and activity is always accompa-
nied by accumulation of Aβ and impaired memory [76], in NEP-knockout mice with un-
changed APP expression immunohistochemical analysis did not reveal Aβ deposits even in
old age. Moreover, learning abilities in aged animals with this genotype were enhanced
compared to the wild type suggesting that some compensatory mechanisms might develop
during the development of these animals to substitute for the absence of NEP [118].

CONCLUSIONS

Over the years since its discovery, NEP has attracted a significant amount of interest
and research in various areas of physiology and medicine. Current knowledge about this
enzyme made it an attractive therapeutic target in such areas as cardiovascular medicine,
cancer, diabetes, and neurodegeneration. While for treatment of some diseases develop-
ment of NEP inhibitors is paramount (heart failure, hypertension), in other areas, there is
a need to up-regulate NEP expression and activity (cancer and AD). Although numerous
pharmacological and epigenetic approaches have been developed to up-regulate NEP ex-
pression and activity (for review, see [21]), treatment of different types of pathology that
involve NEP requires a more profound understanding of the role of this peptidase and
specificity of its regulation in various cell types. Since the age-dependent decline in NEP
expression and activity in certain brain structures is a natural process, it might have a de-
fined intrinsic physiological role for maintaining age-dependent brain homeostasis and
regulating the balance of excitatory and inhibitory processes [35]. However, it also under-
lies the age-dependent elevation of Aβ concentrations in the brain, which is a natural pro-
cess that precedes AD pathology [119]. This requires more studies on developmental pro-
files of NEP expression in animal and human brain in relation to the functions of its pri-
mary substrates, including Aβ, which will open new avenues for designing strategies for
manipulating NEP expression and activity for therapeutic benefits.
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Тромбоциты играют ключевую роль в гемостазе, участвуют в процессах иммун-
ного ответа, воспаления, ангиогенеза и регенерации тканей в организме. С дру-
гой стороны, тромбоциты могут способствовать развитию различных патологи-
ческих процессов, обусловленных образованием тромбов в сосудах (инфаркты,
инсульты), а также опухолевых заболеваний. Тромбоциты могут напрямую взаи-
модействовать с раковыми клетками в кровотоке и участвовать в метастазирова-
нии, ангиогенезе и росте опухоли. За последние годы накопилось значительное
количество данных, посвященных роли тромбоцитов в развитии опухолевых за-
болеваний. Эти данные требуют систематизации и тщательного анализа, так как
значение тромбоцитов в развитии рака может преувеличиваться. В данной рабо-
те представлены основные актуальные вопросы, касающиеся роли тромбоцитов
в развитии онкологических заболеваний. Помимо этого, рассмотрено значение
антитромбоцитарной терапии и ограничения ее применения в лечении опухо-
лей, а также использование тромбоцитов в целях диагностики и таргетной до-
ставки препаратов в противоопухолевой терапии.

Ключевые слова: тромбоциты, рак, противоопухолевая терапия, тромбоцитоз,
опухолевый ангиогенез, антитромбоцитарная терапия, микрочастицы
DOI: 10.31857/S0869813920100106

Тромбоциты представляют собой небольшие безъядерные структуры характер-
ной дисковидной формы, которые играют ключевую роль в гемостазе и выполняют
ряд других важных функций в организме. В норме в крови человека содержится
150–350 × 109 тромбоцитов на литр, каждый из которых находится в циркуляции
8–10 дней, после чего подвергается апоптозу и/или элиминируется в печени или
селезенке [1]. Повышенное содержание тромбоцитов в крови (тромбоцитоз) или
повышенная чувствительность тромбоцитов к небольшим дозам агониста (гипер-
активность) могут приводить к развитию различных патологий, главными из кото-
рых являются сердечно-сосудистые заболевания и артериальные тромбозы [2]. Од-
нако помимо непосредственного участия в гемостазе, тромбоциты играют важную
роль в развитии опухолевых заболеваний. Известно, что раковые больные подвер-
жены повышенному риску образования тромбов [3], а продвинутые стадии рака
связаны с развитием гиперактивности тромбоцитов [4].

Взаимосвязь между тромбофлебитами и злокачественными образованиями бы-
ла установлена французским врачом Арманом Труссо еще в 1865 г. [5]. А. Труссо в
своей знаменитой лекции “Phlegmasia alba dolens” указал на мигрирующие тромбо-
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флебиты как на надежный диагностический признак наличия скрытой опухоли у
больных [6]. И хотя первый случай обнаружения тромбоза у ракового пациента был
отмечен еще Жаном Батистом Буйо несколькими десятилетиями ранее, именно
А. Труссо удалось установить связь между этими двумя состояниями [6]. Сам термин
“тромбоцит” был предложен в 1882 г. итальянским врачом Джулио Бидзодзеро, на-
блюдавшим за тромбоцитами в световой микроскоп и первым продемонстриро-
вавшим их коагуляционную активность in vivo [7]. В течение последующих ста лет
различными исследователями была доказана связь между тромбофлебитами и
тромбоцитозом и раковыми заболеваниями различной этиологии [8–11], и лишь в
1970-х годах была показана роль тромбоцитов в метастазировании и образовании
агрегатов тромбоцит–опухолевая клетка в кровотоке [12–15]. Последующее разви-
тие технологий и появление сканирующих и просвечивающих электронных мик-
роскопов позволило прояснить некоторые детали взаимодействия тромбоцитов и
раковых клеток [16, 17], однако, несмотря на накопившиеся данные [18], многие
ученые все еще относились скептически к их возможной роли в процессе метаста-
зирования [7].

На сегодняшний день концепция об участии тромбоцитов в метастазировании
опухолей является общепринятой. Раковые клетки способны активировать тром-
боциты различными путями [19–21], вовлекая их в процесс адгезии к эндотелию
сосуда [22, 23], а также используя тромбоциты для физической защиты от цитоток-
сического действия NK-клеток (Natural Killer cells) и от механического воздей-
ствия в кровотоке [24]. Помимо метастазирования, тромбоциты могут участвовать
в васкулогенезе [25] и росте опухоли [26, 27], что делает их фактически самыми
многочисленными участниками в развитии и распространении опухоли в организ-
ме. После того, как была доказана роль тромбоцитов в развитии опухолей, неодно-
кратно производились попытки установления взаимосвязи между применением
препаратов, направленных на ингибирование тромбоцитов, со снижением риска
появления опухолей [28]. Однако применение антитромбоцитарных препаратов
имеет множество ограничений, связанных с нарушением функционирования
тромбоцитов как главного звена гемостаза [29]. В связи с этим актуальными явля-
ются поиски новых подходов, которые способствовали бы элиминации провоспа-
лительной и проонкогенной активности тромбоцитов без нарушений их основных
функций.

В настоящее время накопилось огромное количество данных об участии тром-
боцитов в развитии опухолевых заболеваний. Однако при более детальном рас-
смотрении значение тромбоцитов в развитии опухолей может быть несколько пре-
увеличено. Данная статья посвящена анализу актуальных проблем по взаимодей-
ствию тромбоцитов и опухолевых заболеваний, а также значению тромбоцитов как
возможной мишени в противоопухолевой терапии.

1. ТРОМБОЦИТЫ И ОПУХОЛЬ

Образование новых тромбоцитов (тромбоцитопоэз) протекает непрерывно в
костном мозге и легких, где из цитоплазмы мегакариоцитов (МК), являющихся
клетками-предшественницами, происходит образование новых тромбоцитов [30].
В результате воздействия различных регуляторных факторов происходит полипло-
идизация МК, которая важна для создания пула белков, липидов, мРНК и других
молекул, необходимых для функционирования будущих тромбоцитов [31]. Глав-
ным регуляторным фактором, запускающим созревание МК и образование новых
тромбоцитов, является тромбопоэтин (ТПО), который синтезируется в печени,
почках и костном мозге под воздействием интерлейкина-6 (IL-6) и ряда других
факторов [32]. ТПО связывается со специфичным c-Mpl рецептором на поверхно-
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сти МК и активирует JAK/STAT сигнальный путь, который запускает дифферен-
цировку МК и их последующую миграцию к синусоидным сосудам в костном моз-
ге, куда выделяются новые тромбоциты [32].

Тромбоциты играют ключевую роль в гемостазе, активируясь после поврежде-
ния эндотелия сосудов и запуская каскад реакций, направленных на купирование
кровотечения и регенерацию поврежденных сосудов. Циркулирующие тромбоци-
ты постоянно находятся под воздействием ингибирующих факторов, которые поз-
воляют тромбоцитам оставаться в состоянии покоя. К таким факторам относятся
оксид азота (NO) и простациклин (простагландин I2, PGI2), которые в норме вы-
деляются неповрежденным эндотелием сосудов [33]. Связывание PGI2 с проста-
гландиновым рецептором приводит к активации аденилатциклазы (АЦ), запуска-
ющей синтез циклического аденозинмонофосфата (цАМФ), с последующей активаци-
ей цАМФ-зависимой протеинкиназы А (РКА). NO через активацию гуанилатциклазы
(ГЦ) запускает синтез циклического гуанозинмонофосфата (цГМФ), что приводит к
активации протеинкиназы G (PKG). PKA и PKG воздействуют на ключевые сиг-
нальные пути, ответственные за активацию, и опосредуют основные ингибирую-
щие процессы в тромбоцитах [33].

К активирующим сигналам, запускающим адгезию и агрегацию тромбоцитов
относятся коллаген, тромбин, АДФ, АТФ, тромбоксан А2 (TxA2) и фактор фон
Виллебранда (vWF) [34]. На внешней мембране тромбоцитов содержится большое
количество гликопротеинов и интегринов, необходимых для запуска адгезии и аг-
регации тромбоцитов. Среди них наиболее важную роль играют Ib-IX-V (GP Ib-IX-V), VI
(GP VI) и IIb-IIIa (GP IIb-IIIa, более известный как αIIbβ3) [34, 35]. Также на по-
верхности тромбоцитов представлены активируемые тромбином рецепторы PAR1
и PAR4 (Protease-activated receptor), рецепторы P2Y1 и P2Y12 к AДФ, рецептор
P2X1 к АТФ и ряд иммуноглобулиновых и селектиновых рецепторов [35, 36]. Акти-
вация тромбоцитов запускается после взаимодействия с компонентами экстракле-
точного матрикса (ECM), содержащего большое количество адгезионных молекул,
таких как ламинин, фибронектин, коллаген и vWF [34]. Связывание ECM с тром-
боцитами опосредуется vWF, который секретируется эндотелиальными клеткам
после повреждения эндотелия и в связанном с ECM виде становится способным
взаимодействовать с рецептором GPIb на поверхности тромбоцитов [37]. Связыва-
ние GPIb с vWF является недостаточным для образования стабильной адгезии, но
позволяет тромбоциту находиться в тесном контакте с поверхностью эндотелия [38].
Далее тромбоциты устанавливают контакты с коллагеном ECM через рецептор
GPVI. Связывание GPVI с коллагеном низкоаффинное и не может напрямую опо-
средовать адгезию, но приводит к запуску внутриклеточных сигналов, которые пе-
реводят интегрины αIIbβ3 на поверхности тромбоцитов в высокоаффинное состо-
яние и запускает выделение вторичных медиаторов, таких как AДФ и ТxA2 [39].
Эти агонисты, совместно с локально продуцируемым тромбином, активируют ре-
цепторы, ассоциированные с G-белками, запускающие различные сигнальные со-
бытия в тромбоцитах и индуцирующие их полную активацию [38]. При этом все
участвующие в реакции тромбоциты делятся на две популяции: тромбоциты, нахо-
дящиеся в ядре тромба, обеспечивают секрецию гранул и экстернализацию на сво-
ей поверхности молекул P-селектина, образуют ламеллоподии и опосредуют агдге-
зию и агрегацию, в то время как тромбоциты, находящиеся на поверхности тромба,
запускают экстернализацию фосфатидилсерина (ФС) на поверхности (прокоагу-
лянтные тромбоциты) и участвуют в генерации тромбина и нитей фибрина [40, 41].
Тромбин является самым сильным активирующим фактором, стимулирующим и
усиливающим агрегацию тромбоцитов и формирование тромба через взаимодей-
ствие с PAR рецепторами и за счет расщепления фибриногена для образования
фибриновой сети [34].
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В ходе активации в просвет сосуда из тромбоцитов выбрасываются три типа гра-
нул – α, δ и γ. В α-гранулах содержится большое количество различных молекул,
среди которых адгезионные молекулы, факторы свертывания крови, ростовые
факторы, про- и антиангиогенные факторы, матриксные металлопротеазы и про-
воспалительные хемокины [42]. Эти гранулы самые многочисленные и их содер-
жимое играет важную роль в начальной фазе регенерации сосудов, свертывании
крови и агрегации тромбоцитов. Плотные, или δ-гранулы, более мелкие, менее
многочисленные, содержат серотонин, гистамин, Ca2+, ATP, ADP, фибриноген и
до двенадцати факторов свертывания крови [43]. Они обеспечивают адгезию тром-
боцитов, сокращение гладких миоцитов и сжатие сосудов в зоне повреждения.
Третий тип – q-гранулы, представляют собой лизосомы и содержат гидролитиче-
ские ферменты, участвующие в резорбции тромба на поздних стадиях [7].

Раковые клетки могут использовать для своих целей практически все вышеопи-
санные особенности функционирования тромбоцитов, вынуждая их работать в ин-
тересах опухоли. Рост и распространение опухоли часто сопровождаются развитием
тромбоцитоза, который обнаруживается у больных в 10–57% случаев [25]. Тромбо-
цитоз, связанный с опухолевыми заболеваниями, является результатом увеличе-
ния синтеза тромбоцитов путем повышения содержания IL-6 и ряда других про-
воспалительных цитокинов в крови [44]. IL-6 участвует в пролиферации и диффе-
ренцировке раковых клеток, и его количество в плазме и опухолевых тканях
увеличивается в ходе развития большинства известных раковых заболеваний [45].
Помимо этого, раковые клетки секретируют большое количество гуморальных
факторов и цитокинов, которые активируют синтез ТПО гепатоцитами, увеличи-
вая его содержание в плазме и, следовательно, увеличивая количество циркулиру-
ющих тромбоцитов в крови [46, 47]. Помимо этого, ТПО и его рецептор c-Mpl мо-
гут синтезироваться самими опухолевыми клетками, представляя, таким образом,
петлю положительной обратной связи для запуска JAK/STAT сигнального пути в
раковых клетках и способствуя их пролиферации и опухолевому росту [48]. Также
раковые клетки могут стимулировать тромбоцитопоэз путем секреции гранулоци-
тарного колониестимулирующего фактора (G-CSF) и гранулоцитарно-макрофа-
гального колониестимулирующего фактора (GM-CSF), концентрация которых в
крови увеличивается у раковых больных с тромбоцитозом [49].

Известно, что повышенное количество тромбоцитов и факторов, увеличивающих
их продукцию, в разной степени коррелирует с неблагоприятными прогнозами тече-
ния заболевания и повышенной смертностью, а также уменьшает вероятность от-
вета опухоли на терапию [50–52]. При этом антитромбоцитарная терапия может
способствовать снижению инвазивности и распространения рака в организме [28].
Однако в некоторых случаях серьезным осложнением у раковых больных является
развитие тромбоцитопении (недостаточное количество тромбоцитов в крови).
Снижение количества тромбоцитов до отметки в менее чем 100 × 109/л влечет за
собой высокий риск развития кровотечений и в значительной степени осложняет
подбор и проведение терапии [53]. Чаще всего тромбоцитопения является след-
ствием применения противоопухолевой терапии, однако в некоторых случаях
тромбоцитопения может быть последствием паранеопластического синдрома, на-
блюдаемого у пациентов с солидными опухолями [54].

Развитие тромбоцитоза или тромбоцитопении связано с типом опухоли, стадией
ее развития и подобранной терапией, поэтому является важным вопросом для кли-
ницистов, от которого во многом зависит течение заболевания и его исход. В связи
с этим актуальным является изучение взаимодействия тромбоцит–опухолевая
клетка и его роли в развитии и распространении опухоли.
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1.1. Значение тромбоцитов в распространении метастазов
После выхода в кровоток раковые клетки подвергаются значительному стрессу

из-за наличия градиента скорости потока крови в сосудах и активности NK-кле-
ток, которые в норме очень быстро распознают и элиминируют раковые клетки.
В связи с этим лишь очень небольшой процент попадающих в кровоток клеток
способны образовать метастазы [55]. После выхода в просвет сосуда раковая клетка
может выделять в кровь растворимые медиаторы, такие как ADP [56], тромбин
[19], TxA2 [57] и HMGB1 (high-mobility group box 1) [58], связывающиеся с поверх-
ностными рецепторами тромбоцитов и запускающие их локальную активацию.
Некоторые типы опухолевых клеток (например, клетки сквамозно-клеточной кар-
циномы или герминомы) могут экспрессировать на своей поверхности белок подо-
планин [59], который напрямую связывается с рецептором CLEC-2 (C-type lectin-
like receptor 2) на тромбоцитах, запуская их активацию [60]. Также раковые клетки
разного происхождения могут связываться с тромбоцитарным рецептором FcγRIIa,
индуцируя, таким образом, секрецию δ-гранул, содержащих ADP, серотонин и ряд
факторов свертывания крови [61]. Помимо этого, некоторые раковые клетки экс-
прессируют на своей поверхности тканевой фактор (ТФ), который запускает гене-
рацию тромбина и посредством этого активирует тромбоциты [62]. И, наконец, ра-
ковые клетки могут экспрессировать на своей поверхности интегрины, которые
через связывание с vWF также активируют тромбоциты [63]. Следовательно, рако-
вые клетки способны запускать активацию тромбоцитов самыми разными спосо-
бами: (1) секретируя в кровь вторичные медиаторы активации, (2) образовывая пря-
мой контакт с рецепторами на поверхности тромбоцитов, (3) опосредованно инду-
цируя выброс вторичных медиаторов, которые вызывают активацию тромбоцитов, и
(4) связывая и активируя факторы, необходимые для активации тромбоцитов.

После активации тромбоциты взаимодействуют с поверхностью раковой клетки
и покрывают ее оболочкой, состоящей из агрегировавших тромбоцитов и нитей
фибрина. Молекулы, выделяемые тромбоцитами из α- и δ-гранул в ходе актива-
ции, подавляют цитотоксическую активность NK клеток [24, 64], а также поддер-
живают опухолевые клетки за счет выброса факторов роста и про-ангиогенных
факторов [19]. На своей поверхности тромбоциты содержат большое количество
молекул главного комплекса гистосовместимости I (MHC-I), и после адгезии к
опухолевой клетке могут презентировать его NK-клеткам, помогая тем самым
уклоняться от цитотоксического воздействия иммунной системы [65]. Кроме того,
показана способность тромбоцитов предотвращать аноикоз (апоптоз, запускаю-
щийся в случае потери клеткой связи с соседними клетками) клеток рака яичника
посредством активации YAP1 сигнального пути [66].

Помимо защиты от иммунной системы, физического стресса и предотвращения
гибели опухолевых клеток, тромбоциты также могут способствовать успешной ад-
гезии раковых клеток к стенке сосуда и их последующей экстравазации. Циркули-
рующие раковые клетки обычно заякориваются в пре-капиллярных артериолах
или непосредственно в капиллярах [67]. При этом арест клетки к стенке сосуда мо-
жет происходить путем физического захвата, когда диаметр клетки примерно ра-
вен диаметру сосуда, либо путем адгезии опухолевой клетки к эндотелию, а в слу-
чае поврежденных сосудов – к субэндотелиальному матриксу [68]. Участие тром-
боцитов в случае физического захвата необязательно для образования контакта
между опухолевой клеткой и поверхностью эндотелия [69], однако, наличие акти-
вированных тромбоцитов может способствовать аресту опухолевой клетки в сосу-
дах с большим диаметром [67]. Ранее упоминалось, что на поверхности тромбоци-
тов содержится множество различных адгезионных молекул: интегрины (αIIbβ3,
α2β1, α5β1, α6β1, αLβ2, αvβ3), рецепторы суперсемейства иммуноглобулинов (Fcγ
RIIA, GPVI, ICAM-2, PECAM-1, JAM и кадгерин 6), рецепторы семейства лекти-
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нов C-типа (CLEC-2, P-selectin), GPIb-IX-V комплекс и др. [70]. Эти рецепторы
опосредуют взаимодействие тромбоцитов в ходе активации с компонентами ECM
(ламинином – через α6β1, фибронектином – через αIIbβ3, коллагеном – через
α2β1 и фактором фон Виллебранда – через GPIb-IX-V), с другими тромбоцитами и
с клетками других типов [71]. Посредством тромбоцитов образуется контакт между
раковой клеткой и эндотелием сосуда, что может привести к заякориванию и по-
следующему роллингу клетки вдоль эндотелия [72]. Жесткая адгезия к эндотелию
по аналогии с лейкоцитами осуществляется за счет интегринов, CLEC-2 и P-селек-
тина, экстернализующегося на мембране тромбоцитов после выброса α-гранул [73,
74]. Ингибирование этих белков, равно как и блокирование агрегации тромбоци-
тов, приводит к уменьшению образования метастазов [75]. Однако существует ряд
данных, полученных как in vitro, так и in vivo, согласно которым тромбоциты рекру-
тируются уже после ареста опухолевой клетки к эндотелию [16, 17, 76]. Поэтому не-
которые авторы придерживаются мнения, что в большинстве случаев тромбоциты
не участвуют в самой адгезии опухолевой клетки к стенке сосуда, а необходимы
лишь для поддержания этой адгезии [67].

Для завершения процесса экстравазации и выхода в мезенхимальную ткань опухо-
левой клетке необходимо пройти через слой эндотелиальных клеток. Для этого нуж-
но либо ослабить контакт между соседними клетками эндотелия, либо вызвать их ги-
бель путем апоптоза или некроза. В работе Schumacher с соавт. показано, что секре-
тируемый во время активации из δ-гранул АТФ может связываться с рецептором
P2Y2 на эндотелиальных клетках, вызывая их ретракцию [77]. Данная работа была
выполнена на мышах, нокаутных по необходимому для нормальной регуляции экзо-
цитоза белку Munc13-4. Однако другие авторы утверждают, что у нокаутных по
Munc13-4 мышей помимо нарушения секреции плотных гранул в тромбоцитах,
уменьшается секреция и α-гранул, что также могло повлиять на успешность метаста-
зирования опухолевых клеток [78]. Далее, тромбоциты содержат множество факто-
ров, регулирующих проницаемость сосудов, таких как серотонин, гистамин, эндоте-
лиальный фактор роста сосудов (VEGF), PAF (platelet activating factor), АТФ, HGF,
фибриноген и 12(S)-HETE [67]. Эти факторы после активации тромбоцитов попада-
ют в кровоток и могут способствовать ретракции эндотелиальных клеток. Тромбоци-
ты во время активации могут выделять матриксные металлопротеазы (MMP) 1, 2, 3 и,
по некоторым данным, 9 [79], гиалуронидазу 2 [80] и гепараназу [81], способствуя тем
самым деградации базальной мембраны и экстраклеточного матрикса и облегчая ин-
вазию раковой клетки [82]. В исследовании in vivo с использованием ксенографтовых
клеток рака молочной железы человека удалось установить, что при ингибировании
тромбоцитов блокируется образование новых метастазов у мышей [83]. Более того,
уменьшение количества тромбоцитов практически полностью блокировало экстра-
вазацию раковых клеток, и процент пролиферирующих клеток был ниже в легких
животных со сниженным количеством тромбоцитов по сравнению с контролем [83].
Согласно данным Mammadova-Dach с соавт., в процессе метастазирования также
принимает участие тромбоцитарный рецептор GPVI, который, взаимодействуя с га-
лектином-3 на раковой клетке, способствует ее успешной экстравазации [84]. Более
того, тромбоциты на своей поверхности содержат Fas лиганд, который при взаимо-
действии с Fas рецептором может индуцировать гибель клеток других типов [85], в
том числе, эндотелиальных клеток во время сепсиса [86]. Однако раковые клетки са-
ми способны вызывать гибель клеток эндотелия [87, 88], и прямых доказательств то-
го, что тромбоциты могут участвовать в этом процессе, пока что нет.

В дополнение, тромбоциты могут опосредованно способствовать миграции опу-
холевой клетки через эндотелий путем рекрутирования иммунных клеток [89].
Лейкоциты, в частности моноциты и макрофаги, могут способствовать экстраваза-
ции раковой клетки путем секреции эндотелиального фактора роста сосудов A
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(VEGFA) [90], а также предотвращать клеточную гибель за счет связывания лейко-
цитарных интегринов α4β1 или α4β7 с рецептором VCAM1 (vascular cell adhesion
molecule-1) на раковых клетках, приводящего к активации Akt сигнального пути
[91, 92]. В исследовании [89] была показана роль тромбоцитов в рекрутировании
гранулоцитов к клеткам колоректальной карциномы, что способствовало их выжи-
ванию и успешной экстравазации. Однако, несмотря на множество статей, посвя-
щенных участию тромбоцитов в миграции опухолевых клеток через эндотелий, до
сих пор не показана их прямая роль в деградации эндотелия и базальной мембра-
ны. Известно, что раковые клетки сами по себе, без участия тромбоцитов, способ-
ны запускать гибель эндотелиальных клеток и последующую экстравазацию [67].
Эти данные свидетельствуют о том, что тромбоциты не являются необходимым
звеном в процессах миграции раковых клеток через эндотелий, однако, в силу сво-
их особенностей могут способствовать этому процессу.

1.2. Роль тромбоцитов в ангиогенезе опухоли
Долгое время считалось, что формирование первичной сети сосудов из ангиоб-

ластов (васкулогенез) происходит только на стадии эмбрионального развития ор-
ганизма, тогда как дальнейшее разветвление сети и образование капилляров из уже
существующих сосудов (ангиогенез) начинается на поздних стадиях развития эм-
бриона и продолжается в течение всей жизни [93, 94]. В настоящее время установ-
лено, что васкулогенез может протекать и во взрослом организме, например, при
различных репаративных процессах, а также при опухолевых заболеваниях [95].
Опухоли, как и любому нормальному органу, необходимо сформировать сеть кро-
веносных сосудов для удовлетворения своих потребностей в кислороде и питатель-
ных веществах, а также для выведения продуктов обмена. Эта задача решается за
счет запуска опухолевыми клетками процессов ангио- и васкулогенеза. Показано,
что опухоль и ее микроокружение способны рекрутировать находящиеся в костном
мозге эндотелиальные клетки-предшественницы, запускать их дифференцировку и
последующее формирование сосудистых трубочек, сходных с эмбриональными [96].
Помимо костного мозга, источником ангиобластов могут служить резидентные
стволовые клетки или стволовые клетки ракового происхождения [95]. При этом
микроокружение опухоли может менять генетическую программу дифференци-
ровки эндотелиальных клеток-предшественниц и стволовых клеток, в результате
чего эти клетки подвергаются анеуплоидии и различным генетическим аберраци-
ям, что приводит к формированию аномальных сосудов [97]. Морфологически это
выражается в отсутствии отдельных венул, артериол и капилляров, и образовании
сети искаженных и расширенных сосудов, склонных к кровотечениям [97].

Ключевым фактором, запускающим рост новых сосудов, является гипоксия [98].
Раковые клетки, подверженные гипоксии, секретируют VEGFA, запускающий ан-
гиогенез путем взаимодействия с рецептором VEGFAR2 на поверхности эндотели-
альных клеток ближайшего сосуда [99]. Градиент растворимого VEGFA индуциру-
ет образование подвижных эндотелиальных клеток, которые разрушают окружаю-
щий их экстраклеточный матрикс, что приводит к образованию нового отростка
сосуда, направленного по градиенту увеличения VEGFA [98]. Многочисленные ис-
следования показали, что опухолевый ангиогенез может быть индуцирован не
только непосредственно опухолевыми клетками, но также микроокружением опу-
холи, клетками стромы и ассоциированными с опухолью макрофагами [25]. При
этом еще два десятилетия назад было показано наличие активированных тромбо-
цитов в просветах опухолевых сосудов в ходе хирургического лечения пациентов с
саркомой [100]. В дальнейшем было показано, что тромбоциты могут участвовать в
процессах ангиогенеза in vivo, а исследования in vitro позволили установить, что
тромбоциты могут запускать пролиферацию эндотелиальных клеток и формирова-
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ние сосудистых трубочек после адгезии тромбоцитов к эндотелию, опосредован-
ной гликопротеиновыми рецепторами на их поверхности [101]. Тромбоциты, наря-
ду с эритроцитами, являются самыми многочисленными клетками крови и содержат
в гранулах как проангиогенные (VEGF, PDGF, bFGF, PD-ECGF/TP, CXCL12) [99,
102, 103], так и антиангиогенные факторы (тромбоспондин-1, PF4, эндостатин, ан-
гиостатин и др.) [104, 105], что делает их крупнейшим резервуаром регуляторов ан-
гиогенеза в крови [102]. Более того, существуют данные о том, что про- и антиан-
гиогенные факторы в тромбоцитах пространственно разделены и содержатся в раз-
ных α-гранулах, которые секретируются в ответ на различные стимулы (активация
либо рецептора PAR1, либо PAR4) [105]. Однако механизмы распределения белков
в α-гранулах, равно как и механизмы распределения самих гранул между тромбо-
цитами, до сих пор не показаны, в связи с чем результаты, полученные Italiano с
соавт., вызывают много сомнений [105]. При этом другой группе, напротив, уда-
лось показать, что активация обоих рецепторов PAR1 и PAR4 является исключи-
тельно стимулирующей для ангиогенеза в экспериментах как in vitro, так и in vivo,
при этом эффект от рецептора PAR1 выражен сильнее [106]. В другом исследова-
нии АДФ-индуцированная активация тромбоцитов приводила к стимуляции ан-
гиогенеза, тогда как TxA2-стимулированная активация оказывала ингибиторный
эффект на рост сосудов в экспериментах in vitro [107].

Исходя из данных литературы, можно сделать вывод, что активация и деграну-
ляция тромбоцитов являются проангиогенными факторами в контексте развития
опухолей [98]. Показано, что тромбоциты больных с глиобластомой [108] и раком
толстой кишки [109] содержат большее количество проангиогенных факторов
(VEGF, PF4 и PDGF) по сравнению со здоровыми донорами, а также оказывают
проангиогенный эффект на эндотелий, способствуя росту новых сосудов [108]. Не-
достаток тромбоспондина-1 в тромбоцитах приводит к разбалансированию дей-
ствия про- и антиангиогенных факторов, что влечет за собой ускорение роста опу-
холи и ее васкуляризации [110]. Существуют данные о том, что экспрессирующий-
ся на поверхности тромбоцитов лиганд рецептора CD40 (CD40L), взаимодействуя
с рецептором CD40 на эндотелии, также способен запускать опухолевый ангиоге-
нез [111]. Помимо этого, тромбоциты могут способствовать формированию новых
сосудов путем запуска мобилизации миелоидных клеток из костного мозга, уско-
ряя при этом их хоуминг к опухоли [110]. В работе Kuznetsov с соавт. показано, что
тромбоциты играют роль в запуске ангиогенеза покоящихся метастазов рака мо-
лочной железы, способствуя тем самым их росту и пролиферации [112]. При этом
сами эндотелиальные клетки опухолевых сосудов содержат повышенное количе-
ство молекул ТФ на своей поверхности, который способствует генерации фибрина
и тромбина и, как следствие, активации тромбоцитов [100, 113]. В связи с этим в
опухолевых сосудах зачастую содержатся адгезировавшие тромбоциты, тромбоци-
тарные агрегаты или даже микротромбы [114]. Секретирующиеся в ходе активации
тромбоцитов проангиогенные факторы далее воздействуют на эндотелиальные клет-
ки, вызывают их деление и, таким образом, запускают ангиогенез [114]. При этом,
что немаловажно, тромбоциты играют ключевую роль в предотвращении кровотече-
ний в опухолевых сосудах. Продолжительный выброс регуляторных молекул из
тромбоцитов приводит к стабилизации опухолевых сосудов, предотвращая их крово-
течения и поддерживая дальнейший рост опухоли [115]. Уменьшение количества
тромбоцитов приводит к замедлению созревания раковых сосудов и уменьшению их
плотности [116]. Все эти данные свидетельствуют о том, что тромбоциты могут иг-
рать важную роль в ангиогенезе опухоли. Однако до сих пор открытым остается во-
прос, могут ли сами тромбоциты запускать процессы ангио- и васкулогенеза опухо-
ли, и являются ли тромбоциты неотъемлемой частью этих процессов.
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1.3. Участие тромбоцитов в активации опухолевого роста

Помимо про- и антиангиогенных факторов, в тромбоцитарных α-гранулах со-
держатся также различные ростовые факторы (эпидермальный фактор роста –
EGF, фактор роста гепатоцитов – HGF, инсулино-подобный фактор роста – IGF и
TGFβ) [117], выделяющиеся после активации тромбоцитов и в норме участвующие
в восстановлении поврежденного эндотелия. Известно, что содержащиеся в тромбо-
цитах TGFβ и bFGF способны in vitro ускорять пролиферацию раковых клеток [118].
Теоретически, при попадании в кровь эти факторы могут запускать внутрисосуди-
стую пролиферацию раковых клеток и способствовать увеличению размера опухо-
ли. Действительно, существуют данные о том, что тромбоциты увеличивают про-
лиферацию раковых клеток яичников in vitro и in vivo, тогда как блокирование бел-
ка TGF-β1 снижает их пролиферативный статус [119]. Однако в приведенной
работе не было проверено, приводит ли уменьшение количества тромбоцитов к
снижению уровня пролиферации раковых клеток, а также не были измерены раз-
меры опухоли до и после трансфузии тромбоцитов. В другой работе, наоборот, по-
казано, что тромбоцитопения приводит к уменьшению объема опухоли у мышей,
тогда как трансфузия тромбоцитов практически не влияет на размер опухоли [120].
В работе, посвященной исследованию роли лизофосфатидной кислоты (LPA) в
развитии рака, показано, что тромбоциты участвуют в запуске пролиферации кле-
ток рака молочной железы [121]. Мышам вводили клетки линии MDA-BO2, кото-
рые образовывали метастазы в костной ткани животных. Было показано, что LPA
через взаимодействие с рецептором LPA1 на раковых клетках запускает их проли-
ферацию, а также вызывает секрецию интерлейкинов 6 и 8, которые ответственны
за резорбцию костной ткани. Основным источником LPA1 оказались именно
тромбоциты, которые секретируют LPA в кровь в ходе активации. При этом блоки-
рование активации тромбоцитов приводило к ингибированию как образования
метастазов, так и резорбции кости. Однако в работе не были оценены размеры опу-
холи в опытных и контрольных образцах, поэтому невозможно оценить прямой
вклад тромбоцитов в пролиферацию опухолевых клеток.

В работе Janowska-Wieczorek с соавт. было показано, что образующиеся в ходе
активации тромбоцитов микрочастицы (МЧ) вызывают активацию киназ MAP
каскада (Mitogen-activated protein kinases) в клетках линии карциномы легких и тем
самым участвуют в запуске их пролиферации [22]. Более того, инкубирование кле-
ток карциномы легких с тромбоцитарными МЧ приводило к повышению экспрес-
сии MMP, что способствовало последующей миграции клеток через матригель.
В другом исследовании показано, что ингибирование рецептора P2Y12 на тромбо-
цитах вызывало редуцирование роста первичной опухоли яичника у мышей на 60–
70% по сравнению с контрольными значениями [26].

Однако в ряде работ показано, что тромбоциты не влияют на рост первичной
опухоли в моделях in vivo. В исследовании, проведенном на мышах, нокаутных по
Gαq белку с дефектной функцией тромбоцитов, рост меланомы B16-BL6 и карци-
номы Льюиса не изменялся по сравнению с контрольными животными [24]. Инду-
цированная тромбоцитопения не влияла на рост меланомы B16-F10 у мышей [116],
и в экспериментах на нокаутных по ТПО (Tpo–/–) также не удалось установить свя-
зи между тромбоцитами и ростом опухоли [122]. Эти данные дают основания пола-
гать, что однозначного ответа о роли тромбоцитов в регуляции роста опухоли на
сегодняшний день нет. Согласно имеющимся данным можно сделать вывод, что
тромбоциты могут как способствовать, так и наоборот, ингибировать пролифера-
цию раковых клеток в зависимости от условий эксперимента и типа опухоли.
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1.4. Тромбоцитарные микрочастицы и рак
Помимо уже описанных гранул трех типов, тромбоциты формируют и выбрасы-

вают в кровоток МЧ, представляющие собой небольшие (100–1000 нм) тельца,
окруженные цитоплазматической мембраной, которые образуются из участков ци-
топлазмы тромбоцита [123]. МЧ образуются в ходе активации или гибели тромбо-
цита, однако, часть из них имеет мегакариоцитарное происхождение. МЧ, выделя-
ющиеся из тромбоцитов и мегакариоцитов, являются самыми многочисленными в
человеческой крови, они несут на своей поверхности те же самые маркерные белки,
что и тромбоциты, а их содержимое состоит из различных белков (факторы роста,
цитокины, провоспалительные факторы и др.), матричной и микроРНК, играю-
щих важную роль в регуляции физиологических и патологических процессов в ор-
ганизме [124].

Благодаря способности переносить свое содержимое другим клеткам, тромбо-
цитарные МЧ (ТМЧ) играют важную роль в межклеточной коммуникации [124], а
также участвуют в процессах коагуляции [125]. На своей поверхности ТМЧ содер-
жат те же самые поверхностные белки и рецепторы, что и тромбоциты [126], а вза-
имодействие ТМЧ с клетками-мишенями может привести к запуску физиологиче-
ского ответа, например, активации тромбоцитов, эндотелиальных клеток или лей-
коцитов [126]. При этом повышенное количество ТМЧ в крови связывают со
множеством различных патологий сердечно-сосудистой системы, среди которых
инфаркт миокарда, острый коронарный синдром, инсульт, тромбоэмболия сосу-
дов, преэклампсия, артриты и др. [123]. У раковых больных с тромбоэмболией со-
судов наблюдается повышенная прокоагуляционная активность ТМЧ, а увеличе-
ние их количества в ряде онкологических заболеваниях коррелирует с более агрес-
сивным фенотипом опухоли, неблагоприятными прогнозами и образованием
метастазов [29]. Активация тромбоцитов раковыми клетками приводит к увеличе-
нию образования ТМЧ, которые, в свою очередь, способствуют развитию рака и
ассоциированного с раком тромбоцитоза [127]. ТМЧ могут стимулировать мигра-
цию и инвазию раковых клеток, при этом более агрессивный фенотип опухоли ак-
тивней взаимодействует с ТМЧ по сравнению с менее агрессивным [128]. Также
установлена связь между ТМЧ и процессом ангиогенеза. ТМЧ стимулируют про-
лиферацию, выживание, адгезию и обеспечивают хемотаксис гемопоэтических
клеток, а также способствуют формированию капиллярных трубочек in vitro [129].
Показано, что ТМЧ могут запускать экспрессию проангиогенных факторов
(MMP9, VEGF, IL8 и HGF) в различных линиях клеток рака молочной железы [22].
Помимо этого, инкубирование некоторых линий клеток рака молочной железы и
легких с ТМЧ in vitro приводило к активации киназ MAP каскада и Akt сигнального
пути, в результате чего увеличивался уровень пролиферации клеток и секреция мем-
бран-связанной MMP 1 типа (MP1-MMP), участвующей в процессах инвазии рако-
вых клеток [22, 130]. ТМЧ также увеличивают инвазивность клеток рака простаты
путем запуска продукции MMP-2 [131]. Однако в экспериментах с клетками рака мо-
лочной железы человека ТМЧ, образовавшиеся после активации тромбоцитов ара-
хидоновой кислотой, вызывали арест клеточного цикла, уменьшали миграционную
активность и увеличивали чувствительность раковых клеток к противоопухолевым
препаратам [132]. Эти данные явно свидетельствуют о том, что физиологический от-
вет клеток на ТМЧ зависит от активационного стимула, вызывающего их генера-
цию, и может иметь как позитивные, так и негативные последствия.

Известно, что ТМЧ могут транспортировать различные белки и даже функцио-
нально активные митохондрии, однако в последнее время основное внимание
сфокусировано на их способности передавать генетическую информацию в виде
микроРНК другим клеткам [133]. МикроРНК относятся к некодирующим РНК и
транскрибируются в ядре при помощи РНК полимеразы II типа [134]. После пер-
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вичных модификаций пре-микроРНК транспортируется из ядра в цитозоль при по-
мощи экспортина 5, где претерпевает конечные модификации, связывается со спе-
цифичным Ago2 белковым комплексом [135], защищающем ее от деградации, и ста-
новится активной микроРНК, способной связываться с 3'-некодирующим концом
на таргетной мРНК, супрессируя ее активность. [136]. Таким образом, микроРНК
участвует в пост-транскрипционной регуляции активности ряда генов [136]. Суще-
ствует множество свидетельств того, что микроРНК может секретироваться и по-
падать в другие клетки, вызывая изменение их функций [124]. В то же время, боль-
шая часть микроРНК попадает в межклеточное пространство случайно в результа-
те апоптоза, некроза или секреторных процессов, и не обладает какой-либо
специфичной функциональной активностью [137].

В тромбоцитах синтез микроРНК de novo не происходит, поэтому весь пул со-
держащихся в них РНК (в том числе и пре-микроРНК) имеет мегакариоцитарное
происхождение. Однако тромбоциты содержат белки, необходимые для созрева-
ния микроРНК, следовательно, способны образовывать функционально активные
микроРНК, участвующие в регуляции функций тромбоцитов [138]. Образующиеся
во время активации МЧ отражают содержимое цитоплазмы тромбоцита в момент
активации и несут в себе тот же репертуар микро- и мРНК. ТМЧ действительно
могут переносить и трансфецировать молекулы РНК в другие клетки, и, таким об-
разом, модулировать активность некоторых генов, однако результат очень сильно
варьирует в зависимости от условий эксперимента [48]. Например, содержащаяся в
ТМЧ miR-939 после трансфекции в клетки эпителиального рака яичника запуска-
ет эпителиально-мезенхимальный переход путем снижения экспрессии E-кадге-
рина, а также повышения уровня экспрессии N-кадгерина, виментина, фибронек-
тина и некоторых других генов, участвующих в процессе приобретения клетками
мезенхимных свойств [139]. MiR-223 при попадании в клетки рака легких вызывает
снижение экспрессии белка EPB41L3, относящегося к опухолевым супрессорам,
приводя, таким образом, к увеличению их инвазивного потенциала [140]. Помимо
вклада в прогрессию опухолей, некоторые содержащиеся в ТМЧ микроРНК участ-
вуют в формировании резистентности опухолей к терапии. MiR-24-3p способству-
ет формированию резистентности клеток мелкоклеточного рака легких к комби-
нированной терапии этопозидом и цисплатином путем активации автофагии [141].
В экспериментах на раковых клеточных линиях A2780DX5 и KB-V1 было показано,
что miR-27a и miR-451 участвуют в активации экспрессии P-гликопротеина, кото-
рый является продуктом гена MDR1 и относится к белкам множественной опухо-
левой резистентности [142]. Помимо этого, трансфекция тромбоцитарных мик-
роРНК let-7a и miR-27b в эндотелиальные клетки приводит к супрессии тромбос-
пондина-1, который является ингибитором ангиогенеза и, тем самым, способствует
формированию сосудистых трубочек в экспериментах in vitro [143, 144]. Эти данные
явно свидетельствуют о вовлеченности тромбоцитарных микроРНК в процессы
регуляции ангиогенеза в организме, а также о возможном вкладе в развитие рака
путем индукции роста опухоли и модификации активности таргетных белков в
клетках. Однако существующие на сегодняшний день данные литературы противо-
речивы, что может быть связано с использованием различных моделей в изучении
роли микроРНК, а также с выбором модельного объекта (типы микроРНК и клет-
ки-мишени).

1.5. Ингибиторный эффект тромбоцитов в развитии опухолей

Несмотря на общепринятую концепцию о вкладе тромбоцитов в развитие и рас-
пространение опухолей, а также на огромное количество данных ее подтверждаю-
щих, некоторые работы свидетельствуют о том, что тромбоциты в некоторых слу-
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чаях могут оказывать ингибирующий эффект на развитие опухоли и ее метастази-
рование [67]. Показано, что количество метастазов в печени у мышей
увеличивается значительнее в случае сопутствующего ингибирования тромбоцитов
и NK-клеток, нежели в случае ингибирования только NK-клеток. Однако в легких
наблюдалась совершенно обратная ситуация, и метастазов было меньше у живот-
ных в случае одновременного ингибирования NK-клеток и тромбоцитов [145]. В
другом исследовании у Tpo–/– мышей c пониженным количеством тромбоцитов
введение изологичных клеток карциномы приводило к более раннему появлению
метастазов и увеличению их общего числа по сравнению с контрольными Tpo+/+

животными [146]. В двух изологичных моделях с использованием клеток рака мо-
лочной железы у Tpo–/– мышей наблюдалось увеличение метастазирования лим-
фатических узлов по сравнению с контролем [122]. Известно об участии тромбоци-
тарного фактора-4 (PF4/CXCL4) в опухолевой супрессии, а также в процессах ин-
гибирования ангиогенеза путем блокирования пролиферации и миграции
эндотелиальных клеток [147]. При этом совместное культивирование тромбоцитов
с клетками меланомы и рака простаты приводило к ингибированию пролиферации
раковых клеток [147].

В последнее время появляется все больше данных об участии тромбоцитарных
микроРНК в ингибировании опухолей. Некоторые авторы считают, что ТМЧ и со-
держащаяся в них микроРНК поддерживают прогрессию и метастазирование рака
скорее на поздних стадиях, тогда как на более ранних стадиях играют роль супрес-
соров [48]. Показано участие тромбоцитарной miR-24 в индукции апоптоза опухо-
левых клеток в моделях in vitro и in vivo [148]. Прямыми мишенями miR-24 оказа-
лись малые ядерные некодирующие РНК mt-Nd2 и Snora75, ингибирование кото-
рых приводило к дисфункции митохондрий и блокированию роста опухолевой
клетки [148]. Две другие тромбоцитарные микроРНК miR-223 и miR-126 способны
индуцировать арест клеточного цикла, блокировать миграцию и увеличивать чув-
ствительность клеток рака молочной железы человека к цисплатину [132, 149–151].
К мишеням miR-126 также относят белок VEGF, который является одним из клю-
чевых факторов ангиогенеза [152], в то время как miR-223 ингибирует формирова-
ние новых сосудов путем блокирования интегрина β1 и передачи сигнала от росто-
вых факторов в эндотелиальных клетках [153].

В некоторых случаях тромбоциты могут блокировать развитие и метастазирование
опухолей. Противоречивые результаты в данном случае можно объяснить различиями
в условиях и модели экспериментов, используемых в разных исследованиях.

2. ТРОМБОЦИТЫ В ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ ТЕРАПИИ

Идея использовать антитромбоцитарную терапию в лечении опухолевых заболе-
ваний появилась в результате накопления данных о том, что ежедневное примене-
ние аспирина способствует снижению рисков образования рака, метастазирования
и смертельного исхода у раковых больных. Было разработано множество препара-
тов, направленных на блокирование функции тромбоцитов, которое может осу-
ществляться путем ингибирования поверхностных рецепторов, блокирования вы-
свобождения гранул, либо специфического воздействия на определенные сигналь-
ные молекулы в тромбоцитах. Большинство из этих препаратов либо уже введены в
клинику, либо проходят клинические испытания [29]. Для некоторых уже введен-
ных в клинику препаратов, таких как аспирин (блокатор циклооксигеназ 1 и 2),
клопидогрель (блокатор рецептора P2Y12), а также c7E3/ReoPro (ингибитор рецеп-
тора GPIIb/IIIa), показана способность ингибировать рост опухоли и метастазиро-
вание рака [154]. Однако в настоящий момент все еще остро стоит вопрос о целесо-
образности и ограничениях применения антитромбоцитарной терапии в лечении
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опухолевых заболеваний из-за вмешательства в систему коагуляции крови, а также
недостаточного понимания процессов взаимодействия тромбоцитов с клетками
других типов, в том числе, с раковыми клетками. В следующем разделе будут рас-
смотрены основные мишени для блокирования тромбоцитов в ходе антитромбо-
цитарной терапии и ограничения применения подобной терапии, а также исполь-
зование тромбоцитов в диагностике и для таргетной доставки препаратов в проти-
воопухолевой терапии.

2.1. Антитромбоцитарная терапия в лечении опухолей

Аспирин, относящийся к классу нестероидных противовоспалительных препа-
ратов, на сегодняшний день является одним из самых популярных лекарств в мире.
В терапевтических дозах аспирин блокирует синтез простаноидов, таким образом,
оказывая противовоспалительное, антикоагуляционное, анальгетическое и жаро-
понижающее действия [155]. Основной эффект аспирина опосредован необрати-
мым ингибированием циклооксигеназ 1 и 2 (ЦОГ1 и ЦОГ2), обеспечивающих син-
тез простагландинов из арахидоновой кислоты (АК) в клетке. Блокирование ЦОГ1
приводит к ингибированию синтеза TxA2, который является одним из вторичных
медиаторов активации и основным продуктом метаболизма АК в тромбоцитах
[156]. В отличие от ЦОГ1, ЦОГ2 в норме синтезируется только некоторыми типами
тканей (например, эндотелий), в то время как повышенная экспрессия ЦОГ2 ха-
рактерна для многих типов опухолей. ЦОГ2 путем синтеза простагландина Е2 ак-
тивирует пролиферацию раковых клеток, запускает процессы воспаления, участ-
вует в ангиогенезе опухоли, а также способствует уклонению раковых клеток от
действия иммунной системы [157]. Согласно фармакологическим данным, аспи-
рин в низких дозах (75–160 мг ежедневно) блокирует активацию тромбоцитов и
предотвращает их взаимодействие с раковыми клетками в циркуляции [29]. Этот
эффект обусловлен низким уровнем синтеза белка в тромбоцитах, поэтому даже
небольшие дозы аспирина вызывают блокирование ЦОГ1, сохраняющееся в тече-
ние длительного времени [158]. Однако малые дозы аспирина не способны поддер-
живать длительное ингибирование ЦОГ2 в ядерных клетках, поскольку синтез
ЦОГ2 de novo восстанавливает ее активность в течение нескольких часов [159]. При
этом более высокие дозы аспирина (650 мг ежедневно) успешно поддерживают
блокирование активности ЦОГ2 в течение суток даже в ядерных клетках [160]. Со-
гласно результатам клинических исследований, ежедневное применение аспирина
снижает риск возникновения опухоли [161] и уменьшает смертность среди пациен-
тов с раком толстой кишки [162], а также предотвращает рецидив аденомы толстой
кишки [163, 164]. В то же время другие исследователи не находят связи между при-
емом аспирина и снижением риска возникновения аденомы толстой кишки [165].
Возможно, это связано с разным уровнем экспрессии ЦОГ2 в раковых клетках ис-
следуемых больных. Так, прием аспирина на ежедневной основе уменьшал риск
образования колоректального рака только у пациентов с оверэкспрессией гена
ЦОГ2 и не влиял на развитие рака у пациентов с нормальным уровнем ЦОГ2 [166].
Помимо рака толстой кишки, есть данные об эффективности аспирина при раке
молочной [104] и поджелудочной железы [167], раке желудка [168] и простаты
[169]. Последующие исследования позволили установить, что противоопухолевый
эффект аспирина также может быть связан с блокированием активности тромбо-
цитов [157]. Аспирин способен блокировать про-ангиогенный сигнал от тромбо-
цитов [104] и способствовать снижению метастазирования [170]. Однако до сих пор
нерешенным остается вопрос, связан ли основной ингибирующий эффект аспири-
на с блокированием активации тромбоцитов, или с непосредственным влиянием
на раковые клетки. Небольшие и часто спорные преимущества использования ас-
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пирина в противоопухолевой терапии не перевешивают его недостатки в виде по-
бочных эффектов, главным из которых являются кровотечения. Поэтому в боль-
шинстве развитых стран аспирин все же не рекомендуется к использованию для
предотвращения образования первичной или вторичной опухоли у пациентов [157].

Другим широко применяемым антикоагулянтом в клинике является клопидо-
грель. Клопидогрель, относящийся к тиенопиридинам второго поколения, приоб-
ретает активную форму только после трансформации ферментами печени, в связи
с чем его действие отложено во времени [171]. Клопидогрель оказывает выражен-
ное антикоагуляционное действие за счет ингибирования рецептора P2Y12, акти-
вация которого является одним из ключевых факторов запуска агрегации и дегра-
нуляции тромбоцитов [172]. Согласно данным клинических испытаний, клопидо-
грель способствует снижению риска возникновения рака толстой кишки у
пациентов [173]. Однако в ретроспективном исследовании 2015 г. не было выявле-
но взаимосвязи между приемом клопидогреля и снижением риска развития рака
молочной железы, простаты или толстой кишки [174]. Мета-анализ клинических
исследований также не выявил связи между применением клопидогреля и сниже-
нием вероятности развития рака у пациентов с сердечно-сосудистыми заболевани-
ями и цереброваскулярными нарушениями [175]. При этом клопидогрель не сни-
жал риск развития инфаркта миокарда или инсульта, а также увеличивал возмож-
ность образования кровотечений у больных [175]. Более того, была обнаружена
связь между применением прасугреля, другого специфичного ингибитора рецепто-
ра P2Y12, также относящегося к тиенопиридинам, и развитием рака [176]. Анализ
данных клинических исследований по влиянию комбинационной антитромбоци-
тарной терапии (прасугрель в сочетании с аспирином, либо клопидогрель в сочета-
нии с аспирином) на пациентах, подвергавшихся чрезкожному коронарному вме-
шательству, позволил установить, что частота новообразований, особенно в легких
и толстом кишечнике, была значительно выше у пациентов, принимавших прасуг-
рель [177]. При этом смерть от рака также была выше в группе, принимавшей пра-
сугрель. В противоположность этим данным, недавние систематические обзоры и
анализ мета-данных позволили установить, что частота появления злокачествен-
ных новообразований не различается у пациентов, принимающих прасугрель или
клопидогрель, также не было обнаружено различий в частоте случаев образования
рака и смертности между группами, получавшими тиенопиридины, аспирин или
плацебо [178]. В результате другого довольно большого исследования был сделан
вывод, что люди, принимавшие аспирин, менее расположены к риску заболевания
раком, а комбинация аспирина с клопидогрелем приводит к еще большему сниже-
нию этого риска [179]. На сегодняшний день противоопухолевая активность тие-
нопиридинов и их производных является спорным вопросом, который требует до-
полнительного проведения контролируемых клинических исследований.

Перспективным направлением в антитромбоцитарной терапии является разра-
ботка и применение антагонистов αIIbβ3 (или GPIIb/IIIa) рецептора. Интегрино-
вый рецептор αIIbβ3 специфичен для МК и тромбоцитов и представляет собой ге-
теродимер, состоящий из α2- и β3-субъединиц, который в активированном состо-
янии может связываться с фибриногеном, vWF, фибрином и фибронектином [180].
Главная роль рецептора αIIbβ3 заключается в связывании фибриногена на поздних
стадиях активации тромбоцитов, необходимого для успешной агрегации [180]. Ре-
цептор αIIbβ3 играет важную роль в индуцированной опухолью агрегации тромбо-
цитов [177]. Более того, αIIbβ3 может синтезироваться самими раковыми клетка-
ми, принимая участие в процессах адгезии и инвазии [181]. Применение различных
ингибиторов αIIbβ3 приводит к значительному снижению метастазирования в экс-
периментальных моделях, поэтому некоторые исследователи высказывали предпо-
ложение возможного использования блокаторов αIIbβ3 в противоопухолевой тера-
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пии [182, 183]. Среди αIIbβ3 ингибиторов в клинике используются абциксимаб,
эфптифибатид и тирофибан, которые вводятся пациенту внутривенно. Однако их
применение ограничено из-за высокого риска развития кровотечений и оправдано
только при острых симптомах, например, в терапии острого коронарного синдро-
ма или при чрезкожном коронарном вмешательстве [181]. В этой связи длительное
применение подобных препаратов в противоопухолевой терапии для предотвраще-
ния метастазирования является нецелесообразным. Следующим витком эволюции
αIIbβ3 блокаторов стала разработка пероральных препаратов, специфически свя-
зывающихся с RGD последовательностью на рецепторе, однако, клинические ис-
следования так и не были завершены из-за недостаточного положительного эф-
фекта и увеличения смертности пациентов [184]. Впоследствии появилась идея изме-
нить стратегию блокирования и воздействовать исключительно на активированную
форму рецептора. Это позволило бы использовать гораздо меньшие концентрации
блокатора и избежать нежелательных побочных эффектов, поскольку препарат бу-
дет скапливаться главным образом в очагах активации тромбоцитов [181]. Так, пер-
вым был разработан scFvMA2, представляющий собой одноцепочечное антитело,
связывающее активную форму αIIbβ3 [185]. Следующими стали низкомолекуляр-
ные соединения RUC-2 и его более усовершенствованный аналог RUC-4, обнару-
женные в ходе высокопроизводительного скрининга, которые специфически свя-
зываются с ион-зависимым адгезионным сайтом (MIDAS) на β3 субъединице ре-
цептора [186]. Однако до сих пор открытым остается вопрос, обладают ли
подобные препараты противоопухолевой активностью и могут ли использоваться в
качестве адъювантной терапии в клинике.

Тромбиновый рецептор PAR-1 является гораздо менее популярным в антитром-
боцитарной терапии по сравнению с аспирином и блокаторами P2Y12, однако, все
же представляет большой интерес для клиницистов из-за важной роли в развитии
различных патологий и опухолевых заболеваний. PAR-1 представляет собой рецеп-
тор, ассоциированный с G-белком, который активируется в результате протеоли-
тического расщепления внеклеточного N-концевого домена [187]. PAR-1 активи-
руется плазмином, трипсином, тканевым фактором, активным белком С, матрикс-
ным металлопротеазами и некоторыми факторами крови, однако, главным его
лигандом является тромбин, который запускает канонический путь активации ре-
цептора [188]. Тромбин является одним из главных активаторов тромбоцитов, ко-
торый запускает выброс вторичных медиаторов активации, а также опосредует
превращение неактивного фибриногена в активные мономеры фибрина, необхо-
димые для завершения формирования стабильного тромба [189]. Помимо тромбо-
цитов, PAR-1 рецептор обнаруживается на других типах клеток крови, за исключе-
нием эритроцитов, а также на эпителиальных клетках, нейронах, астроцитах и
клетках иммунной системы [188]. Более того, PAR-1 присутствует на поверхности
раковых клеток различного происхождения и клеток микроокружения, где в отли-
чие от нормальных тканей рецептор находится в конститутивно активированном
состоянии [190]. Оверэкспрессия PAR-1 в раковых клетках увеличивает инвазив-
ность и способствует диссеминации раковых клеток, поэтому для некоторых типов
рака связана с неблагоприятными прогнозами течения заболевания [191]. Помимо
этого, PAR-1 способствует росту и выживаемости раковых клеток, вовлечен в про-
цессы эпителиально-мезенхимального перехода, метастазирования и ангиогенеза
опухоли [190]. Следовательно, применение препаратов, направленных на ингиби-
рование PAR-1 рецептора, позволит не только минимизировать вклад тромбоцитов
в развитие опухолей, но также воздействовать напрямую на раковые клетки по-
средством модуляции активности поверхностных рецепторов. Первым одобрен-
ным к использованию в клинике блокатором PAR-1 рецептора стал ворапаксал,
который, согласно клиническим исследованиям, оказался эффективен в лечении
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периферической артериальной болезни, легочной гипертензии, острого коронар-
ного синдрома и ряда других заболеваний [190]. Однако данные о влиянии вора-
паксала на опухолевые заболевания все еще очень ограничены. Известно, что во-
рапаксал способен ингибировать пролиферацию клеток рака яичника in vitro [192].
Вторую стадию клинических испытаний прошел атопаксар и проходит PZ-128, ко-
торые также обладают антикоагуляционным эффектом [193, 194]. Атопаксар путем
ингибирования JAK/STAT сигнального пути вызывал арест клеточного цикла и
апоптоз раковых клеток in vivo [195]. Однако влияние блокаторов PAR-1 рецептора
на развитие опухолевых заболеваний недостаточно изучено для проведения клини-
ческих испытаний.

Помимо упомянутых выше, клинические испытания также проходят ингибитор
фосфодиэстераз 5 и 3 дипиридамол и аналоги простациклина [177]. Фосфодиэсте-
разы (PDE) катализируют гидролиз циклических мононуклеотидов, снижая коли-
чество цАМФ и цГМФ в тромбоцитах и модулируя тем самым активность ингиби-
торных сигнальных путей [196]. Дипиридамол используется в клинике как антит-
ромбоцитарный препарат для лечения инсульта и в качестве вазодилатирующего
агента [196]. Несколько довольно старых клинических исследований показали эф-
фективность дипиридамола в лечении меланомы [197] и рака поджелудочной же-
лезы [198]. Однако согласно результатам других исследований не было обнаружено
положительного влияния дипиридамола в терапии саркомы, колоректального ра-
ка, рака простаты, молочной железы и почечно-клеточного рака [177]. Что касает-
ся аналогов простациклина, синтетический аналог PGI2 илопрост проходит кли-
нические исследования на больных раком легких и в качестве химиопрофилактики
на людях с высоким риском развития рака легких [199, 200]. На сегодняшний день
использование илопроста и его аналогов в качестве антитромбоцитарной терапии
является спорным вопросом [201].

2.2. Использование тромбоцитов для таргетной терапии опухолей

Благодаря способности тесно взаимодействовать с раковыми клетками, тромбо-
циты были выбраны в качестве возможного переносчика для таргетной доставки
противоопухолевых препаратов напрямую к раковым клеткам. Такой способ до-
ставки позволит минимизировать побочные эффекты, связанные с неспецифиче-
ским воздействием препарата, и увеличить время его циркуляции за счет уменьше-
ния физиологического выведения. Существует два способа доставки препаратов
при помощи тромбоцитов в противоопухолевой терапии: загрузка препаратов не-
посредственно в тромбоциты и использование нагруженных препаратами нано-
или микрочастиц, покрытых мембраной тромбоцитов [177].

В рамках первого подхода проводились исследования по таргетной доставке
доксорубицина при помощи тромбоцитов в клетки аденокарциномы легких в мо-
делях in vitro и in vivo [202]. Доксорубицин относится к группе антрациклиновых
антибиотиков и является известным цитостатиком, широко применяемым в хи-
миотерапии опухолей различного происхождения [203]. Нагрузка доксорубицином
не оказывала существенного влияния на функции тромбоцитов, при этом эффек-
тивность действия препарата была значительно выше по сравнению с введением
свободной формы доксорубицина в той же дозе [202]. В другом исследовании ис-
пользование нагруженных доксорубицином тромбоцитов, конъюгированных с ан-
ти-CD22 моноклональными антителами, приводило к уменьшению токсичности
доксорубицина и увеличению его противоопухолевой активности против B-кле-
точной лимфомы [204]. Для элиминации раковых клеток в циркуляции был пред-
ложен способ генно-инженерного встраивания на поверхность цитоплазматиче-
ской мембраны тромбоцитов молекул TRAIL, которые являются лигандом широко
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представленных на раковых клетках рецепторов смерти [205]. Тромбоциты, несу-
щие TRAIL, запускали гибель раковых клеток in vitro и значительно снижали коли-
чество метастазов рака простаты у мышей в моделях in vivo [205]. Однако использо-
вание тромбоцитов для таргетного воздействия на раковые клетки имеет свои не-
достатки. Поскольку тромбоциты являются очень сложными образованиями,
чутко реагирующими на любые изменения в их окружении, даже незначительные
физические воздействия (центрифугирование, отмывка, температурные измене-
ния) могут привести к активации тромбоцитов, что усложняет их использование и
процесс хранения [206]. При этом важным нерешенным вопросом остаются по-
следствия применения генной инженерии на экспрессию эндогенных белков в
тромбоцитах [206]. В связи с этим в последнее время более популярными становят-
ся работы с использованием наночастиц, покрытых тромбоцитарной цитоплазма-
тической мембраной, которые лишены описанных недостатков.

Применение наночастиц, состоящих из внутреннего ядра на основе наногеля,
нагруженного доксорибуцином, и мембраны тромбоцитов со встроенным TRAIL,
приводило к снижению количества циркулирующих раковых клеток и блокирова-
нию образования метастазов в модели in vivo [207]. В другом исследовании кон-
струирование наночастиц из черного фосфора в качестве ядра и мембраны тромбо-
цитов в качестве оболочки позволили потенцировать противораковое действие ге-
дерагенина, природного тритерпеноида, выделяемого из плюща [208]. Сам по себе
гедерагенин обладает низкой токсичностью, однако, его противоопухолевая эф-
фективность ограничена при прямом введении в свободной форме. Использование
микрочастиц, нагруженных гедерагенином, приводило к снижению пролиферации
и выживаемости раковых клеток за счет запуска митохондриального апоптоза, уве-
личению образования активных форм кислорода и активации процесса автофагии [208].

Наночастицы из золота, покрытые химерной цитоплазматической мембраной,
состоящей из фрагментов мембраны тромбоцитов и эритроцитов, в которую были
добавлены гидрофобные молекулы куркумина, продемонстрировали способность
таргетной доставки препарата раковым клеткам [209]. Для подобных конструктов
характерны увеличенное время жизни в циркуляции и уклонение от воздействия
иммунной системы за счет содержания компонентов эритроцитарной мембраны, а
также способность напрямую взаимодействовать с раковыми клетками, благодаря
компонентам мембраны тромбоцитов. При этом таргетная доставка куркумина
позволила потенцировать его противоопухолевую активность за счет увеличения
биологической доступности [209].

Группа ученых из Индии предложила достаточно простой и удобный способ до-
ставки противораковых препаратов путем использования микрочастиц, выделяе-
мых самими тромбоцитами во время активации. Для этого тромбоциты выделяли
из цельной крови, нагружали доксорибуцином и затем активировали кальциевым
ионофором для получения МЧ [210]. Подобная методика позволила избежать отве-
та иммунной системы и увеличить активность доксорибуцина против клеток лей-
кемии, выделенных из крови больных [210].

Методика таргетной доставки препаратов при помощи покрытых мембраной
микрочастиц, несомненно, является многообещающей в терапии опухолевых за-
болеваний, однако все же не лишена недостатков. Для достижения необходимого
терапевтического эффекта требуется довольно большое количество частиц, а, сле-
довательно, и клеток, из которых они выделяются [211]. Доработки требует про-
цесс выделения мембраны тромбоцитов, поскольку в ходе процедуры происходит
большая потеря клеток, служащих строительным материалом для частиц. Для того,
чтобы добиться широкого применения, должны быть усовершенствованы методы
и упрощен протокол получения микрочастиц [211]. Также должны быть подробно
исследованы последствия применения подобной терапии для организма в целом.
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Метод использования покрытых мембраной микрочастиц демонстрирует хороший
потенциал в терапии различных заболеваний, однако, для проведения клиниче-
ских испытаний необходимо проведение дальнейших исследований и устранение
упомянутых выше недостатков.

2.3. Тромбоциты в диагностике раковых заболеваний
Ранняя диагностика и своевременная терапия значительно увеличивают шансы

пациентов в борьбе с раковыми заболеваниями. Связь между тромбоцитозом и раз-
витием рака была установлена более века назад, и за это время накопилось боль-
шое количество свидетельств участия тромбоцитов в прогрессировании опухолей.
Рак может брать под контроль процессы продукции тромбоцитов, а также напря-
мую воздействовать на тромбоциты, вынуждая систему коагуляции работать в сво-
их интересах. При этом из-за способности избирательно поглощать некоторые
компоненты плазмы, в том числе микровезикулы, выделяемые другими клетками,
сами по себе тромбоциты могут служить своеобразным индикатором происходя-
щих в организме изменений [154]. Показана способность тромбоцитов связывать
белки и поглощать РНК-содержащие микровезикулы, выделяемые раковыми
клетками, в моделях in vivo как у животных, так и у раковых больных [212, 213]. Не-
которые исследователи считают, что путем изменения экспрессии генов в МК и
репертуара тромбоцитарных РНК, опухоль способна влиять на тромбоциты, делая
их более полезными для развития и распространения рака (так называемые обу-
ченные опухолью тромбоциты) [213, 214]. В тромбоцитах раковых больных в отли-
чие от тромбоцитов здоровых людей представлен другой паттерн белков и нуклеи-
новых кислот [215]. Благодаря своей доступности и многочисленности, тромбоци-
ты могут стать идеальной моделью для ранней диагностики раковых заболеваний.
Так, группе Best с соавт. по сиквенсу тромбоцитарных мРНК удалось не только от-
личить здоровых доноров от раковых больных (96% точность), но также опреде-
лить место локализации первичной опухоли более чем в половине случаев (точ-
ность до 71% в зависимости от типа опухоли) [216].

ТМЧ, способные менять свое количество, репертуар содержащихся в них РНК и
белков в зависимости от изменения поступающих в тромбоциты сигналов также
могут использоваться в качестве маркера в диагностике. У больных колоректаль-
ным раком или раком поджелудочной железы наблюдается увеличение общего
числа и повышенная прокоагулянтная активность ТМЧ, которая снижается в пе-
риоды ремиссии [217]. Подобные изменения характеристик ТМЧ могут использо-
ваться в качестве биомаркера, отражающего эволюцию заболевания [217]. В исследо-
вании, проведенном на больных немелкоклеточным раком легких также показано
увеличение количества МЧ эндотелиального и тромбоцитарного происхождения у
больных, которое снижалось после проведения терапии [218]. Более того, на осно-
вании анализа МЧ был сделан одногодичный прогноз результата лечения пациен-
тов с продвинутой стадией развития рака [218]. Эти данные звучат многообещающе
и, возможно, использование анализа тромбоцитарных белков и ТМЧ станет новым
прорывом в диагностике рака, который позволит остановить развитие опухолей на
ранних стадиях и предотвратить образование метастазов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Раковые заболевания являются одной из основных причин смертности и инвали-
дизации в мире и стоят на втором месте по распространенности после сердечно-со-
судистых заболеваний [219]. С общей тенденцией увеличения срока жизни неизбеж-
но будет возрастать количество опухолевых больных. И хотя прогресс в развитии со-
временных технологий диагностики и лечения позволил добиться значительных
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успехов в борьбе с раком, мы все еще далеки от полного понимания процессов и ме-
ханизмов, ответственных за развитие и распространение опухолей. В последние
годы фокус внимания смещается с биологии самих раковых клеток на их микро-
окружение, которое поддерживает опухоль, способствует ее росту и распростране-
нию метастазов, а также оказывает значительное влияние на эффективность тера-
пии [220].

Участие тромбоцитов в прогрессии опухолей на сегодняшний день является из-
вестным и общепринятым фактом, однако, многие детали взаимодействия тромбо-
цитов и раковых клеток все еще остаются неизвестны. Главная цель данного обзо-
ра заключалась в исчерпывающем и разностороннем анализе проблемы участия
тромбоцитов в развитии опухолевых заболеваний. Согласно имеющимся литера-
турным данным, раковые клетки могут воздействовать на тромбоциты различными
путями, увеличивать их количество в кровотоке и, изменяя экспрессию РНК в
МК, модулировать функции тромбоцитов (обученные опухолью тромбоциты).
Тромбоциты могут защищать раковые клетки от физического стресса и атаки им-
мунной системы в кровотоке, способствовать их адгезии и инвазии, участвовать в
процессах ангиогенеза и, по некоторым данным, роста опухоли. При этом участие
тромбоцитов в процессах адгезии и инвазии раковых клеток, а также роста опухо-
ли, скорее всего, является необязательным, если вообще имеет место быть. Данные
касательно роли тромбоцитов в росте и процессах инвазии опухоли являются неод-
нозначными и свидетельствуют о необходимости проведения дальнейших иссле-
дований.

Набирает популярность направление по изучению выделяемых клетками крови
МЧ и их роли в физиологических и патологических процессах в организме. При
этом ТМЧ могут как способствовать, так и ингибировать развитие опухолей. Нали-
чие таких противоречивых данных можно объяснить разницей в условиях экспери-
мента и модельных объектах, однако, истинное значение ТМЧ и содержащихся в
них микроРНК в развитии и распространении опухолей является задачей, которую
предстоит решить в ближайшее время.

Активно ведутся исследования по использованию антитромбоцитарной терапии
в лечении опухолевых заболеваний. И хотя уверенно заявлять о необходимости по-
добной терапии для раковых больных с сопутствующим тромбоцитозом все еще
преждевременно, данные мета-анализов клинических испытаний свидетельствуют
в пользу того, что использование аспирина положительно влияет на динамику за-
болевания и увеличивает продолжительность жизни пациентов. Помимо этого,
было проведено довольно большое количество исследований о влиянии антитром-
боцитарных препаратов разных классов на развитие и распространение опухоли, и
некоторые из них демонстрируют обнадеживающие результаты, однако, большин-
ство из них были проведены только in vitro или находятся на стадии доклинических
испытаний. За исключением аспирина, свидетельства положительного эффекта
антитромбоцитарной терапии в лечении раковых заболеваний до сих пор сильно
ограничены. В этой связи перспективным является продолжение подобных иссле-
дований и разработка новых антитромбоцитарных препаратов, направленных на
снижение активности тромбоцитов и контроль продукции тромбоцитов у больных
для предотвращения развития тромбоцитоза.

Многообещающе звучат результаты использования тромбоцитов в эксперимен-
тальных моделях лечения рака. Применение таргетной доставки препаратов при
помощи тромбоцитов или наночастиц, покрытых цитоплазматической мембраной
тромбоцитов, позволят избежать нежелательных побочных эффектов применения
противоопухолевых препаратов, многие из которых являются токсичными, а также
сконцентрировать действие препарата на заданной мишени. Значительные успехи
достигнуты в разработке диагностики раковых заболеваний с использованием ана-
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лиза крови. Возможность использования самого доступного биоматериала в орга-
низме для точного выявления рака на ранних стадиях ознаменует собой настоящий
прорыв в диагностической медицине. Поскольку тромбоциты способны избира-
тельно поглощать компоненты плазмы крови, содержимое их микрочастиц может
отражать особенности и даже стадию развития опухоли, поэтому использование
ТМЧ также является перспективным направлением в диагностике рака.

Раскрытие точных механизмов взаимодействия тромбоцитов с раковыми клет-
ками и роли, которую они выполняют в развитии и распространении опухолей, яв-
ляются необходимым условием для успешной терапии и являются важной задачей,
которую предстоит решить.
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Platelets in Cancer Deseases
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Platelets play a crucial role in hemostasis, participate in immune response, inflamma-
tion, angiogenesis and tissue regeneration. On the other hand, platelets can actively par-
ticipate in different pathological processes including tumorigenesis. Platelets can direct-
ly interact with cancer cells in circulation and contribute to metastasis, tumor angiogen-
esis and outgrowth. During the last few decades a large amount of data concerning
platelet engagement in cancer progression was accumulated. These data require thor-
ough analysis and systematization in view of the fact that even though platelets can be in-
volved in cancer development and metastasis due to their physiological characteristics
their role can be exaggerated. In this review, interplay between platelets and cancer is dis-
cussed. In addition, we provide an insight into platelet-targeted pharmacologic ap-
proaches to cancer treatment and their limitations, as well as the potential role of plate-
lets and platelet microparticles in innovative therapeutic approaches.

Keywords: platelets, cancer, anticancer therapy, thrombocytosis, tumor angiogenesis, an-
tiplatelet therapy, microparticles
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Серотониновая система мозга играет ключевую роль не только в регуляции пове-
дения и когнитивных функций, но и в контроле пищевого поведения и энергети-
ческого обмена. В это вовлечены серотонинергические нейроны среднего мозга,
экспрессирующие фермент триптофангидроксилазу 2-го типа (ТПГ-2), катали-
зирующую синтез серотонина, и гипоталамические нейроны, экспрессируюшие
серотониновые рецепторы. В настоящее время изменения экспрессии и распре-
деления ТПГ-2 в нейронах среднего мозга при ожирении остаются мало изучен-
ными. Наряду с этим предполагается, что серотонин может синтезироваться и в
гипоталамических нейронах, оказывая влияние на серотониновую систему гипо-
таламуса, но данные об экспрессии и возможной локализации ТПГ-2 в гипотала-
мических нейронах отсутствуют. Целью работы было изучение экспрессии ТПГ-2
в среднем мозге и ее распределение в нейронах аркуатных, паравентрикулярных
и супраоптических ядер гипоталамуса у мышей с диета-индуцированным ожире-
нием (ДИО) и у агути-мышей с генетически-обусловленным ожирением мела-
нокортинового типа. В гипоталамусе мышей С57Bl/6J выявлена экспрессия гена
ТПГ-2 и с помощью двойного иммуномечения впервые показана локализация
фермента в иммунопозитивных к проопиомеланокортину (ПОМК) нейронах ар-
куатных ядер и в иммунопозитивных к вазопрессину нейронах паравентрикуляр-
ных и супраоптических ядер. При обоих типах ожирения количество ТПГ-2-им-
мунопозитивных гранул в ПОМК- и вазопрессин-иммунопозитивных нейронах
повышалось, хотя экспрессия гена Tph2 повышалась только у агути-мышей.
В среднем мозге ДИО-мышей содержание ТПГ-2 снижалось, в то время как у
агути-мышей оно не менялось. Эти результаты свидетельствуют о важной роли
синтезируемого в гипоталамусе серотонина, который совместно с серотонином,
поступающим из среднего мозга, вовлечен в компенсаторные изменения гипота-
ламического сигналинга при ожирении. Обнаружение ТПГ-2-иммунопозитив-
ных гипоталамических нейронов различной эргичности, способных синтезировать
серотонин, указывает на существование новых механизмов аутокринной и пара-
кринной серотониновой регуляции в гипоталамусе, в том числе при ожирении.

Ключевые слова: серотонин, триптофангидроксилаза-2, средний мозг, гипотала-
мус, диета-индуцированное ожирение, агути-мыши
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Нейротрансмиттер серотонин в мозге человека, обезьян и грызунов синтезиру-
ется преимущественно в среднем мозге, в том числе в серотонинергических нейро-
нах ядер шва B7 и B8 (dorsal and median raphe nuclei, DRN and MRN), которые по-
сылают проекции в гипоталамус [1–4]. В дальнейшем по отросткам этих серотони-
нергических нейронов серотонин поступает в соседние области мозга, включая
гипоталамические ядра, где специфически связывается с расположенными там се-
ротониновыми рецепторами и осуществляет регуляцию таких процессов, как ней-
рональная пластичность, память, пищевое поведение, углеводный и липидный об-
мен, а также контролирует функции сердечно-сосудистой системы [5–8]. Синтез
серотонина в ЦНС осуществляется с помощью фермента – триптофангидроксилазы
2-го типа (ТПГ-2), которая катализирует превращение 5-гидрокситриптофана в
серотонин (скорость-лимитирующая стадия синтеза серотонина) и потому являет-
ся основным маркером серотонинергических нейронов мозга [9, 10]. Показана по-
ложительная корреляция между интенсивностью синтеза серотонина в нейронах и
уровнем в них экспрессии и активности ТПГ-2 [11, 12].

Серотониновая система мозга, а также различные отделы гипоталамуса играют
определяющую роль в контроле пищевого поведения и энергетического обмена и
претерпевают значительные изменения в условиях метаболических расстройств –
ожирения и метаболического синдрома. Вследствие этого значительный интерес
представляет сравнительное изучение активности системы синтеза серотонина в
среднем мозге и гипоталамусе, а также интегративных взаимосвязей между серото-
нинергическими нейронами среднего мозга и нейронами аркуатного, паравентри-
кулярного и супраоптического ядер гипоталамуса в норме и при различных мета-
болических расстройствах. Несмотря на значительное число работ, посвященных
функциональным изменениям серотониновой системы при ожирении и метаболи-
ческом синдроме, их влияние на экспрессию гена и белка для ТПГ-2 в среднем
мозге мало изучено [13]. В отношении распределения ТПГ-2 в гипоталамических
структурах имеется только одна работа, в которой с помощью иммуногистохимиче-
ского подхода показано наличие ТПГ-2-иммунопозитивных гранул в латеральном
гипоталамусе, но при этом неясно, являются ли иммунопозитивные структуры
окончаниями отростков серотонинергических нейронов, приходящих из среднего
мозга, или они соответствуют экспрессирующим ТПГ-2 гипоталамическим нейро-
нам различной эргичности [14]. Следует отметить, что вопрос об источниках серо-
тонина в гипоталамусе и о возможности его синтеза серотонина в гипоталамиче-
ских нейронах de novo остается открытым.

Целью работы было изучение экспрессии ТПГ-2 в среднем мозге и распределе-
ние ТПГ-2 в нейронах аркуатных, паравентрикулярных и супраоптических ядер
гипоталамуса у мышей с диета-индуцированным ожирением (ДИО) и у агути-мы-
шей с ожирением меланокортинового типа. Для исследования были выбраны два
типа ожирения, различающихся по этиологии и патогенезу – ожирение у мышей
линии C57Bl/6J (a/a), индуцированное комбинированной высокожировой и высо-
коуглеводной диетой, сходное с абдоминальным ожирением у человека [13], и ге-
нетически-обусловленное ожирение у агути-мышей, вызванное мутацией в локусе
agouti (Ay/a), результатом которой является повышенная экспрессии агути-сиг-
нального пептида, эндогенного ингибитора меланокортиновых рецепторов, опо-
средующих анорексигенные эффекты α-меланоцитстимулирующего гормона [15].
Для мечения нейронов в аркуатных ядрах гипоталамуса использовали антитела к
проопиомеланокортину (ПОМК), прекурсору анорексигенных пептидов мелано-
кортинового семейства, который интенсивно экспрессируется в этой области ги-
поталамуса [15, 16]. Для иммуномечения нейронов в паравентрикулярном и супра-
оптическом ядрах гипоталамуса, где локализованы тела вазопрессин-иммунопозитив-
ных нейронов (нейросекреторных клеток), использовали антитела к вазопрессину [17].
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Настоящая статья не содержит результатов каких-либо исследований с участием
людей в качестве объектов исследований. Все эксперименты проводили в соответ-
ствии с правилами, разработанными Комитетом по биоэтике ИЭФБ РАН
(15.02.2018 г.), правилами и требованиями, изложенными в документах “European
Communities Council Directive (2010/63/EEC) и правилами, изложенными в “Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals”. На проведение экспериментов получено
разрешение Комитета по биоэтике ИЭФБ РАН.

В экспериментах использовали виргинных самок мышей С57Bl/6J (a/a) и самок
агути-мышей С57Bl/6J (Ay/a), генетически предрасположенных к ожирению. Воз-
раст животных в начале эксперимента во всех группах составил четыре месяца.
Мыши C57Bl/6J (a/a) были получены из питомника Рапполово (Ленинградская
область, Россия), агути-мыши – из вивария Института цитологии и генетики СО
РАН (Новосибирск, Россия). После двух недель адаптации мыши С57Bl/6J (a/a)
были разделены на две группы – контроль, который содержали на стандартном су-
хом корме (контроль-1), и ДИО-мыши, которые получали высококалорийную ди-
ету в течение 16 недель (группа ДИО). Высококалорийная диета включала животный
жир, обогащенный насыщенными жирными кислотами (свиное сало), и 30%-ный
раствор сахарозы, который животным давали вместо питьевой воды. Агути-мыши
(Ay/a) и контрольные для них мыши С57Bl/6J генотипа а/a того же возраста (кон-
троль-2) содержались на стандартной диете.

Уровни инсулина и лептина в крови, взятой из сердца животных в конце экспе-
римента, определяли с помощью наборов Mouse Insulin ELISA (Mercodia AB, Шве-
ция) и ELISA Kit for Leptin (Cloud-Clone Corp., США). Уровень глюкозы в крови
после ее забора из хвостовой вены измеряли с помощью глюкометра Life Scan
Johnson & Johnson (Дания) и тест-полосок One Touch Ultra (США). Нагрузку глю-
козой осуществляли из расчета 2 г/кг массы тела животного после шестичасового
голодания, и оценивали уровень глюкозы через 120 мин после нагрузки, как описа-
но ранее [18].

Для изучения оценки экспрессии гена Tph2, кодирующего ТПГ-2 (NM_173391.3), в
гипоталамусе и среднем мозге использовали ПЦР в реальном времени, сопряжен-
ную с обратной транскрипцией (ОТ), для приготовления которой использовали
1 мкг общей РНК и набор RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Ther-
mo Fisher Scientific Inc., США). Протокол реакции и используемые реактивы были
описаны ранее [15]. Амплификацию осуществляли в 96-луночных планшетах в
смеси (25 мкл), содержащей 10 нг ОТ-продукта из ткани среднего мозга или 20 нг
ОТ-продукта из ткани гипоталамуса, по 0.4 мкМ прямого и обратного праймеров, а
также реакционной смеси с красителем SYBR Green и референсным красителем
ROX (qPCRmix-HS SYBR + LowROX, Евроген, Россия). Каждую пробу повторяли
3 раза. Для определения экспрессии гена Tph2 использовали праймеры, синтезирован-
ные фирмой Evrogen (Россия) – CAATCGAGTTCGGCCTTTGC (For) и GCGTCCT-
GAAAGGTGGTGAT (Rev). В качестве референсных использовали ген Hprt1 (KR817915),
кодирующий гипоксантин-гуанинфосфорибозилтрансферазу – AGCCGACCG-
GTTCTGTCAT (For) и GGTCATAACCTGGTTCATCATCAC (Rev), а также ген 18s
рибосомальной РНК (NR_003278) – GGGAGCCTGAGAAACGGC (For) и GG-
GTCGGGAGTGGGTAATTT (Rev). Амплификационный сигнал детектировали с
помощью амплификатора 7500 Real-Time PCR System (Life Technologies ABI,
США). Количественный анализ относительного уровня мРНК проводили с помо-
щью метода delta-delta Ct.

Концентрацию серотонина (5-HT) и его метаболита 5-гидроксииндолуксусной
кислоты (5-ГИУК) в гипоталамусе мышей Ay/a с ожирением и контрольных для
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них мышей генотипа а/a определяли с помощью обращенно-фазовой высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с электрохимической детекцией
на хроматографе Beckman Coulter (США) [19]. Хроматографическая система вклю-
чала инжектор Rheodyne 7125 с петлей объемом 20 мкл, колонку Phenomenex
(250.0 × 4.6 мм) с сорбентом Sphere Clone 5 u ODS(2) и амперометрический детек-
тор LC-4С BAS. Определение концентраций исследуемых веществ проводили при
потенциале +0.70 В. Подвижная фаза включала 5.5 мМ цитратно-фосфатного бу-
фера, содержащего 0.7 мМ октансульфоновой кислоты, 0.5 мМ ЭДТА и 8% ацето-
нитрила (рН 3.0). Скорость элюции подвижной фазы составила 1 мл/мин, время
анализа одной пробы – около 20 мин. Результаты представлены в процентах отно-
сительно контрольного, принятого за 100%, уровня серотонина и 5-ГИУК в гипо-
таламусе мышей генотипа a/a.

Для иммуногистохимических исследований (n = 4 в каждой группе) мышей ане-
стезировали хлоралгидратом (400 мг/кг, в/б), транскардиально перфузировали 0.1 М
Na+-фосфатным буфером (PB, рН 7.4) и раствором 4%-ного параформальдегида в
0.2 М PB. Мозг дофиксировали в течение ночи в том же фиксаторе (4°С), для крио-
протекции помещали в 30%-ный раствор сахарозы в 0.02 М PB с 0.9% NaCl (PBS,
рН 7.4) и через 3 суток замораживали с помощью изопентана при –42°С. Из обла-
сти гипоталамуса были приготовлены фронтальные срезы мозга толщиной 16 мкм с
помощью криостата Leica СМ-1510 (Leica, Германия), которые монтировали на стек-
лах. На срезах мозга контрольных мышей (контроль-1 и контроль-2), ДИО-мышей и
агути-мышей (Ay/a) проводили двойное флуоресцентное иммуномечение, для чего
использовали ранее разработанный протокол [15]. Для блокировки неспецифиче-
ского связывания перед нанесением блокирующего раствора проводили преинку-
бацию в течение 30 мин в 100 мМ растворе глицина, разведенного в PBS. Для реак-
ции использовали смесь первичных антител кролика к ТПГ-2 (Millipore Corp.,
США; 1 : 500) с антителами мыши к ПОМК (Abcam, Великобритания; 1 : 1000) или
вазопрессину (антитела любезно предоставлены профессором Harold Gainer, NIH,
США; 1 : 1000). Также использовали смесь вторичных антител (Invitrogen, США; 1 : 1000),
конъюгированных с различными флуорохромами – цыпленка против Ig кролика –
Alexa-488 и осла против Ig мыши – Alexa-568. После промывки в PBS срезы инку-
бировали в течение 2 мин с красителем DAPI (Sigma, США; 1 : 2000), промывали,
заключали под покровное стекло с помощью среды Mowiol (Sigma, США) и храни-
ли при 4°C до ее полимеризации. Специфичность иммуногистохимической реак-
ции проверяли с помощью негативного контроля (реакции без первичных или вто-
ричных антител).

Анализ флуоресцентного иммуномечения проводили с помощью конфокального
микроскопа DMI6000 и лазерной установки SP5 II (Leiсa Microsystems, Германия).
Последовательное сканирование проводили с помощью иммерсионного объектива
х63, лазеров с длиной волны возбуждения 488 и 568 нм. Съемку структур соответ-
ствующей контрольной и экспериментальной групп производили парами при оди-
наковых установках при максимальной интенсивности свечения по Z-позиции.

Интенсивность свечения ТПГ-2 в нейронах анализировали количественно с по-
мощью пакета программ Leica LAS AF. Для анализа выбирали нейроны, в которых
область, где локализовано ядро, располагалась в центре и была окружена перика-
рионом. Значения интенсивности свечения нормировали по их значениям в кон-
троле. Изображения с DAPI анализировали с помощью микроскопа Carl Zeiss Axio
Imager A1 с флуоресцентной установкой (HB-100) (Carl Zeiss, Германия), что было
необходимо для подтверждения локализации ТПГ-2 в перикарионе исследуемых
нейронов.

Статистический анализ проводили с помощью программного обеспечения
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, США). Оценку нормальности распределения
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данных проводили с использованием теста D’Agostino–Pearson. В случае нормаль-
ного распределения (α = 0.05) различия между группами результатов метаболиче-
ских, биохимических и ПЦР-анализа оценивали с помощью непарного t-теста, а
результатов иммуногистохимических исследований оценивали с помощью парно-
го t-теста. Различия считали статистически значимые при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

У ДИО- и агути-мышей имелись отчетливо выраженное ожирение, постпранди-
альная гипергликемия, гиперинсулинемия и гиперлептинемия, что указывает на
развитие у них метаболического синдрома c характерными для него нарушенной
толерантностью к глюкозе и инсулиновой резистентностью (табл. 1). При этом ме-
таболические нарушения у агути-мышей с генотипом Ay/a были выражены в зна-
чительно большей степени, чем у ДИО-мышей.

С помощью ПЦР в реальном времени было показано, что экспрессия гена Tph2
в среднем мозге ДИО-мышей (n = 6) достоверно снижается по сравнению с кон-
трольной группой (n = 6), в то время как в гипоталамусе экспрессия этого гена при
ДИО не менялась (рис. 1A). У агути-мышей (Ay/a, n = 7) не было выявлено измене-
ний экспрессии гена Tph2 в среднем мозге по сравнению с соответствующим кон-
тролем (n = 7), в то время как его экспрессия в гипоталамусе повышалась (рис. 1B).

Эти данные указывают на различия в экспрессии гена Tph2 в среднем мозге и ги-
поталамусе мышей с различными типами ожирения. Поскольку ТПГ-2 является
основным ферментом синтеза серотонина в ядрах шва и других отделах мозга [10],

Таблица 1. Масса тела, уровни глюкозы, инсулина и лептина у мышей с различными моде-
лями ожирения в сравнении с контрольными животными
Table 1. The body weight and the glucose, insulin and leptin levels in mice with different models of
obesity as compared to control animals

* – уровень постпрандиальной глюкозы, ** – уровень глюкозы через 120 мин после глюкозной нагрузки
(2 г глюкозы на 1 кг массы тела).
Все значения представлены как M ± SD. a – различия между контролем-1 и ДИО-мышами статистически
значимы при p < 0.05; b – различия между контролем 2 и агути-мышами с генотипом Ay/a статистически
значимы при p < 0.05.
* – the postprandial glucose level, ** – the glucose level 120 min after glucose loading (2 g/glucose per kg of body
weight).
All values are presented as the M ± SD. a – the differences between control-1 and DIO mice are significant at p < 0.05;
b – the differences between control-2 and agouti mice with the Ay/a genotype are significant at p < 0.05.

Показатель
Indicators

Контроль-1, 
C57Bl/6J,

n = 10
Control-1,
C57Bl/6J

ДИО-мыши, 
C57Bl/6J,

n = 10
DIO mice, 
C57Bl/6J

Контроль-2, 
C57Bl/6J,

n = 11
Control-2, 
C57Bl/6J

Агути-мыши 
C57Bl/6J (Ay/a),

n = 11
Agouti mice, 

C57Bl/6J (Ay/a)

Масса тела, г
Body weight, g 19.8 ± 0.7 24.4 ± 0.9a 20.3 ± 1.0 38.8 ± 1.7b

Глюкоза, мМ*
Glucose, mM* 4.8 ± 0.4 6.7 ± 0.6a 4.9 ± 0.5 11.2 ± 1.4b

Глюкоза (120 мин), мМ**
Glucose (120 min), mM** 4.9 ± 0.6 7.4 ± 0.4a 4.9 ± 0.5 12.8 ± 1.3b

Инсулин, нг/мл
Insulin, ng/mL 0.36 ± 0.07 0.59 ± 0.07a 0.31 ± 0.09 1.11 ± 0.22b

Лептин, нг/мл
Leptin, ng/mL 1.09 ± 0.21 2.43 ± 0.43a 1.18 ± 0.17 12.97 ± 0.95b
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Рис. 1. Экспрессия гена Трh2 в среднем мозге и гипоталамусе мышей C57BL/6J с диета-индуцирован-
ным ожирением (ДИО) (А) и мышей Agouti yellow (Ay/a) с меланокортиновым типом ожирения (B) по
сравнению с соответствующими контрольными группами. * – достоверность отличий (p < 0.05).
Fig. 1. The expression of the Trh2 gene in the midbrain and hypothalamus of C57BL/6J mice with diet-induced
obesity (DIO) (A) and Agouti yellow (Ay/a) mice with the melanocortin type of obesity (B) as compared with the
corresponding control groups. * – the difference is significance at the p < 0.05.
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то имеются основания полагать, что выявленные изменения экспрессии гена Tph2
будут коррелировать с изменениями уровня серотонина, который играет ключевую
роль в контроле пищевого поведения и энергетического баланса. Для проверки
этого с помощью обращенно-фазовой ВЭЖХ были оценены уровни серотонина и
его основного метаболита 5-ГИУК в гипоталамусе агути-мышей. Показано, что
как уровень серотонина, так и 5-ГИУК, в гипоталамусе агути-мышей (n = 7) были
повышены в сравнении с контрольной группой (n = 7) при отсутствии значимых
изменений в соотношении 5-ГИУК/5-HT (рис. 2). Результаты количественного
анализа уровня серотонина в гипоталамусе агути-мышей хорошо коррелирует с из-
менениями в этой области мозга экспрессии гена, кодирующего ТПГ-2.

Другими авторами при изучении овариэктомированных обезьян Callithrix jacchus
из семейства игрунковых, находящихся на высокожировой диете, было показано
небольшое снижение базального уровня экспрессии гена Tph2 в среднем мозге и
полное отсутствие в отличие от животных, находящихся на низкокалорийной дие-
те, стимулирующего эффекта на нее эстрогенов, важнейших активаторов экспрес-
сии гена Tph2 в ЦНС [20]. У японских макак, которые родились от матерей, нахо-
дящихся на высокожировой диете, вне зависимости от того, находились ли они в
дальнейшем, после молочного вскармливания, на нормальной или на высокожи-
ровой диете, отмечали достоверное снижение экспрессии гена Tph2 в дорсальном
ядре шва. Парадоксально, но у обезьян, родившихся от матерей, находящихся на
нормальной диете и при этом получавших высокожировую диету, уровень экс-
прессии гена Tph2 в этой области среднего мозга имел тенденцию к снижению, но
статистически значимо от контрольной группы не отличался [21].

При изучении влияния ДИО на уровни ТПГ-2 у грызунов были получены следу-
ющие результаты. В мозге мышей, которые на протяжении семи недель получали
высокожировую диету, экспрессия гена Tph2 сохранялась на уровне, близком к та-
ковому в контроле [22]. Содержание белка ТПГ-2 в ядре шва у крыс с ожирением,
вызванным семинедельной высококалорийной диетой, статистически значимо
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также не отличалось от такового в контроле [23]. Следует, однако, отметить, что в
обеих работах исследовали либо мозг в целом [22], либо только дорсальное и меди-
анное ядра шва [23], в то время как мы изучали средний мозг. Необходимо обра-
тить внимание на то, что содержание ТПГ-2 в дорсальном и медианном ядрах шва
у обезьян в условиях нарушенного питания матерей менялось разнонаправленно –
в дорсальном ядре шва оно снижалось, а в медианном ядре возрастало [21]. Выяв-
ленные нами различия между ДИО-мышами и агути-мышами в отношении изме-
нений экспрессии гена Tph2 в среднем мозге могут быть обусловлены тем, что в
случае ДИО изменения являются результатом компенсаторной реакции уже сфор-
мированной серотонинергической системы мозга на избыточное потребление ка-
лорий, направленной на снижение гиперфагии. В случае же агути-мышей с генети-
чески детерминированным меланокортиновым типом ожирения эти компенсатор-
ные изменения могли произойти еще в раннем онтогенезе, что, как мы полагаем, и
обусловливает нормальные значения экспрессии ТПГ-2 и синтеза серотонина в
среднем мозге.

Обнаружение экспрессии гена, кодирующего ТПГ-2 в гипоталамусе, хотя и су-
щественно менее выраженной в сравнении со средним мозгом, поставило перед
нами задачу идентифицировать нейроны, экспрессирующие этот фермент в струк-
турах гипоталамуса. Имеющиеся сведения о наличии активности ТПГ-2 и присут-
ствии иммунопозитивных к этому ферменту гранул в гипоталамусе не позволяют
ответить на вопрос – является ли это результатом локализации ТПГ-2 в отростках
и окончаниях серотонинергических нейронов среднего мозга или это указывает на
присутствие в гипоталамусе нейронов различной эргичности, способных экспрес-
сировать ТПГ-2 [24, 14]. Нами с помощью двойного иммуномечения было впервые

Рис. 2. Оцениваемое с помощью обращенно-фазовой ВЭЖХ содержание серотонина (5-HT) и его мета-
болита 5-гидроксииндолуксусной кислоты (5-HIAA), а также их соотношение в гипоталамусе агути-
мышей (Ay/a) с меланокортиновым ожирением в сравнении с контрольными мышами (a/a) того же
возраста.
Данные представлены в процентах от контроля, * – достоверность различий между агути-мышами и
контрольной группой (p < 0.05).
Fig. 2. The content of serotonin (5-HT) and its metabolite 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), as well as their
ratio in the hypothalamus of agouti mice (Ay/a) with the melanocortin obesity as compared to control mice (a/a)
of the same age, estimated using reverse-phase HPLC.
The data are presented as a percentage of control, * – the difference between agouti mice and control group is sig-
nificant at the p < 0.05.
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показано, что во всех изученных группах мышей в аркуатных ядрах гипоталамуса
имелись иммунопозитивные к ТПГ-2 гранулы, в том числе локализованные в телах
ПОМК-иммунопозитивных нейронов (рис. 3). В паравентрикулярных ядрах также
отмечали ТПГ-2-иммунопозитивные гранулы, часть которых была расположена в

Рис. 3. Двойнaя иммуногистохимическaя реaкция к триптофангидроксилазе-2 и проопиомеланокорти-
ну в аркуатных ядрах гипоталамуса мышей.
A – контроль-1; B – ДИО; C – контроль-2; D – агути-мыши с генотипом Ay/a.
Представлено иммуномечение ТПГ-2 (зеленый) и ПОМК (крaсный). Сплошными стрелками отмечены
иммунопозитивные к ТПГ-2 гранулы в телах ПОМК-иммунопозитивных нейронов, прерывистыми стрел-
ками – иммунопозитивные к ТПГ-2 гранулы в других структурах аркуатных ядер. Мaсштaб – 20 мкм.
Fig. 3. Double immunohistochemical reaction to tryptophan hydroxylase-2 and proopiomelanocortin (POMC)
in the arcuate nuclei of the mice hypothalamus.
A – control-1; B – DIO; C – control-2; D – agouti mice with the Ay/a genotype.
The immunolabeling of TRH-2 (green) and POMC (red) is presented. The solid arrows indicate the immunopos-
itive granules for TRH-2 in the POMC-immunopositive neurons, and the dashed arrows indicate the immu-
nopositive granules for TPH-2 in the other structures of the arcuate nuclei. The scale bars – 20 μm.
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вазопрессин-иммунопозитивных нейронах (рис. 4). Сходная картина отмечалась и
в супраоптических ядрах гипоталамуса (фотографии не приведены). Полученные
данные свидетельствуют о том, что в различных гипоталамических структурах фер-

Рис. 4. Двойнaя иммуногистохимическaя реaкция к триптофангидроксилазе-2 и вазопрессину в пара-
вентрикулярных ядрах гипоталамуса мышей.
A – контроль-1, B – ДИО, C – контроль-2, D – агути-мыши с генотипом Ay/a.
Представлено иммуномечение ТПГ-2 (зеленый) и вазопрессина (крaсный). Сплошными стрелками от-
мечены иммунопозитивные к ТПГ-2 гранулы в телах вазопрессин-иммунопозитивных нейронов, пре-
рывистыми стрелками – иммунопозитивные к ТПГ-2 гранулы в других структурах паравентрикулярных
ядер. Мaсштaб – 25 мкм.
Fig. 4. Double immunohistochemical reaction to tryptophan hydroxylase-2 and proopiomelanocortin (POMC)
in the paraventricular nuclei of the hypothalamus of mice.
A – control-1; B – DIO; C – control-2; D – agouti mice with the Ay/a genotype.
The immunolabeling of TPH-2 (green) and POMC (red) is presented. The solid arrows indicate the immunopos-
itive granules for TRH-2 in the vasopressin-immunopositive neurons, and the dashed arrows indicate the gran-
ules immunopositive for TRH-2 in the other structures of the paraventricular nuclei. The scale bars – 25 μm.
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мент ТПГ-2 может быть локализован не только в отростках и окончаниях нейро-
нов среднего мозга (изолированные иммунопозитивные гранулы к ТПГ-2-антите-
лам), но и в гипоталамических нейронах, экспрессирующих различные гипотала-
мические нейрогормоны – ПОМК, прекурсор меланокортиновых пептидов, и
вазопрессин.

Далее с помощью двойного иммуномечения оценивали количество иммунопо-
зитивных к ТПГ-2 гранул, локализованных в ПОМК- и вазопрессин-иммунопо-
зитивных нейронах гипоталамуса, у ДИО- и агути-мышей в сравнении с кон-
трольными животными. Показано, что у мышей с различными типами ожирения
иммунопозитивность к ТПГ-2 в ПОМК-нейронах аркуатного ядра и в вазопрес-
син-иммунопозитивных нейронах паравентрикулярных и супраоптических ядер
была выше, чем в контроле (рис. 3–5). В наибольшей степени такое повышение
выявлялось в вазопрессин-иммунопозитивных нейронах супраптических ядер, в
наименьшей степени – в вазопрессин-иммунопозитивных нейронах паравентри-
кулярных ядер (рис. 5). Повышение экспрессии ТПГ-2 в гипоталамических нейро-
нах может быть обусловлено необходимостью усиления серотониновой регуляции
в гипоталамусе в условиях ожирения, направленной на снижение потребления вы-
сококалорийной пищи при ДИО и на ослабление орексигенных влияний, вызван-
ных подавлением меланокортинового сигналинга в гипоталамусе при гиперэкс-
прессии агути-сигнального пептида, антагониста меланокортиновых рецепторов, у
агути-мышей. Это согласуется с ролью серотонина как нейрогормона, ослабляю-
щего орексигенные каскады в гипоталамусе [25, 26]. Как было показано нами ра-
нее, в условиях ДИО и меланокортинового ожирения в гипоталамусе также повы-
шается экспрессия серотониновых рецепторов 1B- и 2С-подтипов, в том числе на
ПОМК-иммунопозитивных нейронах, что также указывает на компенсаторное

Рис. 5. Интенсивность свечения триптофангидроксилазы-2 в ПОМК- и вазопрессин-иммунопозитив-
ных нейронах гипоталамуса мышей с ДИО (А) и с генетически обусловленным меланокортиновым
ожирением (агути мыши с генотипом Ay/a) (B).
ARC, PVN и SON – аркуатные, паравентрикулярные и супраоптические ядра гипоталамуса. Данные
представлены в условных единицах (у. ед.). * – различия между группой с ожирением и соответствую-
щей контрольной группой статистически значимы при p < 0.05.
Fig. 5. The intensity of the luminescence of tryptophan hydroxylase-2 in the POMC- and vasopressin-immu-
nopositive neurons of the hypothalamus of the mice with DIO (A) and genetically-induced melanocortin obesity
(agouti mice with the Ay/a genotype) (B).
ARC, PVN, and SON are the arcuate, paraventricular, and supraoptic nuclei of the hypothalamus. The data are
presented in arbitrary units (a. u.). * – the differences between the obese and corresponding control group are sig-
nificant at p < 0.05.
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усиление серотонинового сигналинга в условиях ожирения [13]. Интраназальное
введение крысам с ДИО серотонина или совместное введение мышам агонистов
серотониновых рецепторов 1B- и 2С-подтипов снижает у них потребление пищи,
что приводит к снижению массы тела животных и в случае ДИО-крыс нормализует
их метаболические показатели [18, 27].

Таким образом, в гипоталамусе мышей С57Bl/6J выявлена экспрессия гена, ко-
дирующего ТПГ-2, и с помощью двойного иммуномечения впервые показана ло-
кализация этого фермента в ПОМК-иммунопозитивных нейронах аркуатных ядер
и в вазопрессин-иммунопозитивных нейронах паравентрикулярных и супраопти-
ческих ядер гипоталамуса. При ДИО и меланокортиновом ожирении количество
ТПГ-2-иммунопозитивных гранул в ПОМК- и вазопрессин-иммунопозитивных
нейронах повышалось, хотя экспрессия гена Tph2 повышалась только у агути-мы-
шей. В среднем мозге ДИО-мышей содержание ТПГ-2 снижалось, в то время как у
агути-мышей оно не менялось. Эти результаты свидетельствуют о важной роли
синтезируемого в гипоталамусе серотонина, который совместно с серотонином,
поступающим в гипоталамус из среднего мозга, вовлечен в компенсаторные изме-
нения гипоталамического сигналинга у мышей с ожирением и ассоциированными
с ним метаболическими и гормональными расстройствами. Обнаружение гипота-
ламических ТПГ-2-иммунопозитивных нейронов различной эргичности, способ-
ных синтезировать серотонин, указывает на существование новых механизмов
аутокринной и паракринной серотониновой регуляции в гипоталамусе, в том чис-
ле, реализуемых при ожирении.

Исследование проведено с использованием оборудования ЦКП ИЭФБ РАН.
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The Effect of the Diet-Induced and Melanocortine-Type Obesity on the Expression
of Tryptophan Hydroxylase 2 in Midbrain and Hypothalamus of Mice

E. V. Mikhailovaa, D. L. Sviridovaa, I. V. Romanovaa, *,
K. V. Derkacha, and A. O. Shpakova

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,
St. Petersburg, Russia

*e-mail: irinaromanova@mail.ru

The brain serotonin system plays a key role in the regulation of behavior and cognitive
functions, but also in the control of food intake and energy metabolism. This involves the
serotonergic midbrain neurons expressing the type 2 tryptophan hydroxylase (TPH-2),
which catalyzes the synthesis of serotonin, and the hypothalamic neurons expressing the
serotonin receptors. Currently, the changes in the expression and distribution of TPH-2
in midbrain neurons in obesity remain poorly understood. Along with this, it is assumed
that serotonin can also be synthesized in the hypothalamic neurons, affecting the sero-
tonin system within the hypothalamus, but there are no data on the expression and pos-
sible localization of TPH-2 in the hypothalamic neurons. The aim of the work was to
study the TPH-2 expression in the midbrain and its distribution in the neurons of the ar-
cuate, paraventricular and supraoptic nuclei of the hypothalamus in mice with diet-in-
duced obesity (DIO) and in agouti mice with genetically-induced obesity of the melano-
cortin type. The TPH-2 gene expression was detected in the hypothalamus of C57Bl/6J
mice, and the double immunolabeling showed the localization of this enzyme in proopi-
omelanocortin (POMC)-immunopositive neurons and paraventricular of the arcuate
nuclei and in vasopressin-immunopositive neurons of the paraventricular and supraoptic
nucleus. In both types of obesity, the number of TPH-2-immunopositive granules in the
POMC- and vasopressin-immunopositive neurons was increased, although the expres-
sion of the Tph2 gene was increased only in agouti mice. In the midbrain of DIO mice,
the content of TPH-2 was decreased, while in agouti mice it did not change. These re-
sults indicate the important role of serotonin synthesized in the hypothalamus, which,
together with serotonin coming from the midbrain, is involved in the compensatory
changes of hypothalamic signaling in obesity. The detection of TPH-2-immunopositive
hypothalamic neurons of different types, capable of synthesizing serotonin, indicates the
existence of new mechanisms of the autocrine and paracrine serotonin regulation in the
hypothalamus, including the obesity conditions.

Keywords: serotonin, tryptophan hydroxylase-2, midbrain, hypothalamus diet-induced
obesity, agouti mouse
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Болезнь Паркинсона (БП) – хроническое неуклонно прогрессирующее нейроде-
генеративное заболевание с преимущественным поражением дофамин (ДА-)ер-
гических нейронов нигростриатной системы головного мозга. БП чаще всего по-
ражает пожилых людей и относится к числу неизлечимых. Нарушение конфор-
мации белка α-синуклеина и его гиперфосфолирование, а также развитие
хронического нейровоспаления являются основными звеньями патогенеза ней-
родегенерации при БП. Фармакотерапия, направленная на мобилизацию стресс-
индуцируемого шаперона Hsp70, играющего решающую роль в контроле каче-
ства белковых молекул и обладающего иммуномодулирующей активностью,
представляется перспективной для разработки превентивной терапии БП. В на-
стоящем исследовании в модели доклинической стадии БП у крыс пожилого
возраста, созданной путем интраназального введения ингибитора протеасом
лактацистина, применена терапия, основанная на системном введении индукто-
ра шаперона Hsp70 – низкомолекулярного хиноидного соединения U133 (ацети-
лированного 2,3,7-трис-О-глюкозида эхинохрома). Показано, что соединение
U133 вызывает отставленное во времени повышение содержания Hsp70 в ком-
пактной части черной субстанции (кчЧС) у пожилых животных. Превентивная
Hsp70-индуцирующая терапия с U133 в модели доклинической стадии БП у крыс
пожилого возраста ослабляет процесс нейродегенерации в кчЧС и противодей-
ствует развитию нейровоспаления. При этом отмечается уменьшение количества
агрегированного α-синуклеина и регрессия посттрансляционно модифициро-
ванного фосфорилированного по Ser129 α-синуклеина. Полученные данные
свидетельствуют, что пролекарство, низкомолекулярный препарат U133, облада-
ет значимым терапевтическим потенциалом при развитии Паркинсон-подобной
патологии в пожилом возрасте. Результаты исследования имеют научно-практи-
ческую значимость для разработки инновационной технологии превентивной
фармакотерапии БП на основе отечественного препарата U133.

Ключевые слова: болезнь Паркинсона, нейровоспаление, агрегат α-синуклеина,
фосфорилированный α-синуклеин, хиноидное соединение U133, черная суб-
станция, пожилая крыса
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Список сокращений: HSP70 – белки теплового шока массой 70 кДа; PBS – апирогенный фосфатный
буфер pH 7.4; БП – болезнь Паркинсона; ДА – дофамин; кчЧС – компактная часть черной субстан-
ции; ЛЦ – лактацистин; ТГ – тирозингидроксилаза.
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Болезнь Паркинсона (БП) – это мультисистемное хроническое неизлечимое
нейродегенеративное заболевание, которым страдают преимущественно пожилые
люди. БП занимает второе место в мире по частоте встречаемости, уступая лишь бо-
лезни Альцгеймера [1]. Основным патоморфологическим признаком БП является
прогрессирующая дегенерация дофамин (ДА)-ергических нейронов в компактной
части черной субстанции, сопряженная с формированием телец Леви, содержащих
в качестве одного из основных компонентов агрегированный α-синуклеин, и раз-
витием нейровоспаления [2]. Помимо нейронов кчЧС среднего мозга, при БП по-
ражаются вегетативные ядра ствола, голубое пятно, базальное ядро Мейнерта, обо-
нятельные луковицы, кора больших полушарий. В нейронах вышеперечисленных
структур также выявляются тельца Леви [3]. В настоящее время лечение БП носит
симптоматический характер и не способно повлиять на патогенез нейродегенера-
ции. Успех в лечении БП связывают с разработкой превентивной нейропротектив-
ной фармакотерапии, нацеленной на основные молекулярные мишени, определя-
ющие гибель нейронов при БП. В настоящее время не существует средств, доказа-
тельно замедляющих прогрессирование БП.

В качестве одного из основных молекулярных звеньев патогенеза нейродегенера-
ции при БП рассматривается нарушение конформации белка α-синуклеина, приво-
дящее к его агрегированию [4, 5]. В результате агрегации формируются токсичные
олигомеры или протофибриллы, которые затем превращаются в нерастворимые
фибриллы α-синуклеина [6]. Наличие аберрантных форм α-синуклеина в нейронах
кчЧС характерно как для наследственной, так и для спорадической формы БП [7].
Посттрансляционные модификации α-синуклеина (фосфорилирование, нитрирова-
ние и окисление) могут усиливать его способность к агрегации [5]. Большая часть
(около 90%) α-синуклеина, входящего в состав телец Леви, фосфорилирована в по-
ложении Ser129, это указывает на то, что такая посттрансляционная модификация
может быть связана с образованием и/или токсичностью агрегированных форм белка
[8]. Олигомерные формы α-синуклеина способны покидать нейроны и распростра-
няться между “здоровыми” нервными клетками по прион-подобному механизму;
проникая в нейроны, аберрантный α-синуклеин инициирует переход внутриклеточ-
ного растворимого мономерного α-синуклеина в агрегированную патологическую
форму [9]. Показано, что патологические формы α-синуклеина могут нарушать про-
цесс синтеза ДА и его загрузки в везикулы, повышая тем самым уровень цитозольно-
го ДА [7]. Помимо того, что цитозольный ДА увеличивает уровень внутриклеточного
окислительного стресса, он способен связываться с токсичными α-синуклеиновыми
протофибриллами и замедлять их превращение в нерастворимые, менее токсичные
фибриллы [10]. Кроме этого, агрегаты α-синуклеина способны увеличивать частоту
спонтанной спайковой активности ДА-ергических нейронов в кчЧС, истощая тем
самым запасы АТФ в клетке и повышая уровень активных форм кислорода [11]. Так-
же внеклеточные олигомеры α-синуклеина активируют систему микроглии через
Toll-like рецепторы на поверхности микроглиоцитов, что приводит к повышению
синтеза провоспалительных цитокинов и развитию хронического нейровоспаления,
которое способствует прогрессированию нейродегенерации [12–14].

Важнейшими молекулярными механизмами защиты нейронов от процесса агре-
гации белковых молекул являются механизмы, направленные на поддержание
протеостаза, в которых участвуют около 2000 факторов, однако ключевыми явля-
ются убиквитин-протеасомная система и система белков теплового шока HSP70.
Эти системы составляют основные функциональные модули протеостазной сети,
которые уравновешивают биосинтез белков, фолдинг и рефолдинг, транслокацию,
сборку, разборку и утилизацию белков; неисправности в этих системах могут при-
вести к развитию ряда нейродегенеративных заболеваний. Одним из прямых сви-
детельств, подтверждающих вовлечение молекулярных шаперонов в патогенез БП,
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явились результаты исследований тканей головного мозга (postmortem) у пациентов
с БП, которые указывают не только на присутствие шаперонов семейства HSP70 в
тельцах Леви [15], но и на их колокализацию с агрегатами α-синуклеина [16]. Кро-
ме того, показано низкое содержание некоторых шаперонов семейства HSP70 в
секционном материале кчЧС при БП, что отражает ослабление механизмов кон-
формационного контроля белков и клеточной защиты при развитии заболевания
[17]. Ряд данных, имеющихся в литературе, указывает, что увеличение содержания
стресс-индуцируемого белка Hsp70 в ДА-ергических нейронах кчЧС приводит к
повышению их выживаемости в моделях БП у животных [18, 19]. Поэтому в по-
следние 20 лет идет поиск препаратов, способных мобилизовать шаперонный ме-
ханизм Hsp70 в нейронах головного мозга. Особое внимание уделяется так называ-
емым химическим шаперонам, т.е. малым молекулам, хорошо проникающим через
гематоэнцефалический барьер и не обладающим побочными токсическими эф-
фектами. В этом отношении одним из перспективных индукторов Hsp70 является
активатор транскрипционного фактора белков теплового шока HSF1, нетоксичное
низкомолекулярное соединение трисацетилглюкозид эхинохрома U133 [20, 21].
Ранее нами показано, что препарат U133, вызывающий повышение уровней Hsp70
и HSP40 в кчЧС, значительно ослабляет процесс нейродегенерации в нигростриат-
ной системе в модели клинической стадии БП у крыс среднего возраста [22]. При
этом возрастание уровня Hsp70 сопряжено с уменьшением количества агрегатов
α-синуклеина и нейровоспаления в кчЧС. Однако спорадическая форма БП обыч-
но развивается в позднем возрасте [23], для которого характерна потеря функции
шаперонной и убиквитин-протеасомной систем [24]. У пожилых лиц отмечено
снижение уровня и активности транскрипционного фактора HSF1, скорости тран-
скрипции генов белка Hsp70 и синтеза шаперонов [24–26]. Оставалось неясным,
будет ли проявляться Hsp70-индуцирующий эффект соединения U133 в пожилом
возрасте и каковы перспективы применения препарата U133 для превентивной
нейропротективной терапии БП при старении. Задача настоящего исследования –
оценить нейропротективный эффект препарата U133 и его способность противодей-
ствовать развитию α-синуклеиновой патологии и хронического нейровоспаления у
крыс в пожилом возрасте в лактацистиновой модели доклинической стадии БП.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проводились на крысах-самцах линии Вистар пожилого возраста
(20–22 мес.), которых содержали в виварии при постоянной температуре окружаю-
щей среды 23 ± 1°C и свободном доступе к воде и пище. Манипуляции с животны-
ми осуществлялись в соответствии с принципами Базельской декларации и протоко-
лом, утвержденным этическим комитетом Института эволюционной физиологии и
биохимии им. И.М. Сеченова РАН, находящимся в соответствии с национальны-
ми и международными требованиями.

Для моделирования нейродегенеративной патологии нигростриатной системы,
характерной для БП, использовали специфический ингибитор ферментативной
активности протеасом лактацистин (ЛЦ, Enzo, США), который растворяли в апи-
рогенном фосфатном буфере (pH 7.4) и вводили в дозе 100 мкг/8 мкл в каждую
ноздрю крысы (n = 16) дважды с недельным интервалом; общая доза на одну крысу
составила 400 мкг. Методология интраназального введения ЛЦ описана нами ра-
нее [27]. Препарат U133 (5 мг/кг) растворяли в DMSO и вводили внутрибрюшинно
животным (n = 8) через 4 ч после каждого введения ЛЦ и через 7 дней после по-
следнего введения ЛЦ. Контрольной группе животных (n = 10) вводили эквива-
лентный объем растворителя ЛЦ и U133.
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Отечественный препарат U133 получен в лаборатории органического синтеза
природных соединений Тихоокеанского института биоорганической химии
им. Г.Б. Елякова ДВО РАН путем глюкозилирования эхинохрома (2,3,5,7,8-пента-
гидрокси-1,4-нафтохинона) – природного пигмента морских ежей – и является
ацетилированным 2,3,7-трис-О-глюкозидом эхинохрома [28, 29]. Соединение
U133 относится к классу малых молекул (M = 1257 Да) и хорошо проникает через
гематоэнцефалический барьер. В микромолярных концентрациях U133 способен
вызывать активацию транскрипционного фактора теплового шока HSF1, что при-
водит к индукции синтеза белков теплового шока Hsp70 и HSP40 (Hsp40/Hdj1) [21,
22]. U133 не обладает токсическим свойством и проявляет разнообразную биологи-
ческую активность, в частности, антиоксидантную и антиканцерогенную [22, 30, 31].
Тестирование нейропротективного эффекта препарата U133 и его способности
противодействовать развитию α-синуклеиновой патологии и хронического нейро-
воспаления у крыс пожилого возраста в модели доклинической стадии БП ранее
никем не проводилось.

На 21-й день после первой микроинъекции ЛЦ крыс декапитировали, головной
мозг извлекали из черепной коробки и фиксировали в 4%-ном растворе парафор-
мальдегида при 4°С в течение 5 дней, промывали в PBS и переносили в 20%-ный
раствор сахарозы при 4°С для криопротекции. Спустя 3–5 дней мозг замораживали
в изопентане при температуре –45°С и хранили при –80°С. При помощи криостата
Leica (Германия) при –20°С приготавливали чередующиеся серии фронтальных
срезов головного мозга толщиной 10 мкм, содержащие кчЧС. Для проведения ана-
лиза Вестерн-блот после декапитации из головного мозга выделяли кчЧС, замора-
живали и хранили при –80°С.

Для сравнительного анализа содержания в кчЧС белка Hsp70 и различных форм
α-синуклеина (общей и фосфорилированной в положении Ser129) применяли ме-
тод Вестерн-блот. Предварительно образцы тканей головного мозга лизировали с
использованием High RIPA буфера и гомогенизировали металлической палочкой.
Белки разделяли с помощью электрофореза в полиакриламидном геле, затем пере-
носили на PVDF-мембрану Immobilon-P (Millipore Corporation, США). Для предот-
вращения неспецифического связывания антител мембрану инкубировали в PBS с до-
бавлением 0.1% Tween-20 и 3% бычьего сывороточного альбумина в течение 1 ч при
комнатной температуре. Иммуномечение проводили с использованием первичных
моноклональных антител мыши к индуцибельному Hsp70 (клон 3C5 [32], любезно
предоставлен г.н.с. лаборатории защитных механизмов клетки Института цитоло-
гии РАН Маргулисом Б.А.), поликлональных антител кролика к общей водорас-
творимой форме α-синуклеина (1 : 500; Abcam, Великобритания) или к α-синукле-
ину, фосфорилированному в положении Ser129 (1 : 700; Abcam, Великобритания).
В качестве лоадинг-контроля использовали GAPDH (моноклональные антитела
мыши, 1 : 1000; Abcam, Великобритания). Денситометрический анализ количества
белка осуществляли с помощью программы ImageJ. Уровень серого бэндов, имму-
нореактивных к Hsp70, общему α-синуклеину и α-синуклеину, фосфорилирован-
ному в положении Ser129, скорректирован по фоновому сигналу и нормирован на
сигнал GAPDH, выявляемый для определения общего количества белка в пробах.

Биотин-стрептавидиновый метод использовали для иммуномечения ДА-ергиче-
ских нейронов и микроглиоцитов в кчЧС. Срезы промывали в PBS, затем в тече-
ние 10 мин выполняли термическую демаскировку антигенов в цитратном буфере
(96–98°С; pH 6.0). Для гашения активности эндогенной пероксидазы срезы 20 мин
выдерживали в 0.3%-ном растворе пероксида водорода на метаноле. После трех-
кратной промывки в PBS срезы на 10 мин помещали в PBS с добавлением Triton Х-100
(Sigma, США) для повышения проницаемости плазматических мембран и затем
преинкубировали в блокирующем растворе (3%-ная сыворотка козы (Sigma, США)
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с 0.01% Triton X-100 на ФБ) в течение 1 ч при комнатной температуре, после чего
инкубировали в течение 24 ч при температуре 4°С с первичными поликлональны-
ми антителами кролика против тирозингидроксилазы (ТГ; 1 : 900; Abcam, Велико-
британия) или Iba1 (маркер микроглии; 1 : 500, Sigma, США), затем последовательно в
течение 1 ч во вторичных антителах против IgG кролика, конъюгированных с биоти-
ном (1 : 450; VectorLab, США), и в комплексе стрептавидин-пероксидаза (1 : 400;
VectorLab, США). После синхронной визуализации реакции с помощью 0.05%-но-
го раствора диаминобензидина срезы заключали под покровное стекло с помощью
среды BioMount (Италия) и хранили при комнатной температуре. Специфичность
иммуногистохимической реакции проверяли негативным контролем без первич-
ных или вторичных антител. Изображения кчЧС получали с помощью микроскопа
KarlZeiss (Германия) с встроенной видеокамерой и программного обеспечения для
захвата изображения. Подсчет количества иммунопозитивных к ТГ нейронов в
кчЧС и Iba1-иммунопозитивных микроглиоцитов проводили с помощью программы
PhotoM (Черниговский, http://t-lambda.chart.ru). По каждому животному анализи-
ровали 10–12 снимков кчЧС.

Методом двойного иммуномечения с применением антител против общей или
фосфорилированной в положении Ser129 форм α-синуклеина и ТГ изучена лока-
лизация различных форм α-синуклеина и наличие их агрегатов в ДА-ергических
нейронах кчЧС. После стандартной предварительной обработки, описанной вы-
ше, срезы инкубировали с поликлональными антителами кролика к общему α-си-
нуклеину (1 : 500; Abcam, Великобритания) или α-синуклеину, фосфорилирован-
ному в положении Ser129 (1 : 700; Abcam, Великобритания) в течение 24 ч при тем-
пературе 4°С, затем в течение 1 ч при комнатной температуре во вторичных
антителах козы против IgG кролика, конъюгированных с флуоресцентной меткой
CFTM488 (1 : 600; Sigma, США), после чего срезы промывали в PBS и инкубировали
с первичными моноклональными антителами мыши против ТГ (1 : 1000; Sigma,
США) в течение ночи при комнатной температуре, затем в течение 1 ч во вторич-
ных антителах козы против IgG мыши, конъюгированных с флуоресцентной мет-
кой CFTM568 (1 : 600; Sigma, США). Cрезы заключали под покровное стекло с по-
мощью среды Mowiol (Sigma, США) и хранили при температуре 4°С. Специфич-
ность всех иммуногистохимических реакций проверяли негативным контролем без
первичных или вторичных антител.

Флуоресцентную микроскопию проводили с помощью конфокального микро-
скопа DMI6000 и лазерной установки SP5 II (Leiсa Microsystems, Германия). Ис-
пользовали иммерсионный объектив ×63 и лазеры с длиной волны возбуждения
488 и 568 нм. Изображения анализировали с помощью пакета программ Leica LAS
AF. Подготовку к демонстрации проводили c помощью программы Photoshop CS5.

Анализ всех полученных данных осуществлялся с помощью программы Statistica 7.0.
Статистический анализ данных, полученных посредством Вестерн-блота или им-
муногистохимических исследований, выполняли с помощью параметрического
дисперсионного анализа ANOVA для несвязанных выборок. Полученные результа-
ты считались статистически значимыми при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для решения задачи работы использована ранее разработанная в лаборатории
сравнительной термофизиологии Института эволюционной физиологии и биохи-
мии РАН модель доклинической стадии БП у крыс, созданная на основе угнетения
активности протеасом в головном мозге [27]. Данная модель характеризуется: а)
допороговым (30–35%) уровнем гибели ДА-ергических нейронов в кчЧС по срав-
нению с уровнем клинической стадии (60–70%); б) развитием нейродегенератив-
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ного процесса в экстранигральных структурах (обонятельные луковицы, вентраль-
ная тегментальная область, голубое пятно); в) наличием α-синуклеиновой патоло-
гии и хронического нейровоспаления в кчЧС и экстранигральных структурах; г)
нарушением сна, эмоционального поведения и когнитивных функций [33–37].

В предыдущих исследованиях мы показали, что введение препарата U133 кры-
сам среднего возраста приводит к значительному возрастанию уровня стресс-инду-
цируемого Hsp70 в кчЧС через 1 сутки с момента инъекции [22]. В данной работе ме-
тодом Вестерн-блота установлено, что после введения U133 пожилым крысам при-
рост Hsp70 в кчЧС составил 130% по сравнению с контролем. При этом повышение
уровня Hsp70 отмечалось только через 7 сут с момента введения U133; в 1-е сутки из-
менений в содержании Hsp70 не обнаружено (рис. 1). Отставленное во времени по-
вышение синтеза Hsp70 может быть связано с возрастным снижением уровня и ак-
тивности транскрипционного фактора белков теплового шока HSF1 и, как след-
ствие, уменьшением скорости экспрессии генов и синтеза белка Hsp70 в головном
мозге [38–40]. Показано, что базальный уровень HSF1, а также скорость тран-
скрипции генов белка Hsp70 при действии теплового шока значительно ниже в
старых Т-лимфоцитах человека по сравнению с молодыми [26].

Методом иммуногистохимии установлено, что интраназальное введение ЛЦ вы-
зывает у пожилых крыс уменьшение количества тел ТГ-позитивных нейронов в

Рис. 1. Содержание Hsp70 в компактной части черной субстанции у пожилых крыс в контроле (Control),
через 1 (Day 1) и 7 дней (Day 7) после однократного внутрибрюшинного введения U133 в дозе 5 мг/кг.
В верхней части рисунка представлены репрезентативные иммуноблоты компактной части черной суб-
станции (SNpc). На графике по вертикали – оптическая плотность Hsp70, % от контроля. Достовер-
ность различий в опыте относительно контроля * – p < 0.05.
Fig. 1. Hsp70 content in the substantia nigra pars compacta in elderly rats in the control condition, day 1 and day 7
after a single intraperitoneal administration of U133 at a dose of 5 mg/kg. The upper part of the figure shows rep-
resentative immunoblots of the substantia nigra pars compacta (SNpc). The significance of differences relative to
control * – p < 0.05.
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Рис. 2. Изменение количества дофаминергических нейронов и микроглиоцитов в компактной части

черной субстанции у пожилых крыс в модели болезни Паркинсона при терапии с U133. Световая мик-

роскопия: ТГ-иммунореактивные нейроны в компактной части черной субстанции (верхний ряд, TH;

масштаб 50 мкм); Iba1-иммунореактивные микроглиоциты в компактной части черной субстанции

(нижний ряд, Iba1; масштаб 20 мкм). На графике по вертикали – количество клеток. Control – введение

контрольного раствора, LC – модель болезни Паркинсона, LC + U133 – терапия с U133 в модели болез-

ни Паркинсона. Достоверность различий в опыте относительно: контроля * – p < 0.05; LC + U133 по

сравнению с действием LC # – p < 0.05.

Fig. 2. The change in the number of dopaminergic neurons and microgliocytes in the substantia nigra pars com-

pacta in elderly rats in the Parkinson’s disease model after the therapy with U133. Microphotographs: tyrosine

hydroxylase-immunoreactive neurons in the substantia nigra pars compacta (upper panel, TH; scale 50 μm);

Iba1-immunoreactive microgliocytes in substantia nigra pars compacta (bottom panel, Iba1; scale 20 μm). Con-

trol – the administration of a control solution, LC – the model of Parkinson’s disease, LC + U133 – therapy with

U133 in the model of Parkinson’s disease. The significance of differences relative to: control * – p < 0.05; LC +

+ U133 compared with the LC # – p < 0.05.
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кчЧС на 27% (p < 0.05) по сравнению с контролем, что сопряжено с развитием хро-

нического нейровоспаления, о чем свидетельствует возрастание количества акти-

вированных микроглиоцитов в кчЧС (рис. 2). Проведенная терапия с помощью

U133 привела к ослаблению процесса нейродегенерации в кчЧС, на что указывает
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Рис. 3. Влияние терапии с индуктором белков теплового шока U133 на развитие α-синуклеиновой пато-

логии в компактной части черной субстанции (кчЧС) в модели болезни Паркинсона у крыс пожилого

возраста. Немодифицированная общая форма растворимого α-синуклеина (α-syn); пострансляционно

модифицированная форма α-синуклеина, фосфорилированного по Ser129 (α-syn (Ser129)). Control –

введение контрольного раствора, LC – модель болезни Паркинсона, LC + U133 – терапия с U133 в мо-

дели болезни Паркинсона. Конфокальные микрофотографии препаратов кчЧС: (A)–(C). Двойное им-

муномечение с применением антител против тирозингидроксилазы (TH) и α-syn; масштаб 10 мкм.

Стрелками показаны агрегаты α-синуклеина. (D)–(F). Двойное иммуномечение с применением анти-

тел против тирозингидроксилазы (TH) и α-syn (Ser129); масштаб 10 мкм. Стрелками показаны агрегаты

α-синуклеина, фосфорилированного в положении Ser129.

Fig. 3. The effect of therapy with heat shock proteins inducer U133 on the development of α-synuclein pathology

in the substantia nigra pars compacta (SNpc) in the Parkinson’s disease model in elderly rats. Unmodified form

of soluble α-synuclein (α-syn); post-translationally modified form of α-synuclein phosphorylated at Ser129

(αрsyn (Ser129)). Control – the administration of a control solution, LC – the model of Parkinson’s disease,

LC + U133 – therapy with U133 in the model of Parkinson’s disease. Confocal microphotographs of SNpc: (A)–(C).

Double immunolabeling using antibodies against tyrosine hydroxylase (TH) and α-syn; scale 10 μm. Arrows in-

dicate α-synuclein aggregates. (D)–(F). Double immunolabeling with antibodies against TH and α-syn (Ser129);

scale 10 μm. Arrows indicate aggregates of α-synuclein phosphorylated at Ser129.

увеличение на 16% (p < 0.05) количества выживших ДА-ергических нейронов

(уменьшение в 2.4 раза уровня нейродегенерации), и препятствовала возрастанию

количества активированных микроглиоцитов в кчЧС (рис. 2). Следовательно, трис-

ацетилглюкозид эхинохрома U133 уменьшает воспаление в кчЧС, ведущее к гибе-

ли нейронов и прогрессии БП. В предыдущих исследованиях мы эксперименталь-

но доказали, что повышение уровня стресс-индуцируемого шаперона Hsp70 лежит

в основе защитного действия соединения U133: нокдаун Hsp70 c помощью специ-

фической shRNA в С6 клетках глиомы устранял нейропротективный эффект U133

от токсичности, вызванной ЛЦ [22]. С другой стороны, интраназальная доставка в

мозг рекомбинантного Hsp70 препятствовала прогрессии нейродегенерации в ниг-

ростриатной системе в модели БП у крыс среднего возраста [18]. Противовоспали-

тельный эффект шаперона Hsp70 может быть связан с его негативным влиянием на

экспрессию транскрипционного фактора STAT3, активирующего транскрипцию

провоспалительных цитокинов, и ингибированием JNK- и NF-κB-опосредован-

ного сигналлинга [41, 42]. Помимо этого, Hsp70 способен модулировать актив-

ность макрофагов, связываясь с Тoll-like рецепторами на их поверхности, и влиять

на синтез и секрецию провоспалительных цитокинов IL-1β, IL-6 и TNF-α [43, 44].

Противовоспалительный потенциал Hsp70 продемонстрирован и другими авторами

при системном введении Hsp70 в 6-гидроксидофаминовой модели БП у мышей [45].

Поскольку в основе патогенеза нейродегенерации при БП лежит накопление в

ДА-ергических нейронах кчЧС агрегированных и модифицированных форм α-си-

нуклеина, мы провели морфологическое и биохимическое исследование, приме-

нив антитела против общего водорастворимого и фосфорилированного по Ser129

α-синуклеина, чтобы выяснить эффективность Hsp70-индуцирующей терапии на

α-синуклеиновую патологию. С помощью конфокальной микроскопии установле-

но, что в контрольных условиях α-синуклеин распределен диффузно в цитоплазме

нейронов кчЧС и не обнаруживается в ядре (рис. 3A). В модели доклинической ста-

дии БП у пожилых крыс на результирующем изображении кчЧС прослеживается на-

копление α-синуклеина в виде крупных агрегатов белка в цитоплазме и в ядрах

ДА-ергических нейронов (рис. 3B). При этом, агрегаты α-синуклеина у пожилых

животных были более крупного размера по сравнению с агрегатами у крыс среднего

возраста в модели БП [46]. Эти факты могут свидетельствовать об усилении про-
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цесса агрегации белка α-синуклеина по мере старения вследствие ослабления ра-

боты протеасом в кчЧС. У пожилых пациентов с БП postmortem в нейронах кчЧС

также обнаружены крупные агрегаты α-синуклеина подобной морфологии, лока-

лизованные как в цитоплазме, так и в ядре ДА-ергических нейронов [47, 48]. При-

менение Hsp70-индуцирующей терапии с U133 привело к значительному сокраще-

нию количества крупных агрегатов α-синуклеина в ДА-ергических нейронах

кчЧС, судя по анализу изображения на конфокальных микрофотографиях (рис. 3C).
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Это может указывать на дезагрегационную активность Hsp70. Сходные результаты

при морфологическом анализе кчЧС были получены нами ранее при лечении крыс

среднего возраста с помощью U133 в модели клинической стадии БП [22]. Также

эти данные были подтверждены методом ловушки на фильтре (Filter Trap Assay), с

помощью которого показано, что терапия с U133 сопровождалась двукратным сни-

жением оптической плотности иммунореактивного вещества к α-синуклеину в не-

растворимом осадке проб кчЧС крыс в модели БП [22]. Следует отметить, что сниже-

ние агрегации α-синуклеина и связанной с ним токсичности продемонстрировал и

другой перспективный индуктор шаперонов, препарат FLZ, в модели α-синуклеи-

новой патологии у мышей [49].

Одной из основных патологических модификаций α-синуклеина является его

фосфорилирование по Ser129, которое может влиять на растворимость этого белка

и способствовать его патогенной агрегации [5, 50]. Поэтому важным представля-

лось исследовать влияние U133 на содержание фосфорилированного α-синуклеи-

на (Ser129) в кчЧС при моделировании БП у пожилых крыс. Проведенный морфо-

логический анализ показал, что в контрольных условиях α-синуклеин (Ser129) пред-

ставлен скудно в ДА-ергических нейронах кчЧС, в то время как в модели

доклинической стадии БП отмечается его накопление и агрегирование в телах ДА-ер-

гических нейронов кчЧС (рис. 3D, E). Судя по результирующему изображению, тера-

пия с U133 препятствовала избыточному образованию модифицированной фор-

мы α-синуклеина и ее агрегированию в модели БП у пожилых животных (рис. 3F).

Результаты морфологического анализа были подтверждены Вестерн-блоттин-

гом. Показано, что у крыс пожилого возраста в модели БП содержание общей во-

дорастворимой формы α-синуклеина возрастает в 1.4 раза (p < 0.01) в кчЧС по

сравнению с контролем, что является следствием ослабления работы протеасом.

Накопление α-синуклеина в телах ДА-ергических нейронов кчЧС сопряжено с

возрастанием в 2.9 раза (p < 0.01) уровня фосфорилированного α-синуклеина

(Ser129) по сравнению с контролем (рис. 4). Курсовое введение индуктора шаперо-

нов U133 модельным животным приводило к приросту уровня водорастворимого

α-синуклеина в кчЧС, что может указывать на уменьшение агрегированных водо-

нерастворимых форм α-синуклеина. При этом содержание фосфорилированного

α-синуклеина (Ser129) снижалось до контрольных значений в кчЧС (рис. 4). Мож-

но полагать, что повышение выживаемости ДА-ергических нейронов в кчЧС при

применении Hsp70-индуцирующей терапии связано со способностью шаперона

стабилизировать основное состояние молекулы α-синуклеина, что препятствует его

химической модификации, которая усиливает агрегационную способность α-си-

нуклеина и его токсичность. Экспериментально доказано, что накопление фосфо-

рилированного α-синуклеина (Ser129) токсично для клетки и сопряжено с усиле-

нием нейродегенеративного процесса в нигростриатной системе при моделировании у

крыс наследственной формы БП [51]. Уменьшению содержания растворимых

форм α-синуклеина может способствовать глубокий медленный сон, во время ко-

торого создаются условия для клиренса амилоидогенных белков посредством

глимфатической системы [52]. Установлено, что при проведении терапии с U133 в

модели доклинической стадии БП глубокий медленный сон значимо возрастает у

пожилых крыс [37]. Однако вследствие того, что созданная нами модель БП осно-

вана на ингибировании работы протеасом, повышенный уровень водораствори-

мой неагрегированной формы α-синуклеина в кчЧС сохраняется. Это указывает

на то, что для полноценной терапии α-синуклеиновой патологии при БП нужен

комплексный подход, нацеленный как на молекулярные механизмы, противодейству-

ющие образованию конформационно дефектных белков (активация шаперонной си-

стемы белков теплового шока), так и на механизмы их утилизации (использование

активаторов протеасом и шаперон-опосредованной аутофагии). В совокупности
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данные морфологического и биохимического анализа указывают на то, что Hsp70-ин-

дуцирующая терапия с помощью низкомолекулярного препарата U133 в пожилом

возрасте способствует уменьшению количества агрегатов α-синуклеина и препят-

ствует посттрансляционной модификации α-синуклеина в фосфорилированную

форму в нейронах кчЧС в модели доклинической стадии БП.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, проведенное исследование демонстрирует, что фармакологиче-

ская активация транскрипционного фактора HSF1 в стареющем мозге с помощью

трисацетилглюкозида эхинохрома U133 способна вызвать Hsp70-индуцирующий

ответ в кчЧС, являющейся наиболее значимой структурой головного мозга при

БП. Проведение Hsp70-индуцирующей терапии в модели доклинической стадии

Рис. 4. Содержание общего α-синуклеина (α-syn) и его фосфорилированной по Ser129 фракции (α-syn

(Ser129)) в компактной части черной субстанции у крыс в модели болезни Паркинсона при терапии с

U133. В верхней части рисунка представлены репрезентативные иммуноблоты компактной части чер-

ной субстанции. На графике по вертикали – оптическая плотность, у.е. Control – введение контрольно-

го раствора, LC – модель болезни Паркинсона, LC + U133 – терапия с U133 в модели болезни Паркин-

сона. Достоверность различий в опыте относительно: контроля * – p < 0.05, ** – p < 0.01; LC + U133 по

сравнению с действием LC # – p < 0.05.

Fig. 4. The content of total α-synuclein (α-syn) and its Ser129-phosphorylated fraction (α-syn (Ser129)) in the

substantia nigra pars compacta of rats in the Parkinson’s disease model after the therapy with U133. The upper

panel of the figure shows representative immunoblots of the substantia nigra pars compacta. Control – the ad-

ministration of a control solution, LC – the model of Parkinson’s disease, LC + U133 - therapy with U133 in the mod-

el of Parkinson’s disease. The significance of differences relative to: control * – p < 0.05, ** – p < 0.01; LC + U133

compared with the LC # – p < 0.05.
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БП у пожилых крыс приводит к уменьшению прогрессирования нейродегенерации

в нигростриатной системе, сопряженной с ослаблением признаков нейровоспале-

ния и α-синуклеиновой патологии. В совокупности полученные факты свидетель-

ствуют, что пролекарство – низкомолекулярный препарат U133 – обладает значи-

тельным терапевтическим потенциалом при Паркинсон-подобной патологии. Ре-

зультаты исследования имеют научно-практическую значимость для разработки

инновационной технологии превентивной фармакотерапии БП на основе отече-

ственного препарата U133 у людей как среднего, так и пожилого возраста.
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Efficiency of Preventive Therapy with Chaperon Inducer U133 in the Model
of Preclinical Stage of Parkinson’s Disease in Elderly Rats
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Parkinson’s disease (PD) is a chronic steadily progressing neurodegenerative disease

with a predominant lesion of nigrostriatal dopamine (DA-)ergic brain neurons. PD is an

incurable disorder, which mostly affects the elderly. Misfolding and hyperphosphoryla-

tion of the α-synuclein protein, as well as the development of chronic neuroinflamma-

tion, are the main links in the pathogenesis of neurodegeneration in PD. Pharmacother-

apy aimed at mobilizing the stress-inducible chaperone Hsp70, which plays a key role in

protein quality control and possess immunomodulating activity, seems to be promising

for the development of preventive therapy for PD. In the present study, we used a model

of the preclinical stage of PD in elderly rats created by intranasal administration of a pro-

teasome inhibitor lactacystin. A therapy based on the systemic administration of the

chaperone inducer Hsp70, a low molecular weight quinoid compound U133 (acetylated

2,3,7-tris-O-glucoside echinochrome), was applied in the model of PD. We showed that

the compound U133 causes a delayed increase in the Hsp70 content in the substantia

nigra pars compacta (SNpc) in elderly animals. Preventive Hsp70-inducing therapy with

U133 in the model of preclinical stage of PD in elderly rats weakened the process of neu-

rodegeneration in SNpc and counteracted the development of neuroinflammation. At the

same time, there was a decrease in the amount of aggregated α-synuclein and regression of

post-translationally modified α-synuclein, phosphorylated at Ser129. The data obtained

indicate that the prodrug, the small molecule, derivative of echinochrome U133 has signif-

icant therapeutic potential in the Parkinson-like pathology in elderly age. The results of the

study are of scientific and practical importance for the development of innovative technol-

ogy for preventive PD pharmacotherapy based on the domestic drug U133.

Keywords: Parkinson’s disease, neuroinflammation, α-synuclein aggregate, phosphory-

lated α-synuclein, quinoid compound U133, substantia nigra, elderly rat
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С использованием метода внеклеточной микроэлектродной регистрации (loose
patch метод) были исследованы левые желудочки изолированных сердец контроль-
ных крыс (n = 7) и крыс, инъецированных стрептозотоцином в дозе 30–45 мг/кг
массы тела (СТЗ крысы, n = 21).Через 4 нед. после инъекции стрептозотоцина
сахарный диабет развился у 3-х крыс (СТЗ-СД крысы; содержание случайной
глюкозы в крови больше 11 мМ). Оставшиеся 18 крыс сохранили нормоглике-
мичность (СТЗ-НГ; уровень случайной глюкозы в крови меньше 11 мМ). Было
показано, что в сердцах как контрольных, так и СТЗ крыс регистрируются два
типа внеклеточно регистрируемых потенциалов действия: сигналы, представ-
ленные одним или двумя негативными пиками (ПД1 и ПД2 соответственно).
Временные характеристики ПД1 были сходны во всех исследованных группах
животных. Однако время полуспада ПД2, регистрируемых от СТЗ-НГ и СТЗ-СД
крыс, статистически значимо превышали аналогичные значения ПД2 контроль-
ных животных. В 28% СТЗ-НГ и 67% СТЗ-СД сердец крыс дополнительно реги-
стрировались аномальные потенциалы действия 3-го типа (ПД3). Их характер-
ной особенностью была затянутая во времени и сложная негативная фаза, пред-
ставляющая собой агломерат из трех-четырех пиков, и присутствие выраженной
фазы следовой гиперполяризации. Появление ПД3 было связано с уменьшением
числа регистрируемых ПД2 (с 80–85% до 55–60%). Встречаемость ПД1 остава-
лась постоянной (15–20%), вне зависимости от присутствия или отсутствия ПД3.
Предположительно, наблюдаемые электрофизиологические изменения связаны
с ремоделированием Т-системы вентрикулярных кардиомиоцитов СТЗ животных.
Вне зависимости от справедливости данного предположения, представляется важ-
ным, что начало изменений в электрогенезе кардиомиоцитов фиксируется не толь-
ко у СТЗ-СД крыс, но и у СТЗ-НГ животных с нормальным или умеренно повы-
шенным уровнем глюкозы в крови, что соответствует стадии раннего предиабета.

Ключевые слова: сахарный диабет 1-го типа, предиабет, диабетическая кардио-
миопатия, кардиомиоцит, потенциал действия, Т-система

DOI: 10.31857/S0869813920100052

Сахарный диабет (СД) является самым распространенным метаболическим за-
болеванием в мире, а диабетическая кардиомиопатия – ведущей причиной сердеч-
ной недостаточности и высокой смертности среди пациентов с СД [1–3]. Риск сер-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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дечной недостаточности начинает нарастать с самых ранних стадий СД, что, осно-
вываясь на имеющихся данных литературы, может быть связано со структурно-
функциональными изменениями в Т-системе кардиомиоцитов. Т-система пред-
ставляет собой сеть поперечных инвагинаций поверхностной мембраны миоцита
внутрь клетки (t-трубочки), обеспечивающих синхронность и мощность мышеч-
ного сокращения. Так, существует множество подтверждений того, что структур-
ные (дилатация t-трубочек и закрытие их выходов на поверхность клетки) и функ-
циональные (изменение в активности специфических для t-трубочек ионных ка-
налов и транспортеров) нарушения в Т-системе представляют универсальную и
раннюю стадию патогенеза кардиомиопатий различной этиологии, в том числе и
диабетической [4–11]. По крайней мере по двум причинам вопрос о действитель-
ной роли перестроек в Т-системе кардиомиоцитов в развитии диабетической кар-
диомиопатии остается открытым. Во-первых, это связано со сложностями функ-
циональных исследований (изучение активности ионных каналов и транспортеров
мембраны t-трубочек) в этом компартменте кардиомиоцита. Рутинно используе-
мые электрофизиологические регистрации с помощью крупных внеклеточных
электродов и внутриклеточные регистрации характеризуют интегральную электри-
ческую активность агломератов клеток или всей цитоплазматической мембраны
клетки соответственно без возможности дискриминации электрогенных механиз-
мов, локализованных в поверхностной мембране и в мембране Т-системы кардио-
миоцита. Кроме того, эксперименты с внутриклеточной регистрацией токов или
потенциалов обычно проводятся на изолированных из нормального окружения
клетках сердца, что еще более ограничивает интерпретацию результатов этих ис-
следований. Оптико-флуоресцентные исследования с использованием потенциал-
чувствительных мембранных красителей также требуют изоляции клеток и трудо-
емки [12]. Во-вторых, хотя клинические данные строго указывают на то, что пато-
генез диабетической кардиомиопатии начинается на доклинических стадиях СД
(предиабет) [11, 13], кардиология этих стадий практически не изучена на соответ-
ствующих животных моделях.

С учетом вышесказанного, основная фундаментальная задача предлагаемого ис-
следования состояла в получении данных о функциональных изменениях в t-тру-
бочках кардиомиоцитов в составе изолированного сердца крысы на ранних (1 мес.)
сроках стрептозотоцинового диабета и предиабета (последний был определен как
состояние нормогликемии или умеренной гликемии, уровень случайной глюкозы
на момент начала экспериментов не достигающий 11 мM). Для дискриминацион-
ного анализа электрогенеза поверхностной мембраны и мембраны t-трубочек кар-
диомиоцитов использовался апробированный нами ранее метод внеклеточной ре-
гистрации потенциалов действия (ПД) с использованием стеклянных электродов с
тонким кончиком (loose patch метод). Ранее в данной методике с использованием
фармакологических и оптико-флуоресцентных методов, а также компьютерно-
графического моделирования было выявлено 2 типа внеклеточно регистрируемых
ПД в желудочках крысы. ПД 1-го типа (быстрые однопиковые ответы) регистриро-
вались в участках мембраны кардиомиоцитов, не содержащих выходов устьев t-тру-
бочек и формировались, в основном, за счет натриевых токов. ПД 2-го типа пред-
ставляли собой ответы с двумя выраженными пикам, формируемыми как натрие-
выми токами наружной мембраны, так и кальциевыми токами мембраны
тубулярного компартмента [12, 14]. В соответствии с этим выбранный метод позво-
ляет достаточно просто охарактеризовать и выполнить первичный анализ измене-
ний в электрогенезе t-трубочек по форме ПД2.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Всего было исследовано 28 крыс (самцы линии Вистар, масса 230–430 г, возраст
3–6 мес.). Из них 21-й особи случайно выбранных крыс был инъецирован панкреа-
тический токсин – стрептозотоцин (СТЗ, СТЗ группа), растворенный в цитратном
буфере (рН 6.0, интраперитонеально в дозе 30–45 мг/кг массы тела), а оставшиеся
7 животных получили инъекцию эквивалентного объема буфера (контроль). Диа-
бетический статус животных определялся на основании измерений в крови уровня
случайной глюкозы (СГ), определяемого независимо от времени предыдущего
приема пищи в последний, 28-й день эксперимента. Уровень глюкозы измеряли с
помощью тест-полосок One Touch Ultra (США) и глюкометра фирмы Life Scan
Johnson & Johnson (Дания).

Электрофизиологические эксперименты проводили на левых желудочках (ЛЖ)
изолированных сердец крыс в условиях сохраненного синусового ритма, при по-
стоянной перфузии аэрируемым физиологическим раствором по методу Ланген-
дорфа. Животных анестезировали с помощью раствора хлоралгидрата (400 мг/кг),
после чего сердце извлекали и помещали на установку для ретроградной перфузии,
совмещенную с системой микроэлектродной регистрации [12]. Перфузионный рас-
твор представлял собой аэрированный раствор Тироде следующего состава (в мM):
140 NaCl, 4.5 KCl, 1 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES, 10 глюкоза, pH 7.2–7.4. Устранение
сократительных ответов сердца обеспечивалось добавлением в перфузирующий
раствор блокатора миозиновой АТФ-азы 2,3-бутандион моноксима в концентра-
ции 20 мМ. В течение эксперимента температуру перфузирующего раствора под-
держивали на постоянном уровне (36–37°С) с помощью автоматического контрол-
лера ТС-324 (Warner Instruments, США). Удаление из экспериментальной камеры
избыточного раствора осуществляли через силиконовую трубочку диаметром 1 мм,
подключенную к аспиратору.

Для изготовления микроэлектродов с наружным диаметром кончика ∼5.0 мкм
использовали боросиликатные стеклянные капилляры BF150-86-10 и программи-
руемый пуллер (модель P-1000, Sutter Instruments, США). Сопротивление кончика
микроэлектрода, заполненного раствором Тироде, составляло около 2 МОм. Мик-
роэлектрод, подключенный к входу усилителя AM-1500 (National Instruments,
США), подводили к поверхности сердца при помощи микроманипулятора Sen-
sapex (Финляндия). Запись данных, хранение и обработку производили при помо-
щи аналого-цифрового преобразователя NIUSB-6211 (National Instruments, США)
и программного пакета Clampfit и Origin-7.5. При образовании устойчивого кон-
такта кончика микроэлектрода с поверхностью желудочка сердца регистрировали
авторитмические систолические внеклеточные ПД с частотой в диапазоне 0.3–1 Гц.
Длительность непрерывной регистрации ответов от конкретного сайта по времени
могла составлять более часа. После регистрации 10–20-ти последовательных вне-
клеточных ПД кардиомиоцитов от данного сайта кончик микропипетки переме-
щали с шагом 50–100 мкм в соседний сайт данного локуса поверхности желудочка.
Размер каждого локуса составлял ≈500 × 500 мкм. В среднем в каждом эксперимен-
те выполнялось картирование 5–10 локусов с аналогичным числом регистрируе-
мых сайтов в пределах исследуемого локуса. Длительность восходящей фазы (Тв)
сигналов измерялась от базовой линии до вершины их первого негативного (и в
случае простых сигналов единственного) пика. Параметры реполяризации слож-
ных сигналов (Т50 и Т90), содержащих два или более негативных пиков, всегда бы-
ли измерены в отношении последнего из этих пиков. Соответственно на всех ри-
сунках представлены ПД, нормализованные к амплитуде их негативного пика или
последнего из негативных пиков. Схема измерения и типичные примеры записей
нормализованных внеклеточных ПД, полученных от различных сайтов в одном из
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локусов левого желудочка контрольного сердца, представлены на риc. 1. Получен-
ные данные проверяли на нормальность распределения (критерий Шапиро–Уил-
ка). Последующий статистический анализ проводили в соответствии с результата-
ми этой проверки, используя параметрические или непараметрические тесты. Ста-
тистически значимыми считали различия данных при уровне значимости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

До начала эксперимента для всех 28 исследованных животных средняя величина
содержания случайной глюкозы (СГ0) в крови составляла 5.4 ± 0.1 мM. СГ28, глю-
коза, измеренная на последний, 28-й день эксперимента в контрольной группе жи-
вотных не отличалась от СГ0, составляя в среднем 5.4 ± 0.2 мМ (n = 7). Используя
11.1 мМ СГ как нижний предел для определения СД, только 3 из 21 СТЗ крыс (14%)
развили СД и были отнесены к группе СТЗ-СД крыс. Остальные СТЗ крысы со-
ставляли группу, в которой СГ28 колебалась в пределах значений, характерных для нор-
могликемии и умеренной гипергликемии (5.6–7.1 мМ, нижний и верхний 95%-ный до-
верительный интервалы). Эти животные были отнесены к группе СТЗ-нормогли-
кемичных крыс (СТЗ-НГ). Средние значения СГ28 СТЗ-СД и СТЗ-НГ крыс
составляли 22 ± 4 (n = 3) и 6.4 ± 0.4 мM (n = 18) соответственно. Только СТЗ-СД
группа достоверно отличалась от контроля по этому параметру (однофакторный
дисперсионный анализ с последующим тестом Тьюки для множественных сравне-
ний; величины СГ28 были нормально распределены в контрольной и СТЗ-НГ
группах, и их нормальное распределение было предположено для маленькой по
объему СТЗ-СД выборки).

В электрофизиологических экспериментах внеклеточные ПД, регистрируемые
от вентрикулярных кардиомиоцитов сердца контрольных крыс, представляли со-
бой сигналы двух типов. Первый тип сигналов (ПД1 сигнал, характеризующийся
наличием одного быстрого негативного пика), встречался относительно редко
(рис. 1В, а, левый трек, 15% регистраций). Значительно чаще регистрировались ПД
2-го типа (ПД2, 85% регистраций), которые характеризовались наличием двух вы-
раженных негативных пиков: первого – быстрого, и второго – сильно варьирую-
щего от сайта к сайту как по амплитуде, так и по длительности пика (рис. 1A, b, c).

Как и в контрольных экспериментах, в большинстве экспериментов на сердцах
СТЗ животных, выполненных через 1 мес. после инъекции СТЗ (25 крыс), един-
ственными регистрируемыми сигналами были ПД1 и ПД2. Временные характери-
стики ПД1 (время развития до пика или длительность восходящей фазы, Тв), вре-
мя реполяризации до 50 (Т50) и 90 (Т90) % от пика к базовой линии и процент
встречаемости этих сигналов не различались между контрольными, СТЗ-НГ, и
СТЗ-СД животными. Процентное соотношение регистрируемых ПД1 и ПД2 также
было сходно между этими группами животных. Интересно, что длительность репо-
ляризации ПД2 у СТЗ-НГ (Т50) и СТЗ-СД (Т50 и Т90) были достоверно больше, чем
соответствующие характеристики ПД2 контрольных крыс (табл. 1).

В ярко выраженном различии с контрольными крысами у части СТЗ-НГ и еще
чаще у СТЗ-СД крыс, наряду с описанными выше ПД1 и ПД2 (рис. 2A, B) реги-
стрировались также аномальные внеклеточные ПД, характерной особенностью ко-
торых была затянутая во времени и сложная негативная фаза, представляющая со-
бой агломерат из трех–четырех пиков – ПД 3-го типа (ПД3, рис. 2C).

Такие аномальные ПД3 были зарегистрированы у 5-ти из 18-ти исследованных
СТЗ-НГ крыс и у двух из трех исследованных сердец СТЗ-СД животных (28 и 67%
соответственно), но ни в одном из сердец контрольных крыс (табл. 2).
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Кроме того, сравнение значений, приведенных в табл. 1 и 2, показывает, что по-
явление ПД3 в регистрациях в сердцах СТЗ-НГ и СТЗ-СД происходит в основном
за счет сокращения доли регистрируемых в этих сердцах ПД2 (с 80–84% до 54–
58%), тогда как фракция ПД1 остается практически неизменной (15-20%). Обра-
щает также на себя внимание и то, что Т50 ПД2 и ПД3 во всех рассмотренных груп-
пах СТЗ-НГ и СТЗ-СД всегда достоверно превышает Т50 ПД2 контрольных живот-
ных (9.4 ± 0.4) в 1.5–2 раза, а Т90 в большинстве групп животных либо превышает,
либо достоверно не отличается от соответствующего параметра в контроле. Однако
это не так в случае с Т90 ПД3 СТЗ-НГ и СТЗ-СД крыс. По сравнению с Т90 у ПД2
контрольных крыс Т90 ПД3 СТЗ-НГ и СТЗ-СД крыс короче примерно на 30 и 50%
соответственно (в последнем случае различия статистически достоверны).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Патогенез диабетической кардиомиопатии остается малоизучен. Развившие
хроническую гипергликемию после инъекции панкреатического токсина СТЗ гры-
зуны представляют собой классическую модель СД первого типа (инсулин-зависи-
мого СД), позволяя изучать многие осложнения диабета этого типа [15]. В том чис-
ле эти животные развивают и многие признаки диабетической кардиомиопатии,
включая нарушения в электрической активности кардиомиоцитов [16]. В этом от-
ношении абсолютно новым результатом нашей работы представляется документа-
ция изменений в электрогенезе кардиомиоцитов не только у СТЗ-СД крыс, но и у

Рис. 1. Иллюстрация измерения временных параметров внеклеточных ПД (A) и примеры вариации
формы ПД (B, a–c), зарегистрированных в разных сайтах одного локуса левого желудочка одного серд-
ца контрольной крысы.
Схема измерения временных параметров ПД (А) дана на примере сигнала с двумя негативными пиками
(метки 1 и 2). Длительность восходящей фазы сигнала измерена от начала первого негативного пика
сигнала (точка пересечения сигнала с базовой линией – горизонтальная штриховая линия) до вершины
этого пика (Traise). Полуспад (Т50) и спад сигнала до 10% (Т90) от исходной величины рассчитаны по
отношению к пиковой величине второго (последнего для данного ПД) негативного пика сигнала.
Fig. 1. Measurement of temporal characteristics of extracellular AP (A) and examples of variability of AP wave-
forms (B, a–c) recorded from different sites within a given locus of the left ventricle of given control rat heart.
Schematic representation of measurement of temporal characteristics of AP (A) is given using AP waveform hav-
ing two distinct negative peaks (labels 1 and 2). Duration of the signal raising time (Traise) is determined as the
time from the onset (intersection with the baseline- horizontal dashed line) to the top of the signal waveform’s
first negative peak. Times to the 50% (T50) and 90% (T90) decay are measured with respect to the second (and
last for the given AP) negative peak of the signal waveform.
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СТЗ животных с нормальным или умеренно повышенным уровнем глюкозы в кро-
ви – состояние, которое соответствует стадии предиабета [15].

Внеклеточные ПД кардиомиоцитов регистрировали в этой работе с использова-
нием стеклянных электродов с тонким (5 мкм) кончиком. В соответствии с наши-
ми предыдущими исследованиями с использованием этого метода [12], в сердцах
контрольных животных регистрировались сигналы двух, различных по количеству
негативных пиков, типов ПД: ПД1 и ПД2. Все имеющиеся данные, касающиеся
техники внеклеточной регистрации, структурной организации Т-системы кардио-
миоцитов желудочков сердца и распределения различных ионных каналов и элек-
трогенных транспортеров в поверхностной мембране и в мембране Т-системы кар-
диомиоцита (см. детали в [12]), свидетельствуют в пользу того, что тип внеклеточно
регистрируемых ПД (в наших условиях) определяется, в основном, позицией кон-
чика регистрирующего электрода на поверхности кардиомиоцита по отношению к
позиции выходов (устьев) t-трубочек. А именно, ПД1 регистрируются в тех случа-
ях, когда электрод был помещен в локус клетки, не содержащий устьев t-трубочек,
и, соответственно, его основной негативный пик формируется токами, генерируе-
мыми электрогенными механизмами поверхностной мембраны клетки: в основ-

Таблица 1. Параметры ПД1 и ПД2, регистрируемых в экспериментах, где наблюдались толь-
ко эти два типа сигналов
Table 1. Parameters of AP1 and AP2 recorded in experiments in which no other types of signals were
observed

* – достоверность отличия средних значений по выборке от контроля (дисперсионный анализ Крускала
и Уоллиса с последующим тестом Данна для множественных сравнений);
$ – параметры реполяризации сложных сигналов (Т50 и Т90), содержащих два или более негативных пи-
ков всегда измерены в отношении последнего из этих пиков.
* – indicate statistically significant difference of the group mean value from control (Kruskal–Wallis one-way
ANOVA followed by the Dunn’s multiple comparisons test);
$ – characteristics of repolarization (Т50 и Т90) of signals having two or more negative peaks are measured with
respect of the last of these peaks.

Отношение числа животных, где един-
ственными регистрируемыми сигналами 
были ПД1 и ПД2, к общему количеству 

животных в исследуемой группе
Number of experiments in which AP1 and 
AP2 were the only recorded signals/total 

number of animals studied within given group

ПД1 % к общему числу
регистраций и временные

параметры, мс
AP1 % of total numbe

of recordings and temporal
signal characteristics, ms

ПД2$ % к общему числу
регистраций и временные

параметры, мс
AP2 % of total number

of recordings and temporal
signal characteristics, ms

Контроль 16% 84%
7/7 крыс,
340 регистраций ПД
Control
7/7 rats
340 AP recordings

Тв 2.4 ± 0.3
Т50 3.9 ± 0.2
Т90 7.7 ± 0.2

Тв 4.1 ± 0.2
Т50 9.4 ± 0.4
Т90 31.6 ± 1.3

СТЗ-НГ 18% 82%
13/18 крыс,
261 регистраций ПД
STZ-NG
13/18 rats
261 AP recordings

Тв 2.9 ± 0.3
Т50 3.8 ± 0.2
Т90 7.0 ± 0.2

Тв 4.6 ± 0.3
Т50 12.1 ± 0.7*
Т90 34.1 ± 1.8

СТЗ-СД 20% 80%

1/3 крыса
53 регистрации ПД
STZ-DM
1/3 rats
53 AP recordings

Тв 2.9 ± 0.7
Т50 4.0 ± 0.5
Т90 6.7± 0.5

Тв 5.4 ±0.8
Т50 18.5 ± 2.2*
Т90 48.9 ± 6,2*
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ном, натриевым и калиевым токами через соответствующие потенциал-чувстви-
тельные каналы. В том же случае, если кончик регистрирующей пипетки перекрыл
территорию поверхности миоцита, содержащую одно или более устьев t-трубочек,
регистрируется более сложный ПД2 сигнал, в котором присутствие второго нега-
тивного пика отражает активность электрогенных механизмов, локализованных в
мембране Т-системы кардиомиоцита. Это в первую очередь Са2+-каналы L-типа,
Na+–Са2+-обменник и некоторые подтипы К+-каналов [17, 18]. В связи с этой ин-
терпретацией интересно, что, согласно полученным результатам, именно временные
характеристики ПД2, но не ПД1, оказываются измененными в кардиомиоцитах сер-
дец СТ3-СД и СТЗ-НГ крыс. Так, сбалансированная активность электрогенных
механизмов именно Т-системы представляется более чувствительной к диабетиче-
скому и/или предиабетическому состоянию крысы, чем поверхностной мембраны
кардиомиоцитов. Работа каких конкретно ионных механизмов претерпевает изме-
нения, приводя к продлению спада ПД2, остается еще выяснить. Однако подоб-
ный феномен наблюдался и в исследованиях с внутриклеточной регистрацией ПД
кардиомиоцитов, изолированных из сердец крыс с 1–4-х недельным СТЗ-СД.
В этих исследованиях затягивание спада внутриклеточно регистрируемых ПД было
отнесено к инсулиновой недостаточности и связанным с ней подавлении выходя-
щих калиевых токов задержанного выпрямления: Ito (transient outward), Iss (steady-
state) и IK (fast and slow delayed rectifiers) [19–22]. Все эти токи принимают участие в
регуляции длительности плато ПД и реполяризации кардиомиоцита. Интересно
также, что существуют свидетельства преимущественной локализации каналов, ответ-
ственных за эти токи в Т-системе кардиомиоцита [17, 18]. Этот механизм хорошо под-
ходит и для объяснения наших данных – затягивание спада ПД2 при отсутствии
изменения во временных параметрах ПД1, зависимость которых от электрогенеза
Т-системы должна быть минимальна. Важной находкой нашего исследования яв-
ляется регистрация в сердцах СТЗ-НГ и еще чаще в сердцах СТЗ-СД крыс ано-
мальных внеклеточных ПД, которые никогда не встречаются в исследованиях кон-
трольных сердец (ПД-3-го типа, рис. 2). Характерной особенностью ПД3 является
сложная негативная фаза, представляющая собой агломерат из по крайней мере

Рис. 2. Примеры индивидуальных записей ПД 1-го (A), 2-го (B) и 3-го (C) типов, полученных от различ-
ных сайтов в пределах одного локуса на поверхности левого желудочка СТЗ-НГ крысы.
Fig. 2. Examples of individual recordings of type 1 (A), 2 (B) and 3 (C) AP waveforms obtained in different sites
within a single locus on the surface of left ventricle of STZ-NG rat.
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трех выраженных пиков, и постоянное присутствие отчетливой позитивной фазы
пост-гиперполяризации, ведущей, в частности, к укорочению Т90 ПД3 сигналов.
Появление ПД3 в регистрациях в сердцах СТЗ-НГ и СТЗ-СД крыс сопровождается
сокращением доли регистрируемых в этих сердцах ПД 2-го типа (с 80–86 до 25–
27%), тогда как фракция ПД1 остается практически неизменной (14–21%). Это
означает, что число выходов устьев t-трубочек на поверхность кардиомиоцита на
данном этапе развития диабета (1 мес.) не меняется. Однако дезорганизация тубу-
лярной системы может начинаться с нижележащих отделов t-трубочек и отражается в
появлении характерных аномальных ПД 3-го типа, не встречающихся в контроле.
При этом значительная часть подобных изменений наблюдается и у нормоглике-
мических крыс (СТЗ-НГ группа), когда СД не развился до клинических значений.
Такую группу можно охарактеризовать как предиабетическую. Как альтернатив-
ный вариант, приведенные факты могут указывать и на то, что функциональные
изменения тубулярной мембраны могут опережать структурные. Исходя из этого,
есть основания полагать, что ПД 3-го типа представляют собой трансформацию
ПД 2-го типа и, соответственно, результат дальнейшего ремоделирования Т-систе-
мы кардиомиоцитов. Появление дополнительного негативного пика при предпо-
лагаемой трансформации ПД2 в ПД3 очень напоминает феномен так называемой
ранней пост-деполяризации (early afterdepolarization, EAD) или вторичной деполя-
ризации, непосредственно предшествующей окончательной реполяризации клет-
ки при ряде сердечных патологий. По мнению многих авторов, этот клеточный фе-
номен является результатом реактивации Са2+-каналов кардиомиоцитов и пред-

Таблица 2. Параметры ПД, регистрируемых в экспериментах, в которых в дополнение к ПД1
и ПД2 встречался также и ПД3-тип сигналов
Table 2. Parameters of APs, recorded in experiments, in addition to AP1 and AP2, type 3 waveform-
signals (AP3) could be recorded

* – достоверность отличия средних значений по выборке от контроля (см. табл. 1). Параметры ПД3 срав-
нены с соответствующими параметрами ПД2 контрольных крыс (дисперсионный анализ Крускала и
Уоллиса с последующим тестом Данна для множественных сравнений);
$ – параметры реполяризации сложных сигналов (Т50 и Т90), содержащих два или более негативных пи-
ков, всегда измерены в отношении последнего из этих пиков.
* – indicate statistically significant difference between given group and control AP2 group mean values (see Ta-
ble1; Kruskal–Wallis one-way ANOVA followed by the Dunn’s multiple comparisons test);
$ – characteristics of repolarization (Т50 и Т90) of signals having two or more negative peaks are measured with
respect of the last of these peaks.

Эксперименты с реги-
страцией ПД1, ПД2 и 

ПД3 типа сигналов
Experiments in which

all three types of APs were 
recorded/total number
of animals per group

ПД1 % к общему числу 
регистраций и времен-

ные параметры, мс
AP1 % of total number

of recordings and temporal 
signal characteristics, ms

ПД2$ % к общему числу 
регистраций и времен-

ные параметры, мс
AP2 % of total number

of recording and temporal 
signal characteristics, ms

ПД3$ % к общему числу 
регистраци и временные 

параметры, мс
AP3 % of total number

of recordings and temporal 
signal characteristics, ms

СТЗ-НГ 21% 54% 25%
5/18 крыс
134 регистрации ПД
STZ-NG
5/18 rats
134 AP recordings

Тв 2.7 ± 0.4
Т50 3.2 ± 0.4
Т90 7.9 ± 0.3

Тв 3.9 ± 0.4
Т50 15.1 ±1.0*
Т90 32.2 ± 1.9

Тв 2.2 ± 0.2*
Т50 15.1 ±1.3*
Т90 22.5 ± 1.3

СТЗ-СД 15% 58% 27%
2/3 крыс
141 регистрация ПД
STZ-DM
2/3 rats
141 AP recordings

Тв 2.8 ± 0.6
Т50 3.9 ± 0.4
Т90 6.8± 0.5

Тв 4.3 ± 0.4
Т50 16.8 ± 1.3*
Т90 37.1 ± 3.5

Тв 2.9 ± 0.3
Т50 10.1 ± 0.8
Т90 15.7 +1.2*
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вестником развития желудочковой тахикардии. Подавление выходящего К+-тока с
последующим замедлением реполяризации клетки вполне может создать все необ-
ходимые условия для возникновения таких регенеративных волн Са2+-тока [23, 24].

Другой феномен, электрогенез которого требует отдельного анализа – это сле-
довая гиперполяризация, которая выражена в части ПД2 нормальных кардиомио-
цитов (рис. 1B, C) и универсально присутствует во всех ПД2 и ПД3 в СТЗ группах
(рис. 2). Эту фазу обычно связывают с активацией К+-каналов и, хотя и в меньшей
мере, с активацией других механизмов следовой гиперполяризации, таких как ак-
тивность хлорных каналов, электрогенный транспорт ионов Na, K-АТФазой или
натрий-кальциевым обменником (в реверсированной модальности) [23]. Что каса-
ется роли калиевых каналов, здесь надо учесть два момента. Первое, как обсужда-
лось выше, по крайней мере три типа калиевой проводимости подавлены в сердцах
грызунов с экспериментальным диабетом: Ito, Iss и IK (fast and slow delayed rectifi-
ers) [19–22]. Второе, в нормальных условиях мембранный потенциал покоя и по-
тенциал реверсии для К+ кардиомиоцитов очень близки друг к другу и, по крайней
мере в отношении к кардиомиоцитам сердца крысы, кратковременный (1–4 нед.)
СД не изменяет этого баланса [19, 25]. Таким образом, какое-либо существенное
участие активации К+-проводимости в формировании следовой гиперполяриза-
ции представляется маловероятным. Одновременно с этим показано, что у диабе-
тических крыс дополнительно экспрессируются медленные Са2+-активируемые
К+-каналы с малой проводимостью (SK) [26]. SK экспрессируются в сердце в виде
3-х изоформ – SK1, SK2, SK3 [27]. Ток через эти каналы (IKCa) не зависит от на-
пряжения, активируется внутриклеточным Ca2+ (0.6–0.7 мM) [28] и избирательно
блокируется апамином – белком, входящим в состав пчелиного яда [29]. Значение
и роль SK в реполяризации остаются недостаточно изученными, а имеющиеся дан-
ные – противоречивыми. Например, IKCa в вентрикулярных миоцитах укорачивает
реполяризацию и способствует периинфарктной аритмии у крыс [30]. И наоборот,
блокада IKCa способствует желудочковой аритмии с сердечной недостаточностью
как у человека, так и у ряда животных моделей [31], включая кролика [32]. Из остав-
шихся возможностей гиперактивация АТФ-зависимого К+ канала, связанная с ис-
тощением клеточных запасов АТФ, также представляется как заслуживающая вни-
мательного рассмотрения.

Следует отметить, однако, что приведенные выше данные были получены в экс-
периментах на изолированных кардиомиоцитах, что ставит вопрос о селективном
отборе во время процедуры изоляции наиболее “здоровых”, включая способность
к поддержанию нормальных ионных градиентов, клеток. Действительно, СТЗ-диа-
бет ведет к практически двукратному снижению выживаемости вентрикулярных
миоцитов крысы при их энзиматической изоляции [33]. Вне сомнения, с этой точ-
ки зрения эксперименты на препарате интактного сердца более представительны,
чем эксперименты, использующие культуру клеток.

В заключение, полученные результаты демонстрируют, что краткосрочный СД
1-го типа приводит к увеличению длительности внеклеточных ПД2 и появлению
аномальных ПД3, регистрируемых от эпикардиальных миоцитов сердца крыс. Бо-
лее того, подобные электрофизиологические отклонения обнаруживаются уже в
исследованиях сердец СТЗ животных с нормальным или умеренно повышенным
уровнем глюкозы в крови. Последнее предполагает, что патогенез сердечных
осложнений СД может начинаться во время предиабета, и хроническая гипергли-
кемия не является единственным этиологическим фактором этих осложнений.
Роль преходящей гипергликемии и/или умеренной инсулиновой недостаточности
требует дальнейшего исследования.
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Functional Changes in the T-System of Cardiomyocytes of the Isolated Rat Heart
during Development of Streptozotocin-Induced Diabetes

I. V. Kubasova, *, O. V. Chistyakovaa, I. B. Sukhova, A. A. Panova, and M. G. Dobretsova
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Left ventricles (LV) of isolated hearts of the control rats (n = 7) and rats injected with
streptozotocin (STZ; n = 21) were studied on the four-week post-injection term using
5-μm tip (O.D.) glass extracellular microelectrodes. STZ-rats that maintained hypergly-
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cemia by the time of the study (random glucose > 11 mM; n = 3) were designated as dia-
betic animals (diabetes mellitus group; STZ-DM). Remaining STZ-rats (n = 18) were
designated as normoglycemic rats (STZ-NG group). In control and in STZ-rat hearts
two main types of sinus rhythm action potentials (AP) of epicardial ventricular myocytes
could be recorded: signals characterized by a single (AP1) or double negative peaks
(AP2). Respective time parameters of AP1 (rise time, and 50 and 90% decay times (T50
and T90) not differed between studied groups of rats. However, T50 of AP2 of LV myo-
cytes of STZ-NG and STZ-DM rats were statistically significantly longer than T50 of
AP2 recorded in control rat hearts. Furthermore, in 28% of STZ-NG and in 67% of
STZ-DM rat hearts additional type of AP (AP3) featuring a complex, multi-peak nega-
tive phase and prominent positive phase of after-hyperpolarization were recorded.
Appearance of AP3 was associated with a proportional decrease in the relative frequency
of AP2 recordings (from 80–85% to 55–60% of all recordings). Frequency of AP1 re-
cordings remained stable, 15–20% in all experiments in all groups of rats. Tentatively, ob-
served in this study modulation in electrical activity of ventricular myocytes of STZ-rat
hearts results from structure-functional changes in organization of the T-system of these
myocytes. Regardless of validity of this suggestion, it is important that changes in elec-
trogenesis of cardiomyocytes develop fast (1 month) not only in STZ-DM rats, but also
in hearts of STZ-rats with normal or moderately increased blood glucose levels, which
may be considered as the state equivalent to the state of early prediabetes.

Keywords: type I diabetes mellitus, prediabetes, diabetic cardiomyopathy, cardiomyo-
cytes, action potentials, T-system
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Пренатальная гипоксия нарушает формирование головного мозга, что приводит
к развитию когнитивного дефицита в постнатальный период. Вероятные причи-
ны такого дефицита могут быть связаны с нарушением функционирования дор-
сального гиппокампа и областей новой коры, участвующих в его афферентации,
в частности, энторинальной коры, проекционные нейроны которой иннервиру-
ют поле СА1. В задачи настоящего исследования входила оценка влияния прена-
тальной гипоксии на формирование нервной ткани энторинальной коры в ран-
нем онтогенезе крыс, перенесших пренательную гипоксию на 14-й или 18-й дни
эмбриогенеза. Путем прижизненного мечения 3'-этинил-5-дезоксиуридином
нейробластов, образующихся у эмбрионов в момент действия гипоксии, было пока-
зано, что гипоксия нарушала образование и миграцию нейробластов в нижние (при
гипоксии на 14-й день беременности) или верхние (при гипоксии на 18-й день) слои
энторинальной коры в зависимости от срока гипоксического воздействия. Гипо-
ксия на Е14, но не на Е18, приводила к снижению количества нейронов в энто-
ринальной коре у крысят в первый месяц постнатального онтогенеза. Такое сни-
жение свидетельствует об их гибели. Нарушение процесса нейрогенеза затраги-
вало образование проекционных пирамидных нейронов, но не влияло на
популяцию тормозных интернейронов. Электронная микроскопия выявила па-
тологические изменения нейронов энторинальной коры крысят на 20-е сутки
после рождения (лизис органелл в цитоплазме либо гиперхроматоз). При гипо-
ксии на 18-й день беременности изменений клеточного состава и гибели пира-
мидных нейронов в постнатальном онтогенезе у потомства не происходило. По-
видимому, пренатальная гипоксия на Е14 приводит к нарушению радиальной
миграции нейробластов в энторинальной коре, усилению элиминации проекци-
онных нейронов в раннем постнатальном онтогенезе. Гибель проекционных
нейронов энторинальной коры может приводить к нарушению афферентации
нейронов гиппокампа. Избирательное действие пренатальной гипоксии на по-
пуляцию возбуждающих нейронов энторинальной коры мозга крыс может при-
водить к нарушению баланса процессов возбуждения и торможения в ходе даль-
нейшего развития.

Ключевые слова: энторинальная кора, пренатальная гипоксия, эмбриогенез, кры-
са, нейрогенез, миграция нейробластов
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Пренатальная гипоксия является наиболее частой причиной нарушения разви-
тия нервной системы у млекопитающих, при этом молекулярно-клеточные механиз-
мы данного воздействия не до конца ясны. Уязвимость различных отделов мозга в
эмбриогенезе обусловлена различиями во времени образования клеточных попу-
ляций [1]. Так, на Е14 у крыс происходит закладка предшественников проекцион-
ных нейронов в различных областях коры мозга, в то время как в более поздний пе-
риод (Е18) в этих отделах формируются преимущественно будущие интернейро-
ны [2]. Закладка гиппокампа начинается позднее, чем закладка нижних слоев
новой коры, начиная с Е16, а генерация нейронов гиппокампа продолжается в
раннем постнатальном онтогенезе [3–5]. Однако нами ранее было показано, что
при гипоксии на Е14 происходит изменение клеточного состава и гибель опреде-
ленных популяций нейронов как в теменной коре [6, 7], которая закладывается в
этот период эмбриогенеза, так и в гиппокампе [8], который формируется значи-
тельно позднее. Также имеются данные о деградации грибовидных дендритных
шипиков на апикальных дендритах нейронов пирамидного слоя и нарушении дол-
говременной потенциации в гиппокампе крысят при гипоксии на Е14 [9], что не-
сколько неожиданно, учитывая время закладки данного отдела мозга. Аналогич-
ные изменения аксо-шипиковых контактов описаны другими авторами при нару-
шении афферентации гиппокампа со стороны коры больших полушарий [10]. Это
позволяет предположить возможность нарушения кортико-гиппокампального вза-
имодействия при пренатальной гипоксии, однако данное предположение требует
экспериментального подтверждения. Известно, что энторинальная область коры
участвует в афферентации поля СА1 гиппокампа [11], где последствия пренаталь-
ной гипоксии наиболее выражены [8]. Поэтому одной из вероятных причин нару-
шений структуры и функций гиппокампа при гипоксии на Е14 могут являться па-
тологические изменения в энторинальной коре. Нами ранее были получены дан-
ные, свидетельствующие о нарушении миграции нейробластов в теменной области
коры мозга крысят из потомства самок, перенесших гипоксию на 14-й день бере-
менности [7], чем объясняется нарушение ее дальнейшего формирования. Прини-
мая во внимание данные о том, что закладка кортикальных клеточных слоев в раз-
личных областях коры головного мозга грызунов происходит относительно син-
хронно [11], аналогичные нарушения можно ожидать в других областях коры, в
частности, энторинальной. При этом, в литературе отсутствуют данные о патоло-
гических изменениях этой области коры мозга у животных, перенесших гипоксию
в период эмбриогенеза, что определило задачу настоящего исследования.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Все опыты проводились в соответствии с протоколом обращения с лаборатор-
ными животными ИЭФБ РАН, основанного на директиве Европейского Сообще-
ства по гуманному обращению с экспериментальными животными (European
Communities Council Directive #86/609 for the Care of Laboratory Animals). Самок
крыс линии Вистар подвергали действию нормобарической гипоксии на 14-й день
беременности (7% О2, 3 ч). Контрольных животных содержали при нормальной
концентрации кислорода. Структуру ткани энторинальной коры анализировали у
крысят из потомства контрольных и экспериментальных самок. Были исследованы
4 группы крысят: 1-я группа – контроль (мечение пролиферирующих клеток на
Е14) n =1 4; 2-я группа – гипоксия на Е14 (мечение клеток на Е14) n = 12; 3-я груп-
па – контроль (мечение клеток на Е18) n = 9, 4-я группа – гипоксия на Е18 (мече-
ние клеток на Е18) n = 10.
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Прижизненное мечение пролиферирующих клеток на Е14 и Е18 
и анализ их расположения в энторинальной коре

Было проведено мечение 3'-этинил-5-дезоксиуридином (EdU) нейробластов,
образующихся у эмбрионов в момент действия пренатальной гипоксии. Беремен-
ным самкам экспериментальных и контрольных групп на 14-й или 18-й день бере-
менности (по 4 самки из каждой группы) проводили введение маркера синтеза
ДНК – 5'ethynyl-2'deoxyuridine (EdU). За час до введения метки беременные самки
экспериментальных групп были подвергнуты действию гипоксии. Подробное опи-
сание методики прижизненного мечения клеток EdU опубликовано в [7].

На 5-й день после рождения крысята были декапитированы. Ткань больших по-
лушарий, содержащих энторинальную область коры, в течение двух недель фикси-
ровали 10%-ным раствором формалина на 0.1 М PBS (рН 7.4). Для криопротекции
блоки ткани конечного мозга, содержащие энторинальную кору, погружали в
20%-ный раствор сахарозы, фронтальные срезы энторинальной коры толщиной
15 мкм готовили на криостате Leica CM 1510S (Leica Microsystems, Германия) и ис-
следовали с помощью флуоресцентного микроскопа ImagerA (Zeiss, Германия).
Количественное сравнение проводили на серии срезов толщиной 15 мкм, первый
срез серии выбирался случайно, расстояние между последующими срезами в серии
составляло 30 мкм. Визуализацию EdU осуществляли с помощью кита Click-iT®
EdU Alexa Fluor® 488 Imaging Kit (Invitrogen, США). Часть срезов мозга была фо-
ново окрашена неспецифичным ядерным красителем Hoechst 33342. Морфомет-
рический анализ количества и расположения EdU-позитивных клеток, образован-
ных на E14 или E18, проводили в пределах поперечника энторинальной коры ши-
риной 500 мкм на уровне 4.5 мм от Bregma по Paxinos and Watson [12] (см рис. 3А).
Среднее количество EdU-позитивных клеток было определено для каждой иссле-
дованной области энторинальной коры, для каждого животного определяли сред-
нее значение по 9 срезам.

Cветооптическое исследование ткани энторинальной коры
в постнатальном онтогенезе

На 20-й, 35-й и 60-й дни после рождения (P20, Р35, P60) животные были дека-
питированы. Мозг фиксировали методом транскардиальной перфузии 4%-ным
раствором параформальдегида на 0.1 М фосфатном буфере (рН 7.4) с последующей
дофиксацией в том же растворе в течение 4.5 сут, затем на сутки помещали в 20%-
ный раствор сахарозы. Фронтальные срезы толщиной 15 мкм изготавливали на
криостате Leica CM 1510S и окрашивали по методу Ниссля. Ткань энторинальной
коры исследовали с помощью микроскопа AF7000 (Leica, Германия) в пределах
поперечника шириной 500 мкм на уровне 4.5 мм от Bregma по Paxinos and Watson
[12] (рис. 3А), изображение оцифровывали при помощи камеры DFC495 (Leica).
Количественное сравнение проводили на серии срезов толщиной 15 мкм, первый
срез серии выбирался случайно, расстояние между последующими срезами в серии
составляло 30 мкм. При проведении анализа клеточного состава ткани использова-
ли программу “Видеотест Мастер-Морфология” (ВидеоТест, Россия). Для каждого
животного по 9 исследованным срезам вычисляли средние величины по общему
количеству клеток, количеству пирамидных и непирамидных нейронов. В группу
пирамидных нейронов включали клетки с вытянутыми телами, с площадью тела
более 25 мкм2 и соотношением длинной и короткой осей тела клетки более 2.
В группу непирамидных нейронов включали округлые клетки с площадью тела бо-
лее 25 мкм2 и соотношением длинной и короткой осей тела клетки менее 2. По-
дробное описание классификации клеток коры головного мозга крысы, использу-
емой в данной работе, опубликовано в [6, 7].
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Статистическую обработку производили в программе SPSS Statistic 22. Проверку
нормальности распределения проводили с помощью критерия Колмогорова–
Смирнова, критерий Ливиня использовали для проверки равенства дисперсий.

Для сравнения групп использовали однофакторный дисперсионный анализ (one-
way ANOVA). Апостериорные сравнения проводили с помощью критерия Тьюки.
Различия считали достоверными при р < 0.05. Данные в тексте и на графиках (за ис-
ключением рис. 2) представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки.

Электронная микроскопия
На P20 проводили электронномикроскопическое исследование ткани энтори-

нальной коры контрольных (n = 3) животных и крыс, перенесших гипоксию на Е14
(n = 4). Ткань фиксировали методом транскардиальной перфузии смесью 1%-ного
глютарового альдегида и 1%-ного параформальдегида на 0.1 M PBS, рН 7.4, дофик-
сировали 1%-ным OsO4, контрастировали уранилацетатом, обезвоживали и залива-
ли в аралдид по стандартному протоколу [13, 14]. На ультратоме LКВ-III (LКВ, Шве-
ция) изготавливали ультратонкие срезы толщиной 500 ангстрем, которые затем ис-
следовали с помощью электронного микроскопа FEI Tecnai V2 (FEI, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование распределения и количества EdU-позитивных нейронов, 
сформировавшихся на Е14 и Е18

У 5-суточных контрольных крысят большинство клеток энторинальной коры,
меченных на E14, было локализовано в нижних (V–VI) слоях (рис. 1A), клетки, ме-
ченные на E18, располагались в поверхностных слоях (рис. 1B).

Пренатальная гипоксия на Е14. У животных, подвергнутых гипоксии, так же как
у контрольных, большинство клеток, меченных на E14, было локализовано в ниж-
них (V-VI) корковых слоях (рис. 1A). Большинство EdU-позитивных нейронов из
этих слоев характеризуются диффузным состоянием хроматина. Количество EdU-
позитивных клеток в энторинальной коре у 5-суточных крысят, подвергнутых ги-
поксии на E14 (рис. 1В) было в 1.8 раз ниже, чем у контрольной группы (апостери-
орный тест Тьюки p < 0.01). Это указывает на то, что пренатальная гипоксия может
вызвать снижение интенсивности пролиферации клеток в эмбриогенезе. У живот-
ных, подвергнутых пренатальной гипоксии на E14, доля меченых нейронов, рассе-
янных в поверхностных слоях энторинальной коры составляла около 42% от общего
количества меченых клеток, и было существенно выше (см. рис. 1Г; апостериорный
тест Тьюки p = 0.02), чем у контрольных животных (19%). Таким образом, прена-
тальная гипоксия на E14 вызывает нарушение миграции нейробластов в V–VI слои
энторинальной коры.

Пренатальная гипоксия на Е18. Клетки, меченные на E18, располагались в по-
верхностных слоях (рис. 1B), во многих из них хроматин был конденсирован. Это
может указывать на более высокую транскрипционную активность нейронов ниж-
них слоев энторинальной коры в сравнении с клетками II–III слоя. Количество
EdU-позитивных клеток в энторинальной коре у 5-суточных крысят, подвергну-
тых гипоксии на E18, было в 1.4 раз ниже уровня контрольной группы (апостери-
орный тест Тьюки p < 0.01). Это указывает на снижение интенсивности пролифе-
рации клеток в эмбриогенезе. У животных, подвергнутых гипоксии на E18, число
EdU-позитивных клеток, рассеянных в нижних слоях коры составляло около 48%, и
было выше (см. рис. 1D; апостериорный тест Тьюки p = 0.03), чем у контроля (17%).
Таким образом, как и в случае гипоксии на Е14, пренатальная гипоксия на E18 вы-
зывает нарушение миграции нейробластов во II–III слои энторинальной коры.
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Морфометрическое исследование клеточного состава ткани энторинальной коры крыс 
при нормальном и нарушенном эмбриогенезе

Пренатальная гипоксия на Е14. К концу первого месяца постнатального онтогене-
за общее количество клеток в энторинальной коре животных, перенесших гипоксию
на Е14, было ниже, чем у сверстников из контрольной группы (рис. 2). Так, на Р20
оно составляло 82.0% от уровня контроля (апостериорный тест Тьюки p = 0.04), а на
Р35 – 74.1% (апостериорный тест Тьюки p = 0.02). На взрослой стадии развития
(Р60), различий между контрольной и экспериментальной группами не обнаруже-
но (апостериорный тест Тьюки p = 0.18). Динамика количественных изменений
нейронов, относящихся к различным классам, была неодинаковой. На Р20 и Р35 у
крысят, перенесших гипоксию на Е14, отмечалось статистически значимое сниже-
ние количества пирамидных нейронов (апостериорный тест Тьюки) которое со-
ставляло 72.1% от уровня контроля на Р20 (p = 0.02) и 67.0% на Р35 (p = 0.03). На
взрослой стадии развития различий между контрольной и экспериментальной
группами не было (апостериорный тест Тьюки p = 0.15). При этом различий меж-
ду группами в количестве непирамидных нейронов не было выявлено ни в одной

Рис. 1. Распределение EdU-позитивных клеток в энторинальной коре крыс.
A – микрофотографии ткани энторинальной коры 5-суточных крысят из контрольной (слева) и гипо-
ксической (справа) групп. Мечение пролиферирующих клеток осуществлялось на 14-й день эмбриоге-
неза. Ядра клеток, образовавшихся на Е14, светятся зеленым светом. Фоновое окрашивание ядер не-
специфическим ядерным красителем Hoechst 33342 (синее свечение). Масштаб – 200 мкм.
B – микрофотографии ткани энторинальной коры 5-суточных крысят из контрольной (слева) и гипо-
ксической (справа) групп. Мечение пролиферирующих клеток осуществлялось на 18-й день эмбриоге-
неза. Фоновое окрашивание ядер Hoechst 33342. Масштаб – 200 мкм.
C–D Результаты количественного анализа. На гистограмме C белые столбики – среднее количество
EdU-позитивных клеток в исследуемом поле энторинальной коры крысят контрольной (К) и гипоксиче-
ских (HE14 и HE18) групп. Результаты представлены в виде среднее ± ошибка среднего. На гистограммах
C и D серые столбики – среднее количество клеток, находящихся за пределами слоев, закладка которых
происходила в период мечения (в верхних слоях в случае мечения на Е14, в нижних слоях в случае мече-
ния на Е18). Такие клетки элиминируются в ходе раннего постнатального онтогенеза. На гистограмме D
количество таких клеток выражено в процентах от общего количества EdU-позитивных клеток.
Звездочками обозначены статистически значимые различия между контрольной и гипоксической груп-
пами при * p < 0.05; ** p < 0.01 (однофакторный дисперсионный анализ, апостериорный критерий Тьюки).
Fig. 1. Distribution of EdU-positive cells in rat entorhinal cortex.
A – micrographs of the entorhinal cortex of 5-day old rat pups from the control (left) and hypoxic (right) groups. La-
beling of proliferating cells was carried out on the 14th day of embryogenesis. The nuclei of the cells formed on E14
are green. Background staining of nuclei with the non-specific nuclear dye Hoechst 33342 (blue). Scale – 200 μm.
B – micrographs of the entorhinal cortex of 5-day-old rat pups from the control (left) and hypoxic (right) groups. La-
beling of proliferating cells was carried out on day 18 of embryogenesis. Hoechst 33342 background staining. Scale –
200 μm.
C–D Results of quantitative analysis. On the histogram C, the white bars show the average number of EdU-posi-
tive cells in the analyzed field of the entorhinal cortex in rat pups of the control (K) and hypoxic (HE14 and
HE18) groups. The results are presented as mean ± SEM. On the histograms C and D, the gray bars are the aver-
age number of cells outside the layers they destined to move (the upper layers in the case of labeling on E14, the
lower layers in the case of labeling on E18). Such cells were eliminated during early postnatal ontogenesis. On his-
togram D, the number of such cells is shown as a percentage of the total number of EdU-positive cells.
Asterisks indicate statistically significant differences between the control and hypoxic groups. * p < 0.05; ** p < 0.01
(one-way ANOVA, Tukey post-hoc test).
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возрастной группе (апостериорный тест Тьюки, p = 0.22 для Р20, p = 0.07 для Р35,
p = 0.10 для Р60).

Пренатальная гипоксия на Е18. У крыс, перенесших гипоксию на Е18, клеточный
состав и плотность расположения нейронов в энторинальной коре не отличались
от контроля ни на Р20 (апостериорный тест Тьюки p = 0.08 для общего количества
клеток, p = 0.12 для количества пирамидных нейронов, p = 0.07 для непирамидных
нейронов), ни на Р35 (апостериорный тест Тьюки p = 0.06 для общего количества
клеток, p = 0.09 для количества пирамидных нейронов, p = 0.08 для непирамидных
нейронов), ни на Р60 (апостериорный тест Тьюки p = 0.08 для общего количества
клеток, p = 0.08 для количества пирамидных нейронов, p = 0.11 для непирамидных
нейронов). Данные морфометрического анализа указывают на то, что гипоксия на
Е18 не оказывает влияние на клеточный состав энторинальной коры.

Изменение состояния нейронов энторинальной коры у крысят,
перенесших гипоксию на Е14

Снижение количества нейронов в ткани энторинальной коры крыс, перенесших
гипоксию на Е14, свидетельствовало об их гибели, поэтому у таких животных было
проведено исследование возможности нейродегенеративных изменений клеток.
У нейронов энторинальной коры крысят, перенесших гипоксию на Е14, были хо-
рошо заметны патологические изменения, как на светооптическом (рис. 3B, D),
так и на ультраструктурном уровнях (рис. 3F, G). У большинства таких дегенериру-
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ющих нейронов происходило набухание клеточных тел и их отростков, появление
неокрашенных областей (рис. 3C) и лизис органоидов в цитоплазме (рис. 3F), сви-
детельствующие о нейродегенерации по типу хроматолиза. Кроме этого, был отмечен
другой тип нейродегенеративных изменений – гиперхроматоз (рис. 3D, G), при кото-
ром происходило сморщивание клеточных тел и их отростков, цитоплазма стано-
вилась электронно-плотной (рис. 3G). Объем клеточного ядра таких клеток был
снижен, вокруг него наблюдался ободок темной цитоплазмы, в которой сложно
отличить органоиды: ЭПР и митохондрии. В нейропиле энторинальной коры
встречаются глиальные отростки вокруг дегенерирующих нейронов (рис. 3B).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные результаты свидетельствуют о том, что пренатальная гипоксия на
E14 или E18 вызывает нарушение радиальной миграции нейробластов в V–VI или
II–III слоях энторинальной коры соответственно. Также показано, что пренаталь-
ная гипоксия, независимо от времени ее действия, может вызвать снижение ин-
тенсивности пролиферации клеток. Данные по энторинальной коре, полученные в
ходе настоящего исследования, согласуются с нашими результатами, опублико-
ванными ранее для теменной коры крыс из потомства самок, перенесших гипо-
ксию на 14-й или 18-й дни беременности [7], что является первым эксперимен-
тальным доказательством сходного действия пренатальной гипоксии на развитие
различных областей новой коры. Следует отметить, что данные о нарушении про-
лиферации и радиальной миграции клеток при пренатальной гипоксии на E14 или
E18 согласуются с наблюдениями других авторов, полученных на различных моде-
лях пренатальной патологии (не связанных с гипоксией) в соответствующие пери-

Рис. 2. Результаты морфометрического анализа количества клеток у перенесших пренатальную гипо-
ксию (E14) крыс в возрасте Р20 (белые столбики), Р35 (черные столбики) или Р60 (светло-серые столбики).
Результаты представлены в виде среднее ± дисперсия и выражены в процентах от уровня контрольной
группы (ноль). Звездочками обозначены статистически значимые отличия от уровня контроля при *p < 0.05
однофакторный дисперсионный анализ, апостериорный критерий Тьюки.
Fig. 2. Results of the cell number morphometric analysis in rats subjected to prenatal hypoxia on E14, aged P20
(white bars), P35 (black bars) or P60 (light gray bars).
The results are presented as mean ± variance and are shown in % of the control group level (zero). Asterisks indi-
cate statistically significant differences from the control level at *p < 0.05; one-way ANOVA; Tukey post-hoc test.
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оды эмбрионального развития мозга [15–17]. Сходный характер влияния различных
неблагоприятных факторов на процессы нейрогенеза и миграции нейробластов нель-
зя назвать неожиданным, однако в большинстве имеющихся литературных источ-
ников отсутствует сравнение структурных нарушений в различных областях новой
коры, в том числе в энторинальной.

Рис. 3 Нейродегенеративные изменения в энторинальной коре 20-суточных крысят после пренатальной
гипоксии.
A – схема расположения анализируемой области энторинальной коры (с изменениями – Paxinos, Wat-
son, 2007).
B–D – микрофотографии ткани II–III слоя энторинальной коры крыс из контрольной (B) и экспери-
ментальной (C, D) групп. Окраска по Нисслю. Масштаб – 20 мкм. DN – дегенерирующие нейроны,
GLC – глиальные клетки.
E–G – электронограммы ткани энторинальной коры у крыс из контрольной (E) и эксперименталь-
ной (F, G) групп. Масштаб: E – 10 мкм, F, G – 1мкм. E – нормальный нейрон, F – дегенерирующий
нейрон с лизисом органоидов в цитоплазме. G – дегенерирующий нейрон с гиперхромной цитоплазмой.
GL– отросток глиальной клетки, R – одиночные рибосомы, EPR – эндоплазматический ретикулум.
Fig. 3. Neurodegenerative processes in the entorhinal cortex of 20 days-old rat pups, subjected to prenatal hypoxia.
A – location of the analyzed region of the entorhinal cortex (modified schem from [12]).
B – micrographs of tissue of the II–III layer of the entorhinal cortex in rats from the control (B) and “hypoxic”
(C–D) groups. Nissl staining. Scale 20 μm. DN – degenerating neurons, GLC – glial cells.
E–G – electron microphotographs of the entorhinal cortex in rats from the control (E) and experimental (F, G)
groups. Scale: E – 10 μm, F, G – 1 μm. E-normal neuron, F-degenerating neuron with lysis of organelles in the
cytoplasm. G – degenerating neuron with hyperchromic cytoplasm. GL is the process of the glial cell, R is the
single ribosome, EPR is the endoplasmic reticulum.
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Ранее мы показали, что снижение общего количества пирамидных нейронов во
II–III и V–VI слоях теменной коры головного мозга происходит только у крыс, пе-
ренесших пренатальную гипоксию на E14, но не на E18 [6, 7]. Также для теменной
коры было показано, что различия между контрольной и гипоксической группами
в количестве пирамидных нейронов наблюдалось только в течение первого месяца
постнатального онтогенеза, но не у взрослых животных. В настоящем исследова-
нии продемонстрировано сходство в характере действия пренатальной гипоксии
на клеточный состав и состояние нейронов в теменной и энторинальной коре в
постнатальном онтогенезе крыс. Следует отметить, что между исследованными об-
ластями коры головного мозга существует различие в паттерне изменений клеточ-
ного состава. На Р20–30 в теменной коре крысят, перенесших гипоксию на Е14,
наблюдались изменения в количестве непирамидных нейронов [7], в то время как
в энторинальной области коры мозга такого не наблюдалось. Избирательное дей-
ствие пренатальной гипоксии на популяцию возбуждающих нейронов коры голов-
ного мозга может приводить к нарушению баланса процессов возбуждения и тор-
можения в ходе дальнейшего развития [18]. Поэтому исследования возбудимости
нейронов различных областей коры и гиппокампа обретают актуальность в свете
результатов настоящего исследования.

Интересным представляется обсуждение вопроса о возможном нарушении кор-
тико-гиппокампального взаимодействия как причины структурных изменения и
долговременной потенциации в гиппокампе крысят, перенесших пренатальную
гипоксию. Нами ранее были описаны структурные изменения в гиппокампе кры-
сят из потомства самок, перенесших гипоксию на 14-й день беременности [8]. Эти
изменения включали умеренную гибель нейронов пирамидного слоя поля СА1 и
снижение количества грибовидных дендритных шипиков с шипиковым аппаратом
(в котором содержался маркерный белок цитоскелета – синаптоподин [19]).
Уменьшение количества лабильных шипиков свидетельствует об изменениях пла-
стичности нейронной сети [20], позднее было показано, что такое снижение со-
провождалось нарушением процесса долговременной потенциации и когнитивны-
ми дисфункциями [9]. Аналогичные изменения аксо-шипиковых контактов опи-
саны другими авторами при нарушении афферентации гиппокампа со стороны
коры больших полушарий [10]. Это позволяет предположить возможность наруше-
ния взаимодействия энторинальной коры и гиппокампа при пренатальной гипо-
ксии. Результаты настоящей работы свидетельствуют в пользу такого предположе-
ния, поскольку показывают нарушение формирования проекционных нейронов
энторинальной коры, вовлеченных в афферентацию гиппокампа. Разумеется, та-
кое предположение нельзя считать единственно возможной причиной влияния ги-
поксии на Е14 на структуру и функционирование гиппокампа. Так, в литературе
содержатся данные о том, что гипоксия на E17 может нарушать миграцию нейроб-
ластов в гиппокампе [21], однако влияние такого нарушения миграции клеток на
формирование нейронных сетей в постнатальном онтогенезе остается не изучен-
ным. Следует отметить, что прямое влияние пренатальной гипоксии на формирова-
ние гиппокампа может служить объяснением структурных изменений при гипоксии
на Е18, но не в случае гипоксии на Е14. Именно для гипоксии на Е14 гипотеза о на-
рушении кортико-гиппокампального взаимодействия приобретает определенный
интерес и может служить предметом будущих экспериментальных исследований.

Таким образом, результаты настоящего исследования свидетельствуют о влиянии
пренатальной гипоксии на формирование нервной ткани энторинальной коры крыс.
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Prenatal Hypoxia Disturbs the Formation of Pyramidal Neurons
in the Entorhinal Cortex of the Rat Brain
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Prenatal hypoxia disturbs the formation of the brain, which leads to the development of
cognitive deficit. The probable causes of this deficiency may be associated with impaired
functioning of the dorsal hippocampus as well as the cortical areas involved in its afferenta-
tion, in particular the entorhinal cortex, projection neurons of which innervate the CA1
field. This study was performed to analyze the effect of prenatal hypoxia on the population
of pyramidal neurons of the entorhinal cortex in early rat ontogenesis. Female Wistar rats
were subjected to hypoxia on 14 or 18th days of pregnancy. The neuroblasts formed in em-
bryos at the time of hypoxia were labeled by 3'-ethynyl-5-deoxyurenedine. The number of
labeled cells and their and location in the entorhinal cortex was analyzed in 5-day old rat
pups. It was shown that hypoxia disturbed the formation and migration of neuroblasts into
the superficial (hypoxia on E18) or lower (hypoxia on E14) layers of the entorhinal cortex,
leading to death of pyramidal neurons in the first month of postnatal ontogenesis, but did
not affect the formation of inhibitory interneurons. Electron microscopy also revealed de-
generative changes in the neurons of the entorhinal cortex in rat pups subjected to hypoxia
on E14 (lysis of organelles or hyperchromatosis). It can be suggested that prenatal hypoxia
lead to impaired radial migration of neuroblasts in the entorhinal cortex, increased elimi-
nation of projection neurons in early postnatal ontogenesis, causing impaired afferentation
of hypocampal neurons. The selective effect of prenatal hypoxia on the population of ex-
citing neurons of the cerebral cortex can lead to some disturbance in the balance of the
processes of excitation and inhibition in the further development.

Keywords: entorhinal cortex, prenatal hypoxia, embryogenesis, rat, neurogenesis, cell mi-
gration
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Исследованы ответы первичного сенсорного нейрона на воздействие субнано-
молярных и наномолярных концентраций уабаина, которые соответствуют его
эндогенным концентрациям (ЭУ). Методом атомно-силовой микроскопии
(АСМ) обнаружено, что воздействие ЭУ приводило к увеличению жесткости
нейрона. Методом локальной фиксации потенциала установлено, что благодаря
лиганд-рецепторному связыванию ЭУ с комплексом Na,K-ATФаза/Src происхо-
дит снижение величины эффективного заряда активационной воротной системы
каналов NaV1.8. Установлено также, что ЭУ-активируемый внутриклеточный
каскад, в котором комплекс Na,K-ATФаза/Src выполняет функцию трансдуктора
сигнала, приводит к снижению интенсивности флуоресценции антител к каналам
NaV1.8, что было выявлено с помощью метода конфокальной лазерной сканирую-
щей микроскопии. Полученные результаты позволили высказать предположение
о том, что ЭУ, запуская трансдукторную функцию комплекса Na,K-ATФаза/Src и
соответствующий внутриклеточный сигнальный каскад, способен модулировать
экспрессию гена SCN10A, продуцирующего каналы NaV1.8, ответственные за ко-
дирование ноцицептивных сигналов.

Ключевые слова: сенсорные нейроны, Na,K-ATФаза, уабаин, конфокальная ла-
зерная сканирующая микроскопия, атомно-силовая микроскопия, метод локаль-
ной фиксации потенциала, каналы NaV1.8
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Трансдукторная функция Na,K-ATФазы, активируемая низкими концентраци-
ями уабаина, была впервые обнаружена при исследовании кардиомиоцитов [1, 2].
В мембране первичного сенсорного нейрона нами был обнаружен новый механизм
мембранной сигнализации. Важнейшую функцию трансдуктора сигналов, как и в
кардиомиоцитах, здесь выполняет Na,K-ATФаза, а эффекторным звеном служат
каналы NaV1.8, кодирующие ноцицептивную информацию [3–5]. В этом каскад-
ном процессе, направленном тангенциально вдоль мембраны клетки, сигнал, за-
пускаемый ЭУ, приводит к снижению эффективного заряда активационного во-
ротного устройства каналов NaV1.8. Важно отметить, что ЭУ присутствует в гипотала-
мусе в субнаномолярных и наномолярных концентрациях [6]. В настоящей работе
исследована возможная физиологическая функция комплекса Na,K-ATФаза/Src, по-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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скольку в соответствии с нашими данными именно этот комплекс должен выпол-
нять функцию трансдуктора сигнала в мембране ноцицептивного нейрона [5, 7].

Мы предполагаем, что указанная функция комплекса Na,K-ATФаза/Src, акти-
вируемая ЭУ, приводит к модулированию функциональной активности каналов
NaV1.8 двумя способами. Первый способ, направленный, как было отмечено выше,
в тангенциальном направлении, характеризуется быстрой передачей сигнала от
комплекса Na,K-ATФаза/Src к каналам NaV1.8 вдоль мембраны нейрона [8]. Вто-
рой механизм проявляется в радиальной передаче сигнала на геном нейрона, при
этом активация трансдукторной функции комплекса Na,K-ATФаза/Src должна
приводить к запуску внутриклеточного каскада, эффекторным звеном которого
может стать ген SCN10A, ответственный за продуцирование каналов NaV1.8 [9].
В том случае, если их плотность в мембране ноцицептивного нейрона уменьшится
после воздействия ЭУ, то можно предположить, что указанный агент запускает не
только тангенциальный каскад, направленный вдоль мембраны клетки, но и ради-
альный сигнальный процесс, также ведущий к снижению функциональной актив-
ности каналов NaV1.8. Настоящая работа посвящена изучению именно этих двух
возможных молекулярных механизмов, участвующих в модуляции функциональ-
ной активности каналов NaV1.8, запускаемых при связывании ЭУ с комплексом
Na,K-ATФаза/Src.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты были разработаны в соответствии с Директивой Совета Евро-
пейских сообществ от 24 ноября 1986 г. (86/609/EЭC). Местный комитет по уходу и
использованию животных Института физиологии им. Павлова РАН утвердил все
экспериментальные методики с животными, разрешение № 12/03 (20.04.2018).

Метод получения культуры сенсорных нейронов. Этот метод подробно описан в
нашей предыдущей работе [10]. Исследования проведены на нативных сенсорных
нейронах спинальных ганглиев 10–12-дневных куриных эмбрионов, культивируемых
в 50-миллиметровых чашках μ-Dish (ibidi GmbH, Германия) с тонким дном
(170 мкм) или 40-миллиметровых чашках Петри, предварительно покрытых
0.01%-ным раствором поли-L-лизина (Sigma, США), в СО2-инкубаторе (Sanyo,
Япония) в течение 3-х суток при 37°C и 5% CO2. Экспериментальные нейроны
культивировали в присутствии уабаина (Sigma, США) в концентрации 0.1 нмоль/л
в течение трех суток. Клетки исследовали с помощью методов атомно-силовой и
лазерной сканирующей конфокальной микроскопии. В последнем случае прово-
дилось иммуноцитохимическое окрашивание нейронов.

Метод атомно-силовой микроскопии (АСМ-метод). Исследование действия ЭУ
(0.1 нмоль/л) на механические характеристики изолированных первичных сенсор-
ных нейронов осуществлялось с помощью установки, включающей атомно-сило-
вой микроскоп BioScope Catalyst (Bruker, США) и инвертированный оптический
микроскоп Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия). Регистрация ответов сенсорных
нейронов на механическое воздействие осуществлялась в питательной среде при
температуре ≈37°C, которая поддерживалась встроенным в атомно-силовой мик-
роскоп нагревательным элементом под управлением температурного контроллера
335-й модели (Lake Shore Cryotronics, США).

В основе АСМ-измерения механических характеристик клетки лежит техника
наноиндентирования – продавливания нейрона зондом с известной силой и отсле-
живания величины сообщенной изучаемому объекту деформации. Количествен-
ное определение механических характеристик производится путем анализа силовых
кривых – зависимостей силы взаимодействия от расстояния зонд–нейрон. Более
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подробную информацию о принципе АСМ-измерения механических характери-
стик клеток по силовым кривым можно найти в ряде работ [11, 12].

АСМ-исследование сенсорных нейронов проводили в режиме PeakForce QNM,
дающем возможность картировать кажущийся модуль Юнга поверхности клетки за
счет автоматического анализа силовых кривых, регистрируемых в каждой точке
индентирования. Измерения проводились кантилеверами с низкой жесткостью
SNL-D (Bruker, США). Константа жесткости каждого кантилевера определялась
по методу тепловых шумов до экспериментов с сенсорными нейронами. Расчет
модуля Юнга для сенсорных нейронов производился в соответствии с моделью
Снеддона, в которой принимается коническая форма острия зонда [13]. Для обра-
ботки АСМ-изображений использовали программы NanoScope Analysis 1.40
(Bruker, США) и Gwyddion 2.55 (свободное ПО) [14]. Сравнение механических ха-
рактеристик сенсорных нейронов до и после действия ЭУ осуществляли, исполь-
зуя карты модуля Юнга.

Иммуноцитохимический метод. Для визуализации нейронов и дальнейшего им-
мунофлуоресцентного анализа проводили иммуноцитохимическое окрашивание
культуры сенсорных нейронов к маркеру каналов NaV1.8. Использовали следую-
щие первичные и вторичные антитела: anti-sodium channel NaV1.8 (Sigma, США) и
anti-rabbit-FITC (Sigma, США). После удаления культуральной среды нейроны про-
мывали в фосфатно-солевом буфере (PBS; Sigma, США) и фиксировали 4%-ным
раствором параформальдегида (pH 7.4) в PBS в течение 3 мин, затем снова промы-
вали PBS. После промывания PBS нейроны подвергали пермеабилизации 0.3%-ным
Triton X-100 в PBS в течение 15 мин при комнатной температуре, затем клетки ин-
кубировали в 10%-ном растворе фетальной сыворотки коровы в PBS при комнат-
ной температуре в течение 1 ч. Нейроны инкубировали с первичными антителами
в течение ночи при 4°С. После этого промывали клетки раствором PBS 3 раза. Ин-
кубировали культуру клеток со вторичными антителами 1 ч в темноте при 37°C.
Далее нейроны снова промывали PBS и окрашивали DAPI (Sigma, США) для обна-
ружения ядер. Препараты хранили при 4°С, затем их использовали для дальнейших
исследований.

Иммунофлуоресцентный анализ. Для оценки результатов иммуноцитохимическо-
го окрашивания, а также для количественного анализа действия ЭУ применяли си-
стему компьютерного анализа микроскопических изображений, состоящую из ла-
зерного сканирующего микроскопа LSM 710 (Carl Zeiss, Германия) интегрирован-
ного с инвертированным микроскопом Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия),
персонального компьютера и программного обеспечения ZEN_2012 (Carl Zeiss,
Германия). Анализировали данные, полученные при 63-кратном увеличении (LD
Plan-Neofluar 63x/0.75 Korr., Carl Zeiss, Германия). Интенсивность флуоресценции
антител к каналам NaV1.8 оценивали с использованием пакета программ ZEN_2012
(Carl Zeiss, Германия). Интенсивность флуоресценции количественно регистриро-
вали в относительных единицах (о.е.) в выделенной области над ядром нейрона.
Распределение интенсивности флуоресценции в пределах выбранной области под-
чинялось нормальному закону распределения. Площадь исследуемой области как
контрольной, так и после воздействия уабаина, была одинаковой. Работа выполне-
на на оборудовании ЦКП Конфокальная микроскопия Института физиологии
им. И.П. Павлова РАН.

Метод локальной фиксации потенциала (patch-clamp method). Этот метод приме-
нялся в конфигурации “регистрация активности целой клетки” (“whole-cell”) [15].
После образования плотного контакта происходил разрыв мембраны нейрона под
отверстием микропипетки, что позволяло проводить перфузию клетки, вводя в нее
внутриклеточный раствор. Эксперименты проводились на культивируемых изоли-
рованных сенсорных нейронах, выделенных из областей L5–S1 ганглиев спинного
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мозга новорожденных крысят линии Wistar. Культивирование изолированных ней-
ронов в течение двух часов в стандартных питательных средах с использованием
СО2-инкубатора позволяло получить интактные клетки. Подробно этот модифи-
цированный метод краткосрочного культивирования диссоциированных сенсор-
ных нейронов описан в нашей предыдущей работе [7].

Для исследования характеристик натриевых каналов в работе использовались
следующие стандартные растворы: внеклеточный, содержащий (ммоль/л) 65 NaCl,
2 CaCl2, 2 MgCl2, 70 Choline Cl, 10 HEPES Na, 0.0003 тетродотоксина, pH 7.4; внут-
риклеточный, состоящий из (ммоль/л) 100 CsF, 10 NaCl, 40 CsCl, 2 MgCl2,
10 HEPES Na, pH 7.2. Исключение ионов калия из обоих растворов позволило из-
бавиться от всех компонентов калиевого тока, а ионы фтора во внутриклеточном
растворе обеспечивали блокирование кальциевых токов [16, 17]. Наличие во вне-
клеточном растворе тетродотоксина блокировало функционирование быстрых тет-
родотоксинчувствительных каналов, что делало возможным исследовать ответы
только одной популяции каналов, NaV1.8.

Для выяснения возможного участия Src-киназы, протеникиназы С и протеин-
киназы А во внутриклеточный раствор, заполняющий микропипетку, добавляли
соответствующие специфические блокаторы: (мкмоль/л) 10 РР2, 10 тамоксифена
или 1 КТ5720. Уабаин вводили во внеклеточный раствор, где он постоянно присут-
ствовал в течение всего эксперимента в концентрации 10 нмоль/л. В работе ис-
пользованы реактивы фирмы Sigma (США).

В наших предыдущих работах [3, 4, 7] было уделено особое внимание способу
измерения эффективного заряда (Zeff) воротного устройства активационной ворот-
ной системы каналов NaV1.8. Известно, что величина последовательного сопротив-
ления (Rs) влияет не только на стационарную ошибку измерения токов, но также
резко увеличивает погрешность измерения и кинетических характеристик поведе-
ния воротных устройств. Все это сказывается и на погрешности измерений ампли-
тудных значений токов. Эти важнейшие требования к условиям измерения элек-
трических характеристик перфузируемых клеток были разработаны ранее [18].
В соответствии с ними величина Rs постоянно контролировалась в наших экспери-
ментах. Для того, чтобы она не превышала 3 мОм, размер кончика микропипетки
всегда был более 2 мкм. При выполнении этих условий становится возможным
применение метода Алмерса [19] для измерения величины Zeff каналов NaV1.8. Под-
черкнем, что кинетика инактивации этих медленных натриевых каналов делает их
идеальным объектом для измерения эффективного заряда их активационного во-
ротного устройства [3, 4].

Статистическая обработка полученных результатов выполнялась в программе
STATISTICA 10.0 (StatSoft, США). Этот пакет программ включает в себя условия
применения для анализа результатов измерений критерий Колмогорова–Смирно-
ва. Наши данные ему удовлетворяли, что позволило оценить достоверность разли-
чий контрольных и экспериментальных данных (интенсивности флуоресценции и
величины эффективного заряда) с использованием t-критерия Стьюдента. Оценка
различий между экспериментальной и контрольной группами АСМ-данных про-
водилась с помощью статистического U-критерия Манна–Уитни. Данные пред-
ставлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего. Различия при-
нимались статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты АСМ-исследований. С помощью светового микроскопа выбирали
интактные клетки для дальнейшего изучения методом АСМ. АСМ-сканированию
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подвергали только надежно иммобилизованные на дне чашки Петри сенсорные
нейроны нормальной, присущей клеткам данного типа, веретенообразной формы.
Как правило, механическое воздействие зонда атомно-силового микроскопа не
причиняло видимого ущерба клеткам. Подчеркнем, что механическая стимуляция
заметно не влияла на жесткость поверхности сенсорных нейронов: в течение прибли-
зительно 20 мин сканирования, необходимых для получения полного АСМ-кадра,
значимых изменений величины модуля Юнга клеток не наблюдалось. В тех экспе-
риментах, где острие зонда все же повреждало клеточную мембрану, сканирование
сразу прекращалось, и этот поврежденный нейрон исключался из дальнейшего
анализа.

Отметим, что сенсорные нейроны являются сложным объектом для АСМ-ска-
нирования из-за своей формы, поскольку иммобилизованная на подложке клетка
характеризуется резким перепадом своей высоты. В результате, механизм обратной
связи не всегда успевает должным образом отследить ее изменения на крутых
склонах клетки, что может приводить к ошибочным измерениям. Поэтому при
анализе АСМ-изображений сенсорных нейронов избегали края клетки, концен-
трируясь на центральной части сомы с наиболее пологой поверхностью.

Измерения осуществляли в рамке со стороной 60 мкм, которая была достаточ-
ной для помещения в нее исследуемого нейрона. В результате сканирования полу-
чали массив тоновых АСМ-изображений. Тон каждой точки таких изображений
отражает величину измеряемого параметра: чем светлее тон, тем выше значение
параметра. Например, на АСМ-топографии сенсорного нейрона (рис. 1A), отража-
ющей высотное распределение поверхности клетки, темным обозначена гладкая
подложка, на которой располагается клетка, а наиболее светлые участки изображе-
ния соответствуют соме нейрона.

Для изучения действия ЭУ на механические характеристики сенсорных нейро-
нов анализировались карты модуля Юнга (рис. 1B). Корректность получаемых данных
контролировали путем сравнения этих карт. Надежными считались только те данные,
которые не отличались при прямом и обратном направлениях АСМ-сканирования.
Очевидно, что нервная клетка гетерогенна в отношении своих морфо-функцио-
нальных особенностей. Поэтому мы выбирали на соме каждого нейрона неболь-
шую квадратную область со стороной 2 мкм. В результате удалось зарегистрировать
такое распределение величин модуля Юнга в этой области, которое было близко к
нормальному (рис. 1B, C). Каждая клетка далее характеризовалась средним значе-
нием модуля Юнга, полученным при измерениях в указанной области. Затем вы-
числялось среднее значение данного параметра для двух групп сенсорных нейро-
нов: одна из них была культивирована в среде, содержащей ЭУ (0.1 нмоль/л), а дру-
гая была контрольной. Всего было исследовано 8 клеток, культивированных с ЭУ,
и 15 контрольных клеток.

Сравнение средних значений модуля Юнга сенсорных нейронов до и после воз-
действия ЭУ показало, что действие исследуемого агента приводило к существен-
ному увеличению жесткости клеток. Так, сенсорные нейроны, культивируемые в
присутствии ЭУ, демонстрировали более чем в 2.8 раза большее среднее значение
модуля Юнга по сравнению с контролем.

Результаты исследований методом лазерной сканирующей микроскопии. На рис. 2
представлено изменение интенсивности флуоресценции антител к каналам NaV1.8
в мембране сенсорного нейрона в контроле и после воздействия ЭУ (0.1 нмоль/л).
Распределение значений интенсивности флуоресценции антител к каналам NaV1.8
в выбранной области над ядром нейрона в исследованных клетках соответствовало
нормальному распределению (тест Колмогорова–Смирнова, d = 0.07, p > 0.20).
Данные иммунофлуоресцентного анализа свидетельствовали о том, что ЭУ-акти-
вация трансдукторной функции Na,K-ATФазы может запускать внутриклеточный
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Рис. 1. Пример экспериментальных АСМ-данных сенсорного нейрона. A – АСМ-топография сомы
контрольного нативного сенсорного нейрона; B – АСМ-карта значений модуля Юнга по поверхности
сенсорного нейрона (обозначена квадратная область, в рамках которой производился анализ значений
параметра для данной клетки); C – гистограмма значений модуля Юнга по области анализа, показан-
ной на B. АСМ-изображения получены со следующими параметрами сканирования: величина пико-
вой силы – 1 нН, частота строчной развертки – 0.1 Гц, амплитуда и частота вертикального движения
зонда – 1 мкм и 250 Гц соответственно, размер кадра – 512 × 128 точек, направление сканирования –
справа налево.
Fig. 1. An example of experimental AFM data of a sensory neuron. A – AFM topography of the living sensory
neuron soma (control data); B – AFM map of the Young’s modulus values over the surface of the sensory neuron
(the square region is indicated within which the parameter values for this cell were analyzed); C – histogram of
the Young’s modulus values over the analysis region shown in B. AFM images were obtained with the following
imaging parameters: peak force setpoint – 1 nN, scan rate – 0.1 Hz, peak force amplitude and frequency – 1 μm,
and 250 Hz, respectively, the frame size – 512 × 128 pixels, the scanning direction – from right to left.

сигнальный каскад, направленный радиально на геном. В наших экспериментах
это проявилось в снижении уровня флуоресценции антител к каналам NaV1.8. Дан-
ный результат может трактоваться как уменьшение плотности распределения ка-
налов в мембране сенсорного нейрона. Интенсивность флуоресценции антител к
NaV1.8 каналам, культивированных в присутствии уабаина, составила 3.05 ± 0.30 о.е.
(n = 23), а в контроле 4.06 ± 0.50 о.е. (n = 25) (рис. 2C). Можно предположить, что
ЭУ запускает внутриклеточный каскад, снижающий эффективность экспрессии
генов SCN10A, продуцирующих каналы NaV1.8. Этот радиально направленный сиг-
нальный процесс происходит благодаря участию в нем комплекса Na,K-АТФа-
за/Src, который выполняет здесь свою трансдукторную функцию [5, 7]. Наши
предварительные данные указывают на то, что дальнейшая передача сигнала долж-
на здесь происходить благодаря активации р38 МАР-киназного каскада. Дальней-
шие исследования позволят проверить это предположение. Другое предположение
заключается в том, что ЭУ, активируя трансдукторный комплекс Na,K-АТФа-
за/Src, запускает еще один каскад, направленный тангенциально, который также
модулирует функциональную активность каналов NaV1.8.

Результаты исследований методом локальной фиксации потенциала. На рис. 3
представлены результаты исследования влияния ЭУ на потенциалочувствитель-
ность каналов NaV1.8. Было показано, что в отсутствие блокаторов приложение
10 нмоль/л уабаина к наружной стороне мембраны приводило к снижению эффек-
тивного заряда (Zeff) активационного воротного устройства каналов NaV1.8 от кон-
трольного значения 6.7 ± 0.4 (n = 15) до 4.8 ± 0.3 (n = 10). При предварительном до-
бавлении во внутриклеточный раствор 10 мкмоль/л PP2 приложение ЭУ не приво-
дило к изменению эффективного заряда (Zeff = 6.3 ± 0.3 (n = 15)). Предварительное
добавление во внутриклеточный раствор 10 мкмоль/л тамоксифена или 1 мкмоль/л
КТ5720 приводило к снижению эффективного заряда соответственно до 4.7 ± 0.3
(n = 17) и 4.6 ± 0.3 (n = 14). Таким образом, с помощью ингибиторного анализа
установлено, что в передаче сигнала вдоль нейрональной мембраны первичного
сенсорного нейрона участвует Src-киназа. Ни протеинкиназа А, ни протеинкиназа
С не участвуют в этом каскадном процессе, приводящем к модуляции эффектив-
ного заряда активационного воротного устройства каналов NaV1.8.

Можно заключить, что запускаемый ЭУ тангенциальный сигнальный каскад, в
первую очередь, активирует комплекс Na,K-АТФаза/Src, который, видимо, явля-
ется важнейшим трансдукторным звеном для тангенциального и радиального рас-
пространения сигнала. В обоих случаях происходит снижение функциональной
активности каналов NaV1.8. На это указывают наши данные, полученные методами
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локальной фиксации потенциала и иммунофлуоресцентного анализа. Несколько
более косвенное подтверждение этому получено с помощью АСМ-метода. Очевид-
но, что снижение плотности встроенных в цитоплазматическую мембрану сенсор-
ного нейрона каналов NaV1.8 должно приводить к большей однородности мембра-
ны и, как следствие, к росту величины кажущегося модуля Юнга, т.е. к увеличению
жесткости нервной клетки. Подчеркнем, что чувствительность используемых нами
методов оказалась достаточной для выявления на молекулярном и клеточном
уровнях эффектов наномолярных концентраций уабаина. Именно эти концентра-
ции присутствуют в организме человека [6].

Рис. 2. Влияние ЭУ на плотность каналов NaV1.8 в первичном сенсорном нейроне. Диссоциированная
культура сенсорных нейронов (3-и сутки культивирования) в контроле (А) и после воздействия ЭУ (В).
Окраска антителами к каналам NaV1.8 (зеленый) и ядра DAPI (синий), ×63. Красным прямоугольником
отмечена область, в которой была измерена интенсивность флуоресценции каналов NaV1.8. С – умень-
шение интенсивности флуоресценции антител к каналам NaV1.8 в сенсорных нейронах после воздей-
ствия ЭУ. Ось Y – интенсивность флуоресценции в относительных единицах, о.е. (n = 23 контрольные
данные и n = 25 после воздействия ЭУ). * – p < 0.05 (t-критерий Стьюдента).
Fig. 2. The effect of EO on the channel density of NaV1.8 in the primary sensory neuron. Dissociated culture of
sensory neurons (3 days of cultivation) in control (A) and EO-treated (B). Neurons were immunostained using
the antibodies to Nav1.8 channels (green). Nuclei were counterstained with DAPI (blue), ×63. Red box marks
the area, within which fluorescence intensity of NaV1.8 channels was measured. C – A decrease in the f luores-
cence intensity of antibodies to NaV1.8 channels in sensory neurons after exposure to EO. The Y-axis shows the fluo-
rescence intensity in relative units, r.u. (n = 23 for control explants and n = 25 for EO-treated explants). * – p < 0.05
(Student’s t test).
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В современной литературе широко обсуждается проблема физиологической ро-
ли “ненасосной” (non-pumping) функции Na,K-АТФазы, при этом результаты, по-
лученные в различных лабораториях, приводят к противоположным выводам. Эти
конфликтные данные подробно обсуждаются в обзоре [20]. На наш взгляд, суть
проблемы заключается в том, что физиологическое действие эндогенного уабаина
является не только ткане-, но и клеточноспецифическим. В отношении первично-
го сенсорного нейрона нам удалось за последние десятилетия выстроить непроти-
воречивую систему взглядов в отношении физиологической роли трансдукторной
функции Na,K-АТФазы. При физиологически адекватных условиях молекула уа-
баина существует в виде кальциевого хелатного комплекса, который благодаря
ион-ионному взаимодействию осуществляет лиганд-рецепторное связывание с со-
ответствующим сайтом Na,K-АТФазы [4, 8]. Поскольку в примембранном про-
странстве свободный кальций существует в очень низких концентрациях, сопоста-
вимых с концентрациями эндогенного уабаина, то, согласно нашему предположе-
нию, и “трансдукторный” сайт Na,K-АТФазы должен отличаться от другого сайта
связывания “свободного” уабаина, который ингибирует насосную функцию этого
белка при его действии в концентрациях на порядки больших. Применение метода
локальной фиксации потенциала позволило нам зарегистрировать дозозависи-
мость изменения величины Zeff от концентрации уабаина. Полученная U-образная

Рис. 3. Участие Src-киназы, PKC и PKA в процессах тангенциальной передачи сигнала, запускаемых ЭУ.
Воздействие ЭУ приводит к снижению Zeff. При предварительном добавлении во внутриклеточный
раствор блокатора Src-киназы приложение ЭУ с внешней стороны мембраны не приводило к измене-
нию эффективного заряда. Предварительное добавление во внутриклеточный раствор блокатора PKА
или блокатора PKC приводило к снижению эффективного заряда. * – p < 0.05.
Fig. 3. The participation of Src kinase, PKC and PKA in the processes of tangential signal transmission triggered
by endogenous concentrations of ouabain.
Exposure to EO reduces Zeff. When preliminary added to the intracellular solution of the Src-kinase blocker, the
application of EO from the outer side of the membrane did not lead to a change in the effective charge value. The
preliminary application of the PKA blocker or the PKC blocker to the intracellular solution led to a decrease in
the effective charge. * – p < 0.05.
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зависимость хорошо аппроксимировалась суперпозицией двух уравнений Хилла,
причем величины Kd составили 7 нмоль/л и 0.1 ммоль/л [4]. Исследование уабаин-
зависимого тока в нейронах дорзальных ганглиев взрослых крыс также предсказа-
ло существование двух сайтов связывания уабаина, величины Kd которых были
равны 0.2 и 140 мкмоль/л [21]. Наши эксперименты, проведенные методом органо-
типической культуры ткани, подтвердили особую роль хелатного комплекса уаба-
ин-Ca2+: совместное применение уабаина и ЭГТА, селективного хелатора ионов
кальция, устраняло ингибирующее действие ЭУ на рост нейритов [8]. Мы предпо-
лагаем, что ЭУ и “свободный” уабаин, выполняют две принципиально различные
функции: первый запускает трансдукторную функцию Na,K-АТФазы, связываясь
со “своим” трансдукторным сайтом, а молекула свободного уабаина ингибирует
насосную функцию этого белка. Это, в свою очередь, позволяет предположить, что
сайты связывания уабаина и хелатного комплекса уабаин-Ca2+ должны различать-
ся. Связано ли это различие с особенностями лиганд-рецепторного связывания
указанных молекул с единственным сайтом Na,K-АТФазы или с гетерогенностью
ее изоформ, одни из которых служат насосами, а другие только трансдукторами,
покажут дальнейшие исследования. Отметим, что в нейронах дорзальных ганглиев
обнаружены две изоформы Na,K-АТФазы, α1 и α3 [22–26].

Данные современной литературы указывают на то, что ЭУ может считаться гор-
моном, запускающим внутриклеточные каскадные сигнальные процессы [2, 27, 28].
Наши результаты свидетельствуют о том, что указанный агент является еще и нейро-
гормоном, активирующим в первичном сенсорном нейроне два каскадных процес-
са, один из которых направлен в тангенциальном направлении вдоль мембраны
клетки к каналам NaV1.8, а другой - в радиальном направлении на геном [3, 4, 8].

В исследуемом нами первичном сенсорном нейроне выполнение трансдуктор-
ной функции Na,K-АТФазы не зависит от концентрации внутриклеточных ионов
калия: наши эксперименты показали, что, как при нормальных физиологических
условиях, так и при отсутствии этих ионов во внутриклеточном растворе, Na,K-
АТФаза одинаково эффективно выполняла эту функцию, передавая сигналы на
активационное воротное устройство каналов NaV1.8 [3]. Конкуренция ионов калия
с уабаином может, видимо, проявляться только при выполнении насосной функ-
ции Na,K-АТФазы. Данные рентгеноструктурного анализа свидетельствуют о том,
что в молекуле исследуемого белка сайт связывания уабаина и сайт связывания
двух ионов калия, переносимых внутрь клетки, структурно отличаются друг от дру-
га [29]. Это позволяет заключить, что обнаруженная нами высокая чувствитель-
ность каналов NaV1.8 к действию уабаина не связана с изменением внутриклеточ-
ной концентрации ионов калия.

На наш взгляд, представляется маловероятным, что в ЦНС существует опио-
идергический механизм регуляции насосной функцией Na,K-АТФазы, хотя такие
гипотезы обсуждаются в литературе [30]. Наши данные указывают на то, что опиаты
способны модулировать именно трансдукторную функцию указанного белка [3, 4] и
влиять на функциональную активность каналов NaV1.8, что может объяснить силь-
ную анальгетическую активность опиатов. Действительно, в арсенале клинической
медицины отсутствуют безопасные и эффективные анальгетики, способные заме-
нить опиаты, необходимость широкого применения которых для купирования
хронической боли привела к возникновению опиоидного кризиса, происходящего
в США и во многих других странах мира [31]. Настоящая работа показывает воз-
можный альтернативный путь решения этой проблемы, основанный на результа-
тах изучения каскадных процессов, запускаемых очень низкими концентрациями
уабаина в живых клетках. Этот подход позволил нам ранее разработать неопиоид-
ный анальгетик “Аноцептин®”, который успешно прошел первую фазу клиниче-
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ских исследований [32]. Его действующая субстанция, коменовая кислота, так же,
как и ЭУ, снижает величину эффективного заряда активационного воротного
устройства каналов NaV1.8, причем, функцию трансдуктора сигнала в этом каскаде
выполняет комплекс Na,K-АТФаза/Src [4, 5]. Благодаря своей эндогенной приро-
де уабаин в наномолярных концентрациях может оказаться не только абсолютно
безопасным анальгетиком, но и настолько же эффективным, как и опиаты. Наши
дальнейшие исследования позволят проверить это предположение.
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Possible Antinociceptive Mechanisms Triggered by Nanomolar Concentrations
of Ouabain in Primary Sensory Neurons

V. A. Penniyaynena, M. M. Khalisova, S. A. Podzorovaa, A. V. Ankudinovb,
V. B. Plakhovaa, and B. V. Krylova, *

aPavlov Institute of Physiology Russian Academy of Sciences,
St. Petersburg, Russia

bThe Ioffe Physical-Technical Institute of the Russian Academy of Sciences,
St. Petersburg, Russia

*e-mail: krylov@infran.ru

The responses of the primary sensory neuron to the effect of subnanomolar and nano-
molar concentrations of ouabain, which correspond to its endogenous concentrations
(EO), were investigated. By the method of atomic force microscopy (AFM) it was
found that the effect of EO led to an increase in the stiffness of the neuron. It was
found using the patch-clamp method that due to the ligand-receptor binding of EO to
the Na,K-ATPase/Src complex, the effective charge of the activation gating system of
NaV1.8 channels decreases. It was also found that EO-activated triggering of the intra-
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cellular cascade, in which the Na,K-ATPase/Src complex acts as a signal transducer,
leads to a decrease in the f luorescence intensity of antibodies to NaV1.8 channels, which
was revealed using confocal laser scanning microscopy. The results obtained allowed us
to suggest that EO, triggering the transducer function of the Na,K-ATPase/Src complex
and the corresponding intracellular signaling cascade, is able to modulate the expres-
sion of the SCN10A gene, which produces the NaV1.8 channels responsible for encod-
ing nociceptive signals.

Keywords: sensory neuron, Na,K-ATPase, ouabain, confocal laser scanning microscopy,
atomic force microscopy, patch-clamp method, NaV1.8 channel
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Исследование посвящено сравнительному анализу результатов влияния “акцен-
тированной эксцентрической тренировки” и традиционной силовой тренировки
на гипертрофию и архитектуру латеральной широкой мышцы бедра (VL). Отли-
чие выбранного протокола силового воздействия от протокола классической си-
ловой тренировки, главным образом, заключалось в использовании супрамакси-
мальной величины отягощения в эксцентрической фазе движения, то есть вели-
чины, превышающий концентрический повторный максимум. При этом объемы
тренировочных нагрузок между экспериментальными группами были уравнены.
Испытуемые, представители силовых видов спорта, тренировались 2 раза в неделю
на протяжении 13 нед. Морфологические и архитектурные параметры мышцы
оценивались с помощью магнитно-резонансной томографии и ультросоногра-
фии. Результаты эксперимента показали, что наибольший прирост анатомиче-
ской площади поперечного сечения (Anatomical Cross Sectional Area ACSA), объ-
ема мышцы, угла перистости и физиологической площади поперечного сечения
(Physiological Cross Sectional Area, PCSA) VL были получены в группе, применяв-
шей акцентированную эксцентрическую нагрузку. Данный эффект может быть
связан с использованием более высокой интенсивности сокращения и, как след-
ствие, большей механической нагрузки, которую испытывали мышцы, что при-
вело к более выраженному адаптивному отклику. Кроме того, показано, что угол
перистости и PCSA увеличились в большей степени, чем ACSA и объем мышцы.
Наши данные убедительно указывают на тесную связь между углом перистости и
мышечной гипертрофией. Увеличение данного параметра, обусловленное про-
странственными ограничениями в увеличивающейся мышце, может являться
надежным показателем оценки степени гипертрофии мышц.

Ключевые слова: гипертрофия, архитектура мышц, угол перистости, эксцентриче-
ский режим
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Многочисленные исследования свидетельствуют о том, что высокая интенсив-
ность мышечных сокращений является основной детерминантой гипертрофии
мышечной ткани в ответ на выполнение упражнений с отягощениями [1]. В дан-
ной связи особого внимания заслуживает эксцентрический режим мышечного со-
кращения, во время которого мышца может развивать силу в 1.2–1.8 раз превыша-
ющую максимальную изометрическую силу [2], растягиваясь под воздействием
внешнего отягощения. Данное явление связано с тем, что при активном удлине-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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нии основную долю от развиваемых мышцей сил составляют пассивные силы, ге-
нерируемые такими упругими элементами, как сеть коллагеновых фибрилл соеди-
нительной ткани, окружающей отдельные мышечные волокна, пучки и целую
мышцу, а также титиновые нити в саркомерах [3]. Учитывая большие силовые воз-
можности мышц в эксцентрическом режиме сокращения, неудивительно, что
уступающая фаза требует активации меньшего совокупного количества волокон
или/и работы двигательных единиц (ДЕ) с меньшей частотой разрядов потенциа-
лов действия (ПД), если одинаковая внешняя нагрузка перемещается как во время
подъема, так и во время опускания [4]. Поэтому, для того, чтобы уравнять нейро-
мышечную активность – интенсивность сокращения в эксцентрическом режиме
должна использоваться большая. На материале спортивных упражнений, в частно-
сти, было показано, что разница в максимальной силе между двумя режимами мо-
жет достигать 160% в некоторых упражнениях [5]. По меньшей мере на 30–60%
эксцентрический крутящий момент должен превышать концентрический для до-
стижения сопоставимых значений амплитуды электромиограммы (ЭМГ) [6] или
уровня произвольной активации мышц [2].

В предыдущих работах, где сравнивались упражнения, включавшие только мак-
симальные эксцентрические сокращения с упражнениями, включавшими только
максимальные концентрические сокращения или же в сравнении с традиционной
силовой тренировкой, включающей обе фазы движения [6–10] было показано пре-
восходство первых с точки зрения увеличения мышечной ткани, а также более вы-
раженной гипертрофии быстрых волокон IIa и IIх типа [7, 11–15]. Следует отме-
тить, что не во всех подобных исследованиях удалось воспроизвести вышеприве-
денные результаты и некоторые авторы сообщили об одинаковом изменении
анатомической площади поперечного сечения (Anatomical Cross Sectional Area,
ACSA) [16] или объема мышц [17, 18]. Причинами противоположного результата
данных исследовательских работ может оказаться, во-первых, отсутствие трениро-
вочного стажа у испытуемых; во-вторых, использование недостаточной величины
отягощения для эксцентрического режима (разница в величине отягощения между
режимами составляла около 20%) [17, 18]; в-третьих, выполнение эксцентрическо-
го сокращения с относительно медленной скоростью (2–3 с) [16, 17]. Известно, что
для эксцентрического режима зависимость силы тяги мышц от скорости растяже-
ния носит иной характер, чем в концентрическом режиме. Если при концентриче-
ском сокращении, развиваемая сила уменьшается экспоненциально с увеличением
скорости сокращения, то при эксцентрическом сокращении, напротив, сила увели-
чивается с увеличением скорости сокращения [14] по меньшей мере до ~200° с−1 [19].
Действительно, эксцентрическая тренировка, выполняемая с высокой скоростью
(180° с−1) увеличивала силу мышц [10, 20] и площадь поперечного сечения [10] в
значительной степени больше, чем сопоставимая концентрическая тренировка с
высокой или медленной скоростью. Кроме того, использование изокинетического
динамометра в вышеуказанных исследованиях [16–18] могло снизить тренировоч-
ный эффект. Отмечено, что в отличие от изокинетического эксцентрического со-
кращения (при постоянной скорости в суставе, которую “контролирует” трена-
жер) во время изотонического (на практике термин изотонический используется
при выполнении концентрического или эксцентрического сокращения, выполня-
емого с постоянной внешней нагрузкой) эксцентрического сокращения механиче-
ская перегрузка, вызванная гравитацией, приводит к большему начальному уско-
рению движения конечности. Вследствие этого более высокая угловая скорость в
начале движения в сочетании с более высоким значением крутящего момента сти-
мулирует гипертрофию мышц в большей степени [21, 22].

Общий вывод, который вырисовывается при анализе фактического материала
по данной тематики, сводится к следующему: эксцентрическая тренировка может
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оказаться более эффективной, чем концентрическая, в случае обеспечения равно-
значного уровня нервномышечной активации для двух режимов, согласно зависи-
мости сила/скорость. С другой стороны, вряд ли правомерно ставить вопрос об абсо-
лютной эффективности того или иного режима. Очевидно, что наиболее рациональ-
ный путь повышения эффективности тренировочного воздействия – оптимальное
сочетание обоих режимов работы мышц. Одним из способов оптимизации сочетан-
ного применения двух режимов является метод “акцентированной эксцентричной
нагрузки”, который предполагает присутствие обеих фаз движения, но в эксцентри-
ческой фазе используется супрамаксимальная величина отягощения. Другими сло-
вами, используется вес, превышающий концентрический 1ПМ. По нашим сведе-
ниям, на данный момент есть только два исследования, изучавших предлагаемый
метод с участием лиц, адаптированных к силовым нагрузкам [23, 24]. В обеих рабо-
тах показано достоверно большее увеличение концентрической [23] и изометриче-
ской силы [24] в группе, применявшей акцентированную эксцентрическую нагруз-
ку, по сравнению со стандартной силовой тренировкой, но при этом оба протокола
имели аналогичное влияние на ACSA. Тут важно учитывать то обстоятельство, что
изменение ACSA, вызванное тренировкой и измеряемой в плоскости перпендику-
лярной длиннику целой мышцы, не может считаться репрезентативным для оцен-
ки изменения физиологической площади поперечного сечения (Physiological Cross
Sectional Area, PCSA), которое определяется, как величина площади сечения во-
локна, перпендикулярная продольной оси отдельных мышечных волокон, умно-
женная на косинус угла перистости (θ) [25]. В частности, не было обнаружено ни-
какой связи между изменениями площади поперечного сечения одиночного мы-
шечного волокна и ACSA. Поскольку именно PCSA представляет собой общее
число саркомеров в мышце, расположенных параллельно и, соответственно, на-
прямую связана с величиной напряжения, которое может генерировать мышца, то
наряду с изучением вызванных тренировкой морфологических изменений мышеч-
ного аппарата крайне важно учитывать архитектуру мышцы [25].

Цель настоящего исследования заключалась в сопоставлении влияния высо-
коинтенсивной силовой тренировки с акцентированной эксцентрической на-
грузкой (КОН/ЭКС+) с традиционной высокоинтенсивной силовой тренировкой
(КОН/ЭКС) на гипертрофию мышц у спортсменов, адаптированных к регулярным
тренировкам с отягощениями. Мы предположили, что гипертрофия мышц будет
более выражена в КОН/ЭКС+ группе, чем в КОН/ЭКС, даже если они будут экви-
валентны по объему. Кроме того, ожидалось, что величина вызванного трениров-
кой увеличения PCSA и угла перистости (архитектурные параметры) будут превы-
шать увеличение ACSA и объема (морфологические параметры). Данное предпо-
ложение основано на том факте, что при увеличении угла перистости (угла
наклона пучков волокон к апоневрозу) возрастает количество сократительной тка-
ни, прикрепленной к данному участку апоневроза, что сопровождается увеличени-
ем физиологического поперечника. При этом значение анатомического попереч-
ника может возрасти незначительно.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследовании приняли участие 30 испытуемый – представители силовых ви-
дов спорта (пауэрлифтинг). Средний возраст спортсменов составил 29.0 ± 3.8 лет.
Все участники исследования дали добровольное информированное согласие на
участие в исследовании согласно этическим стандартам Хельсинской декларации.
Участники случайным образом были распределены на три группы: с акцентиро-
ванной эксцентрической нагрузкой (КОН/ЭКС+) (n = 11), с традиционной высо-
коинтенсивной тренировкой (КОН/ЭКС) (n = 10) и контрольную группу (КОНТР)
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(n = 9), равные по силовым показателям. В качестве экспериментального упражне-
ния использовался жим ногами (Hammer strength). Испытуемые из эксперимен-
тальной (КОН/ЭКС) группы выполняли упражнение с одинаковым внешним отя-
гощением для эксцентрической и концентрической фаз движения стандартным спосо-
бом, каждой ногой по очереди. Испытуемые из экспериментальной группы
(КОН/ЭКС+) выполняли концентрическую часть движения двумя ногами, затем
одна нога снималась с платформы тренажера и эксцентрическая часть движения
выполнялась второй ногой, обеспечивая, таким образом, величину отягощения
140% от концентрического 1ПМ для данной ноги. Затем то же выполнялось для
второй ноги. Для обеспечения эквивалентности объема работы для обеих эксперимен-
тальных групп, тренировочный объем рассчитывался следующим образом: группа
КОН/ЭКС выполняла (7 сетов) × × ([~6 концентрических сокращений × 80% от
концентрического 1ПМ] + [~6 эксцентрических сокращений × 80% от концен-
трического 1ПМ]); группа КОН/ЭКС+ выполняла (5 сетов) × ([10 концентриче-
ских сокращений × 70% от концентрического 1 ПМ] + [5 эксцентрические со-
кращения × 140% от концентрического 1ПМ]). Для обеих групп длительность кон-
центрической части движения составляла 3 c, а эксцентрической – 1 с. Время
отдыха между сетами составляло 4 мин. Участники проводили 2 занятия в неделю в
течение 13 нед. Оценка 1ПМ проводилась каждые 2 недели и тренировочная на-
грузка корректировалась соответствующим образом. Испытуемые из контрольной
группы (КОНТР) тренировались по своему традиционному силовому протоколу без
наблюдения. У всех участников были проведены тестовые измерения размера мышц
и мышечной архитектуры до начала эксперимента и на 13-й неделе эксперименталь-
ного исследования на 4-й день после заключительной тренировки.

Для исследования архитектуры мышц использовали ультразвуковую (УЗ) визуа-
лизацию, посредством которой измеряли угол перистости (θ) и длину пучка (FL)
на аппарате Vivid 7 Dimension (Vivid 7 PRO, General Electric, Норвегия) с линейным
датчиком 4.9–13.0 МГц. Проводили эхографию латеральной широкой мышцы бед-
ра (VL). Зона расположения датчика для эхолокации – на уровне 50%-ного рассто-
яния между центральной пальпируемой точкой большого вертела и латеральным
мыщелком бедренной кости правой ноги. Для получения изображений испытуе-
мые лежали на спине с прямыми ногами и расслабленными мышцами. Длина пуч-
ка (FL) определялась как расстояние между местом прикрепления волокна у по-
верхностного апоневроза до места его вхождения в глубокие слои апоневроза.
Угол (θ) перистости волокна определялся как угол между пучком волокон и глубо-
ким апоневрозом.

ACSA и объем мышцы определяли по аксиальным МРТ-изображениям (МР-то-
мограф Vantage Atlas, Toshiba, Германия) с использованием Т2-импульсной после-
довательности (TR – 4400.0 мс; TE – 48.0 мс; толщина среза 7 мм). Измерение АCSA
латеральной широкой мышцы бедра (VL) проводили путем ручного трассирования
окружности мышцы на каждом третьем изображении (т.е. каждые 21 мм) от самого
проксимального к самому дистальному изображению, на котором мышца была ви-
дима. Значения ACSA для пропущенных изображений оценивали на основе линей-
ной зависимости. Для сравнительного анализа изменений ACSA между группами
использовался срез, полученный на уровне 50% длины бедренной кости. Объем
мышцы определяли путем суммирования всех значений ACSA, умноженных на
толщину среза (7 мм). PCSA вычислялась с помощью уравнения:

где, Vol – объем латеральной головки, FL – длина ее пучка и θ – угол перистости [26].

=
× θ
VolPCSA

FL cos
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Статистическая обработка результатов исследования выполнялась при помо-
щи пакета программ Statistica 13.3 Для проверки нормальности распределения
выборки использовались тесты Колмогорова–Смирнова (>0.20) и Шапиро–Уил-
кока (>0.05). Для проверки значимости изменений результатов был проведен
двухфакторный дисперсионный анализ с повторениями. Факторы: время (до/по-
сле), группа (КОН/ЭКС+, КОН/ЭКС, КОНТР). Для выявления значимых разли-
чий в результатах между группами были проведены апостериорные тесты с по-
правкой Бонферрони по факторам время и группа. Для определения межгруппо-
вых различий в относительных изменениях (%Δ) изучаемых параметров был
использован парный t-критерий Стьюдента. Для всех тестов был установлен уро-
вень значимости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Сводные данные выполненных измерений приведены в табл 1. 13-недельная
тренировочная программа привела к достоверному приросту ACSA в центральной
части мышцы. Для изменения ACSA был обнаружен значимый эффект “времени”
(F = 56; p < 0,05; k = 1) и взаимодействия “группа × время” (F = 20; p < 0.05; k = 2).
Post-hock тест выявил статистически значимое увеличение в КОН/ЭКС+ группе
(12.2 ± 8.2%; р < 0.05) и КОН/ЭКС группе (5.0 ± 1.6%; p < 0.05), но не в группе
КОНТР (0.1 ± 1.5%; р = 0.65). Т-тест показал, что относительные изменения в течение
исследуемого периода были достоверно больше для КОН/ЭКС+ группы (p = 0.01), чем
для КОН/ЭКС группы.

Изменение объема мышцы имело значимый эффект “времени” (F = 53; p < 0.05;
k = 1) и взаимодействия “группа × время” (F = 19; p < 0.05; k = 2). Post-hock тест
обнаружил значительное увеличение в КОН/ЭКС+ группе (12.4 ± 8.2%; р < 0.05) и
КОН/ЭКС группе (5.4 ± 1.8%; p < 0.05), но не в группе КОНТР (0.1 ± 1.5%;
р = 0.81). Относительные изменения были достоверно больше для КОН/ЭКС+

группы (p < 0.05), чем для КОН/ЭКС группы.

Для более тщательного изучения динамики мышечной гипертрофии были также
получены измерения угла перистости (θ) и PCSA мышцы. Для изменения угла пе-
ристости наблюдался значимый эффект “времени” (F = 224; p < 0.05; k = 1). Post-
hock тест выявил увеличение, которое было статистически значимо в КОН/ЭКС+

группе (25.5 ± 9.6%; p < 0.05) и в КОН/ЭКС группе (7.8 ± 0.9%; p < 0.05). В группе
КОНТР достоверного изменения угла перистости не наблюдалось (‒1.0 ± 1.8%; р = 0.83).
Т-тест показал, что относительные изменения были достоверно больше для
КОН/ЭКС+ группы (p < 0.05), чем для КОН/ЭКС группы.

Для изменения PCSA обнаружен значимый эффект “времени” (F = 44; p < 0.05;
k = 1) и взаимодействия “группа × время” (F = 18; p < 0.05; k = 2). Только в
КОН/ЭКС+ группе наблюдалось достоверное увеличение (15.2 ± 7.9%; р < 0.05).
При этом в КОН/ЭКС группе (6.1 ± 6.2%; p = 0.052) и в группе КОНТР (0.1 ± 1.8%;
р = 1.00) значимых различий не обнаружено. T-тест показал, что относительные
изменения были достоверно больше для КОН/ЭКС+ группы (р < 0.05), чем для
КОН/ЭКС группы.

Для длины пучка (FL) не обнаружено значимого влияния времени (F = 0.66; p = 0.42;
k = 1), группы (F = 0.49; p = 0.61; k = 2) или их взаимодействия (F = 0.42; p = 0.66;
k = 2), что указывает на отсутствие значимых изменений данного показателя во
всех трех группах.



1307ВЛИЯНИЕ “АКЦЕНТИРОВАННОЙ ЭКСЦЕНТРИЧЕСКОЙ НАГРУЗКИ”

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ходе настоящего исследования было получено несколько важных результатов:
1) даже при равном тренировочном объеме протокол с акцентированной эксцен-
трической нагрузкой, применяемый в группе КОН/ЭКС+ оказался более эффек-
тивен в стимуляции гипертрофии исследуемых мышц, чем традиционный высоко-
интенсивный протокол, применяемый в группе КОН/ЭКС; 2) показано, что угол
перистости волокон (θ) и PCSA увеличились в ходе тренировочного периода в
большей степени, чем ACSA и объем мышцы.

Проведенные ранее исследования показали связь между механическим напряже-
нием, развиваемым сократительным аппаратом, и мышечной гипертрофией, опре-
деляя механический фактор одним из наиболее важных стимулов роста мышц [27].
Механическое напряжение, передающееся на цитоскелет волокна, может влиять
на внутриклеточную сигнализацию и регулировать скорость синтеза белка в мы-
шечной клетке. Основываясь на этих соображениях, в настоящей работе были
предприняты попытки потенцирования эффектов силовой тренировки с помощью
метода акцентированных супрамаксимальных эксцентрических нагрузок, задача
которых – достижение более высокого крутящего момента. Такая организация на-
грузки позволяет обеспечить достаточно высокий механический стимул для акти-
вации ростовых процессов в мышечных клетках. В настоящем исследовании испы-
туемые в группе КОН/ЭКС+ выполняли эксцентрическую фазу упражнения с ин-
тенсивностью 140% от концентрического повторного максимума, т.е., на
60% больше, чем участники из группы КОН/ЭКС. При этом для обеспечения рав-
нозначности тренировочного объема участники из группы КОН/ЭКС выполняли
на ~40% больше подходов упражнения. Результаты эксперимента, которые пред-
ставлены в табл. 1, показали, что прирост ACSA и объема мышц за 13 нед. экспери-
ментального периода составил 12.2% в группе КОН/ЭКС+ (р < 0.05) и 5% в группе
КОН/ЭКС (р < 0.05). Полученный прирост в обеих группах согласуется с данными,
приведенными другими авторами, где применялись максимальные эксцентриче-
ские сокращения [6, 9, 10, 22, 28]. Авторы сообщили о средней гипертрофии мы-
шечной ткани на 3‒13% у нетренированных лиц. Учитывая тот факт, что выборку в
данном исследовании составили тренированные люди, это дает нам достаточные
основания рассматривать полученный прирост как значительный. Положительные
результаты настоящей работы мы склонны объяснять такой организацией трени-
ровочного процесса, при которой старались соблюсти все факторы, интенсифици-
рующие нагрузку, неучтенные в прошлых исследованиях. В отличие от большин-
ства предыдущих работ, посвященных сравнению морфологической адаптации
мышц в ответ на эксцентрические или концентрические силовые тренировочные
программы, мы ставили своей задачей поиск наиболее оптимального сочетания
двух рассматриваемых режимов, применяемых комплексно при силовой подготов-
ке спортсмена. Также, в отличие от предыдущих исследований, использовавших
изокинетические динамометры, мы использовали традиционный изотонический
тип силовой тренировки. Как уже говорилось выше, изотонические эксцентриче-
ские сокращения требуют большей нервно-мышечной активации в начальной фазе
движения вследствие более высокой угловой скорости и крутящего момента [21].
Кроме того, рост мышечной массы в настоящем исследовании мог быть интенси-
фицирован также и относительно высокой скоростью выполнения эксцентриче-
ской части движения. Действительно, ранее было показано, что высокоскорост-
ные эксцентрические сокращения способствуют большей гипертрофии мышц по
сравнению с медленными эксцентрическими сокращениями [10, 28]. Это говорит
о том, что высокая угловая скорость может быть фактором, благоприятствующим
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Таблица 1. Среднегрупповые показатели площади поперечного сечения (ACSA), объема, уг-
ла перистости (θ), физиологической площади поперечного сечения (PCSA) и длины пучка
(FL) латеральной головки четырехглавой мышцы (VL)
Table 1. Average outcome measures of anatomical cross-sectional area (ACSA), volume, pennation
angle (θ), physiological cross-sectional area (PCSA) and fascicle length (FL) of the Vastus lateralis
muscle (VL)

Значения представлены как среднее ± σ. * – р < 0.05 – достоверность различий между величинами до и
после. † – р < 0.05 – достоверно отличается от КОН/ЭКС и КОНТР групп.
Values are means ± σ. * – p < 0.05 – significantly different from pre values. † – p < 0.05 – significantly different
from CON/ECC and CONTR.

Группа
Group

До
Pre-training

После
Post-training Δ%

ACSA, см2

ACSA, cm2
КОН/ЭКС+

CON/ECC+
34.5 ± 7.7 38.4 ± 7.6* 12.2 ± 8.2†

КОН/ЭКС
CON/ECC

32.3 ± 6.7 34 ± 7.1* 5.0 ± 1.6

КОНТР
CONTR

31.6 ± 6.4 31.7 ± 6.5 0.1 ± 1.5

Объем, см3

Volume, cm3
КОН/ЭКС+

CON/ECC+
747 ± 164 835 ± 168* 12.4 ± 8.2†

КОН/ЭКС
CON/ECC

704 ± 178 742 ± 185* 5.4 ± 1.8

КОНТР
CONTR

692 ± 109 693 ± 111 0.1 ± 1.5

θ, град
θ, deg

КОН/ЭКС+

CON/ECC+
19.9 ± 3.4° 24.8 ± 3.6°* 25.5 ± 9.6°†

ЭКС/КОН
CON/ECC

20.1 ± 2.6° 21.7 ± 2.7°* 7.8 ± 0.9°

КОНТР
CONTR

17.9 ± 1.7° 17.7 ± 1.7° ‒1.0 ± 1.8°

PCSA, см2

PCSA, cm2
КОН/ЭКС+

CON/ECC+
124 ± 20 143 ± 24* 15.2 ± 7.9†

КОН/ЭКС
CON/ECC

123 ± 33 130 ± 33 6.1 ± 6.2

КОНТР
CONTR

121 ± 28 121 ± 27 0.1 ± 1.8

FL, мм
FL, mm

КОН/ЭКС+

CON/ECC+
60.3 ± 0.7 60.4 ± 0.6 1.1 ± 2.1

КОН/ЭКС
CON/ECC

60.1 ± 1.7 60.2 ± 0.7 0.7 ± 4.1

КОНТР
CONTR

65.1 ± 0.6 65.1 ± 0.6 ‒0.1 ± 2.4
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синтезу белка. Все эти факторы в совокупности позволили участникам из
КОН/ЭКС+ группы добиваться более высоких темпов прироста мышечной ткани.

Наряду с морфологическими параметрами скелетной мышцы, не менее важным
детерминантом функциональных характеристик мышцы является ее внутренняя
архитектура, то есть, физическое расположение пучков и волокон. Мы наблюдали зна-
чительно большее увеличение угла перистости в группе КОН/ЭКС+ (25.5%, р < 0.05)
по сравнению с участниками из группы КОН/ЭКС (7.8%; р < 0.05), что абсолютно
закономерно привело к увеличению PCSA. Между размером мышц и углом пери-
стости существует сильная положительная зависимость. Параллельное добавление
саркомеров приводит к увеличению диаметра волокон, что, в свою очередь, приво-
дит увеличению угла наклона мышечных пучков по отношению к оси мышцы для
более плотной упаковки волокон. Следствием данных архитектурных адаптаций
является увеличение физиологического поперечника. Предыдущие исследования,
изучавшие четырехглавую мышцу бедра человека с помощью комбинированной
биопсии мышц и макроскопических методов визуализации мышц (МРТ, КТ) по-
казали, что увеличение площади поперечного сечения волокна превосходит ACSA
в ответ на силовую тренировку [29, 30]. В целом наши данные убедительно свиде-
тельствуют о том, что угол перистости непрерывно увеличивается, по крайней мере, в
течение первых нескольких месяцев тренировок, причем, увеличение архитектур-
ных показателей опережает рост морфологических.

Таким образом, полученные данные подтвердили гипотезу о том, что выполне-
ние тренировочных упражнений с акцентированной эксцентрической нагрузкой
приводит к более значительному увеличению показателей мышечной гипертрофии
в сравнении с традиционными силовыми тренировками. Внедрение эксцентриче-
ских нагрузок c супрамаксимальными отягощениями в тренировочные программы
может способствовать стабильному накоплению миофибриллярных белков, что
закономерно приведет к повышению скоростно-силовых показателей и росту ре-
зультатов в соревновательных упражнениях. Показано также, что использованные
в настоящей работе показатели архитектурного анализа мышечного аппарата до-
полняют данные морфологического анализа и создают целостное представление о
степени гипертрофии мышц. Необходимо отметить, что при планировании дли-
тельной тренировочной программы с использованием данной тренировочной мо-
дели следует соблюдать осторожность, поскольку риск травмы может быть выше,
чем при традиционной силовой тренировке с отягощениями.
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Effect of Accentuated Eccentric Loading on Muscle Hypertrophy and Architecture

K. V. Sergeevaa, * and R. V. Tambovtsevaa

aRussian State University of Physical Culture, Sports, Youth and Tourism (GTSOLIFK), Moscow, Russia
*e-mail: sergeeva_xenia@mail.ru

The purpose of this study was to determine the effects of accentuated eccentric loading
vs. traditional strength training on hypertrophy and architecture of vastus lateralis mus-
cle (VL). The main difference between the chosen strength protocol from the conven-
tional strength training protocol that it applies a supramaximal external load during the
eccentric phase of the lift, that is, the value exceeding the concentric repetition maxi-
mum. The training volume between the experimental groups was equalized. Volunteers
that were engaged in strength sports trained two times a week for 13 weeks. Morphologi-
cal and architectural parameters of the muscles were evaluated using magnetic reso-
nance imaging and ultrasonography. The results of the experiment showed that the most
significant increase in anatomical cross-sectional area (ACSA), muscle volume, penna-
tion angle, and physiological cross-sectional area (PCSA) of VL were obtained in the
group using an accentuated eccentric loading. This effect can be associated with the use
of higher intensity and as a consequence of the greater mechanical strain applied to the
muscle, which caused a more pronounced adaptive response. Besides, it was shown that
the pennation angle and PCSA increased to a greater extent than ACSA and muscle vol-
ume. Our data strongly suggest a close relationship between the pennation angle and
muscular hypertrophy. An increase in this parameter that might be driven by space con-
straints in the hypertrophying muscle can be a reliable indicator of the degree of muscle
hypertrophy.

Keywords: hypertrophy, muscle architecture, pennation angle, eccentric contraction
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С помощью фракционного центрифугирования эритроцитов периферической
крови интактных крыс удается выделить шесть фракций клеток, отличающихся
содержанием и соотношением разных изоформ гемоглобина. Распределение ге-
моглобина в эритроцитах характеризуется тем, что если в цельной крови опреде-
ляется шесть изоформ белка, то в клетках каждой отдельной фракции только две.
Эритроциты с изоформами меньшей молекулярной массы содержат меньший
процент гемоглобинов с кислото- и щелочеустойчивыми свойствами.

Ключевые слова: фракционное центрифугирование, типы эритроцитов, изофор-
мы гемоглобина, гетерогенность гемоглобина, фетальный гемоглобин

DOI: 10.31857/S0869813920090095

На данный момент описаны первичные структуры более 600 вариантов гемогло-
бинов различных животных [1–4]. Довольно часто в крови одного организма опре-
деляется несколько гемоглобинов, которые принято называть изоформами, иногда
близких по свойствам, а иногда значительно различающихся. Так, в крови взрослого
человека циркулирует три изоформы гемоглобина, у птиц – две [5, 6], у крысы –
шесть [5, 7, 8], а по некоторым данным девять [9].

Вместе с тем, возникает вопрос о количестве видов гемоглобина в одном эрит-
роците: содержит ли он одну или несколько изоформ, каких и сколько. В работе
Betke и Kleihauer утверждается, что у взрослого человека фетальный гемоглобин
содержится лишь в небольшом числе красных клеток [10]. Сходные данные полу-
чены Стародубом и Назаренко относительно гемоглобинов крыс: фракции, обо-
значенные авторами как пятая и шестая также обнаружены лишь в некоторых
эритроцитах [11]. Ряд авторов допускает, что один эритроцит может содержать не-
сколько типов гемоглобина, в частности, в клетках с фетальным гемоглобином
имеется определенное количество гемоглобина A [12]. Однако вопрос о распреде-
лении разных изоформ гемоглобина в эритроцитах остается не решенным.

Цель исследования – оценить распределение изоформ гемоглобина с разной
молекулярной массой в эритроцитах крыс.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проводили на 18 крысах-самцах линии Вистар массой 250–300 г.
Условия содержания и обращение с используемыми в эксперименте животными
соответствовали рекомендациям международных этических комитетов (Директива
Совета ЕС2010/63/EU), а также Этического комитета ИИФ УрО РАН.

Кровь в объеме 6 мл забирали из хвостовой вены животных, наркотизированных
с помощью диэтилового эфира. Животные после забора крови оставались живыми.
1 мл цельной крови использовали для проведения общего анализа и определения
фракций гемоглобина. Оставшуюся кровь использовали для разделения эритроци-
тов на фракции. Для этого 5 мл цельной крови разводили физиологическим рас-
твором для внутривенных инъекций (производство Solopharm ООО Гротекс, Рос-
сия) в соотношении 1 : 1 и центрифугировали на центрифуге Sigma 3R30 (Россия) в
течение 5 мин (1-я проба) при 500 об/мин (RCF = 19.56 g). Полученный осадок раз-
водили физиологическим раствором до объема 0.5 мл и прогоняли через геманали-
затор. Надосадочную жидкость доводили до 10 мл и повторно центрифугировали
при 500 об/мин (RCF = 19.56 g), и так же, как и осадок, проводили измерения на
геманализаторе Celly 70 фирмы Biocode-Hycel (Франция) в каждой пробе. Проце-
дуру повторяли 6 раз, увеличивая время центрифугирования для каждой последую-
щей пробы: 2-я проба – 10, 3-я проба – 15, 4-я – 20, 5-я – 25 и 6-я проба – 30 мин
(рис. 1). После шестого центрифугирования эритроциты в надосадочной жидкости
не выявлялись.

Таким образом, удавалось разделить эритроциты на 6 фракций. На гематоло-
гическом анализаторе Celly 70 фирмы Biocode-Hycel (Франция) оценивали каче-
ственные характеристики эритроцитов как в цельной крови, так и в каждой от-
дельной фракции, включая средний объем эритроцитов, среднее содержание ге-
моглобина в эритроците, среднюю концентрацию гемоглобина в эритроците и
индекс анизоцитоза эритроцитов.

Для выявления эритроцитов, содержащих фетальные формы гемоглобина –
ФК, мазки крови выдерживали в цитратно-фосфатном буфере (pH 4.5), затем в
1%-ном растворе эозина (метод Betke–Kleihauer) [10]. Подсчет ретикулоцитов
осуществляли в мазках крови, окрашенных бриллиантовым крезиловым синим.
Ретикулоциты и клетки с фетальным гемоглобином считали в мазках крови на
1000 эритроцитов, при увеличении 100× на световом микроскопе Leica DM 2500
(Германия).

Рис. 1. Схема разделения эритроцитов на фракции.
Fig. 1. Scheme of separation the erythrocytes on fractions.
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Для определения изоформ гемоглобина приготовляли гемолизат из перифериче-

ской крови по стандартной методике [13, 14]. Для приготовления образца к 0.5 мл

цельной крови или взвеси эритроцитов (после центрифугирования) добавляли 0.5 мл

физиологического раствора (соотношение 1 : 1) и центрифугировали при 3000 обо-

ротах (RCF = 704.34 g) в течение 15 мин. Затем надосадочную жидкость сливали,

осадок вновь разводили в 1 мл физиологического раствора и вновь центрифугиро-

вали при тех же условиях. Процедуру повторяли трижды. Гемолиз эритроцитов

проводили осмотическим способом путем смешивания эритромассы с тремя объе-

мами дистиллированной воды. Выбор осмотического гемолиза был обусловлен

требованием сведения до минимума воздействия на структуру гемоглобина. После

добавления дистиллированной воды смесь оставляли на 10 мин с целью выжидания

полного разрушения эритроцитов. Затем добавляли 1 объем хлороформа. Встряхива-

ли в течение 1 мин и центрифугировали 5 мин при 3000 оборотах (RCF = 704.34 g).

В результате центрифугирования смесь распределялась на три слоя: нижний слой –

хлороформ, средний – клеточный детрит, верхний – раствор гемоглобина (гемо-

лизат). К гемолизату добавляли равный объем 50%-ного раствора глицерина и со-

держали в холодильной камере при температуре 3–5°С. Данные образцы могли

храниться в течение 2 недель.

Для определения соотношения между белковыми фракциями гемоглобина ис-

пользовали метод электрофореза в полиакриламидном геле по Мауреру [14]. Элек-

трофорез осуществлялся в ПААГ 10%-ной концентрации с помощью оборудования

фирмы Bio-Rad (США). В лунки геля вносились образцы в количестве 200 мкл на

1 лунку. Для точного определения молекулярных масс в первую лунку вносился бел-

ковый стандарт Precision Plus Protein Standards Dual Color фирмы Bio-Rad (США).

Диапазон молекулярных масс составлял от 10 до 250 кДа. С 2-й по 10-ю лунки геля

вносили образцы гемолизата.

Электроды устанавливались таким образом, чтобы в верхнем электродном буфе-

ре располагался катод, а в нижнем – анод, поскольку гемоглобин по своей природе

является полианионом. Это обеспечивало движение образца от катода к аноду.

Электрофорез проводили в одной гелевой ячейке (конструкцией прибора преду-

смотрено использование двух ячеек). После полной подготовки системы к работе

устанавливали силу тока 10 мА на время вхождения образца в концентрирующий

гель, а затем 50 мА в течение 1 ч. После отключения источника питания электрод-

ные буферы сливали в сосуды, извлекали гелевую ячейку и отслаивали от геля пе-

реднюю стенку. Для лучшей диагностики проводили окрашивание полос бензиди-

новым раствором (смешивали 0.025 г основного бензидина и 0.1 г перекиси бария,

перед исследованием добавляли 5 мл 50%-ного раствора уксусной кислоты и

взбалтывали до полного растворения бензидина). Далее электрофореграмму под-

вергали моментальному сканированию и денситометрической обработке с помо-

щью программы Image Lab 6.0.1. фирмы Bio-Rad (США), определяющей как соот-

ношение отдельных изоформ гемоглобина, так и его молекулярную массу (рис. 2)

[5, 13, 14].

Статистическую обработку полученных результатов проводили в программном

пакете Statistica 8.0. Данные представлены в виде среднего арифметического и его

стандартной ошибки (M ± m). Сравнение групп выполняли с использованием крите-

рия Манна–Уитни (U). Различия считали статистически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные данные свидетельствуют, что в эритроцитах цельной крови определя-

ются 6 изоформ гемоглобина, отличающиеся по электрофоретической подвижности

(рис. 3), что соответствует данным других авторов [5, 7, 8]. В зависимости от молеку-
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лярной массы они были обозначены как: F1 – 52.27 ± 1.33 kDa, F2 – 56.9 ± 1.21 kDa,

F3 – 63.0 ± 1.43 kDa, F4 – 70.71 ± 0.31 kDa, F5 – 81.67 ± 0.97 kDa и F6 – 86.86 ± 0.54 kDa.

Следует отметить, что только две фракции F3 и F4 соответствуют наиболее часто

приводимой в литературе расчетной величине молекулярной массы гемоглобина 65–

68 kDa, в то время, как F1 и F2 – меньше, а F5 и F6 – больше указанной величины.

Увеличение молекулярной массы может быть обусловлено полимеризацией.

Феномен полимеризации гемоглобина показан, в частности, у рыб [15] и рептилий –

черепах [16]. При удалении гемоглобина из цитозоля эритроцитов с помощью ка-

тионообменной хроматографии в последнем удается обнаружить более 600 разных

белков [17], с которыми гемоглобин может образовывать комплексы. Отдельно

следует выделить мембраносвязанную форму гемоглобина [2, 18]. Полимеризация

гемоглобина происходит одинаково в растворах и клетках [19].

Феномен полимеризации используется при получении кислородоносителей на

основе гемоглобина. В частности, при молекулярной массе тетрамера 64 кДа полу-

чают монодисперсные рекомбинантные полимеры человеческого гемоглобина 130

и 260 кДа, а также и пен-тетрамер с молекулярной массой 320 кДа [20, 21], отлича-

ющиеся по способности переносить кислород и вазоактивному действию.

Образование изоформ с меньшей молекулярной массой может быть связано с

тем, что среди различных функций гемоглобина особое место занимает его роль в

образовании биоактивных сигнальных молекул. Показано, что внутри эритроци-

тов человека происходит интенсивный протеолиз гемоглобина, приводящий к об-

Рис. 2. Разгонка белковых фракций гемоглобина в норме и после фракционного центрифугирования.

Fig. 2. Acceleration of protein fractions of hemoglobin normal and after fractional centrifugation.
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Рис. 3. Эритрофореграмма крыс без фракционного центрифугирования.

Fig. 3. Erythrophoregram of rats without fractional centrifugation.
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разованию и выделению пептидных соединений, обладающих регуляторными

свойствами [22]. В супернатанте эритроцитов идентифицировано более 37 пепти-

дов, которые стимулируют пролиферацию и гемопоэз, подавляют пролиферацию,

обладают бактерицидным эффектом и др., что указывает на физиологическую зна-

чимость высвобождения пептидов эритроцитами [23].

С помощью использованного метода можно разделить эритроциты крысы на

6 фракций, отличающихся по своим морфологическим характеристикам (табл. 1)

Если в цельной крови выявляется 6 изоформ гемоглобина, то после фракциони-

рования в клетках каждой из фракций только 2 (рис. 4).

Первую фракцию составляют эритроциты, содержащие наиболее тяжелые изо-

формы гемоглобина – F4 и F6 (в соотношении – 54.0% и 46.0%, в 1-й пробе соот-

ветственно), вторую – эритроциты с гемоглобинами F3 и F5 (в соотношении –

60% и 40% во 2-й пробе). Третья и четвертая содержат одинаковые изоформы F3 и

F4, но отличаются по соотношению последних (третья – соотношение 33.3% и

66.7% в 3-й пробе, четвертая – соотношение 43.1% и 56.9% в 4-й пробе). Пятая

фракция представлена эритроцитами с F2 и F3 изоформами (в соотношении –

37.1% и 62.9% в 5-й пробе), а шестая содержит самые легкие F1 и F2 гемоглобины

(в соотношении 32.5% и 67.1% в 6-й пробе) (рис. 4).

Эритроциты фракций 1-4 содержат одинаковый процент фетальных клеток

(ФК), превышающий показатель в цельной крови, в то время как во фракциях 5 и 6

содержание этих клеток минимальное. Количество ретикулоцитов во фракциях 1 и

2 выше, в 3-й и 4-й – соответствует, а в 5-й и 6-й меньше, чем в цельной крови.

Полученные данные о наличии в эритроците двух изоформ гемоглобина вполне

согласуются с выявленным ранее фактом содержания двух форм гемоглобина в

Таблица 1. Морфологические характеристики различных фракций эритроцитов
Table 1. Morphological characteristics of various fractions of red blood cells

* – достоверные отличия от контроля (p < 0.05) .
* – significant differences from control (p < 0.05).
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Контроль без разделения на 
фракции
Сontrol without dividing into 
fractions (n=18)

55.54 ± 0.32 17.7 ± 0.51 32.83 ± 1.08 14.12 ± 0.31 1.23 ± 0.06 1.32 ± 0.09

1 фракция
1 fraction (n =18)

54.95 ± 0.17 19.26 ± 0.11 35.05 ± 0.26 14.68 ± 0.15 4.4 ± 0.88* 2.27 ± 0.06*

2 фракция
2 fraction (n =18)

54.09 ± 0.08* 18.81 ± 0.14* 34.5 ± 0.44 14.51 ± 0.24 2.98 ± 0.22* 2.47 ± 0.1*

3 фракция
3 fraction (n =18)

53.6 ± 0.1* 18.32 ± 0.08 34.19 ± 0.22 14.85 ± 0.17* 1.32 ± 0.05 2.67 ± 0.11*

4 фракция
4 fraction (n =18)

53.31 ± 0.08* 18.52 ± 0.13 35.7 ± 0.16* 13.9 ± 0.21 1.14 ± 0.4 2.62 ± 0.09*

5 фракция
5 fraction (n =18)

49.61 ± 2.06 19.07 ± 0.16* 37.27 ± 0.47* 13.98 ± 0.2 0.67 ± 0.07* 0.7 ± 0.06*

6 фракция
6 fraction (n =18)

52.42 ± 0.19* 17.78 ± 0.11 34.13 ± 0.42 14.9 ± 0.21* 0.01 ± 0.008* 0.02 ± 0.001*
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Рис. 4. Белковые фореграммы эритроцитов после фракционного центрифугирования при 500 об/мин:

(А) 5 мин; (B) 10 мин; (C) 15 мин; (D) 20 мин; (E) 25 мин; (F) 30 мин.

Fig. 4. Erythrocyte protein foregramms after fractional centrifugation at 500 rpm: (A) 5 min; (B) 10 min; (C) 15 min;

(D) 20 min; (E) 25 min; (F) 30 min.
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ФК: HbF и HbА, при этом на долю первого приходится до 25% общего Hb в эрит-

роците [12].

Изменения соотношения между эритроцитами с различными изоформами ге-

моглобина могут играть существенную роль в механизмах адаптации организма к

действию экстремальных факторов и при патологии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С помощью фракционного центрифугирования эритроцитов периферической

крови крыс удается выделить шесть фракций клеток, различающихся по гемогло-
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биновому профилю. Распределение гемоглобина в эритроцитах интактных крыс

имеет ряд особенностей:

1. Определяемые в периферической крови крыс 6 изоформ гемоглобина распре-

деляются между эритроцитами неравномерно.

2. Каждый эритроцит крысы содержит две изоформы гемоглобина.

3. Эритроциты отличаются как по видам изоформ гемоглобина, так и по соотно-

шению между ними

4. Эритроциты, содержащие изоформы с меньшей молекулярной массой содер-

жат меньший процент гемоглобинов с кислото- и щелочеустойчивыми свойствами.

Рис. 4. Окончание
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Distribution Various Isoforms of Hemoglobin in Rat Red Blood Cells
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The six fractions of cells that differ in the content and ratio of different isoforms of he-

moglobin can be isolated using fractional centrifugation of peripheral blood erythrocytes

in intact rats. The distribution of hemoglobin in red blood cells is characterized by the

fact that if six protein isoforms are determined in whole blood, then only two in the cells

of each individual fraction. Red blood cells with isoforms of lower molecular weight con-

tain a lower percentage of hemoglobins with acid-and alkali-resistant properties.

Keywords: fractional centrifugation, red blood cell types, hemoglobin isoforms, hemoglo-

bin heterogeneity, fetal hemoglobin
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