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Хроническая лимфопения, в частности дефицит Т-лимфоцитов, увеличивает риск смерти от онкологиче-
ских, сердечно-сосудистых и респираторных заболеваний; служит фактором риска тяжелого течения и не-
благоприятного исхода инфекционных болезней, таких как COVID-19. Регенерация Т-лимфоцитов пред-
ставляет собой сложный многоуровневый процесс, многие вопросы которого пока остаются без ответа. В
обзоре рассмотрены два основных пути увеличения численности Т-клеток при лимфопении: продукция в
тимусе и гомеостатическая пролиферация на периферии. Суммированы данные литературы о сигналах,
регулирующих работу каждого из путей. Проанализирован их вклад в количественное и качественное вос-
становление пула иммунных клеток. Рассмотрены особенности регенерации Т-лимфоцитов CD4+ и
CD8+.

Ключевые слова: лимфопения, регенерация, Т-лимфоциты, тимус, гомеостатическая пролиферация
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Дефицит Т-лимфоцитов – лимфопения – развива-
ется под действием различных факторов: инфекций
вирусной и бактериальной природы, генетических и
аутоиммунных заболеваний, доброкачественных и
злокачественных опухолей, травм и оперативных вме-
шательств, лекарственных препаратов и ионизирую-
щей радиации (Ватутин, Ещенко, 2016). Хотя кратко-
временная лимфопения не представляет опасности
для здоровья, приняв хроническую форму, это состоя-
ние увеличивает риск смерти от различных причин, в
том числе онкологических, сердечно-сосудистых и ре-
спираторных заболеваний (Warny et al., 2020). Приме-
чательно, что у пациентов, госпитализированных с
COVID-19, лимфопения также является надежным
прогностическим маркером тяжелого течения и не-
благоприятного исхода заболевания (Lee et al., 2021;
Zaboli et al., 2021).

Регенерация Т-лимфоцитов обеспечивается ра-
ботой сразу двух механизмов (Mackall et al., 1997b).
Первый – созревание костномозговых клеток-пред-
шественников в тимусе. Второй – независящее от
тимуса деление зрелых Т-лимфоцитов на периферии
(так называемая гомеостатическая пролиферация).
Два пути регенерации Т-клеток работают одновре-

менно, но их вклад в восстановление иммунной си-
стемы различен. В обзоре рассмотрены сигналы, ре-
гулирующие работу двух путей регенерации Т-лим-
фоцитов; вопросы количественного и качественного
восстановления пула Т-клеток; особенности вос-
полнения дефицита Т-лимфоцитов CD4+ и CD8+.

ПУСКОВЫЕ МЕХАНИЗМЫ РЕГЕНЕРАЦИИ 
Т-КЛЕТОК ПРИ ЛИМФОПЕНИИ

Вилочковая железа является относительно авто-
номной структурой и слабо реагирует на потреб-
ность организма в Т-лимфоцитах (Berzins et al.,
1998). В течение суток тимус производит количество
наивных Т-клеток, равное приблизительно 1% име-
ющихся в нем тимоцитов (Scollay et al., 1980). Экспе-
риментально установлено, что присутствие в орга-
низме дополнительных тимусов, пересаженных от
сингенных животных, не влияет на продуктивную
функцию или размер собственной вилочковой желе-
зы реципиента (Metcalf, 1963; Berzins et al., 1998). Все
приживленные тимусы работают автономно, а коли-
чество зрелых Т-лимфоцитов на периферии не ска-
зывается на продукции наивных Т-клеток.

В свою очередь, гомеостатическая пролиферация
Т-лимфоцитов запускается не сама по себе. Доля де-
лящихся во вторичных лимфоидных органах Т-кле-
ток непременно увеличивается на фоне снижения их
абсолютного количества (Ge et al., 2002; Williams et al.,
2007; Митин и др., 2013). При этом сигналы, запус-

Принятые сокращения: ИЛ – интерлейкин; ТКР – Т-клеточ-
ный рецептор; CFSE – 5(6)-карбоксифлуоресцеиндиацетат-n-
сукцинимидиловый эфир, IFNγ – интерферон гамма; MHC –
главный комплекс гистосовместимости; TREC – эксцизион-
ные кольца Т-клеточного рецептора.
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кающие гомеостатическое деление Т-лимфоцитов,
не до конца изучены.

Имеющиеся данные свидетельствуют о том, что
для запуска процесса гомеостатической пролифера-
ции клеткам необходимы сигналы, поступающие че-
рез разные каналы, в том числе Т-клеточный рецеп-
тор (ТКР), рецепторы цитокинов и рецепторы ко-
стимулирующих молекул. Так, гомеостатическое
деление наивных Т-лимфоцитов зависит от взаимо-
действия их ТКР с пептидами, представленными в
составе молекул главного комплекса гистосовмести-
мости (MHC) (Kieper, Jameson, 1999). Важную роль в
этом процессе играют белки, обеспечивающие селек-
цию клеток в тимусе (Goldrath, Bevan, 1999; Min et al.,
2005; Enouz et al., 2012). Такие пептиды обладают
низким сродством к ТКР. В норме обеспечиваемая
ими субпотимальная стимуляция поддерживает
жизнеспособность зрелых периферических Т-кле-
ток. Однако при лимфопении даже эти слабые взаи-
модействия могут инициировать митоз Т-лимфоцитов.
Кроме того, сигналы, запускающие гомеостатическую
пролиферацию, могут поступать от комменсальных
микроорганизмов. В экспериментах с сублетально об-
лученными Rag1–/– мышами-гнотобионтами было
установлено, что отсутствие антигенов нормальной
микрофлоры сопровождается снижением интенсив-
ности гомеостатического деления адоптивно перене-
сенных Т-клеток (Kieper et al., 2005). Примечательно,
что, в отличие от наивных Т-лимфоцитов, Т-клетки
памяти способны вступать в процесс гомеостатическо-
го деления независимо от сигналов, поступающих че-
рез ТКР (Geginat et al., 2001, 2003).

Для гомеостатической пролиферации клеток не-
обходимы цитокины с общей γ-цепью, среди которых
наибольшим значением для Т-лимфоцитов обладает
интерлейкин-7 (ИЛ-7) (Ku et al., 2000; Schluns et al.,
2000; Fry, Mackall, 2001; Tan et al., 2001). При лимфо-
пении содержание ИЛ-7 в сыворотке крови увели-
чивается, что чаще всего связано с дефицитом по-
требляющих цитокин клеток (Bolotin et al., 1999;
Guimond et al., 2009). Высокие концентрации ИЛ-7
снижают порог чувствительности Т-лимфоцитов к
активации in vitro (Porter et al., 2001). По-видимому,
данный феномен способствует пролиферации наив-
ных Т-клеток в ответ на субоптимальную стимуля-
цию аутологичными пептидами и продуктами ком-
менсальных микроорганизмов. В экспериментах с
Rag2−/−-животными было показано, что под дей-
ствием ИЛ-7 в Т-лимфоцитах увеличивается уро-
вень экспрессии антиапоптотических факторов и
растет скорость деградации ингибитора клеточного
цикла p27Kip1 (Li et al., 2006). Эти факторы способ-
ствуют выживанию присутствующих на периферии
Т-клеток. ИЛ-7 имеет настолько выраженное дей-
ствие на Т-лимфоциты, что его введение сопровож-
дается увеличением численности иммунных клеток
даже у мышей без лимфопении (Min et al., 2005). В
свою очередь, снижение доступности ИЛ-7 при бло-

кировании альфа-цепи цитокинового рецептора
(CD127) ограничивает гомеостатическую пролифе-
рацию Т-клеток при их адоптивном переносе субле-
тально облученным Rag2–/– -мышам.

В ряде исследований блокирование CD127 не влия-
ло на гомеостатическую пролиферацию адоптивно пе-
ренесенных Т-лимфоцитов (Schluns et al., 2000;
Min et al., 2003). Это и другие несоответствия ре-
зультатов экспериментов привели к выводу, что под
понятием “гомеостатическая пролиферация” скры-
ваются сразу два процесса, запускающихся в условиях
лимфопении: быстрое и медленное деление Т-клеток
(Min et al., 2005). Быстрая гомеостатическая пролифе-
рация Т-лимфоцитов, также известная как спонтанная
или эндогенная, характерна для глубокой лимфопе-
нии. Клетки делятся каждый день; часто по несколь-
ко раз в сутки. В свою очередь, медленная гомеоста-
тическая пролиферация Т-лимфоцитов характерна
для условий умеренной или физиологической лим-
фопении. Клетки делятся один раз в течение 2–4 сут
или реже. Известные к настоящему времени харак-
теристики каждого из типов гомеостатической про-
лиферации суммированы в табл. 1 и будут рассмот-
рены далее.

В запуске гомеостатической пролиферации могут
участвовать сигналы, поступающие через костиму-
лирующую молекулу CD28. Большинство исследо-
ваний свидетельствуют о том, что блокирование вза-
имодействия CD28 с лигандом снижает интенсив-
ность гомеостатического деления Т-лимфоцитов
(Gudmundsdottir, Turka, 2001; Min et al., 2003;
Hagen et al., 2004). Вместе с тем, костимулирующие
сигналы через CD28 не всегда являются лимитирую-
щим фактором для запуска гомеостатической про-
лиферации Т-клеток (Prlic et al., 2001). Выявленные
различия могут быть связаны с использованием раз-
ных моделей лимфопении, в которых большее зна-
чение для регенерации Т-клеток имеют быстрая
(CD28-зависимая) или медленная (CD28-независи-
мая) гомеостатическая пролиферация.

Таким образом, в условиях Т-лимфопении реге-
нерация иммунной системы включает одновремен-
но два пути: продукцию клеток в тимусе и гомеоста-
тическую пролиферацию лимфоцитов на перифе-
рии. Каждый из них регулируется собственным
набором сигналов. Следует отметить, что парциаль-
ный вклад двух путей может меняться в зависимости
от ситуации. При этом увеличение численности
Т-клеток посредством того, или иного механизма
накладывает свой отпечаток на формируемый пул
лимфоцитов.

КОЛИЧЕСТВЕННАЯ РЕГЕНЕРАЦИЯ 
Т-ЛИМФОЦИТОВ

Тимус играет центральную роль в первоначаль-
ном формировании пула Т-лимфоцитов. В 60-х го-
дах прошлого века Жак Миллер (Miller, 1961) пока-
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зал, что тимэктомия в ранний неонатальный период
приводит к развитию глубокой лимфопении и се-
рьезных иммунологических дефектов у взрослых
животных. Далее в большой серии экспериментов
было продемонстрировано, что тимус обеспечивает
микроокружение, необходимое костномозговым
клеткам-предшественникам для созревания и селек-
ции клонов, способных к низкоаффинным взаимо-
действиям с собственными пептидами, презентиро-
ванными в составе MHC (von Boehmer et al., 1989).
Другими словами, в новорожденном организме ти-
мус обеспечивает формирование пула CD45RA-по-
зитивных наивных CD4+- и CD8+-Т-лимфоцитов,
экспрессирующих широкий репертуар Т-клеточных
рецепторов.

Эксперименты с пересадкой обедненного Т-клет-
ками костного мозга взрослым, летально облучен-
ным эутимическим и бестимусным мышам показа-
ли, что вилочковая железа участвует в формирова-
нии пула Т-лимфоцитов не только в неонатальный
период, но и в более зрелом возрасте (Miller, 1962;

Zinkernagel et al., 1980). На основе этих данных было
выдвинуто предположение, что возрастная инволю-
ция тимуса может снижать регенеративный потен-
циал Т-лимфоцитов. Представленная гипотеза была
подтверждена клиническими данными: возраст па-
циентов отрицательно сказывался на способности
пула CD4+-Т-клеток к восстановлению. Так, у детей
после интенсивной химиотерапии и пересадки кост-
ного мозга часто увеличивался тимус, что было со-
пряжено с относительно быстрым приростом коли-
чества наивных CD4+-Т-клеток (Mackall et al., 1995;
Storek et al., 1995; Weinberg et al., 1995). Напротив, у
взрослых восстановительный период был замедлен и
не сопровождался увеличением размера вилочковой
железы (Forman et al., 1982; Mackall et al., 1995; More-
land et al., 1994; Storek et al., 1995).

В свою очередь, способность Т-лимфоцитов к го-
меостатической пролиферации не зависит от воз-
раста. Так, большинство приведенных выше публи-
каций исследуют вопрос регенерации иммунной си-
стемы у взрослых особей. Однако перенос наивных

Таблица 1. Основные характеристики быстрой и медленной гомеостатической пролиферации Т-лимфоцитов

Примечание. ТКР – Т-клеточный рецептор; МНС – молекулы главного комплекса гистосовместимости; IFNγ – интерферон гамма,
ИЛ-2 – интерлейкин-2.

Параметр
Быстрая пролиферация

(спонтанная/эндогенная)
при тяжелой лимфопении

Медленная пролиферация
при умеренной/физиологической 

лимфопении

Интенсивность деления 1 раз за 1 сут или чаще 1 раз за 2–4 сут или реже
Зависимость от цитокинов – ИЛ-7
Зависимость от взаимодействия с ком-
плексом пептид/МНС

+ +

Зависимость от собственных или пище-
вых антигенов

+ +

Зависимость от антигенов комменсаль-
ных бактерий

+ ?

Аффинность ТКР Высокая Умеренная или низкая
Зависимость от костимуляции CD28 + –
Зависимость от разнообразия ТКР 
периферических клеток

+ –

Предмет конкуренции Специфический сайт связывания Растворимый неспецифический стимул
Свойства делящихся клеток

Активационные маркеры CD25+/– CD69– CD25– CD69–

Дифференцировка Эффекторы или клетки памяти 
(CD44brightCD62L–), 

регуляторные Т-клетки

Клетки наивные или подобные памяти 
или памяти (CD44+/–CD62L+), 
которые могут вернуть фенотип 

наивных лимфоцитов
Продукция цитокинов после стимуляции IFNγ, ИЛ-2 ИЛ-2
Способность к локализации в нелимфо-
идных тканях

+ –

Склонность к развитию аутоиммунных 
заболеваний

Увеличивает Увеличивает
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Т-клеток новорожденным мышам с еще несформи-
рованным пулом периферических Т-лимфоцитов
также приводит к гомеостатической экспансии кле-
ток (Min et al., 2003): в течение 16–18 сут перенесен-
ные лимфоциты делятся 7 и более раз. Интенсив-
ность гомеостатической пролиферации перенесен-
ных клеток снижается по мере естественного
наполнения пула периферических Т-клеток тимиче-
скими мигрантами (Mackall et al., 1993, 1997b). Поэто-
му гомеостатическая, индуцированная лимфопенией,
пролиферация – это не только ответ на повреждение
пула Т-лимфоцитов, но и важный физиологический
процесс, протекающий в здоровом организме любого
возраста.

Масштаб вовлеченности Т-клеток в гомеостати-
ческое деление соответствует глубине иммунодефи-
цитного состояния (Dummer et al., 2002). В этой работе
авторы адоптивно переносили разные количества кле-
ток B6.PL (Thy1.1+) сублетально облученным и интакт-
ным мышам C57BL/6 (Thy1.2+). На седьмой день по-
сле переноса было отмечено, что введение Т-лимфо-
цитов интактным животным не вызывает
клеточного деления. Напротив, у облученных мы-
шей адоптивный перенос приводит к интенсивной
гомеостатической пролиферации Thy1.1-позитив-
ных CD4+- и CD8+-Т-лимфоцитов. При этом с уве-
личением размера инокулята доля пролиферирую-
щих клеток Thy1.1+ снижалась, уменьшалось коли-
чество пройденных лимфоцитами митозов. Через
10 нед. наблюдений абсолютная численность пери-
ферических Т-лимфоцитов в крови всех облученных
мышей достигала значений, характерных для ин-
тактных животных, что свидетельствовало о рекон-
струкции иммунной системы (Dummer et al., 2002).
Аналогичные результаты были получены и другими
авторами (Min et al., 2004), которые адоптивно пере-
носили Rag2–/–-мышам CD4+-Т-клетки, количество
которых варьировало от 104 до 107. Через 1–2 мес,
оценивая количество этих лимфоцитов в лимфати-
ческих узлах и селезенке животных, авторы отмети-
ли, что вне зависимости от размера инокулята коли-
чество CD4+-Т-клеток было сопоставимо с таковым
у интактных здоровых мышей (Min et al., 2004). Так
как тимус Rag2–/–-животных не производит Т-кле-
ток, увеличение их числа происходит исключитель-
но посредством гомеостатической пролиферации. Бы-
ло установлено, что делящиеся на периферии зрелые
Т-клетки способны увеличить свое количество в 10–
800 тысяч раз (Miller, Stutman, 1984; Rocha et al., 1989).

Следует отметить, что гомеостатическая проли-
ферация не всегда способна полностью восстано-
вить пул Т-лимфоцитов. Так, однократное введение
мышам циклофосфана приводит к снижению абсо-
лютного количества Т-клеток в вилочковой железе и
селезенке (Гринько и др., 2020). Но, если в тимусе
животных численность Т-лимфоцитов восстанавли-
вается уже на 20-е сутки, то в селезенке этот процесс
замедлен. Спустя 2 мес. общее количество CD4+-

клеток достигает значений, характерных для кон-
трольных животных, однако численность наивной
субпопуляции Т-лимфоцитов CD4+ остается сни-
женной. Эти наблюдения поднимают вопрос о том,
насколько пул Т-клеток, формируемый под давле-
нием лимфопении, соответствует таковому в нор-
мально функционирующей иммунной системе.

КАЧЕСТВЕННАЯ РЕГЕНЕРАЦИЯ Т-КЛЕТОК

Как было отмечено выше, адоптивный перенос
наивных Т-клеток новорожденным мышам, у кото-
рых еще не сформирован собственный пул перифе-
рических Т-лимфоцитов, сопровождается гомеоста-
тическим делением перенесенных клеток (Min et al.,
2003). Пролиферирующие в этих условиях наивные
Т-лимфоциты не сохраняют свой фенотип, но при-
обретают характеристики, свойственные клеткам
памяти, а именно: экспрессируют соответствующие
поверхностные маркеры (CD44) и обретают способ-
ность к продукции интерферона гамма (IFNγ). Кон-
версия фенотипа и изменение функциональности
Т-клеток, претерпевших гомеостатическое деление,
были отмечены целым рядом исследователей (Oehen,
Brduscha-Riem, 1999; Murali-Krishna, Ahmed, 2000;
Masopust et al., 2001; Dummer et al., 2002; Ge et al., 2002;
Min et al., 2003). В некоторых работах клетки, конвер-
тировавшие фенотип при гомеостатической проли-
ферации, даже называют “суррогатными” и отлича-
ют от “истинных” – сформированных в ответ на ан-
тиген – Т-клеток памяти (Lee et al., 2013; White et al.,
2016).

Конверсия фенотипа, в большей мере, характерна
для Т-клеток, прошедших через быстрое гомеостатиче-
ское деление. В свою очередь, медленная гомеостати-
ческая пролиферация эффективно поддерживает пул
иммуноцитов с фенотипом и функциональными ха-
рактеристиками наивных Т-лимфоцитов (Hazen-
berg et al., 2004; Bains et al., 2009). Так, у взрослых лю-
дей до 90% наивных Т-клеток формируются посред-
ством их пролиферации на периферии (den Braber et al.,
2012). Вследствие этого с возрастом у людей содер-
жание молекул TREC среди наивных Т-лимфоци-
тов сокращается на 90–99% (Jamieson et al., 1999;
Harris et al., 2005; Kilpatrick et al., 2008). Молекулы
TREC (от англ.: T-cell receptor excision circles – экс-
цизионные кольца ТКР) формируются во время ре-
аранжировки сегментов генов Т-клеточного рецеп-
тора в вилочковой железе и служат маркерами тими-
ческого происхождения лимфоцитов (Douek et al.,
1998). Следует отметить, что доля TREC-позитив-
ных клеток снижается как среди CD31-негативных,
так и среди CD31-позитивных наивных CD4+-Т-
лимфоцитов (Kilpatrick et al., 2008). Можно сделать
вывод, что даже так называемые CD31+ “тимические
мигранты”, которые принято считать выходцами из
тимуса, частично продуцируются посредством пери-
ферического деления наивных Т-клеток.
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Важно, что формирование генов, кодирующих
цепи ТКР, происходит исключительно в тимусе. У
взрослых вилочковая железа производит ограничен-
ное количество новых, разнообразных по специфич-
ности, наивных Т-клеток. Поэтому регенерация пу-
ла Т-лимфоцитов, в основном, происходит за счет
деления ограниченного количества присутствую-
щих на периферии клонов (Mackall et al., 1996). Ло-
гичным итогом такой пролиферации является по-
степенное искажение и сужение репертуара антиге-
нраспознающих рецепторов пула Т-лимфоцитов.
Было показано, что у взрослых ВИЧ-инфицирован-
ных субъектов сужен репертуар ТКР (Connors et al.,
1997; Gea-Banacloche et al., 1998), что подтверждает
происхождение Т-клеток этих больных из малого
количества пролиферирующих на периферии лим-
фоцитов.

Лимфопения, индуцированная применением мо-
ноклональных анти-CDw52 антител для лечения
ревматоидного артрита, также приводит к формиро-
ванию пула Т-клеток, характеризующегося низким
разнообразием ТКР (Jendro et al., 1995). Аналогич-
ные результаты были получены при анализе репер-
туара Т-клеток, формируемых при первоначальной
(происходящей за счет экспансии зрелых Т-лимфо-
цитов донора) регенерации, следующей за транс-
плантацией костного мозга (Gorski et al., 1994; Masu-
ko et al., 1996; Roux et al., 1996). Интересные данные
также представлены в работах, выполненных с ис-
пользованием животных моделей (Min et al., 2004).
Исследователи вводили 104–107 CD4+-Т-клеток
Rag2–/–-мышам и отмечали, что после регенерации
пулы Т-лимфоцитов животных разных групп суще-
ственно отличались по разнообразию ТКР. У мы-
шей, которым перенесли 107 Т-лимфоцитов, этот
показатель был выше, чем у животных, получивших
меньшее число клеток. Вместе с тем, абсолютное ко-
личество CD4+-Т-лимфоцитов было сопоставимым
у мышей разных групп. Сужение репертуара ТКР
вследствие гомеостатической пролиферации может
снижать эффективность иммунного ответа (Fry
et al., 2001). В представленном исследовании тимэк-
томированным самкам мышей, более 98% Т-клеток
которых было удалено введением анти-CD4 и анти-
CD8 антител, трансплантировали кожные лоскуты
самцов. В норме такие трансплантаты должны от-
торгаться из-за несовместимости по H-Y антигену.
Однако адоптивный перенос 106 сингенных Т-лим-
фоцитов и численная регенерация пула Т-клеток не
приводили к функциональной реконструкции им-
мунной системы мышей: у животных не развивалась
реакция отторжения трансплантата вопреки отсут-
ствию лимфопении. Увеличение размера инокулята
способствовало более эффективному иммунному
ответу, а оптимальный иммунный ответ был достиг-
нут при размере инокулята равном десятой части от
общего числа Т-клеток в интактном организме.
Представленные данные позволяют прийти к за-

ключению, что в отсутствие тимуса периферическая
экспансия может восстановить не только числен-
ность Т-лимфоцитов, но и их способность к разви-
тию иммунного ответа на антигены. Вместе с тем,
регенерация пула Т-лимфоцитов из состояния глу-
бокой лимфопении в сочетании с отсутствием воз-
можности обогатить репертуар ТКР может приво-
дить к снижению устойчивости организма к патоге-
нам и опухолям, ускорять развитие старческого
иммунодефицита (Roux et al., 2000; Козлов, 2014).

Гомеостатическая пролиферация негативно вли-
яет на жизнеспособность Т-клеток. Было отмечено,
что у мышей с генетически обусловленной лимфо-
пенией гомеостатическое деление Т-лимфоцитов
часто сопровождается их гибелью, что препятствует
накоплению клеток и восстановлению иммунной
системы (Goldrath et al., 2000). Математическая мо-
дель, созданная на основе экспериментов, подтвер-
дила, что вызванное лимфопенией деление Т-лим-
фоцитов сопровождается активной гибелью этих
клеток (Min et al., 2004). Исследователи рассудили,
что если всего 1% адоптивно перенесенных Т-клеток
совершит 7 митозов, то количество поделившихся
лимфоцитов увеличится в 128 раз и существенно
сузит репертуар присутствующих в организме кло-
нов. Вместе с тем, пул Т-клеток, формируемый в
этих условиях, обычно характеризуется относитель-
но широким разнообразием ТКР. Следовательно,
наполняющие его клетки не могут быть потомками
малого числа лимфоцитов. Так как регенерация
приводит к формированию ограниченного по раз-
меру пула Т-клеток, исследователи считают, что в
процессе гомеостатического деления происходит
активная гибель Т-лимфоцитов. Действительно, по
сравнению с клетками, не принимавшими участие в
процессе гомеостатической пролиферации, регене-
рирующие Т-лимфоциты более склонны к актива-
ционно-индуцированному апоптозу (Fry et al., 2001).
Следует принять во внимание и то, что интенсивное
деление Т-лимфоцитов приводит к уменьшению
длины теломер и снижению “запаса” пролифера-
тивной способности клеток. Этот феномен, извест-
ный как репликативное старение, был выявлен и у
CD4-позитивных, и у CD8-позитивных Т-лимфо-
цитов, пролиферирующих в условиях лимфопении
(Weng, 2008).

Еще один значимый эффект регенерации Т-кле-
ток посредством гомеостатической пролиферации –
увеличение вероятности развития аутоиммунных за-
болеваний. Так как взаимодействие с собственными
пептидами является одним из важных этапов запус-
ка гомеостатической пролиферации Т-лимфоцитов,
в процесс деления чаще вступают клоны, несущие
ТКР с более высокой аффинностью к собственным
пептидам. Сужая репертуар ТКР и провоцируя уве-
личение количества аутореактивных клонов, гомео-
статическая пролиферация, индуцированная лим-
фопенией, постепенно создает благоприятные усло-
вия для развития аутоиммунных заболеваний, таких
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как ревматоидный артрит, системная красная вол-
чанка, диабет I типа и др. (Schulze-Koops, 2004; Dat-
ta, Sarvetnick, 2009). Эти эффекты были неоднократно
отмечены в клинической практике при применении
облучения, химиотерапии и иммуносупрессивной те-
рапии (King et al., 2004; Marleau, Sarvetnick, 2005; Bac-
cala, Theofilopoulos, 2005; Khoruts, Fraser, 2005;
Krupica et al., 2006).

Таким образом, тимусзависимый механизм реге-
нерации Т-лимфоцитов обеспечивает полноценное
восстановление иммунной системы, благодаря фор-
мированию новых Т-клеток разнообразной специ-
фичности. Однако этот путь имеет приоритетное
значение лишь в ранний период жизни, а с возрас-
том его вклад в регенерацию иммунной системы
снижается. В свою очередь, гомеостатическая про-
лиферация поддерживает многочисленный и разно-
образный по специфичности ТКР пул Т-лимфоци-
тов на протяжении всей жизни организма. Вместе с
тем, эффективность регенерации иммунной систе-
мы посредством гомеостатического деления в зна-
чительной мере зависит от состояния и разнообра-
зия сохранившихся на периферии Т-клеток. После
глубокой лимфопении гомеостатическая пролифе-
рация формирует пул Т-лимфоцитов с узким репер-
туаром ТКР, высокой склонностью к ответу на ауто-
антигены и низкой жизнеспособностью. В связи с
этим гомеостатическую пролиферацию иногда рас-
сматривают в качестве негативного феномена (Bac-
cala, Theofilopoulos, 2005; Козлов, 2006).

ОСОБЕННОСТИ РЕГЕНЕРАЦИИ CD4- 
И CD8-ПОЗИТИВНЫХ Т-ЛИМФОЦИТОВ

Примечательно, что в большинстве случаев лим-
фопения является следствием недостатка численно-
сти CD4+-Т-клеток, а избирательный дефицит
CD8+-Т-лимфоцитов встречается редко (Societies,
1999). Так, у онкологических больных химиотерапия
приводит к кратковременному уменьшению числа
CD8+-Т-лимфоцитов, В-лимфоцитов и естествен-
ных киллеров, но к долговременному дефициту
CD4+-Т-лимфоцитов, число которых не восстанав-
ливается до исходного уровня даже спустя год после
завершения лечения (Mackall et al., 1997a). После
трансплантации костного мозга (стволовых крове-
творных клеток) численность Т-лимфоцитов CD8+

также восстанавливается значительно быстрее, чем
количество CD4+-Т-клеток (Atkinson et al., 1982;
Forman et al., 1982; Favrot et al., 1983; Guillaume et al.,
1998).

В экспериментах с сублетально облученными
мышами было показано, что через 4 сут после введе-
ния Т-клеток лимфоциты активно пролиферируют в
лимфатических узлах и селезенке (Митин и др.,
2014). При этом доля делящихся CD8+-Т-лимфоци-
тов в два раза превосходит соответствующие значе-
ния CD4+-Т-клеток. Математическое моделирова-

ние процесса регенерации Т-лимфоцитов после хи-
миотерапии также показало, что средняя скорость
прироста числа CD8+-Т-клеток (0.085 ± 0.035 кл./сут) в
3.1 раза выше соответствующих значений CD4+-Т-
лимфоцитов (0.027 ± 0.007 кл.к/сут) (Mackall et al.,
1997a). Среднее время удвоения количества клеток
при регенерации в той же работе составила 12.6 и
28.2 дня для CD8+ и CD4+ Т-лимфоцитов соответ-
ственно. Наиболее быстрый прирост количества на-
блюдали для Т-лимфоцитов CD8+CD57+ и
CD8+CD28–. В свою очередь, численность CD28+- и
CD45RA+CD8+-Т-клеток увеличивалась соизмери-
мо с приростом числа CD4+-Т-лимфоцитов. Приме-
чательно, что в отличие от Т-клеток CD4+ и их наив-
ной субпопуляции, регенерация которых негативно
коррелировала с возрастом пациентов, прирост
CD8+-Т-клеток и наивных CD8+-Т-лимфоцитов не
был связан ни с возрастом больных, ни с размерами
их вилочковых желез. Эти данные позволяют сде-
лать вывод, что регенерация CD4+-Т-лимфоцитов
при лимфопении в значительной мере зависит от ти-
муса. В свою очередь, CD8+-Т-лимфоциты, особен-
но их высокодифференцированные субпопуляции,
активно делятся на периферии, чем восполняют
утраченные клетки.

Описанные выше особенности гомеостатической
пролиферации могут иметь серьезные последствия.
Так, субпопуляции Т-лимфоцитов CD8+CD28– и
CD8+CD57+ характеризуются измененной функци-
ональностью, низкой жизнеспособностью и нару-
шенной пролиферативной активностью после сти-
муляции через ТКР (Lum et al., 1982; Damle, Engle-
man, 1983; Autran et al., 1991). Более того, узкий
репертуар антигенраспознающих рецепторов, свой-
ственный CD8+CD28–- и CD8+CD57+-Т-клеткам
(Gorochov et al., 1994; Posnett et al., 1994), может
ограничивать их функциональность в качестве эф-
фекторов. В совокупности эти факторы снижают
способность организма противостоять онкологиче-
ским заболеваниям и уменьшают эффективность ос-
нованной на стимуляции иммунитета противорако-
вой терапии.

Различия в регенерации CD4+- и CD8+-Т-клеток
в условиях лимфопении могут быть связаны с харак-
теристиками жизнеспособности отдельных субпопу-
ляций лимфоцитов. Было установлено, что у мышей
продолжительность жизни наивных CD4+-Т-клеток
значительно меньше, чем наивных CD8+-Т-лимфоци-
тов (den Braber et al., 2012). Гибель Т-клеток в про-
цессе гомеостатической пролиферации также повы-
шена среди CD4+-Т-лимфоцитов по сравнению с
CD8+-Т-клетками (Fortner et al., 2010). Поддержание
жизнеспособности Т-клеток – это активный процесс
(Raff, 1992). Лимфоциты получают сигналы для выжи-
вания, взаимодействуя с клетками, экспрессирующи-
ми MHC I или II класса (Brocker, 1997; Kirberg et al.,
1997; Tanchot et al., 1997). В отсутствие этих взаимо-
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действий, зрелые CD4-позитивные и CD8-позитив-
ные Т-клетки не способны сохраняться в циркуля-
ции более нескольких недель. При этом скорость ис-
чезновения CD4+-Т-клеток выше таковой у CD8+-
Т-лимфоцитов (Nešić, Vukmanović, 1998). Следует
отметить, что условия для получения сигналов на
выживание отличны для Т-клеток CD4+ и CD8+

(Kieper et al., 2004). Так, CD4+-Т-лимфоцитам необ-
ходим прямой тесный контакт с дендритными клет-
ками во вторичных лимфоидных органах (Brocker,
1997), а CD8+-Т-клеткам достаточно контакта с лю-
быми клетками даже вне лимфоидных тканей (Dai,
Lakkis, 2001).

Не только жизнеспособность, но и гомеостатиче-
ская пролиферация Т-лимфоцитов зависит от их
взаимодействия с пептидами, представленными в
составе MHC (Mackall et al., 1996). Деление CD8+-Т-
лимфоцитов может запуститься при контакте с лю-
быми MHC I класса внутри и вне лимфоидных орга-
нов, а индукция гомеостатического деления CD4+-
Т-клеток возможна только при участии MHC II
класса на антигенпрезентирующих клетках, распо-
лагающихся в Т-зависимых зонах вторичных лим-
фоидных органов (Dai, Lakkis, 2001). По-видимому,
этим можно объяснить тот факт, что СD8+-Т-клетки
вступают в гомеостатическое деление раньше, чем
CD4+-Т-лимфоциты и делятся более интенсивно
(Jameson, 2002).

Следует отметить, что субпопуляции CD4+- и
CD8+-Т-лимфоцитов занимают схожие ниши, и,
следовательно, конкурируют при регенерации (Fre-
itas, Rocha, 2000; Dummer et al., 2001). При этом из-
бирательный дефицит Т-клеток CD4+ компенсиру-
ется пролиферацией обеих субпопуляций, а дефицит
Т-лимфоцитов CD8+ – преимущественно CD8+-Т-
клетками (Cosgrove et al., 1991; Rahemtulla et al., 1991;
Ge et al., 2001). Внесение в лимфопеничное живот-
ное CFSE-меченых Т-лимфоцитов совместно с
большим количеством немеченых CD4+-Т-клеток
приводит к снижению интенсивности гомеостати-
ческой пролиферации CD4+CFSE+, но не
CD8+CFSE+-Т-клеток (Ernst et al., 1999). В свою оче-
редь, такая же ситуация, но с избытком Т-лимфоци-
тов CD8+ приводит к подавлению гомеостатического
деления всех CFSE+-Т-клеток. По-видимому, в усло-
виях лимфопении CD8+-Т-лимфоциты имеют конку-
рентное преимущество над CD4+-Т-клетками.

Таким образом, Т-лимфоциты CD4+ и CD8+ рас-
полагаются в пределах одной ниши иммунной си-
стемы. Вместе с тем, эти клетки имеют особенности,
оказывающие значительное влияние на их регенера-
цию в условиях лимфопении. Так, CD4+-Т-лимфо-
циты по сравнению с CD8+-Т-клетками имеют бо-
лее жесткие требования для получения сигналов,
способствующих выживанию и запускающих про-
лиферацию; характеризуются меньшей жизнеспо-

собностью в покоящемся и активированном состоя-
нии; не могут столь же продуктивно делиться и уве-
личивать свою численность за счет
гомеостатической пролиферации. Эти особенности
делают Т-лимфоциты CD4+ менее конкурентоспо-
собными, чем CD8+-Т-клетки, что, по-видимому,
определяет широкую распространенность избиратель-
ного дефицита CD4-позитивных, но не CD8-позитив-
ных Т-клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подводя итог, можно сделать следующее заклю-

чение. Для полноценной регенерации Т-лимфоци-
тов при лимфопении необходимо участие двух меха-
низмов: продукции клеток в тимусе и их гомеостати-
ческой пролиферации. Парциальный вклад каждого
механизма в восстановление иммунной системы за-
висит от многих факторов и может существенно отли-
чаться. В тимусе создаются долгоживущие наивные
Т-клетки с широким репертуаром антигенраспознаю-
щих рецепторов, но, претерпевая инволюцию, этот
первичный лимфоидный орган снижает свою про-
дуктивную функцию. Напротив, гомеостатическая
пролиферация вне зависимости от возраста организ-
ма преумножает имеющиеся на периферии Т-лим-
фоциты, но может сокращать их разнообразие и
снижать жизнеспособность.

Несмотря на многочисленные исследования,
процесс регенерации Т-клеток при лимфопении та-
ит в себе много неразрешенных вопросов. Во-пер-
вых, существует ли возможность восстановления
функциональной активности тимуса у людей стар-
шего возраста? Хотя было показано, что возрастную
инволюцию вилочковой железы можно регулиро-
вать применением фактора роста кератиноцитов и
ряда интерлейкинов (ИЛ-7, ИЛ-12 и ИЛ-15), депри-
вацией стероидных половых гормонов и увеличени-
ем уровня экспрессии транскрипционного фактора
Foxn1 на эпителиальных клетках (Holland, van den
Brink, 2009; Bredenkamp et al., 2014), действенные
подходы к восстановлению продуктивной функции
железы не разработаны. Во-вторых, какова биологи-
ческая роль феномена конверсии фенотипа Т-кле-
ток? Какие молекулярные механизмы запускают
дифференцировку наивных Т-лимфоцитов во время
гомеостатической пролиферации? Какую роль игра-
ют суррогатные Т-клетки памяти и формирующиеся в
процессе гомеостатического деления регуляторные
Т-лимфоциты в поддержании иммунного гомеостаза
организма? В-третьих, существует ли возможность из-
бежать негативных эффектов гомеостатической про-
лиферации при регенерации иммунной системы из со-
стояния глубокой лимфопении? Какие подходы поз-
волят повысить жизнеспособность делящихся
Т-клеток и тем самым увеличить эффективность
восстановления иммунной системы? Решение по-
ставленных вопросов откроет новые возможности
для поддержания иммунной системы у лиц с лимфо-
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пенией различного генеза и позволит перейти к раз-
работке терапевтических подходов, снижающих
риск заболеваемости и смертности, а также увеличи-
вающих продолжительность и качество жизни
людей.
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Chronic lymphopenia, more specifically, T-cell deficiency increases the risk of mortality from cancer, cardiovascu-
lar and respiratory diseases; serves as a risk factor for poor outcome in infections, such as COVID-19. Regeneration
of T-lymphocytes is a complex multilevel process, many questions of which remain unanswered. The present review
addresses two main pathways to increase the number of T-cells during lymphopenia: production in the thymus and
homeostatic proliferation in the periphery. The literature data on the signals that regulate each pathway are summa-
rized. Their contribution to the quantitative and qualitative restoration of the immune cell pool is considered. The
features of the CD4+ and CD8+ T-lymphocyte regeneration are discussed.
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Миелоидные супрессорные клетки (MDSC) – это одна из популяций клеток, принимающих участие в ре-
гуляции иммунного ответа посредством его угнетения при патологиях, а также во время беременности. В
настоящем обзоре собраны имеющиеся данные о воздействии MDSC на разные компоненты врожденно-
го и адаптивного иммунитета с учетом их разнонаправленности в реализации своих иммуносупрессорных
функций. Представлен анализ актуальных исследований по изучению механизмов подавления иммунного
ответа MDSC, а также проведена оценка роли MDSC в поддержании иммунной толерантности во время
беременности. В частности, проанализированы сведения об MDSC при различных патологических состо-
яниях в период беременности, содержании MDSC в пуповинной крови, рассмотрена взаимосвязь между
этими клетками и иммунным статусом.
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миелоидные супрессорные клетки, преэклампсия, экстракорпоральное оплодотворение
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В период нормальной беременности в материн-
ском организме формируется состояние динамиче-
ской иммунной толерантности, направленное на
предотвращение отторжения плода. При этом им-
мунная система матери должна одновременно защи-
щать организм эмбриона, а также собственный орга-
низм от агентов, вызывающих различные патологи-
ческие состояния, в том числе вирусные и
бактериальные инфекции. Исходя из этого очевид-
но, что для успешного протекания беременности не-
обходим тонкий иммунный баланс, а его сдвиг мо-
жет вызывать ряд нарушений: недостаточность им-
плантации, преждевременные роды, преэклампсию,
задержку роста плода (Negishi et al., 2018).

Адаптивная иммунная система играет решающую
роль в поддержании иммунной толерантности, од-
нако врожденный иммунитет, а именно дендритные
клетки (DC), макрофаги, естественные киллерные
клетки (NK), NKT-лимфоциты (NKT) также вносят

свой вклад в сохранение баланса между защитой ор-
ганизма и толерантностью к эмбриону (Negishi et al.,
2018). В 2009 г. был идентифицирован новый тип
клеток врожденного иммунитета, так называемые
миелоидные супрессорные клетки (myeloid-derived
supressor cells, MDSC), представленные незрелыми
дендритными клетками, нейтрофилами и моноци-
тами. Исходя из названия, очевидно, что основная
функция MDSC – подавлять иммунный ответ, в том
числе опухоли (Gabrilovich et al., 2009; Ostrand-
Rosenberg, Sinha, 2009). В русскоязычной литературе
для этих клеток используют термин “миелоидные
супрессоры” (МС).

К настоящему времени известно, что опухоль за-
щищается от иммунной системы посредством раз-
личных механизмов, в том числе через MDSC.
MDSC позволяют новообразованию быть устойчи-
вым к иммунотерапии, однако индуцированная эли-
минация MDSC из опухолевого микроокружения
повышает выживаемость больных онкологическими
заболеваниями (Tesi, 2019). С момента открытия
MDSC вырос объем данных о функциях, механиз-
мах и фенотипе MDSC. Определено, при каких
условиях происходит увеличение этой популяции
клеток. Тем не менее, большинство исследований
посвящено изучению MDSC при онкологических

Принятые сокращения: Arg1 – аргиназа 1; DC – дендритные
клетки; MDSC – миелоидные супрессорные клетки; e-MDSC –
ранние MDSC; IDO – индоламин-2,3-диоксигеназа; iNOS – ин-
дуцибельная NO-синтаза; M-MDSC – моноцитарные MDSC;
NK – естественные киллерные клетки; PBMC – моноциты
периферической крови; PMN-MDSC – полиморфноядерные
MDSC; ЭКО – экстракорпоральное оплодотворение.
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процессах. В настоящее время известно, что уровень
MDSC повышается при многих патологических со-
стояниях, таких как травматический шок, сепсис,
аутоиммунные заболевания, воспаление, рак. Не так
давно стало известно, что уровень MDSC возрастает
и при беременности (Goedegebuure et al., 2011).

MDSC принято разделять на 2 основные субпо-
пуляции: полиморфноядерные (PMN-MDSC, их
также называют гранулоцитарные – G-MDSC) и
моноцитарные (M-MDSC). Кроме того, некоторые
авторы выделяют 3-й тип MDSC – ранние или e-
MDSC. Известно, что PMN-MDSC присутствуют в
пуповинной крови, что свидетельствует об их уча-
стии в модуляции иммунной системы не только ма-
тери, но и плода. В то же время известно, что при
спонтанных абортах уровень MDSC в плаценте зна-
чительно снижен (Rieber et al., 2013). Помимо этого
было показано, что MDSC модулируют поляриза-
цию клеток в Т-хелперы, с преобладанием Th2-отве-
та и ингибированием Th1-ответа (Kostlin et al., 2016).
Кроме того, есть исследования, демонстрирующие,
что PMN-MDSC способствуют образованию регу-
ляторных T-лимфоцитов (Kang et al., 2016). В сово-
купности все эти факты являются достаточно убе-
дительным свидетельством того, что MDSC могут
способствовать поддержанию толерантности к фе-
топлацентарным антигенам.

Цель настоящего обзора – обобщить представле-
ния о механизмах действия MDSC на клеточное зве-
но иммунной системы и анализ актуальной инфор-
мации о роли MDSC в поддержании иммунной то-
лерантности во время беременности.

ОСНОВНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ИММУНОСУПРЕССИИ, 

ОПОСРЕДОВАННЫЕ MDSC
Для реализации своих иммуносупрессивных

функций MDSC используют как межклеточные вза-
имодействия, так и короткоживущие медиаторы
(Kumar et al., 2016). По-видимому, MDSC в первую
очередь ингибируют защитные функции T-лимфо-
цитов, однако другие клетки иммунной системы
также подвержены их воздействию (рис. 1). Ниже
описаны основные пути воздействия на нормальное
функционирование и жизнедеятельность T-лимфо-
цитов.

MDSC И T-КЛЕТКИ. ИСТОЩЕНИЕ 
ПИТАТЕЛЬНЫХ ВЕЩЕСТВ 

ДЛЯ Т-ЛИМФОЦИТОВ
Основная мишень MDSC для ингибирования

T-лимфоцитов – это метаболизм аргинина и трипто-
фана. Для реализации своей активности MDSC ис-
пользуют аргиназу 1 (Arg1) и индуцибельную NO-
синтазу (iNOS). Arg1 – это фермент, который участ-
вует в финальном цикле мочевины, превращая L-ар-
гинин в L-орнитин и мочевину. iNOS – фермент,

который участвует в образовании оксида азота и
цитруллина из аргинина. Повышенная концентра-
ция этих ферментов приводит к недостатку аргини-
на в месте иммунного ответа, что в свою очередь по-
давляет экспрессию CD-3-ζ-цепей TCR (Rodriguez et
al., 2007). Также известно, что недостаточное потреб-
ление L-аргинина блокирует пролиферацию и клеточ-
ный цикл T-лимфоцитов, а также индуцирует накоп-
ление MDSC (Fletcher et al., 2015).

Аналогичный механизм иммуносупрессии MDSC
заключается в нарушении метаболизма триптофана.
Происходит это за счет STAT3-зависимой индукции
фермента индоламин-2,3-диоксигеназы (IDO), по-
вышенная продукция которого и приводит к дефи-
циту триптофана (Medzhitov et al., 2011). Помимо
этого, повышение уровня IDO приводит к апоптозу
T-лимфоцитов (Yu et al., 2014). Кроме того, есть дан-
ные, которые показывают, что активность IDO при-
водит к выделению побочных продуктов (кинурени-
на, 3-гидроксикинуренина, 3-гидроксиантраниловой
кислоты), влияющих на нормальное функционирова-
ние макрофагов и T-лимфоцитов (Fallarino et al.,
2002).

Таким образом, Arg1, iNOS и IDO создают усло-
вия недостаточности питательной среды за счет ис-
тощения незаменимых аминокислот триптофана и
аргинина, что приводит к подавлению T-клеточной
активности.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ АКТИВНЫХ ФОРМ 
КИСЛОРОДА И АЗОТА

Следующий механизм, который используют MDSC
для подавления иммунного ответа, – это продукция
активных форм кислорода и азота. MDSC содержат
на своей поверхности NADPH-оксидазу – мульти-
молекулярный ферментативный комплекс, который
окисляет NADP+, образуя на поверхности клетки су-
пероксидный анион-радикал . Как говорилось
ранее, iNOS в ходе окисления аргинина образует ок-
сид азота (NO), обладающий противомикробной ак-
тивностью. Однако  начинает реактивно взаимо-
действовать с оксидом азота, образуя пероксинитрит
(Pacher et al., 2007). Сам пероксинитрит является од-
ним из сильнейших окислителей, который может
напрямую взаимодействовать с различными биоло-
гическими мишенями. Пероксинитрит также может
изменять структуру белка посредством реакции с
различными аминокислотами в пептидной цепи.
Так, было показано, что пероксинитрит способен
изменять компоненты TCR-комплекса (T-клеточ-
ного рецептора) посредством нитрования тирозина,
модифицируя его взаимодействие с молекулами
MHC (главного комплекса гистосовместимости),
что приводит к ингибированию T-клеточного ответа
(Nagaraj et al., 2007).

−i
2O

−i
2O
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ЭКСПРЕССИЯ МОЛЕКУЛ, СНИЖАЮЩИХ 
АКТИВНОСТЬ Т-ЛИМФОЦИТОВ

Присутствие определенных молекул на поверх-
ности MDSC – это еще один путь к проявлению их
иммуносупрессивных функций. Известно, что
MDSC экспрессируют на своей мембране галектин-
9 (Gal-9), который является лигандом для TIM-3.
TIM-3 экспрессируется терминально дифференци-
рованными Th1-клетками, которые впоследствии
повышают экспрессию Gal-9 посредством продук-
ции IFN-γ. Таким образом, MDSC способны регу-
лировать Th1-иммунный ответ, используя путь
TIM-3/Gal-9 (Sakuishi et al., 2011).

Молекула СD73 (экто-5'-нуклеотидаза), которая
катализирует разложение АТФ до аденозина, экс-
прессируется на MDSC. В свою очередь, аденозин
способен ингибировать эффекторные функции
T-клеток за счет взаимодействия с аденозиновым
рецептором T-лимфоцитов (A2A, A2AR) (Ohta et al.,
2006).

Кроме того, MDSC имеют на своей поверхности
домен 17 металлопептидазы ADAM (ADAM17), ко-
торая индуцирует расщепление эктодомена L-селек-

тина (CD62L) на T-клетках. CD62L – это мембранная
молекула адгезии, действующая как хоминговый ре-
цептор периферических лимфоузлов. Таким обра-
зом, CD4+- и CD8+-клетки становятся неспособны-
ми мигрировать в лимфатические узлы или участки
воспаления, где должна происходить их активация
(Hanson et al., 2009).

На поверхности MDSC также может экспресси-
роваться PD-L1 (лиганд рецептора программируе-
мой клеточной гибели). Взаимодействие PD-L1 c
PD-1, экспрессируемым на T-лимфоцитах, приво-
дит к анергии или даже гибели клеток (Noman et al.,
2014).

В 2010 г. было продемонстрировано, что MDSC
также экспрессируют иммуностимулирующий ре-
цептор CD40, с помощью которого они способны
индуцировать толерантность T-клеток и накопление
регуляторных T-лимфоцитов (Treg). В данном ис-
следовании было показано, что IFN-γ стимулирует
миелоидные супрессорные клетки на выработку
IL-10 и TGF-β, которые необходимы для индукции
Treg (Pan et al., 2010).

Рис. 1. Механизмы подавления активности T-клеток, опосредованные миелоидными супрессорными клетками (MDSC).
Arg1 – аргиназа 1, ADAM17 – домен 17 металлопептидазы ADAM, Gal-9 – галектин-9, iNOS – индуцибельная NO-синтаза,
IDO – индоламин-2,3-диоксигеназа, PD-L1 – лиганд рецептора PD1, TCR – Т-клеточный рецептор.
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КЛЕТКИ MDSC И Treg
В дополнение к прямому супрессивному действию,

MDSC могут оказывать непрямое действие на ингиби-
рование пролиферации T-лимфоцитов через влияние
на развитие индуцибельных CD4+CD25+FOXP3+-кле-
ток (Treg) (Huang et al., 2006). Развитие именно таких
Treg зависит от продукции IL-10 и TGF-β, а не от
классических механизмов, связанных с метаболиз-
мом аргинина или триптофана. Другое исследова-
ние, подтверждающее механизм MDSC, связанный
с высокой продукцией IL-10 и TGF-β, показало, что
MDSC могут активировать Treg как in vitro, так и
in vivo. Происходит это посредством стимуляции
MDSC цитокином IFN-γ. Позднее эти же авторы об-
наружили, что IFN-γ регулирует экспрессию CD40
на MDSC, влияя на межклеточное взаимодействие
MDSC и T-клеток в присутствии IL-10 и TGF-β, что
приводит к экспансии Treg (Pan et al., 2010).

КЛЕТКИ MDSC И NK-КЛЕТКИ
В настоящее время известно, что подавление

функции естественных киллерных (NK) клеток кор-
релирует с увеличением количества MDSC. В част-
ности, MDSC уменьшают цитотоксичность NK-
клеток, продукцию IFN-γ и экспрессию трансмем-
бранного белка NKG2D (natural-killer receptor group 2,
member D) через мембраносвязанный TGFβ (Li et al.,
2009). Так как NKG2D служит активирующим ре-
цептором на NK-клетках, который сам по себе спо-
собен вызывать цитотоксичность, то MDSC угнета-
ют активность этих клеток.

MDSC И B-КЛЕТКИ
Хотя MDSC-опосредованная иммуномодуляция

B-лимфоцитов находится на ранней стадии изуче-
ния, тем не менее, предполагается, что MDSC регу-
лируют B-лимфопоэз, продукцию, пролиферацию и
функцию антител. Производные адипоцитов (жир-
ные кислоты, свободный холестерин, церамиды,
кристаллы липидов) способны увеличивать продук-
цию IL-1β MDSC (Kennedy, Knight, 2015). Кроме то-
го, основные факторы супрессии MDSC, такие как
Arg1, PD-1, IDO, iNOS, подавляют ответы B-клеток
так же, как и T-лимфоцитов. Помимо косвенных пу-
тей, MDSC способны действовать на B-клетки не-
посредственно, снижая продукцию IgM и IgG через
трансмембранный белок VISTA (V-домен Ig супрес-
сор активации Т-клеток) (Green et al., 2015).

Регуляторные B-клетки (Breg) являются относи-
тельно новой описанной субпопуляцией B-лимфо-
цитов, которая обладает регуляторными функциями
по отношению к B-клеткам. Эта регуляция достига-
ется за счет угнетения синтеза антител эффекторны-
ми B-лимфоцитами (Özkan et al., 2018). В исследова-
нии, проведенном на LP-BM5-инфицированных
мышах, M-MDSC уменьшали количество IL-10,

продуцируемого Breg в ответ на стимуляцию ЛПС
(Özkan et al., 2018). В другой работе авторы использо-
вали мышиную модель системной красной волчанки и
пришли к выводу, что MDSC вызывают экспансию
Breg через iNOS, подавляя аутоиммунитет (Park et al.,
2016). Таким образом, можно сказать, что MDSC
способны косвенно подавлять ответы B-лимфоци-
тов через экспансию Breg.

MDSC И МИЕЛОИДНЫЕ КЛЕТКИ
К настоящему времени существует не так много

работ по исследованию механизмов влияния MDSC
на миелоидные клетки. Тем не менее, есть некото-
рые данные о взаимодействии MDSC с макрофага-
ми. В 2007 г. на модели рака у мышей группой иссле-
дователей было показано, что MDSC способны ин-
дуцировать поляризацию макрофагов 2-го типа
через секрецию IL-10. При этом снижалась продук-
ция IL-12 и прогрессировал рост опухоли (Sinha et
al., 2007). Поскольку при онкологии MDSC направ-
ляют дифференцировку макрофагов по 2-му типу, то
в опухолевом микроокружении нарушается баланс
между IL-12 и IL-10. Изменение этого баланса при-
водит к формированию T-клеточного иммунного
Th2-ответа и происходит уменьшение созревания
дендритных клеток (Ostrand-Rosenberg et al., 2012).

Помимо взаимодействия с макрофагами, было
продемонстрировано воздействие MDSC на DC в
условиях in vitro. В 2012 г. показали, что при увеличе-
нии MDSC пропорционально уменьшается количе-
ство зрелых DC (Ostrand-Rosenberg et al., 2012). В
опухолевом микроокружении, в состав которого
входят MDSC, вырабатываются цитокины VEGF,
M-CSF, GM-CSF, IL-6, IL-10, которые также пре-
пятствуют созреванию DC, что приводит к накопле-
нию незрелых DC. Это накопление в итоге приводит
к тому, что цитотоксические T-лимфоциты не акти-
вируются, тем самым поддерживая ускользание опу-
холи от иммунной защиты организма (Gabrilovich,
2004).

MDSC И БЕРЕМЕННОСТЬ
С иммунологической точки зрения состояние ор-

ганизма будущей матери при беременности является
парадоксальным, поскольку плод защищен от атаки
материнской иммунной системы. Иммунная толе-
рантность, которая возникает во время беременно-
сти, включает определенный комплекс механизмов,
направленных на сохранение беременности. Для
объяснения такого неспецифического действия им-
мунной системы учеными была предложена концеп-
ция “Th1/Th2/Th17/Treg”, которая предполагает до-
минирование Th2- и Treg-клеток над Th1- и Th17-
лимфоцитами (Saito et al., 2010). При нарушении
этого баланса происходит риск неблагоприятного
исхода беременности. Согласно статистике ВОЗ,
около 20% беременностей заканчиваются самопро-
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извольными выкидышами. Основной причиной
ранних спонтанных абортов являются генетические
аномалии эмбриона. Однако значительная часть
спонтанных абортов связана с аутоиммунными и
иммунными нарушениями (Kwak-Kim, 2010).

В процессе изучения MDSC было обнаружено,
что во время беременности в периферической, деци-
дуальной и пуповинной крови их уровень повыша-
ется (рис. 2). На основании уже имеющихся данных
о локализации MDSC во время беременности, мож-
но предположить, что эти клетки способны модули-
ровать иммунную систему не только матери, но и
плода, поддерживая, таким образом, иммунную то-
лерантность. В 2011 г. в экспериментах на мышах было
показано, что MDSC накапливаются в плаценте, а к
моменту родов их уровень снижается (Fainaru et al.,
2011). Затем было продемонстрировано повышение
уровня MDSC в периферической крови у беремен-
ных мышей (Pan et al., 2016). В 2017 г. стало известно,
что MDSC аккумулируются в кровотоке и матке бе-
ременных мышей, а намеренное снижение MDSC
антителами против Gr1 затрудняло нормальную им-
плантацию и привело к проникновению в матку ак-
тивированных T-клеток. В противоположность это-
му, восстановление общего пула MDSC с помощью
G-CSF приводило к успешной беременности, по-
давляя при этом T-клеточные ответы (Ostrand-
Rosenberg et al., 2017).

В 2014 г. стало известно, что в периферической
крови беременных повышается уровень PMN-
MDSC (CD66b+/CD14–/HLA-DRlow/–), при этом ко-

личество M-MDSC остается неизменным. Примеча-
тельно, что эти гранулоцитарные MDSC обладают
повышенной экспрессией Arg-1 и iNOS, что отража-
ет их выраженную иммуносупрессивную актив-
ность. Исследователям удалось подтвердить, что вы-
сокий уровень MDSC в организме женщин держит-
ся на протяжении всей беременности и только после
родов резко снижается (Kostlin et al., 2014). Извест-
но, что уровень MDSC растет в течение I триместра
беременности и значительно снижается к III три-
местру (Nair et al., 2015).

Снижение уровня MDSC в периферической кро-
ви, эндометрии и плаценте у человека ассоциирова-
но с ранним выкидышем (Nair et al., 2015), а низкий
уровень аргинина и пониженная экспрессия NO-
синтазы 2 (NOS2) в тканях плаценты были обнару-
жены у женщин с преэклампсией (Kim et al., 2007).
Установлено, что плацентарные PMN-MDSC, по-
давляя T-клеточный ответ, поляризуют CD4-лим-
фоциты в Th2-фенотип (Köstlin-Gille et al., 2019).
Одновременно с этим PMN-MDSC пуповинной
крови ингибируют Th1-ответ и индуцируют разви-
тие Th2- и Treg-клеток. В этой ситуации MDSC ис-
пользуют свои основные механизмы подавления
T-лимфоцитов за счет экспрессии Arg1, IDO, NOS2
и образования активных форм кислорода (Kumar
et al., 2016).

Раннее самопроизвольное прерывание беремен-
ности сопровождается снижением уровня MDSC и
Th2-цитокинов. Остается вопросом для обсужде-
ния, как при этом гормональная среда организма ре-

Рис. 2. Схематическое представление роли миелоидных супрессорных клеток (MDSC) во время беременности. PBMC – мо-
ноциты периферической крови, PMN-MDSC – полиморфноядерные миелоидные супрессорные клетки, Arg1 – аргиназа 1,
iNOS – индуцибельная NO-синтаза.
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Экспансия Treg и Th2

MDSC Прогестерон
Эстрадиол

периферической крови крови беременных после процедуры ЭКО

оплодотворение

контактно-зависимым
образом
Угнетение продукции
ИФН-γ

колонизация
кишечника

Регуляция
воспаления

MDSC (2–4 % от РВМС)

STAT3
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гулирует экспансию MDSC и баланс Th1-/Th2-цито-
кинов. В нескольких исследованиях была описана
роль STAT3 в регуляции функций MDSC во время бе-
ременности. Показано, что STAT3 участвует в экспан-
сии MDSC через эстрадиол и прогестерон (Pan et al.,
2016). Кроме того, исследование на мышах проде-
монстрировало, что отсутствие индуцируемого ги-
поксией фактора транскрипции 1α (HIF-1α), при-
водит к снижению накопления MDSC во время бе-
ременности и нарушению супрессорной активности
(Köstlin-Gille et al., 2019). Пациентки с самопроиз-
вольным абортом имеют пониженные уровни проге-
стерона и эстрадиола, что коррелирует со снижени-
ем уровня MDSC, а также с нарушением баланса
Th1/Th2 в сторону преобладания Th1. При изучении
экспрессии рецептора эстрогена-α (ER-α), STAT-
3/pSTAT-3 и каспазы-3 в децидульном эндометрии у
таких пациенток было выявлено снижение экспрес-
сии ER-α и pSTAT-3, но повышение экспрессии кас-
пазы-3 (Verma et al., 2019). Учитывая то, что STAT3
регулирует пролиферацию и дифференцировку
MDSC, низкая экспрессия pSTAT3 в эндометрии па-
циенток с ранним самопроизвольным абортом при-
водит к нарушению процессов, связанных с накоп-
лением MDSC. Таким образом, подобная ситуация
приводит к нарушению иммунной толерантности во
время беременности и прерыванию беременности.

Недавние исследования показали, что у мышей
со спонтанным прерыванием беременности уровень
MDSC значительно снижен по сравнению с кон-
трольной группой. Кроме того, уровни Arg1, iNOS,
IL-10 и TGFβ в MDSC были также снижены. Авторы
связывают истощение MDSC с повышенной цито-
токсичностью децидуальных NK-клеток (Ren et al.,
2019).

БЕРЕМЕННОСТЬ И ПРЕЭКЛАМПСИЯ
Преэклампсия – это мультисистемное патологи-

ческое состояние, которое возникает после 20 нед.
гестации. Преэклампсия встречается у 3–7% бере-
менных. На сегодняшний день есть данные только
одного исследования по изучению функционирова-
ния MDSC при преэклампсии. Было показано, что
уровни PMN-MDSC, но не M-MDSC, были сниже-
ны в пуповинной и периферической крови у паци-
енток с преэклампсией по сравнению с группой
сравнения (женщины с нормально протекающей бе-
ременностью). При этом частота встречаемости по-
пуляции Treg у женщин с преэклампсией и в группе
сравнения была примерно одинакова. Кроме того,
сывороточные уровни Arg1 были значительно ниже
у пациенток с преэклампсией (Wang et al., 2018). Ав-
торы предполагают, что отсутствие экспансии
PMN-MDSC является важнейшей особенностью
изменения функционирования иммунитета, связан-
ного с данной патологией, что позволяет говорить о
возможном потенциале терапии преэклампсии по-
средством восстановления PMN-MDSC.

БЕРЕМЕННОСТЬ У ПАЦИЕНТОК 
С АУТОИММУННЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ

Аутоиммунные заболевания распространены
среди женщин в большей степени, чем среди муж-
чин, и процессы, связанные с беременностью, такие
как гормональная модуляция и микрохимеризм пло-
да, могут вызывать риск развития аутоиммунных па-
тологий у матери. Для женщин с аутоиммунными за-
болеваниями, которые планируют беременность,
оптимизация репродуктивного здоровья является
обязательной процедурой. Именно поэтому важно
более пристально изучать механизмы иммуносу-
прессии во время беременности. Так, метаанализ,
проведенный недавно, показал, что введение пред-
низолона улучшает результаты беременности у жен-
щин с идиопатическим рецидивом невынашивания
(Dan et al., 2015). Интересно отметить, что примене-
ние дексаметазона и преднизона при наличии ауто-
иммунных нарушений или при трансплантации, мо-
гут вызывать экспрессию MDSC, активно выраба-
тывающих iNOS, а также прямую экспансию Treg
(Liao et al., 2014). Таким образом, можно предполо-
жить, что контроль активности MDSC может стать
одним из механизмов подавления патологического
иммунного ответа во время беременности.

MDSC У НОВОРОЖДЕННЫХ

Накопление MDSC у новорожденных является
удивительным фактом, поскольку подавление им-
мунной системы не считается благоприятным для
младенца. Однако в первые недели жизни наблюда-
ется повышенный уровень MDSC (Kostlin et al.,
2014).

Известно, что повышение уровня MDSC быстро
прекращается у женщин после родов. У новорож-
денных содержание MDSC повышено в течение
первых 6 нед. жизни, варьируя от 2 до 4% от PBMC,
а на 2-м месяце она достигает уровня взрослого че-
ловека; работа показала, что у новорожденных по-
вышены главным образом PMN-MDSC, подавляю-
щие T-клетки контактно-зависимым способом и
уменьшающие продукцию IFN-γ ( Gervassi et al., 2014).

В масштабном исследовании было продемон-
стрировано, что MDSC, которые присутствуют в
первые недели жизни новорожденного, обладают
выраженной T-супрессорной активностью (He et al.,
2018). Эта подавляющая активность MDSC запуска-
ется лактоферрином и опосредуется NO, PGE2, бел-
ками S100A9 и S100A8. Интересно, что MDSC ново-
рожденных имеют транскриптом, схожий с тран-
скриптомом MDSC опухоли, но с выраженной
активацией антимикробных генов. Авторы предпо-
ложили, что временное присутствие MDSC может
иметь решающее значение в регуляции воспаления у
новорожденных. Младенцы с очень низким весом,
склонные к НЭК (некротизирующий энтероколит),
имели более низкие уровни MDSC с более низкой
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супрессорной активностью, чем дети с нормальным
весом (He et al., 2018). Предполагаемым механизмом
является способность MDSC подавлять экспрессию
Toll-подобного рецептора 4 (TLR4), что приводит к
снижению чувствительности кишечной микрофло-
ры (Kostlin et al., 2018). На сегодняшний день трудно
говорить о биологической роли MDSC у новорож-
денных. Вероятно, экспансия MDSC связана с не-
ким механизмом, который ограничивает воспаление
при бактериальной колонизации кишечника (Veglia
et al., 2018).

Еще меньше сведений об уровне MDSC у недоно-
шенных детей. Однако работа 2018 г. показала, что
содержание PMN-MDSC увеличивается в пуповин-
ной крови независимо от гестационного периода,
остается повышенным у недоношенных детей в нео-
натальный период, а после 28-х сут снижается до
нормального уровня (Schwarz et al., 2018). Интерес-
но, что в случае перинатальной или постнатальной
инфекции PMN-MDSC и дальше продолжают на-
капливаться, а их уровень также коррелирует с пока-
зателями основных маркеров воспаления: С-реактив-
ного белка и количества лейкоцитов (Schwarz et al.,
2018). Авторы считают, что полученные результаты
указывают на важность экспансии PMN-MDSC в
контексте иммунорегуляции у недоношенных детей,
что делает их потенциальной мишенью для клеточ-
ной терапии инфекций у этих пациентов.

MDSC И ЭКСТРАКОРПОРАЛЬНОЕ 
ОПЛОДОТВОРЕНИЕ

Бесплодие выявляется у миллионов людей репро-
дуктивного возраста во всем мире. По данным ВОЗ,
бесплодием страдают от 48 до 186 млн человек в ми-
ре. Одной из самых популярных процедур, решаю-
щих данную проблему, является экстракорпораль-
ное оплодотворение (ЭКО). Существует не так мно-
го исследований взаимосвязи между уровнем MDSC
и результатами ЭКО. Тем не менее, было показано,
что уровень циркулирующих в периферической кро-
ви PMN-MDSC, но не M-MDSC, был значительно
увеличен в группе беременных по сравнению с груп-
пой небеременных после ЭКО женщин. Авторы ис-
следования связывают высокий уровень PMN-MDSC
с повышенной частотой клинической беременности и
предполагают, что гранулоцитарная популяция MDSC
может стать новой терапевтической мишенью для
улучшения результатов ЭКО (Zhu et al., 2017). Позже
эти данные были подтверждены другим исследовани-
ем (Hu et al., 2019). Помимо этого, авторы (Hu et al.,
2019) показали, что эстрадиол 2 (Е2) в зависимости
от его концентрации может играть двойственную
роль во влиянии на MDSC путем регулирования
экспрессии VEGF. У пациенток после ЭКО повы-
шенный уровень MDSC в периферической крови
явно коррелировал с беременностью независимо от
эффектов E2, что может дать новое представление о
неудачных результатах ЭКО (Hu et al., 2019).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящее время существует уже довольно

большой объем исследований, направленных на
изучение роли MDSC при таких патологических
процессах, как рак, воспаление, аутоиммунные за-
болевания и др. Известно, что, помимо отрицатель-
ного воздействия при патологиях, MDSC являются
мощными регуляторами критических иммунологи-
ческих процессов во время беременности, а также в
неонатальный период. Становится очевидным, что
поиск новых мишеней, обладающих способностью
регулировать MDSC и формировать толерантность
между матерью и ребенком, будет иметь большой
потенциал для их использования при патологиях бе-
ременности. Помимо этого, учитывая двойственную
природу этих клеток, ингибирование MDSC может
стать одним из механизмов противораковой тера-
пии. Однако до сих пор существует ряд вопросов,
связанных с изучением фундаментальных аспектов
понимания биологической роли MDSC.
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The Role of Myeloid Suppressor Cells in the Processes of Formation 
of Immune Tolerance During Pregnancy
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Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) are one of the main cell populations involved in the regulation of the im-
mune response by suppressing it in pathologies, as well as during pregnancy. Taking into account the multidirection-
ality of MDSC in the implementation of its immunosuppressive functions, the article collects the available data on
the impact of MDSC on various components of innate and adaptive immunity. This review presents an analysis of
current studies on the mechanisms of suppression of the immune response of MDSCs, as well as an assessment of
the role of MDSCs in maintaining immune tolerance during pregnancy. In particular, the study provides data on
MDSC in various pathological conditions during pregnancy, analyses of MDSC in peripheral and umbilical cord
blood, and the correlation between these cells and the immune status.
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Появление в процессе химио- и лучевой терапии опухолей резистентных к этим воздействиям клеток яв-
ляется одной из нерешенных проблем онкологии. Исследование условий и механизмов формирования ре-
зистентности к темозоломиду, препарату первой линии в терапии глиобластом, проводят на культивиру-
емых клеточных линиях. Учитывая гетерогенность глиобластом, представляет интерес изучение реакций
различных клеточных линий на темозоломид. Целью работы были получение и характеристика резистент-
ных в отношении темозоломида клеток линий T2 и Т98G. Источником темозоломида служил препарат Те-
модал® в форме лиофилизата для приготовления инфузионного раствора. Известно, что клетки T98G высоко
устойчивы к темозоломиду, реакция на препарат клеток T2 не исследована. Однократное воздействие темозо-
ломида в дозе 1 мМ приводило к изменению состава клеточных популяций линии Т2 – увеличению доли ги-
гантских одноядерных клеток и клеток с фрагментированными ядрами. В результате воздействия снижалось
количество клеток в G0/G1 фазах цикла, при этом содержание полиплоидных клеток возрастало в 4 раза.
Клетки, которые после возобновления пролиферации были во второй и в третий раз подвергнуты воздей-
ствию темозоломида в дозе 2 мМ, отличались по морфологическому составу и пролиферативной активно-
сти от клеток, испытавших однократное действие препарата, по многим признакам приближаясь к ин-
тактным клеткам. Так, клетки T2 после однократной инкубации с 2 мМ темозоломида восстанавливали
90% монослоя через 48 сут, после второй инкубации – через 13 сут, а после третьей экспозиции – через
2 сут. Формирование резистентности клеток T2 к темозоломиду не сопровождалось изменениями исходно
высокого уровня активности генов множественной лекарственной устойчивости ABCC1, ABCG2 и ABCB1,
а также гена MGMT. Формирование резистентности к темозоломиду в культуре глиобластомы T2 скорее
всего обусловлено действием других механизмов. Таким образом, линия Т2 может служить источником
клеток, резистентных в отношении темозоломида, и может быть использована в качестве модели рециди-
вирующей глиобластомы. Клетки Т98G, как и ожидалось, показали чрезвычайно высокий уровень рези-
стентности к темозоломиду. Препарат в дозе ниже 5 мМ не оказывал на них заметного действия.

Ключевые слова: глиобластома, T2, T98G, резистентные клетки, темозоломид, Темодал®, MGMT, ABCC1,
ABCG2, ABCB1
DOI: 10.31857/S0041377122020043

ВВЕДЕНИЕ

Формирование резистентных к химиотерапии
опухолевых клеток считается одной из основных
причин появления рецидивов в процессе лечения
онкологических заболеваний. Несмотря на достиг-
нутые успехи в области изучения механизмов воз-

никновения резистентности опухолевых клеток,
разработка способов ее преодоления является дале-
ко не решенной задачей онкологии.

Глиобластомы представляют собой чрезвычайно
гетерогенную группу злокачественных новообразо-
ваний головного мозга. Злокачественные клетки
глиобластом проявляют неоднородность как у раз-
ных пациентов, так и в пределах одной опухоли, то
есть обладают интер- и интраопухолевой гетероген-
ностью. Одно из следствий гетерогенности глиобла-
стом – значительные различия проявлений резистент-
ности опухолевых клеток к химиотерапии. Химиопре-

Принятые сокращения: ДМСО – диметилсульфоксид; ASAH1 –
кислая церамидаза; HGF – гепатоцитарный ростовой фактор;
SASP – “секреторный фенотип, ассоциированный со старе-
нием”; TNC – тенасцин; VEGF – фактор роста эндотелия со-
судов.
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EDN: HOLCIF
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паратом, широко применяемым после хирургического
лечения глиобластом, является темозоломид, цито-
статический противоопухолевый препарат алкили-
рующего типа действия (Клинические рекоменда-
ции Ассоциации онкологов России, Ассоциации
нейрохирургов России и Российского общества кли-
нической онкологии (https://oncology-association.ru/
clinical-guidelines); Weller et al., 2021). Формирование
резистентности опухолей к этому препарату наблюда-
ется в значительном числе случаев его использования.

Для создания клеточной модели, позволяющей
исследовать формирование резистентности опухо-
левых клеток к действию темозоломида, были вы-
браны две линии глиобластом человека: Т98G и Т2.
Линия Т98G используется в лабораторной практике
с 70-х годов прошлого века. В ряде работ показано,
что ее клетки имеют высокий уровень устойчивости
к темозоломиду (Kanzawa et al., 2003; Hermisson et al.,
2006; Kinashi et al., 2020). Линия Т2 была получена и
охарактеризована в последнее десятилетие (Киселе-
ва и др., 2017). Чувствительность клеток линии Т2 к
темозоломиду не изучена. Ранее показано, что обе
эти линии проявляли высокую устойчивость к дей-
ствию фотемустина, химиопрепарата второй линии
терапии, являющегося производным нитрозомоче-
вины. Резистентность клеток T98G и T2 проявля-
лась в высоком дозовом пороге фотемустина, оста-
навливающем клеточную пролиферацию, а также в
формировании популяций переживающих клеток,
которые оставались живыми и метаболически ак-
тивными после воздействия высоких доз препарата
(Киселева и др., 2018).

Цель работы заключалась в получении
и характеристике резистентных в отношении темо-
золомида клеток глиобластом линий Т98G и Т2. В
качестве источника темозоломида был использован
препарат Темодал® в лекарственной форме лиофи-
лизата для приготовления инфузионного раствора.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клеточные линии. Клеточная линия T2 была вы-
делена из операционного материала пациентов в
ФГБУ “Петербургский институт ядерной физики
им. Б.П. Константинова национального исследова-
тельского центра “Курчатовский институт”
(Санкт-Петербург, Россия) и любезно предостав-
лена М.В. Филатовым. Клетки линии T98G были
получены из коллекции клеточных культур ФГБУ
“Научно-исследовательский институт гриппа
им. А.А. Смородинцева” МЗ РФ (Санкт-Петербург,
Россия). Основные характеристики клеток этих двух
линий были описаны ранее (Киселева и др., 2016,
2017).

Культивирование клеточных линий. Клетки линий
Т2 и T98G культивировали в вентилируемых пласти-
ковых флаконах площадью 12.5 см2 (Jet Biofil, Ки-
тай) в среде αMEM (БиолоТ, Россия) с добавлением

5% эмбриональной телячьей сыворотки (HyClone,
США) и 0.5% гентамицина (БиолоТ, Россия). Куль-
тивирование проводили при 37°С в CO2-инкубаторе
(6% CO2 в атмосфере) до образования 80–90%-ного
конфлюентного монослоя, после чего клетки пере-
севали с помощью раствора 0.25% трипсина с версе-
ном (БиолоТ, Россия). Для экспериментов исполь-
зовали клетки на 7-ом пассаже культивирования по-
сле поступления в лабораторию.

Воздействие темозоломида на клеточные линии.
Для обработки клеток был использован Темодал®
(Baxter Oncology GmbH, Германия), представляю-
щий собой водорастворимый препарат, содержа-
щий, помимо действующего вещества темозоломи-
да, ряд вспомогательных веществ. При приготовле-
нии раствора для внесения в клеточные культуры
навеску Темодала® брали из расчета молярности те-
мозоломида в конечном растворе и растворяли в де-
ионизированной воде непосредственно перед внесе-
нием. Клетки глиобластом в логарифмической фазе
роста культивировали в ростовой среде, содержащей
Темодал®, в течение 24 ч. По завершении обработки
клетки дважды отмывали ростовой средой. После
удаления препарата каждые 3–4 сут проводили пол-
ную замену ростовой среды.

Для первичной обработки клеток линии Т2 ис-
пользовали темозоломид в дозах 0.5, 1, 2 и 3 мМ.
Клетки Т2, первично обработанные темозоломидом
в дозе 1 мМ, по достижении 80–90%-ного конфлю-
ентного монослоя пересевали, после чего подверга-
ли повторному воздействию темозоломида в дозах 2,
4 и 6 мМ. Для первичной обработки клеток линии
T98G применяли темозоломид в дозах 0.5, 1, 2, 3 и
5 мМ.

Морфологические исследования. Живые клетки
фотографировали с помощью инвертированного
микроскопа со встроенной камерой Primo Vert (Carl
Zeiss, Германия). Для морфологического анализа
клетки фиксировали ледяным карбинолом, окраши-
вали по Май-Грюнвальду–Гимзе и фотографирова-
ли с помощью инвертированного микроскопа Nikon
Diaphot, оборудованного камерами Nikon D60 и
Nikon D5600 (Nikon, Япония). Изображения анали-
зировали с помощью программного обеспечения
ImageJ (пакет Fiji) и ручного подсчета. Морфологи-
ческими параметрами служили размер клеток, количе-
ство и размер ядер, а также площадь клеток, которую
определяли с помощью программного выделения
(Thresholding) с ручным контролем и вычислением с
использованием алгоритма ImageJ. В каждом образ-
це анализировали не менее 1000 клеток, за исключе-
нием интактных образцов (10000 клеток) и образцов,
в которых происходила массовая гибель клеток
(100 клеток). Для графического представления данных
(violin plot) использовали программу GraphPad Prism 9.

ДНК-цитометрия. Для анализа распределения по
фазам клеточного цикла клетки, достигшие 80–90%
конфлюента, снимали с поверхности культуральных
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флаконов с помощью раствора 0.25% трипсина с
версеном (БиолоТ, Россия), дважды отмывали фос-
фатно-солевым буферным раствором (БиолоТ, Рос-
сия) и окрашивали с помощью Hoechst 33342 (Sigma,
США) в концентрации 2 мкг/мл.

Исследование активности генов методом полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального вре-
мени проводили после восстановления клетками 80–
90%-ного конфлюэнтного монослоя. Этапы анализа
и последовательности использованных праймеров
описаны ранее (Киселева и др., 2016). В реакцию об-
ратной транскрипции брали 500 нг РНК. Уровень
активности экспрессии генов представляли в виде
разницы (ΔСТ) между пороговым циклом исследуе-
мого гена и гена сравнения GAPDH.

Статистический анализ проводили при помощи
программного обеспечения Microsoft Excel, IBM
SPSS Statistics 22 и GraphPAd Prism 9. Для оценки
морфологических параметров использовали крите-
рий Краскела−Уоллиса, так как при предваритель-
ной проверке согласно одновыборочному критерию
Колмогорова−Смирнова распределения не являлись
нормальными (p < 0.05).

Использованные реактивы: среда αMEM, гента-
мицин, раствор 0.25% трипсина с версеном, деиони-
зированная вода, фосфатно-солевой буферный рас-
твор (БиолоТ, Россия), эмбриональная телячья сыво-
ротка (HyClone, США), Темодал® (Baxter Oncology
GmbH, Германия), карбинол (Вектон, Россия), Май-
Грюнвальд Гимза (BioVitrum, Россия), Hoechst 33342
(Sigma, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристика интактных клеток линии Т2. Ин-

тактная линия Т2 представляла собой гетерогенную
клеточную культуру, более чем на 90% состоявшую
из веретеновидных и фибробластоподобных одно-
ядерных клеток (рис. 1а). В ходе морфологического
исследования по размеру и количеству ядер клетки
были условно разделены на четыре популяции:

(1) маленькие одноядерные клетки основной попу-
ляции, (2) крупные (гигантские) одноядерные клет-
ки, размер которых превышал размер клеток основ-
ной популяции, (3) клетки с двумя и более ядрами
(многоядерные) и (4) клетки с фрагментированными
ядрами (табл. 1). В интактной культуре Т2 доля гигант-
ских одно- и многоядерных клеток составляла
8.08 ± 0.62%. Менее одного процента культуры пред-
ставляли клетки с фрагментированными ядрами.
Анализ клеточного цикла показал, что большая
часть интактных клеток Т2 (69.8%) находилась в фа-
зе G0/G1, количество клеток в S-фазе составляло
10.4%, а в фазе G2 – 12.3% соответственно. Около
6.1% клеток были полиплоидными (рис. 1б).

Однократное воздействие темозоломида на клетки
Т2. Воздействие темозоломида в дозе 0.5 мМ на
клетки глиобластомы Т2 не приводило к изменению
морфологических характеристик клеток (рис. 1в, г).
После обработки препаратом пролиферация клеток
замедлилась по сравнению с интактной культурой.
Обработанные клетки культивировали в течение
14-ти сут до достижения 90%-ного конфлюентного
монослоя.

Воздействие темозоломида в дозе 1 мМ приводи-
ло к увеличению размера клеток Т2 и изменению их
формы (рис. 2а). Начиная с 7-ми сут после обработ-
ки препаратом, в культуре преобладали клетки аст-
роцитарной формы с длинными ветвящимися от-
ростками, увеличилось число гигантских одноядер-
ных клеток и клеток с фрагментированными ядрами
(табл. 1). Непосредственно после обработки препа-
ратом происходила временная остановка пролифе-
рации, а в дальнейшем наблюдалось существенное
ее замедление по сравнению с интактной культурой.
Отдельные пролиферирующие клетки были выявле-
ны в культуре через 9 сут, однако 90%-ного конфлю-
ентного монослоя клетки достигли лишь на 23-e сут
культивирования. Следует отметить, что мы не на-
блюдали признаков пролиферации гигантских кле-
ток, однако при пересеве такие клетки сохраняли
жизнеспособность и прикреплялись к поверхности

Таблица 1. Соотношение различных популяций клеток Т2 в интактной культуре и культурах, одно- и многократно об-
работанных темозоломидом

Данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего. Знак “+” при указании дозы темозоломида озна-
чает повторную обработку клеток после достижения культурой, обработанной препаратом, 80–90%-ного конфлюентного монослоя
и пересева.

Доза темозоломида, 
мМ

Доля клеток, %

маленькие 
одноядерные клетки

гигантские 
одноядерные клетки

многоядерные 
клетки

клетки с фрагментированными 
ядрами

0 (Контроль) 91.24 ± 0.64 4.37 ± 0.52 3.71 ± 0.38 0.68 ± 0.14
1 76.34 ± 3.61 14.10 ± 3.07 3.68 ± 0.65 5.88 ± 1.19

1 + 2 74.93 ± 3.07 16.34 ± 2.22 7.46 ± 1.21 1.28 ± 0.43
1 + 2 + 2 87.13 ± 1.26 7.24 ± 0.92 3.77 ± 0.39 1.86 ± 0.12

3 18.62 ± 4.53 51.39 ± 8.02 22.33 ± 4.86 7.67 ± 2.65
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культуральных флаконов наравне с пролиферирую-
щими клетками (рис. 2б). Эффекты воздействия те-
мозоломида на выживаемость и пролиферацию кле-
ток в культурах глиобластом суммированы в табл. 2.

Распределение клеток Т2, обработанных 1 мМ те-
мозоломида, по фазам клеточного цикла измени-
лось по сравнению с интактными клетками (рис. 2в).
Наибольшее число клеток находилось в фазе S

Рис. 1. Общий вид культуры клеток Т2 глиобластомы человека: интактная при окраске по Май-Грюнвальду–Гимзе (а), ин-
тактная в фазовом контрасте (в) и через 13 сут после воздействия темозоломидом в дозе 0.5 мМ (г, фазовый контраст). Мас-
штабные отрезки: 100 мкм. б – Распределение клеток интактной культуры Т2 по фазам клеточного цикла (проточная цито-
метрия); по горизонтали – флуоресценция DAPI (окраска ядер), усл. ед.; по вертикали – число клеток.
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Рис. 2. Общий вид культуры клеток Т2 глиобластомы человека после воздействия темозоломидом в дозе 1 мМ через 13 сут (а,
фазовый контраст) и через 34 сут (б, окраска по Май-Грюнвальду–Гимзе); масштабные отрезки: 100 мкм. в – распределение
клеток Т2 по фазам клеточного цикла (проточная цитометрия) через 5 сут после того же воздействия; по горизонтали – флу-
оресценция DAPI (окраска ядер), усл. ед.; по вертикали – число клеток.
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(29.5%), возросло содержание клеток в фазе G2
(24.7%), в то время как число клеток в фазе G0/G1
снизилось почти в 4 раза по сравнению с исходными
клетками (18.7%). В то же время, существенно уве-
личилось количество полиплоидных клеток; их со-
держание в культуре составило 24.2%, то есть в 4 раза
больше, чем в интактной культуре клеток линии Т2.

Воздействие темозоломида в дозе 2 мМ также
приводило к преобладанию в культуре Т2 клеток
астроцитарной формы с ветвящимися отростками
(рис. 3а) и увеличению числа гигантских клеток
(табл. 1, рис. 3б). На 20-е сут культивирования про-
изошла гибель более 90% клеток. На 27-е сут культи-
вирования появились единичные колонии пролифе-
рирующих клеток. К 41-м сут культивирования ко-
личество колоний пролиферирующих клеток
существенно увеличилось (рис. 3б), и на 48-е сут
клетки достигли 90%-ного конфлюентного моно-
слоя (табл. 2). После пересева соотношение различ-
ных морфологических типов клеток оставалось не-
изменным, причем гигантские клетки сохраняли
жизнеспособность, хотя не было выявлено призна-
ков их пролиферации.

Воздействие темозоломида в дозе 3 мМ приводи-
ло к изменениям формы клеток Т2, описанным для
дозы 2 мМ (рис. 3в). На 20-е сут культивирования
произошла гибель более 90% клеток. Сохранившая
жизнеспособность популяция почти полностью со-
стояла из гигантских и многоядерных клеток, а мел-
кие одноядерные клетки составляли в ней менее 20%
(табл. 1). Пролиферация клеток после обработки
препаратом прекратилась и в дальнейшем не возоб-
новилась. Наблюдение за клетками проводили в те-

чение 34-х сут после завершения обработки темозо-
ломидом (рис. 3г, табл. 2).

Повторное воздействие темозоломида на клетки
Т2. Клетки, сохранившие способность к пролифера-
ции после воздействия темозоломида в дозах 1 или
2 мМ, были обозначены как резистентные. Рези-
стентные клетки, перенесшие первое воздействие
темозоломида в дозе 1 мМ, повторно обрабатывали
2 мМ темозоломида. Повторная обработка не при-
водила к массовой гибели клеток или остановке про-
лиферации (табл. 2). Число клеток астроцитарной
формы и гигантских одноядерных клеток сохрани-
лось практически неизменным, по сравнению с
клетками, перенесшими однократную обработку
1 мМ темозоломида (рис. 4а). Вдвое увеличилось
число многоядерных клеток, а доля клеток с фраг-
ментированными ядрами вернулась к значениям,
характерным для интактных клеток (табл. 1).

Распределение клеток, повторно обработанных
темозоломидом, по фазам клеточного цикла было
ближе к норме по сравнению с клетками, подвергну-
тыми однократному воздействию препарата (рис.
4б). Так, наибольшее количество клеток находилось
в фазе G0/G1 (51%), а численность клеток в фазах S
(14.9%) и G2 (15.3%) была сопоставимой. Однако, по
сравнению с интактными клетками, количество по-
липлоидных клеток все еще было значительно боль-
ше (15.9%).

Резистентные клетки, перенесшие первое воз-
действие темозоломида в дозе 1 мМ и второе воздей-
ствие в дозе 2 мМ, пересевали и повторно обрабаты-
вали темозоломидом в концентрациях 2, 4 и 6 мМ
(табл. 2). Третья обработка резистентных клеток те-

Таблица 2. Одно- и многократное действие темозоломида на пролиферацию и выживаемость клеток линий глиобластом

Примечание. В скобках указано время (сут) от момента окончания воздействия темозоломида до достижения культурой 80–90%-но-
го конфлюентного монослоя. Н.о. – не определяли. а – клетки после первого воздействия 1 мМ темозоломида после достижения 80–
90%-ного конфлюентного монослоя пересевали и подвергали второму воздействию. б – клетки после второго воздействия 2 мМ те-
мозоломида после достижения 80–90%-ного конфлюентного монослоя пересевали и подвергали третьему воздействию.

Доза темозоломида, мМ
Линия глиобластом

T2 T98G

Первое воздействие
0.5  Пролиферация (14) Пролиферация (2)

1 Пролиферация (23) Пролиферация (2)
2 Пролиферация (48) Пролиферация (2)
3 Непролиферирующие клетки Пролиферация (2)
5 Н.о. Пролиферация (9)

Второе воздействиеа

2 Пролиферация (13) Н.о.

Третье воздействиеб

2 Пролиферация (2) Н.о.
4 Пролиферация (10) Н.о.
6 Гибель культуры Н.о.
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мозоломидом в дозе 2 мМ не приводила ни к массо-
вой гибели клеток, ни к остановке клетками проли-
ферации, при этом в культуре сохранялись как ак-
тивно пролиферирующие клетки, так и гигантские

непролиферирующие клетки (рис. 5в). Число клеток
астроцитарной формы и многоядерных клеток воз-
вращалось к показателям, выявленным для интакт-
ных клеток. Содержание гигантских одноядерных

Рис. 3. Общий вид культуры клеток Т2 глиобластомы человека после воздействия темозоломидом в дозе 2 мМ через 13 (а) и
41 сут (б), а также в дозе 3 мМ через 13 (в) и 34 сут (г). Стрелка указывает на ядро гигантской клетки. а–в: фазовый контраст.
г – окраска по Май-Грюнвальду–Гимзе. Масштабные отрезки: 100 мкм.

a б

в г

Рис. 4. Общий вид культуры клеток Т2 глиобластомы человека, перенесших первое действие темозоломидом (1 мМ), а затем
второе воздействие в дозе 2 мМ через 23 сут (а) и третье воздействие в дозе 2 мМ через 11 сут (в). Окраска по Май-Грюнваль-
ду–Гимзе; масштабные отрезки: 100 мкм. б – Распределение клеток Т2 по фазам клеточного цикла (проточная цитометрия)
через 20 сут после второго воздействия темозоломидом (2 мМ); по горизонтали – флуоресценция DAPI (окраска ядер), усл.
ед.; по вертикали – число клеток.
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клеток также уменьшалось, по сравнению с клетка-
ми, перенесшими однократное воздействие темозо-
ломида, но превышало таковое в культуре интакт-
ных клеток линии Т2 (табл. 1). Третья обработка ре-
зистентных клеток темозоломидом в дозе 4 мМ
приводила к временной остановке пролиферации,
которая возобновилась на 6-е сут после завершения
обработки. Наконец, третья обработка резистент-
ных клеток 6 мМ темозоломида привела к гибели
всех клеток. Таким образом, резистентые клетки ли-
нии Т2 отличались меньшей чувствительностью к
воздействиям темозоломида в концентрациях, пре-
вышающих использованные при первичной обра-
ботке интактных клеток.

Определение площади клеток Т2, интактных и об-
работанных темозоломидом. Для оценки морфологи-
ческих изменений клеток Т2 после обработки темо-
золомидом было проведено измерение площади
клеток (рис. 5). Площадь интактных клеток основ-
ной популяции (маленьких одноядерных клеток) ва-
рьировала в пределах 450–2000 мкм2 в зависимости от
формы клеток. Площадь гигантских одноядерных ин-
тактных клеток также варьировала, в основном нахо-
дясь в пределах (2–4) × 103 мкм2. Наконец, площадь
гигантских многоядерных клеток составляла в среднем
(10–15) × 103 мкм2. Таким образом, средняя площадь
интактных клеток Т2 составила 3463 ± 962 мкм2.

При однократной обработке 1 мМ темозоломида
средняя площадь клеток увеличивалась по сравне-

нию с интактными образцами (8124 ± 2854 мкм2), что
во многом отражало уменьшение числа мелких клеток
и увеличение доли гигантских клеток (табл. 1). Обра-
ботка клеток Т2 3 мМ темозоломида приводила к
еще более существенному увеличению площади кле-
ток по сравнению с контролем (10300 ± 1922 мкм2)
(рис. 5).

Повторная обработка 2 мМ темозоломида клеток
Т2, подвергнутых однократному воздействию 1 мМ
темозоломида, привела к уменьшению средней пло-
щади клеток (4028 ± 894 мкм2) по сравнению с одно-
кратно обработанными клетками. Наконец, вслед-
ствие третей обработки клеток 2 мМ темозоломида
произошло дальнейшее уменьшение площади клеток,
причем средняя площадь клеток Т2, подвергнутых
трехкратному воздействию препарата (3319 ± 673 мкм2),
была ниже таковой у интактных клеток (рис. 5).

Таким образом, в ответ на первоначальное воз-
действие темозоломида средняя доля клеток Т2 с
увеличенной площадью возрастала по сравнению с
интактными клетками, причем степень увеличения
площади клеток зависела от дозы препарата. По-
вторные воздействия темозоломида приводили к
возвращению показателя средних размеров клеток к
значениям, характерным для интактных клеток.

Характеристика интактных клеток линии T98G.
Морфологическая характеристика интактной куль-
туры T98G была проведена ранее (Киселева и др.,
2016). В настоящей работе при морфологическом

Рис. 5. Площадь клеток линии Т2 интактных и обработанных одно- и многократно темозоломидом. Точки – значения для ин-
дивидуальных клеток, горизонтальные линии – медианы. Здесь и на рис. 8, 9, 10 знак “+” на горизонтальной оси при указании
концентрации темозоломида означает повторную обработку клеток после достижения культурой, обработанной препаратом,
80–90%-ного конфлюентного монослоя и пересева.
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анализе клетки линии T98G были условно разделе-
ны на четыре популяции, аналогичные описанным
выше для глиомы линии Т2. Показано, что в интакт-
ной культуре T98G преобладали маленькие одно-
ядерные клетки (табл. 3), также были выявлены ги-
гантские одно- и многоядерные клетки, в то время
как клетки с фрагментированными ядрами практи-
чески отсутствовали.

Воздействие темозоломида на клетки Т98G. Обра-
ботка клеток Т98G темозоломидом в дозах 0.5, 1, 2, 3
и 5 мМ не приводила ни к изменению морфологии
клеток, ни к прекращению клетками пролиферации
(рис. 6, табл. 3). При обработке клеток 5 мМ темозо-
ломида было выявлено замедление скорости проли-
ферации клеток по сравнению с интактной культу-
рой. В культуре клеток T98G, обработанных 5 мМ
темозоломида, число маленьких одноядерных кле-
ток увеличивалось по сравнению с контролем, в то
время как доля гигантских клеток уменьшалась.
Число клеток с фрагментированными ядрами также
незначительно увеличивалось (табл. 3).

Определение площади клеток Т98G, интактных и
обработанных темозоломидом. Площадь интактных
клеток основной популяции (маленьких одноядер-
ных клеток) составляла 240–800 мкм2 (рис. 7). Пло-
щадь гигантских одноядерных клеток находилась в
пределах 2000–3500 мкм2. Площадь многоядерных кле-
ток широко варьировала и составляла 700–13300 мкм2.

При обработке клеток линии T98G 5 мМ темозоло-
мида размерные характеристики клеток оставались
практически неизменными по сравнению с контро-
лем (рис. 7).

Определение уровня экспрессии генов в клетках Т2
и T98G. В клетках Т2 и T98G была исследована экс-
прессия генов, связанных с множественной лекар-
ственной устойчивостью: ABCC1, ABCG2 и ABCВ1
(рис. 8а). Интактные клетки T98G отличались высо-
кой экспрессией генов ABCC1 и ABCG2, существен-
но превышавшей таковую в интактных клетках Т2,
однако клетки Т2 характеризовались более высокой
активностью гена ABCB1 по сравнению с клетками
T98G.

Темозоломид не оказывал значимого влияния на
экспрессию генов множественной лекарственной
устойчивости в клетках линии Т2, подвергнутых
первичной обработке препаратом. Резистентные к
действию темозоломида клетки T2 по этому признаку
также не отличались от интактных клеток (рис. 8б). В
клетках линии T98G, обработанных разными доза-
ми темозоломида, также не было обнаружено изме-
нения экспрессии генов множественной лекар-
ственной устойчивости (данные не представлены).

В интактных и резистентных клетках Т2 после од-
нократного, двукратного и трехкратного воздей-
ствий темозоломида была исследована экспрессия
генов фактора роста эндотелия сосудов (VEGF), ге-

Таблица 3. Соотношение различных популяций клеток T98G в интактной культуре и культуре, однократно обработан-
ной темозоломидом

Данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего.

Концентрация 
темозоломида, мМ

Доля клеток, %

маленькие одноядерные 
клетки

гигантские 
одноядерные клетки

многоядерные 
клетки

клетки с фрагментированными 
ядрами

0 (Контроль) 88.21 ± 1.81 4.99 ± 1.53 6.67 ± 0.67 0.02 ± 0.02
5 92.83 ± 1.70 3.96 ± 1.05 1.74 ± 0.33 1.80 ± 0.46

Рис. 6. Общий вид культуры клеток Т98G глиобластомы человека: интактная (а) и после воздействия темозоломидом в дозе
5 мМ через 19 сут (б). Окраска по Май-Грюнвальду–Гимзе. Масштабные отрезки: 100 мкм.

a б
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патоцитарного фактора роста (HGF), тенасцина
(TNC), кислой церамидазы (ASAH1), IL-6 и IL-8
(рис. 9а). По сравнению с исходными клетками ре-
зистентные клетки T2 более активно экспрессирова-
ли все исследованные гены. Наибольшее усиление
экспрессии было отмечено в отношении генов, коди-
рующих провоспалительные цитокины IL-6 и IL-8.

Экспрессия генов VEGF, TNC, ASAH1, HGF, IL-6
и IL-8 была изучена в клетках T98G после обработки
разными дозами темозоломида (рис. 9б). Экспрес-
сия генов VEGF, TNC и ASAH1 оставалась практиче-
ски неизменной. Наиболее существенно увеличива-
лась экспрессия HGF при обработке клеток T98G
5 мМ темозоломида. Экспрессия провоспалитель-

Рис. 7. Площадь клеток линии Т98G, интактных и обработанных темозоломидом. Точки – значения для индивидуальных кле-
ток, горизонтальные линии – медианы.
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Рис. 8. Уровень экспрессии генов (указаны справа) множественной лекарственной устойчивости в интактных клетках T2 и
T98G (относительный, а) и в клетках Т2, обработанных темозоломидом (б). ПЦР-анализ в режиме реального времени. а:
ΔCT – разница между пороговым циклом исследуемого гена и гена сравнения GAPDH.
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ных цитокинов IL-6 и IL-8 варьировала вне зависи-
мости от использованной дозы темозоломида.

В клетках линий T2 и T98G, интактных и обрабо-
танных темозоломидом, была исследована экспрес-
сия гена MGMT, кодирующего белок репарации
ДНК (рис. 10). Высокий уровень активности MGMT
является одним из ключевых факторов, определяю-
щих неудачу лечения темозоломидом. Интактные
клетки T2 и T98G обладали сходным уровнем экс-
прессии MGMT. Обработка клеток обеих линий те-
мозоломидом не приводила к значимому измене-
нию экспрессии гена, при этом не было обнаружено
зависимости между дозой темозоломида и уровнем
экспрессии MGMT. Экспрессия MGMT в резистент-
ных клетках линии Т2, подвергнутых повторным об-
работкам темозоломидом, также оставалась практи-
чески неизменной.

ОБСУЖДЕНИЕ
Одной из главных нерешенных проблем совре-

менной онкологии является появление рецидивов

новообразований спустя то или иное время после
проведения химио- и (или) лучевой терапии. Анализ
экспериментальных данных и клинических иссле-
дований показал, что источником рецидивов опухо-
лей являются клетки, резистентные к предшество-
вавшей терапии (Свирновский, 2014; Волков, 2021).
До настоящего времени нет четкого определения ре-
зистентных опухолевых клеток, а, соответственно,
не обозначены маркеры, их идентифицирующие.
Опухоли могут исходно содержать клетки, высоко-
устойчивые ко многим химиопрепаратам и облуче-
нию, что обозначается как первичная резистент-
ность опухолевых клеток. В процессе терапии опу-
холей также формируются популяции резистентных
клеток, что обозначается как вторичная или приоб-
ретенная резистентность, которая имеет многофак-
торный характер (Mirzayans, Murray, 2020). При этом
отдельные клетки в пределах одной опухоли могут
использовать разные механизмы устойчивости к
препаратам, такие как длительная задержка проли-
ферации, активация репаративных систем, парадок-

Рис. 9. Уровень экспрессии генов в клетках T2 (а) и T98G (б), обработанных темозоломидом в разных концентрациях. ПЦР-
анализ в режиме реального времени. Названия генов указаны по горизонтали.
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Рис. 10. Уровень экспрессии гена MGMT в клетках T2 (а) и T98G (б), обработанных темозоломидом в разных концентрациях.
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сальный апоптоз, клеточное слияние и другие (Mir-
zayans, Murray, 2020).

Для выявления и характеристики резистентных
клеток используют различные методические прие-
мы, в том числе оценку жизнеспособности (по про-
ницаемости для витальных красителей, активности
клеточных ферментов), которая выполняется в бли-
жайшие дни после применения облучения или хи-
миопрепаратов. Определение колониеобразующих
единиц (КОЕ) занимает более длительное время –
несколько недель, но, на наш взгляд, является зна-
чительно более информативным тестом.

Отличительная особенность нашей работы состо-
яла в том, что наблюдения над клетками линий гли-
областом проводили в течение длительного времени
(не менее 1 месяца). Для изучения брали клетки, ко-
торые выжили после инкубации с темозоломидом в
сублетальных дозах, длительное время сохранялись
в непролиферирующем (спящем) состоянии, затем
возобновляли деление, после чего были однократно
пересеяны. Эти резистентные клетки исследовали
непосредственно или после следующих аналогич-
ных циклов обработки темозоломидом.

В качестве источника темозоломида в работе был
использован препарат Темодал® в лекарственной
форме лиофилизата для приготовления инфузион-
ного раствора, что позволило избежать дополни-
тельного токсического действия диметилсульфоксида,
стандартно применяемого для растворения темозоло-
мида в экспериментах с клеточными культурами. На-
ряду с действующим веществом, Темодал® содержит
ряд вспомогательных веществ: маннитол, треонин,
полисорбат-80, натрия цитрата дигидрат и хлори-
стоводородную кислоту. Это обстоятельство накла-
дывает определенные ограничения на интерпрета-
цию полученных результатов из-за наличия в соста-
ве препарата треонина, обладающего протективным
действием, в частности способностью снижать интен-
сивность проапоптотических процессов (Baird et al.,
2013). Известно, что клетки Т98G имеют изначально
высокий уровень устойчивости к темозоломиду
(Lee, 2016), однако исследования чувствительности
клеток этой линии к темозоломиду в форме Темода-
ла® нам не известны. Влияние темозоломида на
клетки линии Т2 ранее не было исследовано.

Темозоломид оказывал влияние на морфологиче-
ские характеристики клеток линии Т2 и параметры
клеточного цикла, существенно замедляя клеточную
пролиферацию. Так, после однократного воздей-
ствия темозоломида в дозах 1 или 2 мМ клеткам Т2
для достижения 80–90% конфлюентного монослоя
требовалось 23 и 48 сут соответственно. Однако при
последующих обработках темозоломидом клеток,
переживших первое воздействие препарата, время,
необходимое для достижения 80–90% конфлюент-
ного монослоя, сокращалось, приближаясь к значе-
ниям, характерным для интактных клеток. Форми-
рование популяций клеток Т2, более резистентных к

действию темозоломида, чем исходные, происходи-
ло уже после однократного воздействия препарата в
дозе 1 мМ. Популяции резистентных клеток Т2, по-
лученные после одно-, двух- и трехкратного воздей-
ствия темозоломида, различались по клеточному со-
ставу. После первого воздействия препарата было
отмечено снижение числа мелких одноядерных кле-
ток, характерных для интактных культур T2, и уве-
личение числа крупных одноядерных клеток, а так-
же клеток с фрагментированными ядрами. При по-
вторном воздействии препарата возросло число
крупных многоядерных клеток, а количество клеток
с фрагментированными ядрами, напротив, умень-
шилось. После третьего воздействия темозоломида
число мелких одноядерных клеток вновь возрастало,
а число крупных клеток, напротив, снижалось. Та-
ким образом, после третьего воздействия препарата
клетки смогли восстановить исходный “нормаль-
ный” фенотип, одновременно приобретя высокую
устойчивость к темозоломиду. Размерные характе-
ристики клеток линии Т2 после многократного воз-
действия темозоломида также возвращались к пока-
зателям, характерным для интактных клеток.

Аналогичные тенденции наблюдались и в отно-
шении распределения клеток по фазам клеточного
цикла. Так, после первого воздействия темозоломи-
да наибольшее число клеток находилось в фазах S и
G2, а содержание полиплоидных клеток по сравне-
нию с интактной культурой возрастало. Однако уже
после повторной инкубации клеток Т2 с темозоло-
мидом распределение их по фазам цикла приближа-
лось к таковому для интактных клеток. Количество
полиплоидных клеток при этом оставалось суще-
ственно увеличенным. Роль полиплоидных клеток
опухоли в формировании устойчивости новообразо-
ваний к терапевтическим воздействиям рассмотрена
нами в обзоре 2020 года (Вартанян и др., 2020).

Ранее мы показали, что линии Т2 и T98G имели
высокую устойчивость к повреждающему действию
фотемустина, препарата второй линии терапии гли-
областом. Клетки обеих линий имели высокий дозо-
вый порог, при котором наблюдалось прекращение
клеточной пролиферации. Они характеризовались
способностью формировать популяции переживаю-
щих, непролиферирующих, клеток, которые после
воздействия высоких доз препарата долгое время
оставались живыми и сохраняли метаболическую
активность (Киселева и др., 2018).

Формирование популяции переживающих кле-
ток происходило и в случае действия на клетки Т2
высоких доз темозоломида. Популяции клеток этой
линии, сохранившиеся после обработки темозоло-
мидом в дозе 3 мМ, состояли преимущественно из
крупных одно-, многоядерных клеток и клеток с
фрагментированными ядрами, тогда как мелких од-
ноядерных клеток сохранялось менее 20%. После
действия темозоломида в такой высокой дозе клетки
не смогли восстановить пролиферативную актив-
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ность, однако сохраняли жизнеспособность более
месяца.

Линия T98G отличалась иным характером ответа
на действие темозоломида. Резистентность этих кле-
ток была исходно настолько высока, что лишь мак-
симальная использованная доза 5 мМ смогла сни-
зить их пролиферативную активность, а при более
низких дозах препарата антипролиферативный эф-
фект не был отмечен. Морфологические изменения
клеток в результате обработки препаратом также бы-
ли слабо выражены. Наблюдаемый эффект можно
объяснить тем, что препарат Темодал®, использо-
ванный для обработки клеток, содержал, помимо те-
мозоломида, другие компоненты, концентрация ко-
торых существенно возрастала при увеличении кон-
центрации действующего вещества в ходе обработки
клеток. При использованных нами дозах темозоло-
мида формирование популяции переживающих кле-
ток линии T98G не наблюдали.

Резистентность опухоли формируется под дей-
ствием различных молекулярных механизмов. Один
из важнейших связан с функционированием транс-
портных белков – АВС-транспортеров, обеспечива-
ющих эффлюкс химиопрепаратов из клетки против
градиента концентрации с затратой энергии АТФ,
что приводит к быстрому уменьшению внутрикле-
точного уровня препарата ниже терапевтической
концентрации (Borst et al., 2000; George, 2015; Katha-
wala et al., 2015). Существенная роль в развитии рези-
стентности к химиопрепаратам принадлежит пред-
ставителям трех субсемейств данной группы белков.
К ним относятся белки ABCB1 (Р-гликопротеин),
ABCG2 и ABCC1, экспрессируемые на опухолевых и
стволовых опухолевых клетках и усиливающие рези-
стентность к химиопрепаратам, в том числе темозоло-
миду (Peignan et al., 2011; Coyle et al., 2015; Gooijer et al.,
2018; Wang et al., 2019).

Клетки линий Т2 и Т98G имели индивидуальный
спектр активности генов белков-транспортеров
АВС. Так, в клетках линии Т98G экспрессия генов
ABCC1 и ABCG2 превышала таковую в клетках Т2,
причем наибольшая активность была характерна для
гена ABCC1, кодирующего белок множественной ле-
карственной устойчивости 1 (Mrp1). Высокий уро-
вень экспрессии Mrp1 в клетках линии Т98G был
описан ранее (Peignan et al., 2011). В клетках Т2 наи-
большая активность была определена у гена АВСВ1.
Воздействие темозоломида не оказывало существен-
ного влияния на уровень экспрессии этих генов.

Ген MGMT кодирует фермент О-6-метилгуанин-
ДНК-метилтрансферазу, белок репарации ДНК, за-
щищающий клетку от мутагенных и цитотоксиче-
ских свойств алкилирующих агентов. Высокая экс-
прессия MGMT является одним из ключевых факто-
ров, определяющих устойчивость клеток опухоли к
алкилирующим препаратам, в том числе к действию
темозоломида (Kitange et al., 2009; Perazzoli et al.,
2015; Chen et al., 2018; Oldrini et al., 2020). Известно,

что уровень экспрессии MGMT в глиобластомах ва-
рьирует в широких пределах. Так, клетки линии
T98G характеризуются высоким уровнем активно-
сти этого гена в отличие, например, от клеток линии
А172 (Hermisson et al., 2006; Kinashi et al., 2020).

В наших исследованиях интактные клетки T2 и
T98G обладали сходным уровнем экспрессии гена
MGMT, кодирующего белок репарации ДНК. Обра-
ботка клеток обеих линий темозоломидом не приво-
дила к значимому изменению экспрессии гена
MGMT, при этом не было обнаружено зависимости
между дозой темозоломида и активностью данного
гена. Экспрессия MGMT в резистентных клетках ли-
нии Т2, подвергнутых повторным обработкам темо-
золомидом, также оставалась практически неизмен-
ной. Таким образом, наблюдаемые нами изменения
в чувствительности клеток Т2 к темозоломиду ско-
рее всего обусловлены действием других механиз-
мов, определяющих появление химиорезистентно-
сти. Однако следует отметить, что существуют дан-
ные в пользу того, что действие темозоломида может
приводить к снижению в клетках T98G содержания
О-6-метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы, но не к
снижению экспрессии гена MGMT (Vlachostergios
et al., 2013).

В интактных и обработанных темозоломидом
клетках T2 и T98G была исследована активность ря-
да генов, связанных с прогрессией опухолей. В клет-
ках линии Т2 наибольшее усиление экспрессии было
отмечено в отношении генов, кодирующих провоспа-
лительные цитокины IL-6 и IL-8, являющихся одними
из основных компонентов секреторного фенотипа, ас-
социированного с клеточным старением (Waugh et al.,
2008; Palena et al., 2012; Ortiz-Montero et al., 2017; Бо-
родкина и др., 2018).

Процесс клеточного старения сопровождается
секрецией множества факторов, объединенных на-
званием “секреторный фенотип, ассоциированный
со старением” (senescence associated secretory pheno-
type, SASP). С их помощью стареющие клетки спо-
собны оказывать влияние на микроокружение, воз-
действуя на процессы пролиферации и дифферен-
цировки (Coppe at al., 2010) и создавая условия,
благоприятные для роста и размножения клеток, в
том числе злокачественных (Chen et al., 2014). Рези-
стентные клетки Т2 более активно, чем интактные
клетки, экспрессировали ген гепатоцитарного ро-
стового фактора (HGF), также являющегося компо-
нентом SASP и участвующего в процессах регуляции
клеточного цикла, дифференцировки, морфогенеза и
апопотоза (Lamouille et al., 2014; Inan, Hayran, 2019),
ген фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) – основ-
ного проангиогенного фактора (Melincovici et al., 2018),
ген тенасцина (TNC) – компонента метастатической
ниши (Brosicke, Faissner, 2015; Angel et al., 2020) и кис-
лой церамидазы (ASAH1) – фермента метаболизма
сфигнолипидов, участвующего в формировании ре-
зистентности к терапии и связанного с более агрес-
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сивным течением заболевания (Bai et al., 2017; Lee,
2016; Nguyen et al., 2018; Parveen et al., 2019). Актива-
ция данных генов в изучаемых популяциях рези-
стентных к темозоломиду клеток может свидетель-
ствовать о наличии у них признаков, характерных для
более агрессивных клонов опухолевых клеток.

В клетках T98G экспрессия генов VEGF, TNC и
ASAH1 после обработки разными дозами темозоло-
мида оставалась практически неизменной. Наибо-
лее существенно увеличивалась экспрессия HGF при
использовании темозоломида в дозе 5 мМ. Экспрес-
сия провоспалительных цитокинов IL-6 и IL-8 ва-
рьировала вне зависимости от использованной дозы
темозоломида.

Таким образом, линия Т2 может служить источ-
ником клеток, резистентных в отношении ряда про-
тивоопухолевых препаратов, и быть использована в
качестве модели рецидивирующей глиобластомы. В
то же время, клетки линии Т98G показали чрезвы-
чайно высокий уровень резистентности к темозоло-
миду, и обработка препаратом даже в очень высоких
дозах не оказывала на эти клетки существенного
влияния.
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The generation of tumor cells resistant to chemo- and radiation therapy is one of the unresolved problems of
oncology. The study of the conditions and mechanisms of temozolomide (first-line drug in glioblastoma therapy)
resistance formation is carried out on cultured cell lines. Considering the heterogeneity of glioblastomas, it is im-
portant to study the responses of different cell lines to temozolomide. The aim of this work was to obtain and char-
acterize temozolomide-resistant T2 and T98G cell lines. The source of temozolomide was the drug Temodal® in
lyophilized form for preparation of an infusion solution. T98G cells are known to be highly resistant to temozolo-
mide; the response of T2 cells to the drug has not been studied yet. A single exposure to 1 mM temozolomide resulted
in changes in T2 cell populations composition – an increase of the proportion of giant mononuclear cells and cells
with fragmented nuclei. As a result, the number of cells in G0/G1 cell cycle phases decreased, while the number of
polyploid cells increased by four times. The cells that reactivated proliferation and were exposed to 2 mM temozolo-
mide for the second and third times differed morphologically and in proliferation activity from the cells that under-
went a single treatment, and approximated to the intact cells in many respects. After a single incubation with 2 mM
temozolomide T2 cells recovered 90% monolayer in 48 days, after the second treatment – in 13 days, and after the
third exposure – in 2 days only. Temozolomide resistance formation by T2 cells was not accompanied by changes in
the initially high levels of multiple drug resistance genes ABCC1, ABCG2, and ABCB1 activities, as well as MGMT
gene activity. The formation of temozolomide resistance in T2 glioblastoma cell culture is most likely due to the ac-
tion of other mechanisms. Consequently, T2 cell line can provide a source of temozolomide-resistant cells and be
used as a model of recurrent glioblastoma. T98G cells, as expected, showed an extremely high level of resistance to
temozolomide. The drug at doses lower than 5 mM had no prominent effect on these cells.

Keywords: glioblastoma, T2, T98G, resistant cells, temozolomide, Temodal®, MGMT, ABCC1, ABCG2, ABCB1
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Преждевременное рождение положительно коррелирует с предрасположенностью к развитию во взрос-
лом возрасте заболеваний сердечно-сосудистой системы. Выявление морфофункциональных изменений
сердца у преждевременно рожденных детей в раннем постнатальном периоде онтогенеза является прио-
ритетной задачей, так как позволит предупредить или скорректировать развитие у них отдаленных нега-
тивных эффектов недоношенности на сердечно-сосудистую систему. Проведен гистологический и мор-
фометрический анализ миокарда левого желудочка сердца крыс линии Вистар, рожденных на 21 и 21.5 сут
беременности (полный срок беременности составляет 22 сут). Показано, что преждевременное рождение
приводит к увеличению удельного объема стромы миокарда крыс в раннем постнатальном периоде онто-
генеза. Преждевременное рождение не приводит к изменению количества и коэффициента дегрануляции
тучных клеток в миокарде левого желудочка сердца крыс. Морфологические изменения миокарда преж-
девременно рожденных крыс более выражены при меньшем сроке беременности (21 сут беременности).

Ключевые слова: преждевременное рождение, миокард, структура, фиброз, тучные клетки, крысы
DOI: 10.31857/S0041377122020031

В мире преждевременное рождение (ранее 37 пол-
ных нед. беременности) встречается в 5–15% случаев
(Harrison, Goldenberg, 2016). Совершенствование
неонатального ухода позволяет сохранить жизнь де-
тям, рожденным ранее 28 нед. беременности, однако
меньший срок гестации ассоциирован с большей
структурной и функциональной незрелостью внут-
ренних органов на момент рождения. Рождение яв-
ляется фактором, оказывающим существенное влия-
ние на развитие структурно и функционально незре-
лых внутренних органов преждевременно рожденных
детей. На основании клинических наблюдений можно
констатировать, что адаптивное ремоделирование
сердца вследствие преждевременного рождения при-
водит к формированию его структурных и функцио-
нальных особенностей, которые определяются с пер-
вых месяцев после рождения (Erickson et al., 2019) и на
всем протяжении постнатального периода онтогенеза
(Cox et al., 2019; Goss et al., 2020; Telles et al., 2020;
Barton et al., 2021). Морфологические особенности
сердца и функциональные изменения сердечной де-
ятельности преждевременно рожденных детей могут
служить предпосылками для развития патологиче-
ских изменений в сердце (Sullivan et al., 2019). Из-
вестно, что преждевременное рождение сочетается со

снижением миокардиального резерва (Huckstep et al.,
2018), является риском раннего развития ишемиче-
ской болезни сердца (Crump et al., 2019), гипертониче-
ской болезни и сердечной недостаточности (Carr et al.,
2017). Проведение эксперимента, позволяющего изу-
чить влияние преждевременного рождения на строе-
ние и функционирование сердца является актуальной
задачей.

Для изучения последствий преждевременного рож-
дения на морфофункциональное состояние сердца
перспективно проведение исследований на грызунах
ввиду их высокой плодовитости и короткой продол-
жительности жизни. Одной из наиболее популярных
моделей недоношенности у крыс является содержа-
ние крыс в раннем постнатальном периоде онтоге-
неза в гипероксических условиях (Bertagnolli et al.,
2014; Benni et al., 2020; Cohen et al., 2021). Однако
данная модель позволяет оценить, главным образом,
влияние окислительного стресса на развитие мор-
фофункциональных особенностей органов недоно-
шенных животных и не воссоздает всех аспектов
преждевременного рождения.

Продолжительность пренатального периода он-
тогенеза контрольных крыс составляет 22 сут, что
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соответствует полному сроку беременности крыс
Вистар. Период с 18 по 22 сут эмбриогенеза крыс Ви-
стар соответствует третьему триместру беременно-
сти у человека. В данный промежуток времени плод
крысы стремительно растет, органы претерпевают зна-
чительные структурные перестройки (Toyono et al.,
1999). Получение потомства крыс, рожденных на 12
или 24 ч ранее полного срока, является эксперимен-
тальной моделью преждевременного рождения, при-
менимой для биомедицинских целей (Tanswell et al.,
1989; Li et al., 2013; Grases-Pintó et al., 2019).

Целью данного исследования является определе-
ние влияния преждевременного рождения на струк-
туру левого желудочка сердца крыс в раннем постна-
тальном периоде онтогенеза. Для достижения цели
сформулированы задачи: изучить гистологическое
строение стенки левого желудочка; провести коли-
чественный морфометрический анализ миокарда
левого желудочка преждевременно рожденных крыс
в динамике (1–21 сут постнатального периода онто-
генеза).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Дизайн исследования. В эксперименте использо-

вано 72 крысы Вистар обоего пола, из которых были
сформированы 3 группы: контрольная группа (доно-
шенные животные, 22 сут беременности, n = 24),
группа 1 (недоношенные крысы, 21.5 сут беременно-
сти, n = 24) и группа 2 (недоношенные крысы, 21 сут
беременности, n = 24). Для получения потомства,
самцов крыс Вистар (2-х месячные весом 180 ± 20 г)
подсаживали на ночь к самкам крыс Вистар (3-х ме-
сячные весом 180 ± 20 г), находившимся на стадии
проэструса полового цикла. Утром следующего дня
анализировали влагалищные мазки самок крыс. При
обнаружении во влагалищном мазке сперматозои-
дов, считали этот день первым днем беременности.
Индукцию преждевременных родов осуществляли
подкожным введением самкам крыс мифепристона
(1 мл, 10 мг на 1 кг массы тела; Sigma-Aldrich, США)
за 24 ч до предполагаемого срока родов (Dudley et al.,
1996). Крыс содержали в стандартных условиях ви-
вария. Беременные крысы получали полнорацион-
ный корм для беременных животных ЛбК 120 Р-22
(Дельта Фидс, Россия). Выведение потомства из
эксперимента осуществляли на 1, 7, 14 и 21 сут пост-
натального периода онтогенеза асфиксией CO2.
Сердца крыс фиксировали в 10%-ном формалине
(рН 7.4) (БиоВитрум, Россия) в течение 24 ч для по-
следующего гистологического и морфометрическо-
го исследования.

Гистологическое исследование. После фиксации в
формалине сердца промывали в проточной воде,
проводили через Isoprep (БиоВитрум, Россия) и за-

ливали в парафиновую смесь HISTOMIX (Био-
Витрум, Россия). Парафиновые срезы толщиной
5 мкм, полученные на автоматическом микротоме
HM355S (Thermo Fisher Scientific, Китай), окраши-
вали по методу Массона (БиоВитрум, Россия) и ме-
тиленовым синим. Анализ гистологических препа-
ратов проводили на световом микроскопе Axioscope
40 (Zeiss, Германия), при увеличении объектива ×40,
фотосъемку проводили при помощи цифровой ка-
меры CanonG5 (Canon, Китай).

Морфометрия и статистическая обработка данных.
На продольных срезах стенка левого желудочка мо-
жет быть условно разделена на три части: базальная
треть, средняя треть и верхушечная треть. Морфо-
метрический анализ миокарда проведен в средней
трети боковой стенки левого желудочка экспери-
ментальных животных.

На гистологических препаратах сердца крыс,
окрашенных по методу Массона, при помощи про-
граммы ImageJ 1.48 (NIH, США) измеряли диаметр
сократительных кардиомиоцитов, а также методом
точечного счета определяли удельный объем колла-
геновых волокон в стенке левого желудочка.

Диаметр измеряли в продольно срезанных кардио-
миоцитах на уровне ядра. Для каждого животного на
фотографиях миокарда левого желудочка измеряли
диаметр 50 кардиомиоцитов, не менее чем в 5 полях
зрения.

Для каждого животного удельный объем коллаге-
новых волокон в миокарде левого желудочка опреде-
ляли на фотографиях не менее чем в 5 полях зрения.

В случае, когда малые размеры сердца экспери-
ментальных животных не позволяли получить фото-
графии 5 различных полей зрения средней трети бо-
ковой стенки левого желудочка, анализировали се-
рийные срезы.

На окрашенных метиленовым синим препаратах
сердца крыс подсчитывали количество тучных кле-
ток в миокарде средней трети боковой стенки левого
желудочка. Подсчет количества тучных клеток прово-
дили в 5 различных полях зрения для каждого живот-
ного, показатель представлен в перерасчете на 1 мм2

среза. Коэффициент дегрануляции определяли как
отношение количества тучных клеток с явными при-
знаками дегрануляции к общему количеству подсчи-
танных тучных клеток на препарате, выраженное в
процентах.

Анализ морфометрических показателей проводи-
ли при помощи SPSS 16.0 (IBM, США) с использо-
ванием критериев Шапиро–Уилка и Манна–Уитни.
Данные представлены в виде медианы, нижнего и
верхнего квартилей – Ме (Q1; Q3). Различия между
показателями считали достоверными при уровне
значимости p ≤ 0.01. Различий рассматриваемых
морфометрических показателей между аналогичны-
ми параметрами самцов и самок крыс в эксперимен-
тальные сроки не обнаружено, поэтому гистологи-
ческое описание и морфометрические показатели в
таблицах даны без разделения по полу крыс.
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Получение преждевременно рожденного потомства.

Подкожное введение беременным крысам Вистар на
20 или 20.5 сут от начала беременности мифепристо-
на приводит к преждевременным родам на 21 или
21.5 сут соответственно. Помет составляет в среднем
12 ± 2 особей. Среди крыс контрольной группы и
группы 1 (недоношенные крысы, 21.5 сут беремен-
ности) гибели в исследуемые сроки не наблюдается.
Среди крыс группы 2 (недоношенные крысы, 21 сут
беременности) в первые сутки постнатального пери-
ода онтогенеза наблюдается гибель 1–2 животных в
помете.

Анализ сократительных кардиомиоцитов в стенке
левого желудочка крыс. Толщина стенки левого же-
лудочка сердца крыс во всех исследованных группах
визуально увеличивается в ходе эксперимента. Диа-
метр сократительных кардиомиоцитов левого желу-
дочка крыс всех исследуемых групп также возрастает
в ходе эксперимента (рис. 1). На 1 сут постнатально-
го периода онтогенеза диаметр сократительных кар-
диомиоцитов левого желудочка крыс группы 2 превос-
ходит таковой у крыс контрольной группы. Диаметр
сократительных кардиомиоцитов левого желудочка
крыс группы 1 и группы 2 меньше соответствующего
показателя контрольных животных на 7 и 14 сут пост-
натального периода онтогенеза. На 21 сут постна-
тального периода онтогенеза исследуемый показа-
тель у крыс группы 1 выше, чем у крыс группы 2 и
крыс контрольной группы.

Удельный объем коллагеновых волокон в миокарде
левого желудочка крыс. Строму миокарда составляют
прослойки соединительной ткани – эндомизий и
перимизий. Строма миокарда несет в своем составе
сосуды и нервы, помимо этого соединительная
ткань замещает погибшие кардиомиоциты. Основ-

ным компонентом стромы миокарда в постнаталь-
ном периоде онтогенеза являются коллагеновые во-
локна, образованные коллагенами I и III типов.
Окрашивание гистологических срезов сердца по ме-
тоду Массона позволяет селективно выявлять на
препаратах коллагеновые волокна. В ходе экспери-
мента у крыс всех исследуемых групп в стенке левого
желудочка наблюдается увеличение удельного объе-
ма коллагеновых волокон (рис. 2), которое носит
диффузный, а не очаговый характер. У преждевре-
менно рожденных животных удельный объем колла-
геновых волокон в миокарде левого желудочка превы-
шает аналогичный показатель сердца крыс контроль-
ной группы с 14 сут (группа 1) и с 7 сут (группа 2)
постнатального периода онтогенеза (рис. 1). Удельный
объем коллагеновых волокон в стенке левого желу-
дочка преждевременно рожденных крыс остается
повышенным, по сравнению с таковым у животных
контрольной группы, до конца эксперимента. Стоит
отметить, что удельный объем коллагеновых воло-
кон в строме миокарда левого желудочка быстрее
увеличивается в группе 2, чем в группе 1.

Количество тучных клеток в стенке левого желу-
дочка крыс. Тучные клетки в миокарде левого желу-
дочка локализуются в периваскулярной соедини-
тельной ткани, а также между кардиомиоцитами
(рис. 3). Тучные клетки в миокарде крыс всех иссле-
дуемых групп на 1 и 7 сут постнатального периода
онтогенеза практические не определяются (табл. 1).
Количество тучных клеток в 1 мм2 площади миокар-
да левого желудочка крыс контрольной, 1-ой и 2-ой
групп увеличивается в ходе постнатального периода
онтогенеза (табл. 1). В исследуемые сроки не обна-
ружено отличий количества тучных клеток и показа-
теля коэффициента дегрануляции тучных клеток в

Рис. 1. Динамика диаметра сократительных кардиомиоцитов и удельного объема коллагеновых волокон миокарда левого же-
лудочка доношенных крыс (контрольная группа) и недоношенных, рожденных через 21.5 сут (группа 1) и 21 сут (группа 2), в
течение 21 сут постнатального периода онтогенеза. Результаты представлены в виде медианы (Me), нижнего (Q1) и верхнего
(Q3) квартилей, крестики показывают среднее значение показателя. Различия достоверны при р < 0.01 при сравнении с соот-
ветствующим показателем (а) на предыдущем сроке, (б) в контрольной группе и (в) в группе 1.
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Рис. 2. Стенка левого желудочка крысы на 7 и 21 сут постнатального периода онтогенеза. а, б – Контрольная группа (живот-
ные, рожденные на 22 сут беременности); в, г – группа 1 (животные, рожденные на 21.5 сут беременности); д, е – группа 2
(животные, рожденные на 21 сут беременности). Окраска по методу Массона. Наблюдается увеличение выраженности диф-
фузного фиброза миокарда левого желудочка у преждевременно рожденных крыс, в сравнении с доношенными животными,
а также периваскулярный фиброз (д, е). Коллагеновые волокна окрашены анилиновым синим. Звездочками отмечены зоны
развития периваскулярного фиброза.
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миокарде левого желудочка доношенных и прежде-
временно рожденных крыс (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ
Недоношенность характеризуется низкой массой

тела при рождении и структурной незрелостью внут-
ренних органов, что оказывает влияние на процесс
постнатальной адаптации сердца и кровеносных со-
судов (Филюшкина и др., 2014). Структурные изме-
нения сердца, вызванные преждевременным рожде-
нием, носят персистирующий характер: определя-
ются в детском, подростковом и взрослом возрасте
(Bensley et al., 2010; Telles et al., 2020). Морфологиче-
ские особенности сердца преждевременно рожден-
ных детей, такие как увеличение толщины стенки и
массы левого желудочка, меньший объем полостей
сердца, смещение верхушки сердца (Lewandowski et al.,
2021), могут служить предпосылкой более раннего
развития у этой категории людей заболеваний сер-
дечно-сосудистой системы (Bensley et al., 2010).
Установление морфофункциональных изменений
сердца у преждевременно рожденных детей в раннем
постнатальном периоде онтогенеза является прио-
ритетной задачей, так как позволит предупредить
или скорректировать развитие у них отдаленных не-
гативных эффектов недоношенности на сердечно-
сосудистую систему.

Адаптация сердца к возрастающим нагрузкам в
ходе раннего постнатального периода онтогенеза за-
ключается как в клеточных реакциях, так и в пере-
стройке межклеточного вещества. В ходе постна-
тального периода онтогенеза показано увеличение
удельного объема стромы миокарда крыс, что согла-
суется с данными (Carver et al., 1993). Распростране-
ние стромы между кардиомиоцитами в ходе увели-
чения размеров сердца обусловлено, в том числе,
развитием сосудов и происходит одновременно с пе-
реходом кардиомиоцитов от гиперплазии к гипер-
трофии (Carver et al., 1993). Известно, что компонен-
ты межклеточного вещества выполняют не только
структурную, но и морфогенетическую функцию.
Увеличение после рождения ригидности межкле-
точного вещества стромы миокарда, обусловленное
накоплением коллагенов I и III типов, коррелирует с
увеличением упорядоченности организации мио-
фибрилл кардиомиоцитов, а также со снижением про-
лиферативной активности кардиомиоцитов и их пере-
ходом в G0 период клеточного цикла (Carver et al., 1993;
Yahalom-Ronen et al., 2015; Silva et al., 2021).

Изменение удельного объема коллагеновых воло-
кон в строме миокарда левого желудочка у преждевре-
менно рожденных крыс развивается уже к 7–14 сут
постнатального периода онтогенеза. Аналогично,
содержание крыс в гипероксических условиях с 3 по
10 сут после рождения (модель преждевременного
рождения) приводит к фиброзу миокарда, а также
увеличению массового индекса левого желудочка и
активации ренин-ангиотензиновой системы в воз-

расте 1 мес (Bertagnolli et al., 2014; Mian et al., 2019).
Структурные изменения миокарда сопровождаются
снижением фракции выброса и индекса сердечного
выброса и носят персистирующий характер (Mian et al.,
2019). Напротив, Голдинг с соавторами (Golding et al.,
2020) сообщают, что содержание крыс с 1 по 14 сут

Рис. 3. Стенка левого желудочка крысы на 21 сут постна-
тального периода онтогенеза. а – Контрольная группа
(животные, рожденные на 22 сут беременности); б –
группа 1 (животные, рожденные на 21.5 сут беременно-
сти); в – группа 2 (животные, рожденные на 21 сут бере-
менности). Окраска метиленовым синим. Стрелки ука-
зывают на тучные клетки с признаками дегрануляции.
Головками стрелок показаны тучные клетки без призна-
ков дегрануляции.
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после рождения в условиях гипероксии не только не
приводит к 21 сут постнатального периода онтогене-
за к фиброзу миокарда левого желудочка, но и со-
пряжено с уменьшением удельного объема соедини-
тельной ткани в миокарде правого желудочка.

Увеличение удельного объема межклеточного ве-
щества за счет повышения экспрессии коллагена
клетками стромы миокарда желудочков и межжелу-
дочковой перегородки продемонстрировано в ран-
нем постнатальном периоде онтогенеза (2 мес) у
преждевременно рожденных овец (Bensley et al.,
2010; Le et al., 2020). Наше исследование не выявило
корреляции между изменением диаметра сократи-
тельных кардиомиоцитов и увеличением удельного
объема стромы миокарда, тогда как другие авторы
(Bensley et al., 2010) установили, что фиброз миокар-
да преждевременно рожденных животных сопро-
вождается гипертрофией кардиомиоцитов.

Полученные в эксперименте сведения, вероятно,
повторяют закономерности морфогенеза сердца в от-
вет на преждевременное рождение у человека. На ос-
новании косвенных данных, сделан вывод о развитии
диффузного фиброза миокарда левого желудочка у
преждевременно рожденных детей (Lewandowski et al.,
2021). Ввиду того, что гадолиний медленнее накапли-
вается в межклеточном веществе, магнитно-резо-
нансная томография с использованием гадолиний-
содержащих контрастных агентов позволяет оце-
нить удельный объем межклеточного вещества в
миокарде. Показано, что у преждевременно рожден-
ных детей к 22–23 годам определяется больший
удельный объем межклеточного вещества в миокар-
де левого желудочка, а также снижены конечный
диастолический объем и ударный объем левого же-
лудочка, по сравнению с аналогичными показателя-
ми у доношенных сверстников (Lewandowski et al.,
2021). Интересным представляется изучение удель-
ного объема межклеточного вещества миокарда при

помощи магнитно-резонансной томографии у
преждевременно рожденных детей более ранних
возрастных групп, так как известно, что уже в воз-
расте 6 лет у преждевременно рожденных детей на-
ряду с изменением формы и размера левого желу-
дочка наблюдается повышенная жесткость стенки
левого желудочка, по сравнению с таковой у доно-
шенных сверстников (Mohlkert et al., 2018).

Показано, что тучные клетки, посредством секре-
ции триптазы, химазы, TGF-β1, TNF и IL-1β, могут
быть вовлечены в развитие фиброза в различных ор-
ганах, в том числе в сердце (Bradding, Pejler, 2018;
Гриценко и др., 2020). Результаты настоящего иссле-
дования не позволяют предположить участие тучных
клеток в развитии диффузного фиброза миокарда
преждевременно рожденных крыс в раннем постна-
тальном периоде (1–21 сут), что, однако, не исклю-
чает возможность их профибротического действия в
отдаленном постнатальном периоде онтогенеза.

Увеличение экспрессии коллагена в миокарде
преждевременно рожденных крыс наблюдается уже
к 7 сут постнатального периода онтогенеза и может
быть причиной более раннего перехода кардиомио-
цитов в G0 период клеточного цикла и, как след-
ствие, снижения миокардиального резерва. Кроме
того, диффузный фиброз способствует увеличению
жесткости миокарда и является причиной развития
систолической и диастолической дисфункции (Con-
rad et al., 1995; Rockey et al., 2015). По данным клини-
ческих исследований, фиброз миокарда является
предиктором негативных исходов заболеваний сер-
дечно-сосудистой системы (Assomull et al., 2006;
Kwon et al., 2009).

Стоит отметить, что на сегодняшний день у чело-
века структурная незрелость органов, как правило,
не является изолированным фактором, а сопровож-
дается различными терапевтическими воздействия-

Таблица 1. Динамика морфофункциональных показателей тучных клеток в миокарде левого желудочка крыс кон-
трольной группы (рожденных на 22 сут беременности) и преждевременно рожденных на 21.5 сут беременности (группа 1) и
на 21 сут беременности (группа 2).

Примечание. Данные представлены в виде медианы (Me), нижнего (Q1) и верхнего (Q3) квартилей. (а) Различия с соответствующим
показателем на предыдущем сроке достоверны при p < 0.01.

Группа
Срок эксперимента, сут

1 7 14 21

Количество тучных клеток на 1 мм2 срезов миокарда левого желудочка, Me (Q1; Q3)
Контрольная 0.0 (0.0; 0.0) 0.0 (0.0; 0.0) 0.0 (0.0; 9.4) 9.4 (0.0; 18.8)

1 0.0 (0.0; 0.0) 0.0 (0.0; 1.6) 6.3 (4.7; 18.8) а 6.3 (0.0; 20.3)

2 0.0 (0.0; 0.0) 0.0 (0.0; 0.0) 6.3 (0.0; 14.1) а 15.6 (0.0; 23.4)

Коэффициент дегрануляции тучных клеток, %, Me (Q1; Q3)
Контрольная – – 48.0 (35.0; 63.5) 40.0 (36.0; 60.0)

1 – – 40.0 (34.7; 52.0) 64.7 (45.0; 67.5)а

2 – – 50.0 (40.0; 65.0) 50.0 (43.5; 58.5)
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ми (механическая вентиляция легких, введение глю-
кокортикостероидных препаратов и др.), которые
также оказывают влияние на постнатальную адапта-
цию сердца преждевременно рожденных детей. По-
казано, что введение дексаметазона доношенным
новорожденным крысам приводит к гипертрофии
кардиомиоцитов и повышенному накоплению кол-
лагеновых волокон в строме миокарда взрослых крыс
(Bal et al., 2009). Антенатальная терапия глюкокорти-
костероидами приводит к увеличению толщины
стенки левого желудочка и межжелудочковой перего-
родки новорожденных детей (Evans, 1994; Vrselja et al.,
2021). Возможно, сопутствующая терапия может
усугублять структурно-функциональные изменения
миокарда, вызванные преждевременным рождени-
ем (Le et al., 2018).

Таким образом, преждевременное рождение при-
водит к увеличению удельного объема стромы мио-
карда в раннем постнатальном периоде онтогенеза,
которое может быть одним из начальных звеньев па-
тогенеза заболеваний сердечно-сосудистой систе-
мы. Коррекция постнатального ремоделирования
сердца преждевременно рожденных детей может
снизить риск развития сердечно-сосудистых заболе-
ваний у лиц данной категории.
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Structural Features of Left Ventricle Myocardium in Premature Born Rats in the Early 
Postnatal Ontogenesis

V. V. Ivanovaa, *, I. V. Miltoa, О. N. Serebryakovaa, and I. V. Sukhodoloa
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Preterm birth is positively correlated with a predisposition to development of cardiovascular diseases in adulthood.
Morphological and functional changes establishing in the heart in prematurely born children in the early postnatal
ontogenesis is a priority, since it will give opportunity to prevent or correct the development of long-term negative
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effects of prematurity on the cardiovascular system. A histological and morphometric analysis of the left ventricle
myocardium of the heart of Wistar rats born after 21 and 21.5 days of gestation (the full gestation duration is 22 days)
was carried out. Preterm birth leads to an increase in the relative volume of the stroma of the rat myocardium in the
early postnatal ontogenesis. Preterm birth does not lead to a change in the number and coefficient of degranulation
of mast cells in the myocardium of the left ventricle of the rat heart. Morphological changes in the myocardium of
prematurely born rats are more pronounced at a shorter gestation period (21 days of gestation).

Keywords: preterm birth, myocardium, structure, fibrosis, mast cells, rats
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Белок LIMCH1 снижает клеточную подвижность, регулируя активность NM-IIA, что может быть крити-
чески важным для инвазии опухолевых клеток. В настоящее время роль белка LIMCH1 при злокачествен-
ных новообразованиях изучена недостаточно. Настоящая работа посвящена изучению особенностей ло-
кализации доменов белка LIMCH1 в различных компартментах опухолевых клеток больных инвазивной
карциномой молочной железы неспецифического типа (ИКНТ) и участию доменов белка LIMCH1 в кол-
лективной или индивидуальной миграции опухолевых клеток. В качестве модельной системы в работе ис-
пользован феномен морфологической гетерогенности опухоли. Наиболее часто домен LIM белка
LIMCH1 имел ядерную и субмембранную локализацию, другой домен белка LIMCH1 – кальпонин – наи-
более часто имел субмембранную и цитоплазматическую локализацию. Ядерная локализация белка
LIMCH1 в опухолевых клетках позволяет предполагать, что функции белка LIMCH1 в опухолевых клетках
не ограничены влиянием на клеточную подвижность. Значительно чаще белок LIMCH1 обнаруживался в
цитоплазме одиночных опухолевых клеток, по сравнению с многоклеточными структурами, что можно
расценить как индикатор амебоидного типа движения, учитывая сопряженность одиночных опухолевых
клеток с гематогенным метастазированием. Можно предположить, что основной функцией белка
LIMCH1 в многоклеточных структурах является обеспечение межклеточной адгезии.

Ключевые слова: LIMCH1, рак молочной железы, инвазия, морфологическая гетерогенность
DOI: 10.31857/S004137712202002X

Актиновый аппарат участвует в реализации не-
скольких важных функций в клетках: клеточной по-
движности, поддержании и изменении формы клет-
ки, внутриклеточном транспорте, а также адгезии с
внеклеточным матриксом и межклеточной адгезии
(Spiliotis, Nakos, 2021). Функционирование актино-
вого аппарата клетки регулируется множеством бел-
ков, одним из которых является LIMCH1. Белок
LIMCH1 (LIM and calponin-homology domains 1) со-
стоит из двух доменов: LIM-домена, который участ-
вует в формировании белок-белковых соединений,
и кальпонинового домена, который является кальций-
связывающим, благодаря чему может участвовать в ак-
тивации кальций-зависимых белков (Lin et al., 2017).
Кроме того, было показано, что в клетке могут при-
сутствовать изоформы белка LIMCH1 с различными
сочетаниями доменов (García et al., 2016).

В клетке белок LIMCH1 колокализуется с акти-
новыми волокнами, где он взаимодействует с немы-
шечным миозином 2A типа (NM-IIA). В клетке вы-

деляют кортикальные, перинуклеарные волокна ак-
тина и волокна напряжения актина. При этом
наиболее подробно изучена роль белка LIMCH1, ко-
торый колокализован с волокнами напряжения, где
он способен напрямую связываться с NM-IIA, что
приводит к ретроградному току актина в ламеллопо-
диях и снижает клеточную подвижность. В свою оче-
редь экспериментальное истощение LIMCH1 в
клетках HeLa приводило к увеличению способности
к миграции клеток (Lin et al., 2017). Таким образом,
белок LIMCH1 выступает в роли ингибитора мигра-
ции клеток. Однако в литературе отсутствуют дан-
ные о функциях белка LIMCH1, когда он колокали-
зован с кортикальными волокнами актина и имеет
субмембранную локализацию, а также когда он ко-
локализован с перинуклеарными волокнами актина.

Способность к миграции является одним из кри-
тических свойств опухолевых клеток и может суще-
ственно ограничивать прогрессию злокачественных
новообразований. Было показано, что в опухолевых
клетках больных немелкоклеточным раком легкого
уровень белка LIMCH1 значительно снижен по
сравнению с нормальной тканью (Zhang et al., 2019).

Принятые сокращения: ИКНТ – инвазивная карцинома не-
специфического типа; НАХТ – неоадъювантная химиотерапия.
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Также было показано, что низкий уровень LIMCH1
характерен для опухолевых клеток при тройной не-
гативной инвазивной карциноме неспецифического
типа (ИКНТ) молочной железы более продвинутых
стадий (Bersini et al., 2020). Исследования, посвя-
щенные изучению роли белка LIMCH1 при злокаче-
ственных новообразованиях, немногочисленны,
клиническое и прогностическое значение белка
LIMCH1 у пациентов с ИКНТ остается наименее
изученным.

Удобной моделью для изучения инвазивных
свойств опухолевых клеток больных ИКНТ может
служить морфологическая гетерогенность. При раке
молочной железы описаны одиночные опухолевые
клетки, являющиеся примером индивидуальной ин-
вазии. Наличие одиночных опухолевых клеток с
эпителиальной морфологией ассоциировано с боль-
шим риском развития гематогенных метастазов
(Tashireva et al., 2020). Примером коллективной ин-
вазии могут служить трабекулярные структуры, а
также многоклеточные структуры с ракетообразной
морфологией (Gerashchenko et al., 2019). Можно вы-
делить структуры, морфология которых не имеет яв-
ных проявлений инвазивного роста, к таковым от-
носятся тубулярные и альвеолярные структуры.
Опухоли молочной железы с альвеолярными струк-
турами характеризуются высокой частотой метаста-
зирования в лимфатические узлы. При неоадъ-
ювантной химиотерапии (НАХТ) опухоли с альвео-
лярными или трабекулярными структурами часто
демонстрируют плохой ответ на проводимую тера-
пию и ассоциированы с повышенным риском гема-
тогенных метастазов, а также с меньшей безметаста-
тической выживаемостью (Gerashchenko et al., 2017).
Таким образом, очевидно, что выраженная внутрио-
пухолевая гетерогенность не является случайным
явлением, а тесно связана с прогнозом заболевания
и эффективностью терапии, что позволяет исполь-
зовать ее в качестве надежной модели для изучения
инвазивных свойств опухолевых клеток.

В связи с гетерогенностью карцином молочной
железы можно ожидать что локализация LIMCH1
должна быть неодинаковой в разных клеточных
структурах опухоли. Кроме этого, разная локализа-
ция LIMCH1 внутри клетки связана с разными
функциональными эффектами. Между тем в литера-
туре отсутствуют данные о внутриклеточной локали-
зации белка LIMCH1 и его изоформ в опухолевых
клетках больных ИКНТ.

Цель настоящего исследования заключалась в
изучении особенностей локализации доменов белка
LIMCH1 в различных компартментах опухолевых
клеток больных ИКНТ и участия доменов белка
LIMCH1 в коллективной или индивидуальной ми-
грации опухолевых клеток.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Материал для исследования. В исследование было

включено 89 больных с диагнозом инвазивной кар-
циномы неспецифического типа молочной железы,
проходивших лечение в клиниках НИИ онкологии
Томского НИМЦ с 2007 по 2018 гг. Данный диагноз
был установлен в соответствии с рекомендациями
ВОЗ на основании клинических, морфологических
и иммуногистохимических критериев (WHO classifi-
cation of tumours, 2019). В группе исследуемых боль-
ных были представлены все молекулярно-генетиче-
ские типы (люминальный А, люминальный Б,
HER2neu-позитивный и трижды негативный),
НАХТ проводили у 41.6% больных. Средний возраст
больных составил 52.2 ± 13.7 лет. По классифика-
ции TNM среди больных были представлены ста-
дии T1-4N0-3M0. У всех обследованных лиц было
получено добровольное информированное согласие
на проведение необходимых для исследования ма-
нипуляций в соответствии с требованиями локаль-
ного этического комитета НИИ онкологии Томско-
го НИМЦ (протокол № 7 от 24 мая 2021 г.).

Материалом для исследования служили фрагмен-
ты опухоли (операционный материал), фиксирован-
ные в 10%-ном нейтральном формалине и заклю-
ченные в парафин. Проводка материала и изготовле-
ние гистологических препаратов осуществлялись по
стандартной методике.

Иммуногистохимия. Оценка локализации доме-
нов белка LIMCH1 в опухолевых клетках проводи-
лась с помощью иммуногистохимии. Использовали
антитела (Sigma Aldrich, Германия) против домена
LIM (SAB2700402) и домена кальпонин (HPA004184)
в разведении 1 : 1000. Визуализацию проводили с по-
мощью системы детекции EnVision (Dako, Agilent,
США). Затем срезы окрашивали гематоксилином и
заключали в среду Витрогель (Биовитрум, Россия).
Наличие доменов белка LIMCH1 в трeх компарт-
ментах клетки (ядре, цитоплазме и мембране) оце-
нивали с помощью световой микроскопии (Axio-
Scope A1, Zeiss, Германия).

Статистическая обработка. Статистическую обра-
ботку данных проводили с помощью пакета про-
грамм Statistica 10.0. Оценку различий частот встре-
чаемости осуществляли при помощи двустороннего
точного критерия Фишера. Различия считали досто-
верными при уровне значимости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Локализация доменов белка LIMCH1. Только в

21.3% опухолей белок LIMCH1 отсутствовал. В
остальных случаях наблюдали присутствие как ми-
нимум одного из доменов белка LIMCH1 (LIM или
кальпонин) в ядре, цитоплазме или субмембранном
пространстве (рис. 1, 2).

Наиболее часто домен LIM белка LIMCH1 имел
ядерную и субмембранную локализацию (38 и 34%
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соответственно). Для другого домена белка LIMCH1 –
кальпонин – наиболее характерной была субмем-
бранная и цитоплазматическая локализация (51 и
47% соответственно). Стоит отметить, что в цито-
плазме чаще встречался домен кальпонин по сравне-
нию с доменом LIM (47 против 7% соответственно,
р = 0.0000). В других компартментах частоты встре-
чаемости обоих доменов были сопоставимы (рис. 3).

Далее определяли, насколько часто присутствие
доменов белка LIMCH1 в клеточных компартментах
опухолевых клеток одного больного совпадает (табл. 1).
Совместное присутствие двух доменов белка
LIMCH1 (LIM и кальпонин) в ядре и субмембран-
ном пространстве опухолевых клеток у больных
ИКНТ, по сравнению с цитоплазмой, обнаружива-
лось чаще. Наличие домена LIM было наименее ха-

Рис. 1. Локализация белка LIMCH1 (домен LIM) в опухолевых клетках больных с ИКНТ молочной железы: а – мембранная
(м), б – цитоплазматическая (ц), в – ядерная (я). На врезках показано фотоувеличение выделенного участка. Иммуногисто-
химическое окрашивание. Увел. об.: 40×.

a

б

в

МММ

ЦЦ

ЯЯ
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рактерно для больных ИКНТ и чаще всего LIM до-
мен локализовался в ядре, по сравнению с другими
компартментами. Примерно у четверти пациентов в
цитоплазме и субмембранном пространстве обнару-
живали присутствие только домена кальпонин.

Локализация белка LIMCH1 в опухолевых клетках
больных с наличием и отсутствием НАХТ. На следую-
щем этапе был проведен сравнительный анализ ло-
кализации белка LIMCH1 в опухолевых клетках в

группах больных с наличием и отсутствием НАХТ.
Ядерная локализация белка LIMCH1 в опухолевых
клетках обнаруживалась у 52.8% больных в группе без
применения НАХТ и у 47.2% больных, p = 0.07128, в
группе с применением НАХТ. Локализацию белка
LIMCH1 в цитоплазме наблюдали у 77.8 и 22.2%,
p = 0.23775, а субмембранную – у 41.7 и 58.3%,
p = 0.19480 в группах без применения и с примене-
нием НАХТ соответственно. Таким образом, не бы-

Рис. 2. Локализация белка LIMCH1 (домен кальпонин) в опухолевых клетках больных ИКНТ молочной железы: а – мем-
бранная (м), б – цитоплазматическая (ц), в – ядерная (я). На врезках показано фотоувеличение выделенного участка. Имму-
ногистохимическое окрашивание. Увел. об.: 40×.
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ло выявлено статистически значимых различий ло-
кализации белка LIMCH1 в опухолевых клетках в
группах больных с наличием и отсутствием НАХТ.

Локализация домена LIM в опухолевых клетках
различных морфологических структур. Далее мы оце-
нивали локализацию доменов белка LIMCH1 в опухо-
левых клетках различных морфологических структур
(тубулярных, альвеолярных, солидных и трабекуляр-
ных), а также в одиночных опухолевых клетках и инва-
зивном фронте ракетообразных структур (табл. 2).

Среди всех морфологических образований, наи-
более редко домен LIM встречался в опухолевых
клетках тубулярных структур независимо от внутри-
клеточной локализации. Частота встречаемости до-
мена LIM в ядре была значительно выше в многокле-
точных образованиях (альвеолярных, солидных и тра-

бекулярных), чем в одиночных опухолевых клетках и
тубулярных структурах. В случае цитоплазматической
локализации наблюдали обратную ситуацию: чаще
она встречалась в одиночных опухолевых клетках,
чем в опухолевых клетках многоклеточных морфо-
логических образований. Частоты встречаемости
субмембранной локализации не различались между
морфологическими структурами (р < 0.05). Частоты
встречаемости домена LIM, вне зависимости от кле-
точного компартмента, не различались между инва-
зивным фронтом ракет, связанных с солидными
структурами, и другими морфологическими струк-
турами (р < 0.05).

Локализация домена кальпонин в опухолевых клет-
ках различных морфологических структур. Далее мы
оценили локализацию домена кальпонин белка

Рис. 3. Частоты встречаемости доменов белка LIMCH1(LIM и кальпонин) в клеточных компартментах опухолевых клеток у
больных ИНКТ молочной железы.
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Таблица 1. Частота встречаемости различных вариантов сочетания доменов белка LIMCH1 в клеточных компартмен-
тах опухолевых клеток у больных ИКНТ молочной железы

Указана вероятность различий по сравнению с ядерной (p1) и цитоплазматической (p2) локализацией.

Сочетания доменов 
LIMCH1

Локализация, % (абс.)

ядерная цитоплазматическая субмембранная

LIM+/кальпонин+ 23.6% (21 из 89) 3.4% (3 из 89)
p1 = 0.0001

20.2% (18 из 89)
p1 = 0.7174
p2 = 0.0008

LIM+/кальпонин− 10.1% (9 из 89) 2.2% (2 из 89)
p1 = 0.0573

1.1% (1 из 89)
p1 = 0.0181
p2 = 1.0000

LIM−/кальпонин+ 3.4% (3 из 89) 25.8% (23 из 89)
p1 = 0.0000

29.2% (26 из 89)
p1 = 0.0000
p2 = 0.7374
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LIMCH1 в разных морфологических структурах
(табл. 3). Реже всего ядерная локализация домена
кальпонин обнаруживалась в одиночных опухолевых

клетках по сравнению с альвеолярными, трабекуляр-
ными и солидными структурами. Частоты встречаемо-
сти домена кальпонин в цитоплазме и субмембранном

Таблица 2. Частота встречаемости разной локализации домена LIM белка LIMCH1 в опухолевых клетках морфологи-
ческих образований больных ИКНТ молочной железы

В табл. 2 и 3: p – вероятность различий между вариантами, указанными цифрами.

Морфологические образования
Частота встречаемости домена LIM белка LIMCH1, % (абс.)

ядерная цитоплазматическая субмембранная

Тубулярные 1 7.4% (2 из 27)
p1–2 = 0.0104
p1–3 = 0.0192
p1–5 = 0.0298

3.7% (1 из 27)
p1–6 = 0.0324

7.4% (2 из 27)
p1–6 = 0.0492

Альвеолярные 2 33.3% (26 из 78) 5.1% (4 из 78) 19.2% (15 из 78)

Солидные 3 29.9% (23 из 77) 5.2% (4 из 77) 20.8% (16 из 77)

Инвазивный фронт ракет, связан-
ных с солидными структурами

4 15.8% (3 из 19) 10.5% (2 из 19) 21.1% (4 из 19)

Трабекулярные 5 29% (20 из 69) 7.2% (5 из 69) 17.4% (12 из 69)

Одиночные опухолевые клетки 6 7.8% (5 из 64)
p6–2 = 0.0002
p6–3 = 0.0012
p6–5 = 0.0019

23.4% (15 из 64)
p6–1= 0.0324
p6–2= 0.0022
p6–3= 0.0023
p6–5= 0.0139

26.6% (17 из 64)
p6–1 = 0.0492

Таблица 3. Частота встречаемости разной локализации домена кальпонин белка LIMCH1 в опухолевых клетках мор-
фологических образований больных ИКНТ молочной железы

Морфологические структуры
Частота встречаемости домена кальпонин белка LIMCH1, % (абс.)

ядерная цитоплазматическая субмембранная

Тубулярные 1 11.1% (3 из 27)
p1–2 = 0.0442
p1–3 = 0.0242

14.8% (4 из 27) 37% (10 из 27)

Альвеолярные 2 21.8% (17 из 78) 14.1% (11 из 78) 37.2% (29 из 78)

Солидные 3 20.8% (16 из 77) 18.2% (14 из 77) 40.3% (31 из 77)

Инвазивный фронт ракет, связанных 
с солидными структурами

4 5.3% (1 из 19) 10.5% (2 из 19) 21.1% (4 из 19)

Трабекулярные 5 15.9% (11 из 69) 20.3% (14 из 69) 37.7% (26 из 69)

Одиночные опухолевые клетки 6 3.1% (2 из 64)
p6–2 = 0.0008
p6–3 = 0.0004
p6–5 = 0.0004

23.4% (15 из 64) 25% (16 из 64)
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пространстве опухолевых клеток, формирующих раз-
личные морфологические структуры, не различались
(р < 0.05). Частоты встречаемости домена кальпо-
нин, вне зависимости от клеточного компартмента,
не различались между инвазивным фронтом ракет,
связанных с солидными структурами, и другими
морфологическими структурами (р < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе впервые были изучены осо-
бенности локализации белка LIMCH1 в опухолевых
клетках. Выполнение белком в клетке своих функ-
ций тесно связано с его клеточной локализацией.
Основной функцией белка LIMCH1, описанной в
литературе, является торможение клеточной по-
движности, благодаря формированию фокальных
спаек и активации NM-IIA (Lin et al., 2017). Эта
функция белка связана с его цитоплазматической
локализацией. Однако нами было показано, что ло-
кализация белка LIMCH1 в клетке может быть не толь-
ко цитоплазматической, он обнаруживается во всех
клеточных компартментах. Это позволяет предпола-
гать, что белок LIMCH1 имеет ряд других функций.

Как говорилось ранее, белок LIMCH1 имеет до-
менное строение и в клетке могут находиться его
изоформы с различными сочетаниями доменов
(García et al., 2016). Домен LIM участвует в формиро-
вании белок-белковых взаимодействий, а также свя-
зывает белок LIMCH1 с NM-IIA. В опухолевых клет-
ках домен LIM встречается наиболее редко. Значи-
тельно чаще встречается домен кальпонин, который
преимущественно локализуется в цитоплазме и суб-
мембранном пространстве. Домен кальпонин явля-
ется кальций-связывающим, что позволяет ему ак-
тивировать кальций-зависимые белки. Изоформа
белка LIMCH1 с доменом кальпонин благодаря сво-
ей локализации может участвовать в формировании
спаек адгезии, а также во многих сигнальных путях,
активируя кальций-зависимые белки. Сочетанная
локализация доменов отражает способность белка
LIMCH1 выполнять полный спектр своих функций,
и такой вариант наиболее часто встречался в ядре и
субмембранном пространстве в сравнении с цито-
плазмой. Ядерная локализация белка LIMCH1 поз-
воляет предполагать, что он может участвовать в ре-
гуляции экспрессии генов (Kadrmas, Beckerle, 2004).

Отдельно стоит отметить, что сравнение локали-
зации белка LIMCH1 опухолевыми клетками в груп-
пах пациентов с наличием и отсутствием НАХТ не
показало статистически значимых различий. Веро-
ятно, проведение НАХТ не влияет на локализацию
белка LIMCH1 в опухолевых клетках.

Важной характеристикой рака молочной железы
является его морфологическая гетерогенность. Опу-
холевые клетки различных структур отличаются по
своим свойствам, а преобладание в опухоли опреде-
ленных структур связано с чувствительностью к хи-

миотерапии, а также прогрессией заболевания (Ger-
ashchenko et al., 2017). Анализ корреляций между ха-
рактером локализации доменов белка LIMCH1 и
морфологической гетерогенностью опухоли привел
к выводам о том, что локализация доменов белка
LIMCH1 опухолевыми клетками в морфологиче-
ских образованиях является гетерогенной.

Так, цитоплазматическая локализация домена
LIM белка LIMCH1 чаще всего обнаруживалась в
одиночных опухолевых клетках, по сравнению с
опухолевыми клетками многоклеточных морфоло-
гических структур. Известно, что для одиночных
опухолевых клеток характерен индивидуальный тип
инвазии. На первый взгляд, основная функция бел-
ка LIMCH1, описанная в литературе, а именно тор-
можение миграции клеток, противоречит получен-
ным данным. Однако, ламеллоподии, в которых
LIMCH1, связываясь с NM-IIA, тормозит подвиж-
ность, формируются при мезенхимном варианте ми-
грации. Это означает, что в одиночных опухолевых
клетках в большей степени, чем в других структурах
опухоли, происходит торможение мезенхимного ти-
па инвазии. Однако опухолевые клетки обладают
высокой пластичностью, мезенхимный тип инвазии
переходит в амебовидный и наоборот в зависимости
от структуры стромы опухоли (Zavyalova et al., 2019).
Из этого следует, что часть одиночных клеток способ-
на к амебовидному типу инвазии, который также
участвует в интравазации и других этапах метастазиро-
вания. Это вполне согласуется с высокой степенью ас-
социации наличия в ИКНТ одиночных клеток с разви-
тием гематогенных метастазов (Tashireva et al., 2020).

Кроме того, известно, что белок LIMCH1 участ-
вует во многих сигнальных путях, в том числе WNT,
который приводит к повышению клеточной по-
движности, что и характерно для одиночных опухо-
левых клеток (Cizkova et al., 2010). Ядерная локализа-
ция не может быть связана с клеточной адгезией.
Достоверно меньшая частота случаев с локализаци-
ей в ядрах одиночных клеток доменов LIM и кальпо-
нин подчеркивает особый статус одиночных клеток
по регуляторному влиянию этих белков на геном
клеток. Изучение регуляторных функций белка
LIMCH1 при локализации в ядрах требует специаль-
ных исследований.

Частоты встречаемости доменов белка LIMCH1
не различались в инвазивном фронте структур, для
которых характерен коллективный тип инвазии, и
структур, для которых не характерны проявления
инвазивного роста. Вероятно, в многоклеточных
структурах белок LIMCH1 в меньшей степени свя-
зан с инвазией, по сравнению с одиночными опухо-
левыми клетками. Можно предположить, что основ-
ной функцией белка LIMCH1 в многоклеточных
структурах является обеспечение межклеточной ад-
гезии.



ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 2  2022

ОСОБЕННОСТИ ЛОКАЛИЗАЦИИ БЕЛКА LIMCH1 В ОПУХОЛЕВЫХ 157

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Локализация доменов белка LIMCH1 в опухоле-

вых клетках рака молочной железы гетерогенна и
обнаруживается во всех клеточных компартментах.
На модели морфологической гетерогенности было
показано, что цитоплазматическая локализация до-
мена LIM в одиночных клетках опухоли может быть
связана с разными вариантами индивидуального ти-
па инвазии. Функции белка LIMCH1 в опухолевых
клетках не ограничены влиянием на клеточную по-
движность, ядерная локализация домена LIM в опу-
холевых клетках может быть связана с регуляторной
функцией белка.
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Characteristic of LIMCH1 Protein Localization in Tumor Cells in Breast Cancer
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The LIMCH1 protein reduces cell motility by regulating the activity of NM-IIA, that may be critical for the invasion
of tumor cells. At the moment, the role of the LIMCH1 protein in cancer progression is poorly understood. In this
work we study features of the localization of the LIMCH1 protein domains in various compartments of tumor cells
in patients with breast cancer and the role of the LIMCH1 protein domains in collective or individual migration of
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tumor cells. Morphological heterogeneity was used as a model system for study migration of tumor cells. Nuclear
localization of the LIMCH1 protein was found in tumor cells in patients with breast cancer. This suggests that the
functions of the LIMCH1 protein in tumor cells are not limited to the effect on cell motility. Much more often the
LIMCH1 protein was found in the cytoplasm of single tumor cells, compared with multicellular structures. This can
be regarded as an indicator of the amoeboid type of motility, since single tumor cells is associated with hematoge-
nous metastasis. It can be assumed that the main function of the LIMCH1 protein in multicellular structures is to
provide intercellular adhesion.

Keywords: LIMCH1, breast cancer, invasion, morphological heterogeneity
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В настоящем исследовании у мышей трансгенной линии 5хFAD, моделирующих патогенез болезни Альц-
геймера, проводили сравнительный анализ структурных и ультраструктурных изменений в нервной ткани
обонятельных луковиц, гиппокампа и энторинальной коры, а также исследовали распределение основной
амилоид-деградирующей нейропептидазы неприлизина (НЕП) относительно мышей дикого типа. Иссле-
дование структуры нервной ткани показало, что у трансгенных животных, характеризующихся усиленной
продукцией амилоидного пептида Аβ, наблюдается нарастающая гибель нейронов головного мозга,
вследствие чего прерываются связи между нейронами и нарушается нейронная сеть. Кроме того, прове-
денное нами электронномикроскопическое исследование обнаружило у мышей линии 5хFAD снижение
плотности расположения синаптических контактов и дендритных шипиков, локальные очаги поражения
нервной ткани, появление аутофаголизосом в нейропиле этих структур. Были выявлены признаки, указы-
вающие на усиление нейродегенеративных процессов по сравнению с мышами дикого типа. У мышей ли-
нии 5хFAD имеет место изменение распределения амилоид-деградирующей пептидазы НЕП в энтори-
нальной коре и в гиппокампе, а также снижение интенсивности ее окрашивания в энторинальной коре. У
трансгенных мышей в возрасте 6 мес. также наблюдалось нарушение памяти при анализе в тесте распозна-
вания новых объектов относительно мышей дикого типа.

Ключевые слова: трансгенные мыши 5хFAD, обонятельные луковицы, гиппокамп, энторинальная кора,
ультраструктура, нейродегенерация, амилоидный пептид, неприлизин, распознавание нового объекта
DOI: 10.31857/S0041377122020080

Болезнь Альцгеймера (БА) представляет собой
многофакторное нейродегенеративное заболевание,
характеризующееся когнитивной дисфункцией, а
также патологическим накоплением в ткани мозга
амилоидного пептида (Aβ) и гиперфосфорилиро-
ванного белка тау-1 (для обзора см. Lane et al., 2018).
Трансгенные модели БА на животных, в частности
на мышах, экспрессируют гены человека, которые
содержат мутации, характерные для ранних, “семей-
ных” форм БА, и повторяют ключевые особенности
патологии Aβ и тау. Они позволяют получать цен-
ную информацию о молекулярных и поведенческих
нарушениях, характерных для пациентов с БА.
Трансгенные мыши линии 5xFAD экспрессируют
два гена человека: АРР (ген белка-предшественника
амилоидного пептида) с тремя типами мутаций
(шведской (K670N, M671L), флоридской (I716V) и
лондонской (V717I)), а также ген пресенилина 1 с
мутациями (M146L и L286V), характерными для се-

мейных форм БА (FAD). Эти мутации приводят к
накоплению в ткани мозга мышей амилоидных агре-
гатов, гибели нейронов и когнитивному дефициту
(Oakley et al., 2006; Ohno et al., 2007). Растворимый Aβ42
обнаруживается в ткани мозга 5xFAD мышей уже к
1.5 мес., и его уровни резко повышаются с возрастом
(Ohno et al., 2007). Уровни Aβ40 также увеличиваются
с возрастом, но повышаются медленнее и значи-
тельно ниже, чем Aβ42, при этом соотношение
Aβ42/Aβ40 достигает порядка 3.6 у самцов в возрасте
6 мес. и коррелирует с уровнем экспрессии трансге-
на АРР (Oakley et al., 2006). Также у этих мышей уве-
личена экспрессия BACE1, ключевого фермента
амилоидогенного пути превращения АРР (Devi et al.,
2010; Maarouf et al., 2013).

Из структурных нарушений ткани мозга транс-
генных животных, помимо амилоидоза, наиболее
часто отмечают дегенерацию и гибель нейронов, си-
наптопатии и нейровоспалительные процессы. По
литературным данным, у 5xFAD мышей примерно
на третьем месяце жизни одновременно с образова-
нием бляшек начинает развиваться астроглиоз и
микроглиоз (Oakley et al., 2006). В возрасте 6 мес. по-

Принятые сокращения: АРР – предшественник β-амилоидно-
го пептида; БА – болезнь Альцеймера; Аβ – β-амилоидный
пептид; PS1 – пресенилин 1; ЭПР – эндоплазматический ре-
тикулум.

УДК 57.012.3;57.032;57.033

EDN: WAYMBQ
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казана активация микроглии в коре и гиппокампе,
которую авторы связывают с нарушением нейрональ-
ных функций и пластичности мозга (Mirzaei et al.,
2016). Дегенерация синапсов, оцениваемая по уров-
ням пресинаптического маркера синаптофизина,
начинается во всем мозге к 4-мес. возрасту, а уровни
другого пресинаптического маркера синтаксина и
постсинаптического маркера PSD-95 снижаются к
9 мес. (Shao et al., 2011). Имеется мало информации
о пространственно-временном паттерне или деталях
потери синапсов, хотя есть данные, что в гиппокам-
пе 12-мес. 5xFAD мышей наблюдается почти 50%-я
потеря аксо-шипиковых синапсов в stratum lacuno-
sum-moleculare, в то время как количество синапсов
в stratum radiatum не отличается от мышей дикого
типа (Neuman et al., 2015). При этом данные об изме-
нениях на ультраструктурном уровне на этой модели
единичны (Park et al., 2017) и в основном подтвер-
ждают данные светооптических исследований, не
касаясь специфических патологических процессов в
самих клетках, что требует дальнейшего изучения.

Известно, что гибель нейронов у 5xFAD мышей
наблюдается во многих областях мозга. В областях с
наиболее тяжелым амилоидозом – субикулуме и
кортикальном слое V – гибель нейронов начинается
примерно в 6-мес. возрасте и коррелирует с накоп-
лением Aβ42 (Oakley et al., 2006; Eimer, Vassar, 2013). В
этом же возрасте наблюдается уменьшение количе-
ства холинергических нейронов в базальной части
переднего мозга (Devi, Ohno, 2010).

У 5xFAD мышей также наблюдаются существен-
ные когнитивные нарушения. С помощью теста
контекстуальной обусловленности страхом, было
установлено нарушение памяти у 5xFAD мышей в
возрасте 4–5 мес. При этом наблюдалось поражение
гиппокампа, сопровождавшееся нарушением крат-
ковременной и долговременной памяти (Kimura,
Ohno, 2009; O’Leary et al., 2020). Тестирование
трансгенных мышей в водном лабиринте Морриса
показало, что в возрасте 6 мес. у них наблюдается
увеличение времени поиска платформы, однако
уровень фосфорилирования белка тау в гиппокампе
повышался намного раньше, чем регистрировались
нарушения памяти (Kanno et al., 2014). Это свиде-
тельствует о том, что изменения на молекулярном
уровне начинаются раньше формирования функци-
ональных нарушений. Поскольку патогенез БА су-
щественным образом связан с ранним нарушением
обоняния (Murphy, 2019), исследования изменений
обонятельной функции в процессе взросления
трансгенных мышей и развития у них патологии БА
представляет большой интерес. Однако число таких
исследований довольно невелико, и они весьма про-
тиворечивы. Так, имеются данные, что нарушение
обоняния имеет место только у самок трансгенных
5xFAD мышей и отсутствует у самцов (Roddick et al.,
2016). Также у 5xFAD мышей не наблюдалось нару-
шения памяти на запахи (O’Leary et al., 2020). Тем не
менее, имеются данные, что в процессе развития па-

тологии у этих мышей происходит дегенерация тер-
минальных окончаний обонятельного нерва, вы-
званная не столько наличием внеклеточных депози-
тов Aβ, сколько накоплением в них АРР (Cai et al.,
2012). Также имеются данные о нарушении у 5xFAD
мышей экспрессии транскрипта обонятельного ре-
цептора Olfr110/111 в коре и гиппокампе (Gaudel et
al., 2018). Это свидетельствует о необходимости со-
поставления патологических изменений в перифе-
рической и центральной частях обонятельного ана-
лизатора.

Накопление Aβ в ткани мозга тесно связано с де-
фицитом содержания и активности в нервной ткани
амилоид-деградирующего фермента неприлизина
(НЕП) (для обзора см. Nalivaeva, Turner, 2019; Nali-
vaeva et al., 2020), который также является основным
ферментом, регулирующим действие нейромедиатора
соматостатина в обонятельной луковице (Nocera et al.,
2019). Ранее нами было показано, что пренатальная
гипоксия у крыс приводит к существенным измене-
ниям структурной организации и архитектоники эн-
торинальной коры, теменной коры и гиппокампа, в
которых наблюдается снижение экспрессии НЕП
как на уровне мРНК, так и белка, что коррелирует с
нарушением их обоняния и когнитивных функций
(Туманова и др., 2021; Vasilev et al., 2021). У трансген-
ных 5xFAD мышей также наблюдается снижение со-
держание НЕП в ткани мозга, коррелирующее с
уровнем накопления Aβ (Hüttenrauch et al., 2015), од-
нако характер экспрессии НЕП в структурах конеч-
ного мозга этих мышей не изучался.

Цель настоящего исследования заключалась в
проведение сравнительного анализа структурных и
ультраструктурных изменений в обонятельных лу-
ковицах, гиппокампе и энторинальной коре, а также
содержания и распределения в них НЕП, как у
трансгенных мышей линии 5xFAD, так и у мышей
дикого типа. Выбор для изучения структур конечно-
го мозга был обусловлен их вовлеченностью в меха-
низмы памяти (кора, гиппокамп) и работу обоня-
тельного анализатора (обонятельные луковицы, эн-
торинальная кора, гиппокамп) у грызунов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. В работе использовали самцов мышей

двух линий С57Bl (С57BL/6 – дикий тип) и 5xFAD
(C57BL6 – гемизиготы (Tg(APPSwFlLon,
PSEN1*M146L*L286V) 6799Vas/J) – модель патоло-
гии альцгеймеровского типа) в возрасте 6 мес. из пи-
томника “Черноголовка”. Животных содержали в
стандартных условиях вивария ИЭФБ РАН при
световом режиме (12 ч день/12 ч ночь) по 4–5 осо-
бей в клетке, со свободным доступом к воде и пище.
Эксперименты осуществляли согласно протоколу
использования лабораторных животных ИЭФБ им.
И.М. Сеченова РАН, основанному на директиве Ев-
ропейского Сообщества по гуманному обращению с
экспериментальными животными (European Com-
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munities Council Directive #86 ⁄ 609 for the Care of Lab-
oratory Animals).

Исследование памяти в тесте “Распознавание но-
вых объектов”. В тестировании участвовали 6 мышей
дикого типа и 10 мышей линии 5хFAD в возрасте
6 мес. В начале тестирования мышей в течение 5 мин
адаптировали к условиям эксперимента, для чего их
помещали на специальную площадку 500 × 500 мм2,
ограниченную непрозрачными стенками 200 мм вы-
сотой. Через 2 ч после адаптации, на эксперимен-
тальной площадке проводили тренировочное предъ-
явление животному двух предметов в течение 5 мин.
При последующем тестировании один объект заме-
няли новым предметом, а другой объект оставляли
неизменным, но при этом меняли место его распо-
ложения. Через 1 и 24 ч после тренировки оценивали
долговременную память, для чего животному предъ-
являли пару объектов, состоящую из известного и
нового предметов. Регистрировали время, проведен-
ное в непосредственном тактильном или обонятель-
ном контакте животного с каждым объектом, и вы-
числяли индекс дискриминации, как отношение
времени обнюхивания неизвестного (нового) пред-
мета к времени обнюхивания известного:

индекс дискриминации = tнового/tизвестного.
Все предметы были сделаны из толстого стекла, и

после каждого предъявления их и эксперименталь-
ную площадку протирали 50%-ным раствором эти-
лового спирта.

Световая микроскопия. Светооптическое исследо-
вание ткани мозга проводили на мышах дикого типа
(n = 8) и линии 5хFAD (n = 8) в возрасте 6 мес. Ткань
мозга фиксировали методом транскардиальной пер-
фузии 10%-ным нейтральным формалином на фос-
фатном буфере (PBS, 4°C, pH 7.4). Замороженные
фронтальные срезы мозга толщиной 20 мкм изготав-

ливали на криостате Leica CM 1510S (Leica Microsys-
tems, Германия). Для исследования отбирали срезы
обонятельной луковицы (4.0–2.5 мм от bregma), гип-
покампа и энторинальной коры мозга (2.0–3.3 мм от
bregma в каудальном направлении) (Paxinos, Frank-
lin, 2001) (рис. 1а–в) и проводили комбинированное
окрашивание по Нисслю и красителем Конго Ред
(4%-й водный раствор). С использованием микро-
скопа ImagerA (Zeiss, Германия) оценивали состоя-
ние нервной ткани мозга. Количественное сравне-
ние клеток поля СА1 гиппокампа и энторинальной
коры проводили на серии срезов толщиной 20 мкм;
первый срез серии выбирался случайно, расстояние
между последующими срезами в серии составляло
40 мкм. При проведении анализа использовали про-
грамму Video Test Master-Morphology (Video Test,
Санкт-Петербург, Россия). По срезам (6 на каждое
животное), содержащим дорсальный гиппокамп или
энторинальную кору вычисляли средние величины
общего количества клеток и количества нейронов
(на участке ткани площадью 10000 мкм2) для каждо-
го животного дикого типа (WT, n = 8) и линии 5хFAD
(n = 8).

Электронная микроскопия. Для анализа мозг мы-
шей (С57Bl n = 5, 5хFAD n = 4) фиксировали мето-
дом транскардиальной перфузии смесью 1%-го глу-
тарового альдегида и 1%-го формальдегида на 0.1 M
PBS, рН 7.4. Блоки, содержащие обонятельную лу-
ковицу, энторинальную кору или гиппокамп допол-
нительно фиксировали 1%-м OsO4, контрастирова-
ли уранилацетатом, обезвоживали и заливали в
аралдит по стандартному протоколу (Туманова и др.,
2018). На ультратоме Leica (Leica Microsystems, Гер-
мания) изготавливали срезы исследуемых структур
толщиной 500Å, которые затем исследовали на элек-
тронном микроскопе FEI Tecnai V2 (FEI, США).

Рис. 1. Области интереса в обонятельных луковицах (Olf. bl.), энторинальной коре (ЕС) и гиппокампе (Hip) мозга мышей. Си-
ними стрелками (а) показан восходящий путь от обонятельных луковиц к энторинальной коре и гиппокампу; светло-зеленым
цветом обозначены области гиппокампа (б) и энторинальной коры (в), в которых исследовали экспрессию НЕП и амилоидоз.

а б в

Hip

EC
Olf. bl.

Interaural 1.34 Interaural 0.33
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Иммуногистохимия. Для исследования отбирали
срезы обонятельной луковицы (4.0–2.5 мм от breg-
ma, рис. 1а), энторинальной области коры и поля
СА1 дорсального гиппокампа (на уровне 2.0—3.3 и
4.5–5.5 мм от bregma соответственно, рис 1б, в) (Pax-
inos, Franklin, 2001) животных дикого типа (n = 8) и
линии 5хFAD (n = 8). Мозг фиксировали раствором
10%-ного нейтрального формалина на 0.1 М фос-
фатном буфере (рН 7.4), затем изготавливали срезы
на криостате Leica CM 1510S (Leica Microsystems,
Германия). Для снижения аутофлуоресценции сре-
зы инкубировали в 0.1 М растворе глицина (SIGMA,
Германия) на 0.1 М фосфатном буфере (рН 7.4) под
визуальным контролем до максимального ослабле-
ния свечения в диапазоне длин волн 490–550 нм.
Блокировку неспецифического связывания антител
осуществляли путем часовой инкубации в 2%-м рас-
творе бычьего сывороточного альбумина (Sigma,
Германия) на 0.1 М фосфатном буфере (рН 7.4), в ко-
торый добавляли 0.01% Triton X-100 для пермеаби-
лизации клеточных мембран. Для иммуногистохи-
мического исследования распределения НЕП ис-
пользовали поликлональные антитела кролика Anti-
CD10 (EPR5904, ab126593; Abcam, Великобритания,
разведение 1 : 100). Визуализацию осуществляли с
помощью FITC-конъюгированных вторичных анти-
тел против IgG кролика (ab96902; Abcam, Велико-
британия, разведение 1 : 500). В качестве негативно-
го контроля неспецифического связывания ставили
иммунохимическую реакцию в отсутствии первич-
ных антител для исследуемых областей мозга у каж-
дого животного. В качестве позитивного контроля
использовали ткань печени, характеризующейся
высоким содержанием НЕП, взятой от мыши дикого
типа. Иммунофлюоресцентное исследование вы-
полняли на микроскопе Leica DMR, оборудованном
конфокальным сканером Leica TCS SL (Leica Micro-
systems, Германия). Возбуждение флюорохрома
FITC осуществляли светом He/Ar лазера при длине
волны 488 нм. Свечение FITC регистрировали в диа-
пазоне длин волн 496–537 нм. Яркость свечения
FITC на поле нервной ткани площадью 10000 мкм2

оценивали при помощи программы Video Test Mas-
ter-Morphology (Video Test, Санкт-Петербург, Рос-
сия). Для каждого животного вычисляли среднее
значение по 6 срезам. Нормировку полученных зна-
чений для каждого животного осуществляли путем
вычета среднего значения для негативного контроля
(иммунохимическая реакция в отсутствии первич-
ных антител) и сравнивали средние нормированные
значения уровня сигнала FITC для мышей дикого
типа и линии 5хFAD.

Статистическая обработка данных. Статистиче-
скую обработку полученных данных проводили с
помощью пакета программ “SigmaStat 3.0”, исполь-
зуя непарный двусторонний t-критерий (unpaired
two-tailed t-test), и непараметрический критерий
Манна−Уитни (Mann−Whitney U-test). Множествен-
ное сравнение проводили методом однофакторного

дисперсионного анализа (one-way ANOVA with
Dunn’s post-hoc). Результаты представлены как
среднее ± SEM. Значимыми считались различия при
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфологическое исследование структур мозга

мышей дикого типа и линии 5хFAD. Обонятельные лу-
ковицы. При комбинированном окрашивании сре-
зов мозга методом Ниссля и Конго Ред в обонятель-
ных луковицах трансгенных мышей по сравнению с
мышами дикого типа были выявлены существенные
различия в строении нервной ткани. На рис. 2б, в по-
казаны сферические образования (амилоидные
бляшки) размером от 0.1 до 1.3 мм, которые наблю-
дались либо в слое митральных клеток, либо в во-
локнистых слоях обонятельных луковиц у трансген-
ных мышей. У мышей дикого типа (рис. 2а) таких
сферических образований не отмечено. Амилоид-
ные образования были окружены большим количе-
ством глиальных клеток. На рис. 2в внутри амилоид-
ных образований заметны признаки деструкции
клеточных тел и их отростков. На периферии этих
образований наблюдались кровеносные сосуды. На
электроннограммах обонятельной луковицы у
трансгенных мышей по сравнению с мышами дико-
го типа заметны локальные очаги поражения нерв-
ной ткани с признаками клеточной гибели: деструк-
ция ядерной и цитоплазматической мембраны, раз-
рушение митохондрий и других клеточных органелл
и появление большого количества глиальных кле-
ток. На рис. 2е, ж заметны расширения ЭПР у транс-
генных мышей. В нейронах и нейропиле обонятель-
ных луковиц этих мышей видно большое количество
аутофаголизосом различных форм и размеров. Си-
наптических контактов в нейропиле обонятельных
луковиц трансгенных мышей наблюдалось намного
меньше, чем у мышей дикого типа (рис. 2г, д).

Поле СА1 дорзального гиппокампа. На препаратах,
окрашенных комбинированным методом Ниссля и
Конго Ред, в поле СА1 дорзального гиппокампа
трансгенных мышей, по сравнению с мышами дико-
го типа, также выявлены различия в строении нерв-
ной ткани. На рис. 3б, в заметны амилоидные обра-
зования сферической формы. В гиппокампе амило-
идные бляшки небольшого размера, около 0.1 мм и
находятся, в основном, в волокнистых слоях. В пи-
рамидном слое гиппокампа они встречаются реже. У
мышей дикого типа они отсутствуют (рис. 3а). В
гиппокампе трансгенных животных увеличено ко-
личество глиальных клеток. Внутри амилоидных об-
разований заметны признаки деструкции клеточных
тел и отростков нейронов, и глиальные клетки.
Вблизи этих образований находятся кровеносные
сосуды (рис. 3в). На электроннограммах поля СА1
дорзального гиппокампа у трансгенных мышей по
сравнению с мышами дикого типа отмечены очаги
локального поражения нервной ткани с признаками
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гибели клеток и их отростков (рис. 3е, ж). В цито-
плазме нейронов замечены расширенные канальцы
ЭПР. В нервных клетках, особенно в нейропиле гип-
покампа, появляются аутофаголизосомы разных

размеров и форм (рис. 3е, ж). Синаптические кон-
такты и шипики в нейропиле гиппокампа трансген-
ных мышей встречаются редко, в отличие от мышей
дикого типа (рис. 3г, д).

Рис. 2. Обонятельные луковицы у мышей дикого типа (а, г, д) и трансгенных мышей линии 5хFAD (б, в, е, ж) в возрасте 6 мес.
а–в – Окраска Конго красным, масштабные отрезки – 30 мкм; г–ж – электроннограммы участков нейропиля с нейронами
обонятельной луковицы. Обозначения: A – амилоидные образования (бляшки), D – дендриты, BV – кровеносные сосуды,
GC – глиальные клетки, N – нейроны, S – синаптические контакты, M – митохондрии, ER – ЭПР, Al – аутофаголизосомы.
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Энторинальная кора. Светооптическое исследова-
ние с использованием комбинированного окраши-
вания по методу Ниссля и Конго Ред выявило суще-
ственные различии в строении нервной ткани транс-
генных мышей и мышей дикого типа. На рис. 4б–г в
нервной ткани энторинальной коры заметно боль-
шое количество крупных амилоидных образований
сферической формы. Их количество намного боль-

ше, чем в гиппокампе, и располагаются они, в ос-
новном, в клеточном слое. Заметно увеличение ко-
личества глиальных клеток (рис. 4б–г) по сравнению
с мышами дикого типа (рис. 4а). На рис. 4б–г в круп-
ных амилоидных образованиях представлены: деге-
неративные изменения нейронов, изогнутые поте-
рявшие форму дендриты и глиальные клетки. На пе-
риферии амилоидных образований располагаются

Рис. 3. Гиппокамп у мышей дикого типа (а, г, д) и трансгенных мышей линии 5хFAD (б, в, е, ж) в возрасте 6 мес. а–в – Окрас-
ка Конго Ред, масштабные отрезки 30 мкм; г–ж – электроннограммы участков нейропиля с нейронами гиппокампа мышей
дикого типа (г, д) и трансгенных мышей линии 5хFAD (е, ж) с амилоидными образованиями и аутофаголизосомами (Al).
Обозначения: A – амилоидные образования (бляшки), BV – кровеносные сосуды, GC – глиальные клетки, N – нейроны, S –
синаптические контакты, M – митохондрии, ER – ЭПР, Al – аутофаголизосомы.
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кровеносные сосуды. На электроннограммах нерв-
ной ткани энторинальной коры трансгенных мышей
при сравнении с мышами дикого типа обнаружены
очаги локального поражения нервной ткани, кото-
рые выражаются в усилении нейродегенеративных
изменений. На рисунке 4ж представлен нейрон с от-
ходящим от его тела дендритом с многочисленными

аутофаголизосомами. В нейропиле энторинальной
коры трансгенных мышей в большом количестве
также выявлены аутофаголизосомы различной фор-
мы (рис. 4ж, з). Более того, в этой части мозга замет-
но наличие расслоения миелиновой оболочки нерв-
ных отростков. Синаптических контактов и шипи-
ков в энторинальной коре трансгенных мышей

Рис. 4. Энторинальная кора у мышей дикого типа (а, д, е) и трансгенных мышей линии 5хFAD (б–г, ж, з) в возрасте 6 мес. а–
г – Окраска Конго красным, масштабные отрезки – 30 мкм; д–з – электроннограммы участков нейропиля с нейронами
энторинальной коры мышей дикого типа (д, е) и трансгенных мышей линии 5хFAD (ж, з) с амилоидными образованиями с
аутофаголизосомами (Al). Обозначения A – амилоидные образования (бляшки), D – дендриты, BV – кровеносные сосуды,
GC – глиальные клетки, N – нейроны, S – синаптические контакты, M – митохондрии, ER – ЭПР, Ml – миелиновые волок-
на, Al – аутофаголизосомы.
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Рис. 5. Распределение металлопептидазы неприлизина (FITC-позитивный сигнал зеленого цвета) в ткани обонятельных лу-
ковиц (Olf. b., а–в), энторинальной коры (Ent. cx., г–е) и поля СА1 гиппокампа (СА1, ж–и) у 6-мес. мышей дикого типа (б,
д, з) и мышей линии 5хFAD (в, е, и). a, г, ж – Негативный контроль иммуногистохимического окрашивания ткани мозга (в
отсутствие первичных антител к неприлизину (НЕП) иммунохимическая реакция не наблюдается), к – позитивный кон-
троль иммунохимической реакции на НЕП в ткани печени мыши дикого типа. Печень характеризуется высоким содержани-
ем НЕП (зеленый цвет FITC-сигнала); ядра окрашены неспецифическим ядерным красителем DAPI (синий цвет). л – Ре-
зультаты денситометрического анализа яркости свечения FITC-позитивных структур в ткани энторинальной коры (Ent. cx.),
поля СА1 гиппокампа (СА1) и обонятельной луковицы (Olf. b.) мышей дикого типа (синие точки, n = 8) и мышей линии
5XFAD (красные точки, n = 8); данные представлены в виде среднего значения и его ошибки в % от уровня среднего значения
свечения FITC в ткани негативного контроля; различия между группами животных достоверны при *p < 0.05 (one-way
ANOVA with Dunn’s post-hoc). Масштабные отрезки: 70 (a–в) и 50 (г–и) мкм.
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намного меньше по сравнению с мышами дикого
типа (рис. 4д, е).

Иммуногистохимическое исследование распреде-
ления НЕП. В обонятельных луковицах, энтори-
нальной коре и гиппокампе мышей дикого типа и
трансгенных животных линии 5хFAD выявлены ста-
тистически значимые различия в интенсивности
иммуногистохимического окрашивания НЕП (Kru-
skal−Wallis test, F5,47 = 34.7, p < 0.01) (рис. 5). В энто-
ринальной коре трансгенных мышей линии 5хFAD
обнаружено статистически значимое снижение
уровня флуоресцентного сигнала по сравнению с
мышами дикого типа (Dunn’s post-hoc p = 0.0088).
При этом достоверных различий в уровне сигнала в
ткани поля СА1 гиппокампа (р = 0.0711) и обоня-
тельных луковиц (p = 0.99) выявить не удалось. В
обонятельных луковицах мышей из обеих групп
наиболее выраженное иммунное окрашивание НЕП
отмечалось в нейропиле белого вещества, телах и от-
ростках митральных клеток, а также мелких клеток,
диффузно располагающихся в молекулярном слое и
по краям гламерул (рис. 5б, в). Следует отметить, что
в энторинальной коре мышей дикого типа, помимо
относительно равномерного окрашивания нейропи-
ля, наблюдались многочисленные НЕП-позитив-
ные тела пирамидных нейронов (рис. 5г), а у мышей
линии 5хFAD таких нейронов было заметно меньше,
и их количество составляло 44.5 ± 6.1% от уровня
контроля (Mann−Whitney test U = 21, p = 0.02). В дор-
сальном гиппокампе мышей обеих исследованных
групп иммунопозитивными были преимущественно
интернейроны, тогда как в пирамидном слое поля
СА1 отмечались лишь единичные иммунопозитив-
ные клетки (рис. 5ж, з). Разницы в общем количе-
стве иммунопозитивных клеток между группами не
отмечалось (Mann−Whitney test U = 3, p = 0.25).

Исследование долговременной памяти в тесте
“Распознавание новых объектов”. Сравнительный
анализ поведения мышей линии 5xFAD и мышей
дикого типа при предъявлении известных и новых
объектов показал, что у трансгенных мышей в воз-
расте 6 мес. нарушена долговременная память. Было
выявлено, что мыши дикого типа уделяли больше
внимания исследованию новых объектов, при этом
через 1 ч после тренировочного предъявления объ-
ектов индекс дискриминации составлял 2.44, а через
1 сут снижался (Mann–Whitney test U = 138.5, р =
= 0.013) до 1.30. В то же время у трансгенных мышей
индекс дискриминации был ниже по сравнению с
диким типом: на 55% через 1 ч (Mann–Whitney test
U = 25, р = 0.006) и на 44% через 24 ч после трениров-
ки (t-test t = 2.3, р = 0.037) и приближался к 1, что
свидетельствует об отсутствии предпочтения между
новыми и известными объектами (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнительное исследование нервной ткани обо-

нятельных луковиц, а также входящих в общий гиппо-

кампальный комплекс гиппокампа и энторинальной
коры у мышей линии 5хFAD и дикого типа (рис. 1), с
использованием светооптического, электронномик-
роскопического и имуногистохимического методов
показало наличие существенных различий в их уль-
траструктуре. У трансгенных мышей 5хFAD в воз-
расте 6 мес. в этих трех структурах на светооптиче-
ском уровне были обнаружены амилоидные сениль-
ные бляшки, как в клеточных, так и в волокнистых
слоях, которые не наблюдались у мышей дикого ти-
па. У 5хFAD мышей в очагах поражения головного
мозга, где концентрируются бляшки, увеличено ко-
личество глиальных клеток, свидетельствующее о
нейровоспалительном процессе. Нейроны и их
дендриты подвергаются дегенеративным изменени-
ям, происходит гибель клеток и прерываются меж-
нейрональные связи. Кроме того, проведенное нами
электронномикроскопическое исследование обна-
ружило локальные очаги поражения нервной ткани,

Рис. 6. Сравнительный анализ уровня исследовательской
деятельности в отношении нового объекта у мышей ли-
нии 5xFAD (n = 10) и дикого типа (n = 6). По вертикали –
индекс дискриминации, вычисленный как частное чи-
сел, отражающих время обнюхивания неизвестного (но-
вого) и известного предметов. По горизонтали – время,
прошедшее после тренировочного предъявления пары
объектов. Над горизонтальными линиями, соединяющи-
ми сравниваемые группы животных, обозначен уровень
значимости выявленных межгрупповых различий. Дан-
ные о животных дикого типа показаны зелеными кружка-
ми (1 ч) и треугольниками (24 ч), данные по животным ли-
нии 5xFAD представлены белыми кружками (1 ч) и тре-
угольниками (24 ч) с красными границами. Пунктирной
горизонтальной линией обозначен уровень, при котором
наблюдается равнозначное предпочтение нового и из-
вестного объектов.
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появление аутофаголизосом в этих структурах, кото-
рые еще раз указывают на усиление нейродегенера-
тивных процессов. У трансгенных мышей, по срав-
нению с мышами дикого типа, уменьшается число
синаптических контактов и шипиков. Все эти изме-
нения, обнаруженные нами, свидетельствуют об
очевидном нарушении функционирования нейро-
нальной сети как обонятельных луковиц, так и энто-
ринальной коры и гиппокампа. Полученные нами
данные согласуются с результатами других авторов,
показавших гибель нейронов во многих областях мозга
(Oakley et al., 2006; Eimer, Vassar, 2013), а также развитие
астро- и микроглиоза, которое идет параллельно с об-
разованием амилоидных бляшек (Oakley et al., 2006).

В проведенном нами исследовании выявлено на-
рушение долговременной памяти у трансгенных мы-
шей в тесте распознавание нового объекта (NOR),
который широко используется для исследования из-
менений памяти у животных (Antunes, Biala, 2012).
Общепризнано, что на результаты NOR тестирова-
ния влияют как гиппокампальные, так и кортикаль-
ные нарушения (Cohen, Stackman, 2015). Исследования
на приматах и грызунах показали, что для распознава-
ния визуальных объектов очень важны парагиппокам-
пальные области височной доли, а именно перири-
нальная, энторинальная и нижняя височная кора
(Hammond et al., 2004). В нашем исследовании у мы-
шей линии 5xFAD были обнаружены существенные
ухудшения долговременной памяти при распознава-
нии визуальных объектов вместе с структурными из-
менениями, наблюдаемыми в энторинальной коре и
гиппокампе.

Наличие существенных изменений в исследован-
ных структурах мозга указывает на то, что у 5xFAD
мышей имеет место нарушение нейрональных
связей , что не может не сказаться на формировании
их обонятельной функции. Полученные нами дан-
ные также свидетельствуют, о том, что у 5xFAD мы-
шей имеет место нарушение распознавания запаха
масла валерианы (Vasilev et al., 2022), один из состав-
ляющих компонентов которого – изовалериановая
кислота, имеет феромональную значимость для
мышей (Мельник и др., 2009).

Полученные нами данные об изменении распре-
деления амилоид-деградирующего фермента НЕП в
ткани исследуемых нами структур мозга мышей ли-
нии 5хFAD по сравнению с диким типом позволяют
предположить, что снижение уровня содержания
НЕП в энторинальной коре может быть одной из
причин нарушения деградации растворимых форм
амилоидного пептида, который при его накоплении
активно образует амилоидные агрегаты (Nalivaeva,
Turner, 2019). Кроме того, в структурах мозга транс-
генных мышей нами выявлено нарушение числа си-
наптических контактов, которые, по имеющимся
представлениям, являются основными местами ло-
кализации и действия НЕП (Наливаева и др., 2020),
что может нарушать нормальное функционирование

этого фермента и доступность его субстратов, к чис-
лу которых относятся Aβ и соматостатин. С этой
точки зрения представляет также интерес в будущем
проанализировать уровень содержания и распреде-
ления соматостатина в обонятельном анализаторе
5xFAD мышей, поскольку есть данные, что у пациен-
тов с БА имеет место нарушение его распределения в
переднем обонятельном ядре (Saiz-Sanchez еt al., 2010).

Проведенное нами исследование является важ-
ным шагом на пути к пониманию молекулярно-кле-
точных нарушений при патологии нервной ткани,
вызванной накоплением амилоидного пептида.
Особый интерес представляют результаты электрон-
но-микроскопического исследования ткани мозга
трансгенных мышей, показавшего, что накопление
амилоидных отложений сопровождается развитием
аутофагии, о чем свидетельствует наличие большого
числа аутофаголизосом различных форм и размеров
во всех исследованных нами участках мозга. Суще-
ствует ряд гипотез о том, что в ходе развития БА про-
исходит нарушение молекулярных механизмов об-
разования аутофаголизосом (Reddy, Oliver, 2019), ко-
торое приводит к их накоплению в теле и отростках
нейрона (Wang et al., 2018). Данные литературы со-
гласуются с наблюдаемым нами накоплением ауто-
фагосом и аутофаголизосом в нервных клетках. Од-
нако доказательство активации аутофагии в нейро-
нах у мышей линии 5xFAD требует проведения
специального исследования с привлечением данных
о динамике специфических маркерных белков (Atg-
комплекс, Beclin-1, Lamp-1, Lamp-2, LC3 и др.). Так
или иначе, результаты проведенного исследования
впервые четко показывают накопление аутофаголи-
зосом в нейронах кортикальных структур мозга мы-
шей линии 5xFAD и свидетельствуют о вовлечении
аутофагии в механизмы нейродегенеративных про-
цессов у таких животных, что указывает на перспек-
тивность исследования аутофагии на данной модели.

Еще одним новым наблюдением в нашем иссле-
довании является обнаружение различного характе-
ра клеточной локализации НЕП в исследуемых
структурах, свидетельствующее, что в гиппокампе мы-
шей НЕП-позитивными являются преимущественно
интернейроны, а в энторинальной коре – тела пира-
мидных нейронов. При этом в обонятельных лукови-
цах НЕП имеет более широкую локализацию: в нейро-
пиле белого вещества, в телах и отростках митраль-
ных клеток и в мелких клетках гломерулярного слоя.
Все это указывает на то, что локализация НЕП в раз-
ных популяциях клеток и структурах мозга различ-
на, что, вероятно, отражает специфический харак-
тер распределения его субстратов. Различия в рас-
пределении НЕП у трансгенных животных и мышей
дикого типа может свидетельствовать о нарушении
его внутриклеточного транспорта и локализации,
что наблюдалось нами в нервных клетках при гипо-
ксии (Fisk et al., 2007).
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Несмотря на то, что различные трансгенные мо-
дели БА различаются по своим характеристикам и не
могут полностью отражать патогенез БА у человека,
они дают возможность исследовать основополагаю-
щие молекулярные механизмы нарушений, вызыва-
емых усиленной продукцией и накоплением амило-
идного пептида, что делает их важным инструментом
для исследований и тестирования фармакологических
препаратов (Yang et al., 2017).
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Morphofunctional Changes in the Brain Tissue of 5xFAD Transgenic Mice 
N. L. Tumanovaa, D. S. Vasilieva, *, N. M. Dubrovskayaa, and N. N. Nalivaevaa

aInstitute of Evolutionary Physiology and Biochemistry Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194223 Russia
*e-mail: dvasilyev@bk.ru

In the present study, we performed a comparative analysis of structural and ultrastructural changes in the nervous
tissue of the olfactory bulbs, hippocampus, and entorhinal cortex in 5xFAD transgenic mice that model the patho-
genesis of Alzheimer’s disease, and also investigated the distribution of the main amyloid-degrading neuropeptidase
neprilysin (NEP) relative to wild-type mice. The study of the structure of the nervous tissue showed, that in trans-
genic animals characterized by increased production of amyloid peptide Aβ, there is an increasing death of brain
neurons, as a result of which the neural network is disrupted. In addition, electron microscopy study revealed in
5xFAD mice a decrease of the density of synaptic contacts and dendritic spines, local foci of the nervous tissue dam-
age, the appearance of autophagolysosomes in the neuropil of the tissue. Some features of the neurodegenerative
processes were shown compared to wild-type mice. In 5xFAD mice, there were a change in the distribution of am-
yloid-degrading peptidase NEP in the entorhinal cortex and in the hippocampus, as well as a decrease in the inten-
sity of its staining in the entorhinal cortex. In transgenic mice at the age of 6 months, some memory impairment was
observed when analyzed in a novel object recognition test relative to wild-type mice.

Keywords: 5xFAD transgenic mice, olfactory bulbs, hippocampus, entorhinal cortex, ultrastructure, neurodegener-
ation, amyloid peptide, neprilysin, novel object recognition test
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В представленной работе описано поведение системы доставки лекарственных препаратов на базе пори-
стых СаСО3 ватеритов, допированных сульфатом декстрана и содержащих противоонкологический анти-
биотик доксорубицин, в мышечной ткани на сроках от 3 сут до 3 мес. На ранних сроках было выявлено
токсическое влияние доксорубицина на окружающую мышечную ткань и печень. С течением времени
токсическая реакция уменьшалась, место имплантации отграничивалось выраженной соединительно-
тканной капсулой, а имплантат подвергался биорезорбции. Практически полная биорезорбция системы
доставки наблюдалась через 3 мес. после начала эксперимента.

Ключевые слова: система доставки, сульфат декстрана, доксорубицин, карбонат кальция, биорезорбция,
мышечная ткань, эксперимент in vivo
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Онкологические заболевания занимают второе
место в мире по смертности. Не исключено, что при
имеющейся сейчас скорости роста заболеваемости
раком, они займут первое место, опередив сердечно-
сосудистые заболевания (Bray et al., 2018). Одним из
основных методов лечения таких заболеваний явля-
ется химиотерапия, которая осуществляется путем
системного введения токсичного для клеток опухо-
ли препарата. Доксорубицин (DOX) – наиболее
мощный на сегодняшний день противоопухолевый
препарат, который относится к ряду антрациклино-
вых антибиотиков. Монотерапия DOX во многих
странах является стандартной химиотерапевтиче-
ской процедурой первой очереди (Basin, 2008). Ме-
ханизм действия DOX на ингибирование раковых
клеток широкого спектра основан в частности на его
интеркаляции в ДНК (Gao et al., 2021). Высокая эф-
фективность DOX, к сожалению, нивелируется зна-
чительной дозо-зависимой кардио- и гепатотоксич-
ностью и быстрым выведением из организма (Mi-
notti et al., 2004). Преодолеть эти недостатки можно,
используя системы доставки (СД) DOX, пролонги-

рующие высвобождение лекарства в кровь, и снижа-
ющие его кардиотоксичность за счет уменьшения
концентрации в крови при сохранении общей дозы
препарата. Структуры СД DOX могут быть разнооб-
разными (Matyszewska, 2014; Ruman et al., 2020; Alven
et al., 2020; Jiang et al., 2020; Edis et al., 2021).

Мы остановимся на СД с использованием СаСО3
ватеритов. Ватерит – единственная пористая струк-
тура из трех полиморфных модификаций карбоната
кальция. В связи с этим ватериты используют для
инкапсулирования DOX (Dizaj et al., 2015; Mydin
et al., 2018; Trofimov et al., 2018) и других соединений
– низкомолекулярного продукта традиционной ки-
тайской медицины камптотицина (Qui et al., 2012),
пептидов и белков (Sudareva et al., 2018; Binevski et al.,
2019), а также генов (Dizaj et al., 2019). Биосовмести-
мость, способность к биорезорбции, низкая токсич-
ность и невысокая стоимость – свойства СаСО3 вате-
ритов, позволяющие использовать их в терапевтиче-
ских целях (Mydin et al., 2018; Trofimov et al., 2018).
Кроме того, структуры СаСО3 ватеритов зависят от
значения рH, ионной силы и состава окружающих рас-
творов (Parakhonskij et al., 2013; Sudareva et al., 2015),
что играет большую роль в их поведении в биологи-
ческих средах. Зависимость от рН определяет таргет-

Принятые сокращения: DOX – доксорубицин; СД – системы
доставки; DexS – натриевая соль сульфата декстрана; ГМКИТ –
гигантские многоядерные клетки инородных тел.

УДК 57.089:616-006:59.089

EDN: AQMEDZ
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ный (противоопухолевый) потенциал СаСО3 носи-
телей DOX, обеспечивая более интенсивное высво-
бождение инкапсулированного соединения в
кислой среде опухолей. В литературе имеются дан-
ные об ингибирующем влиянии СаСО3 на рост рако-
вых клеток. Рост опухоли сопровождается увеличе-
нием концентрации ионов H+ во внеклеточной сре-
де (Neri et al., 2011). В такой кислой среде СаСО3
разрушается, что приводит к увеличению рН среды и
ингибированию роста опухоли (Som et al., 2016). Та-
ким образом, носители СаСО3 усиливают противо-
опухолевую активность инкапсулированного проти-
воракового препарата.

В водной среде происходит перекристаллизация
ватеритов в непористые кальциты или арагониты
(Ogino et al., 1987). В результате высвобождается ин-
капсулированное в пористую среду соединение. С
целью сохранения пористой структуры ватеритов
(Sudareva et al., 2021a) и для увеличения их сорбцион-
ной активности по отношению к инкапсулируемому
веществу, а также для мукоадгезии (Borodina et al.,
2016), карбонатные ядра покрывают полимерами раз-
ной природы. Происхождение полимеров может быть
как синтетическим (Wang et al., 2006; Huang et al., 2008;
Richardson et al., 2015), так и природным (Wang et al.,
2010; Zhao et al., 2012; Bai et al., 2017). В представлен-
ной нами работе в качестве такого полимера был ис-
пользован биосовместимый и биорезорбируемый
полианион – натриевая соль сульфата декстрана
(DexS).

Важным фактором, влияющим на процесс фар-
макодинамики лекарственного соединения, являет-
ся способ его введения в организм. В нашей преды-
дущей работе (Sudareva et al., 2020) были приведены
примеры из литературы экспериментов in vivo с раз-
ными способами ведения CаCО3 ватеритов: перо-
ральным, парентеральным, внутритрахеальным,
трансдермальным, интраназальным, а также введе-
нием в костную ткань. В ряде случаев ватериты со-
держали лекарственные или модельные соединения,
а также были покрыты различными полимерами.
Авторы одной из работ (de Koker et al., 2007) вводили
мышам подкожно компоненты СД, содержащие
DexS (полиэлектролитные капсулы из 4 пар слоев
DexS – полиаргинин-сформированные на ядрах
СаСО3 с последующим разрушением ядер) и проде-
монстрировали при помощи конфокальной микро-
скопии клеточное поглощение и постепенное внут-
риклеточное разрушение СД. В последние годы в
литературе появились данные о внутриопухолевом
введении СД различной структуры, содержащих
DOX (Mondal et al., 2021; Gao et al., 2021). В работах
показано увеличение апоптоза опухолевых клеток и
уменьшение объема опухолей. Следует, однако, иметь
в виду риск стимулирования процесса метастазиро-
вания.

Ранее нами (Попрядухин и др., 2020; Popryadukh-
in et al., 2020) был проведен ряд исследований по

изучению трансформации и резорбции ватеритов в
условиях in vivo. После введения в мышечную ткань
крыс СаСО3 и СаСО3, покрытого DexS, была выявлена
структурная трансформация и полная биорезорбция
обоих типов СД в течение 2 и 4 нед. соответственно.
Кроме того, ватериты, покрытые DexS и содержащие
DOX, вводили интаперитониально крысам для лече-
ния привитой гепатомы Зайделя. Было показано, что у
крыс, получавших терапию DOX в указанных СД,
вдвое увеличилась продолжительность жизни и
вдвое уменьшился объем асцита по сравнению с
контрольной группой крыс с гепатомой Зайделя (Su-
dareva et al., 2021b). Работ, направленных на исследо-
вание морфологических изменений мышечной тка-
ни крыс после введения СД на базе ватеритов, содер-
жащих DOX, нами в литературе не обнаружено. Тем
не менее, введение в мышечную ткань целесообраз-
но, как минимум по двум причинам: для возможного
в будущем лечения опухоли поперечно-полосатой
мышечной ткани (рабдомиосаркомы) и для созда-
ния депо противоопухолевого препарата при лече-
нии опухолей других видов и локализаций.

Поэтому цель настоящей работы заключалась в
исследовании поведения в мышечной ткани крыс
системы адресной доставки лекарственных препара-
тов на базе пористых СаСО3 ватеритов, допированных
сульфатом декстрана и содержащих доксорубицин.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Получение систем доставки (CaCO3 + DexS). По-

ристые СаСО3 ватериты получали по описанной ме-
тодике (Volodkin et al., 2004) с небольшими модифи-
кациями, а именно: аликвоты 1 М растворов
СаСl2⋅2Н2О и Na2CO3 быстро сливали и интенсивно
перемешивали в течение 30 с. Образовавшийся оса-
док фильтровали через фильтр Шотта, промывали и
сушили до постоянного веса при 40°С. Получивши-
еся СаСО3 ватериты обрабатывали раствором DexS в
концентрации 1 мг/мл в течение 1 ч, затем промыва-
ли, фильтровали и сушили при 40°С до постоянного
веса. Размеры полученных ватеритов находились в
интервале 1–3 мкм.

Насыщение ватеритов, допированных DexS, доксо-
рубицином. Навеску ватеритов, обработанных DexS,
суспендировали в водном растворе DOX (2 мг/мл;
соотношение DOX/CaCO3 составляло 0.2) и переме-
шивали в течение 3.5 ч, затем суспензию центрифу-
гировали, удаляли супернатант и лиофилизировали.
Загрузку DOX в ватериты (СаСО3 + DexS) определя-
ли по разности количеств DOX в начальном растворе и
в супернатанте, которую делили на вес обработанных
ватеритов. Она составила 70 мкг/мг. Наличие DOX в
растворах определяли спектрофотометрически. Кос-
венным доказательством сохранения структуры (сле-
довательно, и функции) служит неизменность УФ-
спектра растворов DOX как в супернатанте, так и в
процессе высвобождения в соответствующую среду.
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Таким образом, были получены системы доставки
(СД) лекарственного препарата, состоящие из пори-
стых СаСО3 ватеритов, допированных декстрансуль-
фатом и загруженных доксорубицином (далее по
тексту используется сокращение СД)

Материалы. Соли, используемые для синтеза кар-
бонатных ядер СаСl2⋅2Н2О, Na2CO3 и натриевая соль
сульфата декстрана ММ в диапазоне 9–20 кДа, все –
производства Sigma-Aldrich (США). DOX –
препарат Синдроксоцин (Actavis, Hafnarfjordur,
Исландия), содержит 17% DOX and 83% лактозы.
Концентрацию DOX в растворах определяли по
спектрофотометрической калибровке при длине
волны λ = 480 нм.

Эксперименты на животных. Для экспериментов
in vivo использовали 30 самцов белых крыс Wistar, по
5 животных на каждый срок эксперимента. Вес жи-
вотных составлял 200–250 г, возраст – 3 мес. Для изуче-
ния резорбции in vivo СД стерилизовали методом авто-
клавирования при 110°С в течение 1 ч. Для этого каж-
дую навеску СД по 10 мг (содержащую 0.7 мг DOX),
предназначенную для эксперимента, максимально
герметично упаковывали в алюминиевую фольгу.
Животных оперировали под общей анестезией с по-
мощью растворов золетила 100 (растворенного в
20 мл физиологического раствора) и рометара
(20 мг/мл), которые вводили интраперитонеально
по 0.1 и 0.015 мл раствора соответственно на 0.1 кг
массы животного. Навески СД помещали в большую
приводящую мышцу бедра (musculus adductor magnus)
на одной из тазовых конечностей, в каждое живот-
ное по одному образцу. Затем раны конечностей по-
слойно ушивали атравматическими иглами с проле-
новой нитью 4/0. После наложения наружных швов
крыс содержали в индивидуальных клетках, животные
получали свободный доступ к воде и стандартную дие-
ту. После операции выраженного негативного влия-
ния со стороны имплантированных материалов не вы-
явлено. Животные проявляли активность, в зоне им-
плантации отсутствовали признаки избыточного
воспалительного процесса.

Морфологическое исследование СД в мышечной
ткани. Через 3 сут, 1, 2, 4, 8 и 12 нед животных выво-
дили из эксперимента. Образцы мышечной ткани,
содержащие СД, а также печень и сердце фиксиро-
вали в 10%-ном нейтральном формалине на фосфат-
ном буфере (рН 7.4) не менее 24 ч, обезвоживали в
серии растворов этанола возрастающей концентра-
ции и заключали в парафиновые блоки по стандарт-
ной гистологической методике. Парафиновые срезы
толщиной 5 мкм, поперечные мышечным волокнам,
готовили с помощью микротома Accu-Cut SRT 200
(Sakura, Япония), окрашивали гематоксилином
Майера и эозином (БиоВитрум, Россия). Соедини-
тельную ткань визуализировали методом Маллори
(БиоВитрум, Россия). Микроскопический анализ
проводили на световом микроскопе Nikon Eclipse
E200 (Nikon, Япония) с использованием окуляра с

увеличением 10× и объективов с увеличением 4, 10,
20 и 40×. Запись цифровых изображений выполняли
с помощью фотокамеры Nikon DS-Fi3 (Nikon,
Япония).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Трое суток после имплантации СД. На 3-и сут по-
сле операции визуально в мышечной ткани на месте
имплантации во всех случаях определяются складча-
тые прослойки красного цвета, очевидно, содержа-
щие СД, т.к. DOX имеет характерный красный цвет
(рис. 1а). Наличия полостей, появление которых мы
ранее фиксировали при имплантации СаСО3 вате-
ритов без DexS и DOX, не выявлено (Попрядухин и
др., 2020). Причина – в замедлении скорости хими-
ческих реакций, протекающих с СаСО3, в результате
которых образуется в частности углекислый газ,
формирующий полости. Замедление скорости хи-
мических реакций, в свою очередь, связано с токси-
ческим воздействием DOX на окружающие ткани,
что приводит к нарушению процессов обмена ве-
ществ в зоне имплантации. Микроскопически СД
находятся в окружении многочисленных рыхло ле-
жащих клеток, в основном сегментоядерных лейко-
цитов (нейтрофилов и эозинофилов) с единичными
макрофагами и лимфоцитами, а также экстравазаль-
ными эритроцитами. Соединительнотканная капсу-
ла практически отсутствует. Сосуды расширены,
полнокровны, определяются стопки эритроцитов,
эндотелий набухший. Между мышечными волокна-
ми, прилежащими к месту имплантации, определя-
ется выраженный отек. Мышечные волокна разру-
шаются (рис. 2а, б). Очевидно, что наблюдаемые
значительные воспалительная инфильтрация и де-
структивные изменения, являются проявлением
токсического действия DOX.

Одна неделя после имплантации СД. Через 1 нед.
после операции визуально на месте имплантации в
3 случаях из 5 определяются слабовыраженные ще-
левидные полости неправильной формы. Микроско-
пически наблюдается перекристаллизация CaCO3 ва-
теритов в продолговатые кристаллы, вокруг которых
отмечается гибель мышечных волокон с замещени-
ем их соединительной тканью (рис. 2в, г). Эта соеди-
нительная ткань инфильтрирована макрофагами и
фибробластами. Полость с СД, многочисленными
лейкоцитами и клеточным детритом окружена тон-
кой соединительнотканной капсулой. Сохранивша-
яся мышечная ткань имеет выраженный отек. Сосу-
ды расширены, полнокровны, определяются стопки
эритроцитов.

Две недели после имплантации СД. Через 2 нед. по-
сле имплантации в мышечной ткани во всех случаях
определяются округлые структуры бледно-красного
цвета и имеющие максимальный размер за весь пе-
риод наблюдения (рис. 1б). Микроскопически по-
лость, занимаемая СД, лейкоцитами и клеточным
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детритом, окружена выраженной соединительно-
тканной капсулой. На месте погибших мышечных
волокон определяется соединительнотканный ру-
бец, инфильтрированный многочисленными лим-
фоцитами. Сосуды расширены, полнокровны, опре-
деляются стопки эритроцитов. Отек в мышечной
ткани вокруг рубца сохраняется (рис. 2д, е).

Четыре недели после имплантации СД. Через 4 нед.
размер структур на месте имплантации уменьшается
по сравнению с предыдущим сроком, они также
приобретают более округлую форму, что свидетель-
ствует о протекании процессов биорезорбции и ком-
пактизации (рис. 1в). Микроскопически капсула во-
круг полости с кристаллами CaCO3 и клеточным дет-
ритом (в виде гомогенной массы) ярко выражена,
полностью сформирована и представлена толстым
слоем зрелых коллагеновых волокон. Эта картина,
по-видимому, является реакцией организма на ток-
сическое повреждение тканей, непосредственно
прилегающих к месту имплантации СД. Капсула
полностью инфильтрирована многочисленными
лимфоцитами и макрофагами с оранжево-красной

цитоплазмой (очевидно, окрашенной поглощенным
доксорубицином). Гигантские многоядерные клет-
ки инородных тел (ГМКИТ) встречаются в неболь-
шом числе. Сосуды капсулы расширены и полно-
кровны. Количество кристаллов меньше, чем на
предыдущем сроке. Отек в мышечной ткани вокруг
рубца сохраняется (рис. 3а, б).

Двенадцать недель после имплантации СД. Через
12 нед. эксперимента на месте имплантации СД во
всех случаях визуально выявляется наличие следово-
го количества структур красного цвета, что говорит о
практически полной биорезорбции СД и о наличии
остаточного количества DOX (рис. 1г). На этом сро-
ке морфологическая картина схожа с таковой на
предыдущем сроке. Соединительнотканная капсула
вокруг полости полностью отграничивает содержи-
мое полости от окружающей мышечной ткани. Вы-
являются единичные кристаллы CaCO3. В капсуле
выявляется умеренное число лимфоцитов и макро-
фагов с оранжево-красной цитоплазмой и умерен-
ное число ГМКИТ. Сосуды в пределах нормы. Мы-

Рис. 1. Фотографии поперечного среза мышц с системой доставки (СД). а – Через 3 сут после имплантации, б – через 2 нед.,
в – через 1 мес., г – через 3 мес. Мышцы предварительно были фиксированы в нейтральном 10%-ном формалине не менее
48 ч.

1 мм 1 мм

1 мм1 мм

а

в г

б

Шовный
материал

Прослойка СД

Место имплантации СД

Место имплантации СД
Место имплантации СД

Мышечная
ткань

Мышечная
ткань

Мышечная
ткань

Мышечная
ткань

Мышечная
ткань



176

ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 2  2022

СУДАРЕВА и др.

шечная ткань, прилежащая к капсуле, имеет умерен-
ный отек (рис. 3в, г).

Изменения в печени и миокарде после имплантации
СД. На указанных сроках эксперимента также ис-
следовали печень и миокард. Максимальные изме-
нения в печени определяются на сроке 7 сут в виде
выраженной вакуольной дистрофии гепатоцитов
(рис. 3д, е), что, очевидно, связано с токсическим

действием DOX. Морфологических изменений в
миокарде на всех сроках эксперимента не выявлено.

Таким образом, было показано, что процессы,
проходящие в мышечной ткани крыс после имплан-
тации СД, содержащих DOX, значительно отлича-
ются от процессов, развитие которых мы наблюдали
ранее, при имплантации компонентов СД без DOX
(Попрядухин и др., 2020; Popryadukhin et al., 2020). В

Рис. 2. Гистологические срезы мышечной ткани крысы через 3 сут (а, б), 1 нед. (в, г) и 2 нед. (д, е) после имплантации СД.
Окраска гематоксилином и эозином. Увел. об.: 4× (а, в, д), 10× (б, г) и 20× (е).
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настоящем исследовании мы наблюдали более вы-
раженную воспалительную реакцию в зоне имплан-
тации СД, токсическое повреждение и некроз при-
легающих тканей, прежде всего мышечных волокон.
Кроме того, констатировали более выраженный
процесс образования соединительнотканной капсу-
лы и значительное замедление процесса биорезорб-
ции СД, который продлился 3 мес. При этом ско-

рость перекристаллизации сферических пористых
CaCO3 ватеритов в продолговатые непористые кри-
сталлы, предположительно арагонита, значимо не
отличалась от таковой, наблюдаемой нами ранее
(Popryadukhin et al., 2020). Это обусловлено наличи-
ем в зоне протекания процесса необходимых усло-
вий: водной среды и приемлемой температуры.

Рис. 3. Гистологические срезы мышечной ткани через 4 нед. (а, б), 12 нед. (в, г) и печени крысы через 1 нед. (д, е) после им-
плантации СД. Окраска гематоксилином и эозином. Увел.об.: 4× (а), 10× (б, в, д), 20× (г) и 40× (е).
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Помимо местного токсического воздействия бы-
ло выявлено и системное воздействие на клетки пе-
чени, что четко свидетельствует о выходе DOX за
пределы зоны первоначальной имплантации. Сле-
довательно, предложенный способ введения проти-
воопухолевого препарата имеет ряд преимуществ.
Он дает возможность создания локально высокой
концентрации препарата в течение длительного вре-
мени, что приводит к значительному повреждающе-
му воздействию. Такое воздействие является поло-
жительным при введении СД внутрь опухоли или
инъецировании вокруг нее. Хотя оно полностью не
исключает токсического влияния на организм, как
местного, так и системного характера. Однако этот
эффект может быть с успехом использован в случае
применения СД в качестве депо лекарственного пре-
парата. В частности, при лечении опухолей, для кото-
рых необходимо поддержание в течение длительного
времени терапевтической концентрации препарата в
крови, но при этом невозможно внутриопухолевое
введение.

Таким образом, показана перспективность систе-
мы доставки лекарственного препарата, состоящей
из пористых СаСО3 ватеритов, допированных декс-
трансульфатом и насыщенных доксорубицином, а
также целесообразность ее дальнейшего исследо-
вания.
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Morphology of Rat Muscle Tissue after Implantation of Delivery System Consisting 
of Porous Vaterites Doped with Dextransulfate and Containing Doxorubicin
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This work describes the behavior of a drug delivery system based on porous CaCO3 vaterites doped with dextran sul-
fate and containing the anti-cancer antibiotic doxorubicin in muscle tissue for periods from 3 days to 3 months. In
the early stages, the toxic effect of doxorubicin on the surrounding muscle tissue and liver was revealed. Over time,
the toxic reaction decreased, the site of implantation was delimited by a pronounced connective tissue capsule, its
contents underwent bioresorption. Almost complete bioresorption of the delivery system was observed 3 months af-
ter the start of the experiment.

Keywords: delivery system, dextran sulfate, doxorubicin, calcium carbonate, bioresorption, muscle tissue, in vivo ex-
periment


