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Прогресс в терапии рака поджелудочной железы остается весьма незначительным, и по прогнозам в тече-
ние следующего десятилетия протоковая аденокарцинома поджелудочной железы (PDAC) станет в запад-
ных странах второй ведущей причиной смертности от рака. Традиционная цитотоксическая химиотера-
пия представляет собой современный стандарт лечения метастатического PDAC. Результаты исследова-
ний эпителиального и стромального компонентов показали, что плотная фиброзная строма опухоли
играет активную роль в процессе развития PDAC. Накапливаются данные о том, что активированная стро-
ма способствует прогрессированию опухоли. В небольшом обзоре мы описываем современное представ-
ление о роли активированных клеток опухолевой стромы в развитии PDAC и современное состояние ис-
следований, направленных на создание новых терапевтических стратегий стромальной абляции и ремоде-
лирования.
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вой стромы, десмоплазия
DOI: 10.31857/S0041377122010096

Метастатическая протоковая аденокарцинома
поджелудочной железы (PDAC) является одной из
наиболее летальных солидных опухолей, несмотря
на использование традиционных схем химиотера-
пии. PDAC составляет ~95% случаев рака поджелу-
дочной железы (Hidalgo, 2010). Количество смер-
тельных исходов этого заболевания в США оценива-
ется как 45.750 в 2019 (Siegel et al., 2019). Прогресс в
терапии рака поджелудочной железы остается весь-
ма незначительным, и по прогнозам PDAC станет в
западных странах второй ведущей причиной смерт-
ности от рака в течение следующего десятилетия
(Rahib et al., 2014). Симптомы заболевания часто не-
специфичны, а это означает, что заболевание часто
обнаруживается на поздних стадиях. Традиционная
цитотоксическая химиотерапия представляет собой

современный стандарт лечения прогрессирующего
или метастатического PDAC и обеспечивает только
месяцы продления жизни (Von Hoff et al., 2013; Con-
roy et al., 2011). Новые подходы к исследованию гене-
тических и эпигенетических изменений, опухолево-
стромальных взаимосвязей и идентификации био-
маркеров раннего обнаружения заболевания до на-
стоящего момента не обеспечили резкого изменения
общей выживаемости больных PDAC (Kleeff et al.,
2016). Более того, в период с 2011 по 2015 г. было за-
регистрировано увеличение смертности пациентов с
PDAC на 0.3% (Siegel et al., 2018), а пожизненные шан-
сы развития составляют примерно 1 из 64 человек.

Морфологически развитие PDAC начинается с
так называемой интраэпителиальной неоплазии
поджелудочной железы (Ho et al., 2020), и развивает-
ся с увеличением гистологической стадии вплоть до
превращения в инвазивную аденокарциному. Раз-
витие опухоли приводит к изменению тканевой
стромы. Стромальная перестройка является распро-
страненным явлением, например при заживлении
раны, в случае которого активированные миофиб-
робласты подвергаются апоптозу после полного за-
живления ткани (Rybinski et al., 2014). Однако при

Принятые сокращения: ВКМ – внеклеточный матрикс; ЭМП –
эпителиально-мезенхимальный переход; ММП – матриксные
металлопротеиназы; МОО – микроокружение опухоли; CAFs –
ассоциированные с опухолью фибробласты; PDAC – протоко-
вая аденокарцинома поджелудочной железы; PEGPH20 –
синтетическая модифицированная фрагментами полиэтилен-
гликоля форма гиалуронидазы, PSCs – звездчатые клетки
поджелудочной железы; α-SMA – α-гладкомышечный актин.
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раке активированные миофибробласты не элимини-
руются, и злокачественная опухоль прогрессирует
до стадии, на которой строма изменяется так, что са-
ма начинает вносить вклад в прогрессирование но-
вообразования (Malik et al., 2015). Основной харак-
теристикой нетрансформированной тканевой стро-
мы является способность обеспечивать
гомеостатический ответ на травму с помощью ее им-
мунных, сосудистых и соединительнотканных ком-
понентов. Развитие опухоли нарушает гомеостаз, в
результате чего создается благоприятное для роста
микроокружение опухоли (МОО) (Foster et al., 2018).
Именно МОО является важным фактором, лежа-
щим в основе резистентности PDAC к лечению.

МОО представлено плотной матрицей, состоя-
щей из коллагена, гидрофильного гликозаминогли-
кана гиалуроновой кислоты (известной также как
гиалуронан), фибронектинов, протеогликанов и со-
держит стромальные и иммунные клетки. Считает-
ся, что микроокружение многих солидных опухолей
обладает повышенным интерстициальным давлени-
ем, которое не только разрушает кровеносные сосу-
ды, но и физически ограничивает перфузию цито-
токсических препаратов в опухолевые клетки. Гиа-
луронан, содержание которого повышено в МОО
аденокарциномы PDAC, может быть быстро разру-
шен (переварен) гиалуронидазой (Toole, Slomiany,
2008). На животных моделях было показано, что ги-
алуронидаза деградирует гиалуронан, и это приво-
дит к снижению интерстициального давления опухо-
ли, повторному расширению микроциркуляторного
русла, увеличению концентрации внутри опухоли хи-
миотерапевтических средств, задержке роста опухоли
и продлению жизни (Provenzano et al., 2012).

В качестве терапевтического промотора, моди-
фицирующего строму опухоли, дополняющего при-
меняемые цитостатики и облегчающие их доставку к
клеткам опухоли поджелудочной железы, была
предложена пегилированная (то есть модифициро-
ванная фрагментами полиэтиленгликоля) форма ре-
комбинантной гиалуронидазы человека (PEGPH20).
Она обладает более длинным периодом полураспа-
да, чем природные гиалуронидазы. Таргетирование
опухолево-стромальных связей в МОО является
перспективной терапевтической стратегией направ-
ленной против прогрессирования и метастазирова-
ния рака поджелудочной железы.

В небольшом обзоре мы опишем современное
представление о роли активированных клеток опу-
холевой стромы в развитиии PDAC и современное
состояние исследований, направленных на создание
новых терапевтических стратегий стромальной аб-
ляции и ремоделирования стромы.

ВНЕКЛЕТОЧНЫЙ МАТРИКС PDAC

Недавно разработанные стратегии лечения PDAC
делали акцент на попытках ремоделирования стро-

мы с целью облегчить распределение системных
агентов в МОО. Строма опухоли включает такие
компоненты, как клетки сосудистой системы, фиб-
робласты, иммунные клетки и внеклеточный мат-
рикс (ВКМ) (Brekken et al., 2000; Jacobetz et al., 2013).
ВКМ – это физическая и биохимическая структура,
которая регулирует трехмерную организацию и
функцию клеток в данной ткани. Уникальная архи-
тектура и четкий биохимический состав ВКМ на-
правляет матриксно-клеточные взаимодействия в
основном через клеточные рецепторы специфиче-
ских белков ВКМ (Geiger, Yamada, 2011). Архитекту-
ра ВКM также обеспечивает определяющее физиче-
ское руководство во время туморогенеза, влияя на
миграцию клеток, инвазию и метастазирование
(Provenzano et al., 2008; Goetz et al., 2011). ВКМ био-
химически и структурно существует в двух различ-
ных формах: базальная мембрана и интерстициаль-
ный (стромальный) ВКМ. Базальная мембрана –
листовидная структура – расположена на базальной
поверхности большинства эпителиальных и эндоте-
лиальных монослоев, состоит в основном из лами-
нинов, коллагена IV, энтактина, гепаринсульфатных
протеогликанов и нидогена и служит плотным ба-
рьером, отделяющим эпителий или эндотелий от
нижележащей мезенхимы (Kalluri, 2003).

Основная масса стромального ВКМ продуциру-
ется мезенхимными (т.е. фибробластными) клетка-
ми и богата фибриллярными гликопротеинами, та-
кими как коллагены I и III, а также фибронектином
(Badylak et al., 2009). В нормальных непатологиче-
ских условиях базальная мембрана обеспечивает
апикобазальную полярность эпителия, но при опре-
деленных физиологических состояниях, таких как
заживление и развитие ран, а также при патологиче-
ских нарушениях, таких как рак и хронический фиб-
роз, когда нарушается гомеостатическое равнове-
сие, базальная мембрана часто истончается или де-
градирует (Paszek et al., 2005). В этих условиях
эпителиальные клетки “активируются” и, частично
пройдя через эпителиально-мезенхимный переход,
приобретают способность мигрировать, пересекают
базальную мембрану и вступают в прямой контакт с
интерстициальным ВКМ. Эти мигрирующие акти-
вированные эпителиальные клетки могут вызвать
активацию стромальных клеток непосредственно
или с помощью паракринных сигналов, что приво-
дит к приобретению стромой “праймированного”
или “активированного” состояния. Накапливаются
данные о том, что активированная строма способ-
ствует прогрессированию опухоли (Beacham, Cukier-
man, 2005; Sherman et al., 2014).

Случайное изотропное расположение фибрил-
лярных компонентов ВКМ указывает на “нормаль-
ную” (покоящуюся или гомеостатическую) парен-
химу, тогда как организованное, анизотропное рас-
положение относительно прямых волокон ВКМ
является признаком патологического микроокруже-
ния (Provenzano et al., 2006; Goetz et al., 2011). Такой
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вид расположения фибрилл (прямые (анизотроп-
ные)) наблюдается при фиброзе и в строме, ассоци-
ированной с эпителиальными опухолями (Rybinski
et al., 2014), и свидетельствуют о плохом прогнозе па-
циента. Выровненные стромальные элементы ВКМ
in vivo служат естественными “тропами”, по кото-
рым мигрируют раковые клетки (Condeelis, Segall,
2003; Provenzano et al., 2006). Изменения, заключаю-
щиеся в выравнивании структурных коллагеновых
волокон, связанные с туморогенезом, называют
опухоль-ассоциированными коллагеновыми сигна-
турами, которые можно визуализировать in vivo с по-
мощью генерации второй гармоники поляризованно-
го света (Conklin et al., 2011). Линеаризацию и парал-
лельное выравнивание фибрилл ВКМ наблюдали
также in vitro, когда для получения ВКМ использовали
фибробласты, выделенные из опухолевых тканей
(Amatangelo et al., 2005; Lee et al., 2011).

Ассоциированные с опухолью фибробласты
(CAFs), являются основными производителями ин-
терстициального ВКМ. Опухолевые клетки и акти-
вированные стромальные клетки могут регулиро-
вать выравнивание фибрилл матрикса, высвобождая
все большее количество протеаз и вспомогательных
факторов роста, которые вызывают изменения в
ВКМ (Cukierman, Bassi, 2010; Goetz et al., 2011). Спе-
цифический ВКМ, синтезируемый CAFs, как прави-
ло, содержит высокие уровни коллагена I и онкофе-
тальных сплайсинговых вариантов фибронектина,
таких как ED-A, а также множество матриксных
клеточных белков, таких как периостин (Cirri,
Chiarugi, 2011).

PDAC характеризуются устойчивым фибро-вос-
палительным ответом. Эта десмопластическая реак-
ция генерирует необычайно высокое давление ин-
терстициальной жидкости и индуцирует сосудистый
коллапс, представляя при этом существенную пре-
граду для перфузии, диффузии и конвекции мелко-
молекулярных терапевтических средств. Ряд авторов
идентифицируют гиалуронан, как первичный матрич-
ный детерминант этого барьера (Provenzano et al.,
2012). Повышение уровня специфических компо-
нентов ВКМ происходит при различных подтипах
рака и может быть использовано в качестве прогно-
стического показателя. Например, повышенная сек-
реция гиалуронана активированными фибробласта-
ми обычно наблюдается при раке поджелудочной
железы и, как известно, способствует росту опухоли
(Kultti et al., 2014).

РОЛЬ АКТИВИРОВАННЫХ КЛЕТОК СТРОМЫ 
В РАЗВИТИИ PDAC

После десятилетий исследований эпителиально-
го и стромального компонентов опухоли стало ясно,
что плотная фиброзная строма играет активную роль
в процессе развития PDAC. Перекрестные взаимо-
связи между опухолевыми и стромальными компо-
нентами очень сложны, и фактическая функция

плотной стромы, окружающей опухоль, оставалась в
значительной степени неизвестной до тех пор, пока
не стали накапливаться результаты исследований
звездчатых клеток стромы поджелудочной железы
(Apte et al., 1998; Bachem et al., 1998). Известно и опи-
сано участие клеток различных типов МОО в индук-
ции десмопластических реакций в ВКМ при раке
поджелудочной железы. К ним относятся звездчатые
клетки поджелудочной железы (PSCs), ассоцииро-
ванные с раком фибробласты (CAF), эндотелиаль-
ные клетки, иммунные клетки, нервные клетки.
МОО подвержено динамическим изменениям, ко-
торые в совокупности с активностью нескольких он-
когенных сигнальных каскадов приводят к прогрес-
сированию опухоли PDAC (Quail, Joyce, 2013). Стро-
мальные изменения в первую очередь обусловлены
активацией тканерезидентных PSCs, и поэтому имен-
но они рассматриваются как основные клетки, стиму-
лирующие прогресс стромальной активации и про-
грессировании PDAC (Thomas, Radhakrishnan, 2014).

Существование PSCs, для которых характерно
наличие витамин-А-содержащих липидных капель,
в ткани поджелудочной железы было впервые опи-
сано в 1982 г., но попытки их культивировать были
предприняты значительно позже (Watari et al., 1982;
Bachem et al., 1998). Происхождение их остается до
конца не выясненным. К настоящему времени опи-
сано происхождение PSCs из клеток эндодермы, ме-
зодермы, нейро-эктодермы и костного мозга (Wata-
nabe et al., 2009; Yamamoto et al., 2017). Несмотря на
то, что PSCs экспрессируют различные маркеры,
схожие с маркерами стволовых клеток (Lardon et al.,
2002), убедительных функциональных данных, до-
казывающих возможность дифференцировки PSCs
в клетки другого типа поджелудочной железы, нет
(Mato et al., 2009). PSCs способны замещать утрачен-
ные клеточные компоненты фиброзной тканью, ко-
торая необходима для поддержания целостности ор-
гана, но длительная их активация может привести к
избыточному отложению матриксных белков и об-
разованию рубцовой ткани (Phillips et al., 2003;
Bachem et al., 2005).

Покоящиеся или инактивированные PSCs содер-
жат ретинол, и поэтому они жизненно важны для
поддержания тканевого гомеостаза. Интересно, что
поддержание покоящегося фенотипа PSCs зависит
от уровня витамина А, поскольку он ингибирует экс-
прессию α-гладкомышечного актина (α-SMA), кол-
лагена, фибронектина и ламинина (McCarroll et al.,
2006). Покоящиеся PSCs обладают способностью
продуцировать белки ВКМ, такие как десмин, вимен-
тин, и ферменты, разрушающие матрикс, а именно
матриксные металлопротеиназы (ММП). Кроме того,
они обладают способностью продуцировать ткане-
вые ингибиторы ММП (TIMPs); следовательно,
считается, что PSCs играют важную роль в поддер-
жании баланса между образованием и деградацией
матрикса и, следовательно, в поддержании нормаль-
ной архитектуры тканей (Masamune et al., 2009). Од-
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нако многие внешние стимулы приводят к актива-
ции PSCs, которые трансформируются в клетки
миофибробластоподобного фенотипа. Этот феноти-
пический переход коррелирует с функциональными
и морфологическими изменениями. Эти изменения
включают: потерю витамин-А-содержащих липид-
ных капель; повышенную экспрессию α-SMA; уве-
личение выработки коллагена, ламинина, нестина и
фибронектина; снижение выработки десмина и ви-
ментина; увеличение выработки ВКМ; увеличение
ядра; потерю баланса между ММП и TIMPs; секре-
циию различных цитокинов и хемокинов; усиление
миграционного и пролиферативного потенциала
(Apte et al., 2013).

Активированные PSCs приобретают веретенооб-
разный фенотип, напоминающий фибробласты,
проявляя повышенный миграционный и пролифе-
ративный потенциал за счет увеличения продукции
коллагеновых фибрилл и фибронектина. Кроме то-
го, наличие промежуточных филаментных белков
обеспечивает специфические характеристики PSCs,
которые напоминают клетки других типов. Напри-
мер, наличие глиального фиблилярного кислого
белка (GFAP) обеспечивает характеристики астро-
цитов; присутствие десмина напоминает миоциты,
нестина – характеристику нейроэпителиальных ство-
ловых клеток, а виментина – характеризует фибробла-
стов и эндотелиальных клеток (Omary et al., 2004). Ак-
тивированные PSCs могут подвергаться апоптозу
или возвращаться к покою после прекращения по-
вреждения ткани. Таким образом, поскольку фиброз
поджелудочной железы регулируется как качествен-
но, так и количественно персистирующей активаци-
ей PSCs, их можно рассматривать как основного
участника биологических событий, приводящих к
фиброзу.

В поджелудочной железе человека и грызунов ак-
тивированные PSCs обычно обнаруживаются в ме-
стах обширных повреждений, их жизнедеятельность
приводит к усилению выработки цитокинов и хемо-
кинов и создает среду, благоприятную для воспали-
тельной реакции (Kloppel et al., 2004). Внешние сиг-
налы, опосредованные активными формами кисло-
рода, приводят к активации PSCs аутокринными
продуктами, такими как интерлейкины IL-1, IL-6 и
факторы роста PDGF и TGF-β. Активированные
PSCs мигрируют к месту повреждения и в дальней-
шем способствуют выработке аутокринных и пара-
кринных продуктов. Стойкая активация PSCs реор-
ганизует ВКМ и увеличивает десмоплазию (Thomas,
Radhakrishnan, 2020).

Было показано, что 80% объема опухоли PDAC
состоит из десмопластической стромы. Активиро-
ванные PSCs и ассоциированные с раком CAFs явля-
ются основными клеточными компонентами стро-
мы, т.е. окружения PDAC, и их влияние на поведе-
ние опухолевых клеток доказано (Bachem et al.,
2005; Bailey et al., 2008). Подтверждены симбиотиче-

ские отношения между раковыми клетками и PSCs в
стимулировании роста опухоли (Koninger et al.,
2004). Однако как именно активированные PSCs и
десмоплазия усиливают пролиферацию опухолевых
клеток, остается неясным. Считается, что плотная
фиброзная строма, окружающая опухоль, способ-
ствует выживанию опухолевых клеток и предотвра-
щая апоптоз (Vaquero et al., 2003; Suklabaidya et al.,
2018). Это может быть достигнуто путем прямого
взаимодействия опухолевых клеток с белками ВКМ.
Пролиферация опухолевых клеток требует значи-
тельных структурных изменений в МОО, включая
повышенную продукцию компонентов ВКМ, таких
как фибронектин и коллаген (Malik et al., 2015).

Активированные PSC и CAFs в МОО являются ос-
новными движущими силами этих архитектурных из-
менений микроокружения (Moir et al., 2015; Moir et al.,
2018). Другой возможный механизм, с помощью ко-
торого активированные PSCs в МОО способствуют
росту клеток аденокарциномы, заключается в том,
что опухолевые клетки и PSCs продуцируют больше
ММП и других тканевых сериновых протеаз, кото-
рые разрушают белки ВКМ и базальную мембрану, а
это позволяет опухолевым клеткам мигрировать,
инвазировать и метастазировать, как это было по-
стулировано для других опухолей (Liotta, Kohn,
2001). Поскольку фиброз является ранним событием
в процессе развития PDAC, первоначально считали,
что строма, производимая PSCs, защищает от про-
грессирования опухоли. Однако сейчас принято
считать, что взаимодействия опухолевых клеток с
PSCs стромы динамичны, зависят от стадии и кле-
точного контекста. PSCs могут защищать на самой
ранней стадии развития метаплазии, и становиться
очевидно вредными на более поздней стадии (Hama-
da et al., 2012; Wilson et al., 2014).

Работа Шермана с соавторами (Sherman et al.,
2014) иллюстрирует, что транскрипционное ремоде-
лирование стромы опухоли поджелудочной железы
через активацию рецептора витамина D (VDR) в
значительной степени ослабляет способность PSCs
поддерживать рост опухоли. Эта работа описывает
молекулярную стратегию, с помощью которой тран-
скрипционное перепрограммирование опухолевой
стромы обеспечивает химиотерапевтический ответ,
и предлагает витамин D в качестве дополнения к те-
рапии PDAC. Авторы (Sherman et al., 2014) обнару-
жили, что лечение лигандом VDR кальципотриолом
заметно снижает уровень маркеров воспаления и
фиброза при панкреатите и в строме опухоли чело-
века. Другое исследование показало, что индуциро-
ванный ретиноевой кислотой покой PSCs снижает
пролиферацию опухолевых клеток путем регулиро-
вания передачи сигналов Wnt (Froeling et al., 2011).
Основываясь на иммуносупрессивной роли активи-
рованных PSCs, регулирующих миграцию Т-клеток,
пришли к выводу, что эффективным способом про-
тивостоять опухоли может служить изменение
функции PSCs (Ene-Obong et al., 2013).
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Фибробласты (CAFs) наряду с PSCs являются
важнейшим компонентом ассоциированной с опу-
холью стромы (Yoshida, 2020): CAFs способствуют
регуляции ряда этапов, имеющих решающее значе-
ние для злокачественной прогрессии, включая ини-
циацию рака, пролиферацию, инвазию и метастази-
рование, путем выработки различных типов цитоки-
нов, хемокинов, факторов роста и ферментов,
разрушающих матрицу (Kalluri, Zeisberg, 2006;
LeBleu, Kalluri, 2018; Yoshida et al., 2019). CAFs отли-
чаются от своих нормальных аналогов дифференци-
альной экспрессией таких маркеров, как α-SMA, бе-
лок активации фибробластов (FAP), специфичный
для фибробластов белок 1 (FSP1) и рецептор факто-
ра роста тромбоцитов (PDGFR) (Kalluri, Zeisberg,
2006, 2016; LeBleu, Kalluri, 2018; Yoshida et al., 2019).
CAFs изменяют МОО, непосредственно взаимодей-
ствуя с раковыми клетками и регулируя паракрин-
ную сигнализацию с помощью воспалительных цито-
кинов, контролируют иммунный ответ на неоплазию,
депонируют различные компоненты ВКМ, стимули-
руют ангиогенез и обеспечивают основу для метаста-
зирования и инвазии опухоли (LeBleu, Kalluri, 2018).

Однако клеточное происхождение CAFs и меха-
низмы, лежащие в основе перепрограммирования
нормальных фибробластов в CAFs, остаются в зна-
чительной степени неизвестными. Все больше дока-
зательств, которые убедительно свидетельствуют о
гетерогенности CAFs: они выполняют различные
функции, а это значит, что в строме опухоли сосуще-
ствуют как способствующие развитию опухоли
CAFs, так и CAFs, подавляющие ее рост (Ishii et al.,
2016; LeBleu, Kalluri, 2018). В ткани аденокарциномы
PDAC была идентифицирована специфическая суб-
популяция CAFs, которая отличается от миофиб-
робластных CAFs, для которых характерна экспрес-
сия α-SMA. Эти “воспалительные” CAFs экспресси-
руют провоспалительные цитокины, такие как
интерлейкины IL-6 и IL-11, тем самым активируя
JAK-киназу – преобразователь сигналов и активатор
сигнального пути транскрипции STAT (Ohlund et al.,
2017). Поскольку сигнальный каскад, индуцирован-
ный IL-1, активирует JAK/STAT и способствует об-
разованию воспалительных CAFs (Biffi at al., 2019),
сигнальный путь IL-1α является потенциальной те-
рапевтической мишенью для направленного уни-
чтожения клеток и “воспалительных” CAFs в мик-
роокружении опухоли PDAC.

Результаты экспериментов по уничтожению
CAFs, экспрессирующих α-SMA и нацеленных на
десмопластический ответ, индуцированный сиг-
нальным путем Hh (Ozdemir et al., 2014; Rhim et al.,
2014), показали, что 80%-ное истощение популяции
α-SMA-положительных миофибробластов приво-
дит к активированию программы эпителиально-ме-
зенхимального перехода, связанной с увеличением
количества раковых стволовых клеток и повышени-
ем экспрессии факторов транскрипции, связанных с
ЭMП, таких как Snail, Slug и Twist. В клинике более

низкие показатели пропорции CAF в популяции
клеток коррелируют со снижением выживаемости у
пациентов с PDAC (Ozdemir et al., 2014). Использо-
вание мышиной модели PDAC с истощением по
компонентам сигнального пути Shh показало, что
активация Slug и Zeb1 приводит к плохому прогнозу
(Rhim et al., 2014). Недавно показано, что при PDAC
экспрессия ассоциированными с опухолью фиброб-
ластами мефлина (маркера мезенхимных стволовых
клеток), поддерживающего их в недифференциро-
ванном состоянии (Maeda et al., 2016), замедляет
рост опухоли. Выявили обратную корреляцию меж-
ду уровнем α-SMA и экспрессией мефлина в ассоци-
ированных с PDAC фибробластах. Это говорит о
том, что фенотипически CAFs с высоким содержа-
нием мефлина отличаются от CAFs с высоким уров-
нем экспрессии α-SMA, стимулирующих рост опу-
холи.

CAFs также способны облегчать коллективную
миграцию и инвазию клеток путем ремоделирова-
ния ВКМ и создания путей для миграции опухоле-
вых клеток и (или) экспрессии различных кадгери-
нов, которые позволяют клеткам сохранять адгезию,
контролируя переднюю (заднюю) поляризацию ве-
дущих (лидирующих) клеток (Olumi et al., 1999; Gag-
gioli et al., 2007; Labernadie et al., 2017). Физическая
сила межклеточных взаимодействий раковых клеток
и CAFs обеспечивается с помощью гетерофильного
комплекса адгезии, включающего E-кадгерин на
мембране раковых клеток и N-кадгерин на мембра-
не CAFs.

ПОПЫТКИ ИСПОЛЬЗОВАТЬ PEGPH20 
В ТЕРАПЕВТИЧЕСКИХ ЦЕЛЯХ.

ВЗЛЕТЫ И ПАДЕНИЯ

Поскольку было обнаружено, что плотная строма
PDAC ассоциирована с гипоксией и лекарственной
устойчивостью клеток, ожидается, что препараты,
разрушающие строму, могут быть эффективны при
терапии (Kozono et al., 2013; Gonzalez-Villasana et al.,
2014; Pomianowskaet al., 2014).

Как говорилось выше, эффективная доставка ле-
карств к клеткам опухолей поджелудочной железы
является серьезной проблемой. В PDAC плотная
фиброзная строма (образовавшаяся в процессе де-
смоплазии) окружает растущую опухолевую массу,
но может также сжимать опухолевую сосудистую
сеть в микроокружении и увеличивать интерстициаль-
ное давление, препятствуя перфузии и доставке си-
стемных агентов (Provenzano et al., 2012; Thompson et al.,
2010; Singha et al., 2015; Whatcott et al., 2015). Гиалуро-
нан, гидрофильный гликозаминогликан, является ос-
новным компонентом ВКМ и, как было показано, на-
капливается в микроокружения PDAC (Koyama et al.,
2007; Itano et al., 2008; Damodarasamy et al., 2014;
Evanko et al., 2015; Li et al., 2018).



8

ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 1  2022

РЫКОВ и др.

Доклинические и клинические данные указыва-
ют на то, что накопление гиалуронана в МОО связа-
но с агрессивным метастатическим заболеванием,
лекарственной устойчивостью и плохим прогнозом
(Koyama et al., 2007; Damodarasamy et al., 2014; Evan-
ko et al., 2015; Foster et al., 2018; Li et al., 2018). Мета-
болизм гиалуронана динамичен и быстр, а деграда-
ция контролируется в основном гиалуронидазами
(Kielty et al., 1992; Itano et al., 2008).

PEGPH20 – это новая модифицированная фраг-
ментами полиэтиленгликоля форма рекомбинант-
ной гиалуронидаза человека, разработанная в каче-
стве препарата для противоопухолевой терапии в со-
четании с другими системными методами лечения.
PEGPH20 деградирует опухолевый гиалуронан, тем
самым ремоделируя МОО и облегчая доставку цито-
статиков к клеткам опухоли. На моделях PDAС и
других опухолей PEGPH20 демонстрировала проти-
воопухолевую активность и увеличивала эффектив-
ность доставки системных препаратов (Koyama et al.,
2007; Damodarasamy et al., 2014; Willumsen et al., 2014;
Hansen et al., 2016; Kehlet et al., 2016).

Комбинация PEGPH20 и гемцитабина оказалась
хорошо переносима в исследованиях фазы I и проде-
монстрировала обнадеживающие терапевтические
результаты при лечении PDAC с высоким содержа-
нием гиалуронана. Недавно описанные результаты
клинических исследований применения PEGPH20
для лечения пациентов с прогрессирующими солид-
ными опухолями, в том числе раком поджелудочной
железы согласовались с выводами доклинических
исследований, и на основании этого была поддержа-
на следующая стадия клинических исследований
(Willumsen et al., 2013; Bager et al., 2015).

Результаты второй фазы клинических испытаний
экспериментального препарата PEGPH20 были
опубликованы в 2018 г. и продемонстрировали пре-
восходную выживаемость без прогрессирования
опухолей с высоким уровнем HA в группе PEGPH20
(9.2 против 5.2 мес. в группе плацебо) (Hingorani et al.,
2018). В этом исследовании PEGPH20 или плацебо
сочетали либо с Nab-паклитакселом (Nab-paclitaxel)
и гемцитабином (HALO-202), либо с модифициро-
ванным фторурацилом (FU), лейковорином, ирино-
теканом и оксалиплатином (mFOLFIRINOX; South-
west Oncology Group (SWOG) study S1313) (Wang-Gil-
lam, 2019). Результаты исследования HALO-202
возродили энтузиазм в отношении стратегии тарге-
тирования стромы после длительного периода от-
сутствия клинического успеха и проложили путь к
первому рандомизированному исследованию фазы
III, в котором участвовали пациенты только с опухо-
лями PDAC с высоким содержанием гиалуронана
(HA-high; HALO-301; ClinicalTrials.gov идентифика-
тор: NCT02715804). Ванг с коллегами (Wang et al.,
2018), проанализировав результаты испытания
HALO-301, сообщили о значительном улучшении
выживаемости без прогрессирования опухоли в слу-

чае добавления PEGPH20 в качестве усилителя тера-
певтического воздействия цитостатиков.

На фоне описанного выше успеха использования
PEGPH20 в качестве вещества, модифицирующего
строму опухоли, неожиданной стала неудача недав-
них исследований эффективности использования
PEGPH20, примененного совместно с комплексом
лекарственных препаратов mFOLFIRINOX (Ra-
manathan et al., 2019). Выживаемость пациентов в
этих испытаниях была ниже в случае применения
PEGPH20: 7.7 мес. по сравнению с 14.4 мес. в случае
плацебо. Соответственно выживаемость без про-
грессирования опухоли также была ниже (4.3 против
6.2 мес.). Такие результаты в группе с PEGPH20 бы-
ли частично объяснены исследователями более вы-
сокой токсичностью комбинированного воздей-
ствия, которая требовала снижения дозы применяе-
мых терапевтических агентов и общего снижения
времени применения mFOLFIRINOX, что и привело к
снижению эффективности проводимой терапии.

Результаты неудачного использования PEGPH20
в сочетании с mFOLFIRINOX существенно насторо-
жили клиницистов, поставив вопрос о необходимо-
сти создания экспериментальной модели для буду-
щих исследований ремоделирования стромы опухо-
ли. Очевидные расхождения между результатами
доклинических и клинических исследований PDAC
объясняются в частности и тем, что ни одна из суще-
ствующих экспериментальных моделей сама по себе
не является адекватной.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При лечении PDAC вещества, нацеленные на мо-
дификацию стромы, следует рекомендовать к ис-
пользованию с большой осторожностью, учитывая
отрицательные результататы второй фазы клиниче-
ских испытаний действия ингибиторов сигнального
пути Hedgehog (висмодегиба и саредигиба) в сочета-
нии с гемцитабином недавнего рандомизированно-
го исследования (Catenacci et al., 2015; The Olive Lab-
oratory: Clinical trial IPI-926-03. https://www.olivelab.
org/ipi-926-03). Необходимо учитывать, что пере-
программирование опухолевой стромы и увеличе-
ние функционирующей сосудистой сети может и со-
здать окно для терапевтической доставки, и повы-
сить потенциал для распространения опухолевых
клеток по кровотоку.

Действительно, недавняя неудача клинических
исследований терапевтического потенциала инги-
бирования Shh-сигнального пути в комбинации с
гемцитабином при раке поджелудочной железы вы-
явила потенциальные ограничения терапии, на-
правленной на истощение стромы. Было обнаруже-
но, что уменьшение десмоплазии стромы усиливает
рост опухоли и приводит к снижению выживаемости
(Rhim et al., 2014). Эти исследования убедительно
свидетельствуют о том, что вместо стремления



ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 1  2022

РОЛЬ АКТИВИРОВАННЫХ СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК В РАЗВИТИИ ПРОТОКОВОЙ 9

устранить десмоплазию, эффективнее стала бы по-
пытка нормализовать ВКМ, ассоциированный с
опухолью стромы, путем уменьшения его жесткости
или изменения “выровненных” фибрилл ВКМ в
строме опухоли. Хотя концепция использования
нормальной стромы для сдерживания прогрессиро-
вания рака была предложена уже давно, только не-
давно идею восстановления нормальной стромы
стали рассматривать как потенциальную терапевти-
ческую стратегию лечения рака.

В целом, однако, препараты-промоторы остают-
ся перспективным инструментом повышения эф-
фективности существующих или будущих противо-
опухолевых методов лечения. Они представляют
ценность для различных классов эффекторных пре-
паратов как низкомолекулярных цитотоксических,
так и макромолекулярных или нано-препаратов. В
частности, их потенциал может иметь особое значе-
ние для ограничения накопления в гипоксической
нише популяции стволовых опухолевых клеток, ко-
торые, как известно, не восприимчивы к цитотокси-
ческим эффекторным препаратам. Поэтому ожида-
ется, что вспомогательные препараты, усиливающие
действие цитостатиков, займут достойное место в
терапевтическом арсенале борьбы с раком. Напом-
ним в этой связи, что потенциальная терапевтическая
польза ингибирования гиалуроновой кислоты в ком-
плексе с химиопрепаратами достигается, в первую оче-
редь, за счет преодоления стромального барьера для
сенсибилизирующей химиотерапии, а не за счет ее
собственного противоопухолевого эффекта.

В настоящее время при лечении PDAC применя-
ются три основные стратегии, нацеленные на гиалу-
ронан, описанные Сато с коллегами (Sato at al.,
2016): 1) ингибирование синтеза гиалуронана, 2) бло-
кирование передачи сигналов рецепторов гиалуронана
и 3) истощение стромального гиалуронана в сочета-
нии с химиотерапией. В дополнение к этим страте-
гиям могут существовать и другие потенциальные
стратегии таргетирования гиалуронана для лечения
PDAC. Например, ингибирование деградации, а
также синтеза гиалуронана может быть идеальной
стратегией, поскольку накопленные данные свиде-
тельствуют о том, что низкомолекулярная или фраг-
ментированная гиалуроновая кислота, продуцируе-
мая в результате деградации гиалуронидазой, может
вносить вклад в прогрессирование рака (Schmaus et
al., 2014; Wu et al., 2015). Опубликованные исследо-
вания показали противоопухолевое действие инги-
биторов гиалуронидазы при некоторых видах рака
(Benitez et al., 2011; Huang et al., 2014). При безуслов-
ной необходимости дальнейших доклинических и
клинических исследований, контроль количества и
размера гиалуроновой кислоты путем модуляции
процесса ее наработки и деградации остается пер-
спективной терапевтической стратегией для улуч-
шения прогноза такого смертельно опасного заболе-
вания, как PDAC.
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The Role of Activated Stromal Cells in the Development of Pancreatic Ductal 
Adenocarcinoma and Therapeutic Approaches to Stroma Remodeling
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Progress in the treatment of pancreatic cancer remains very small and according to forecasts, PDAC (pancreatic
ductal adenocarcinoma) will become the second leading cause of cancer death in Western countries over the next
decade. Traditional cytotoxic chemotherapy is the modern standard of treatment for metastatic PDAC. The results
of studies of the epithelial and stromal components showed that the dense fibrous stroma of the tumor plays an active
role in the development of PDAC. There is accumulating evidence that the activated stroma contributes to the pro-
gression of the tumor. In a short review, we will describe the current understanding of the role of activated tumor
stroma cells in the development of PDAC and the current state of research aimed at creating new therapeutic strat-
egies for stromal ablation and stroma remodeling.
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Гетерогенная популяция макрофагов в селезенке выполняет разнообразные важные функции. Однако ис-
следования макрофагов селезенки большей частью проведены на экспериментальных моделях. Многое
остается не до конца изученным. В представленном обзоре обобщены данные об особенностях макрофа-
гов разных функциональных зон селезенки у человека и животных. Обсуждается роль макрофагов селе-
зенки в утилизации стареющих эритроцитов, метаболизме железа, иммуногенезе, иммуносупрессии и
элиминации клеток в состоянии апоптоза, фагоцитозе гематогенно распространяющихся патогенов и
участие в этом процессе тафтсина, а также роль селезенки как резервуара моноцитов, участвующих в вос-
палении и регенерации. Предпринята попытка найти данные о возможной роли макрофагов селезенки в
феномене редкости метастатического поражения этого органа. Обсуждаются некоторые важные, но мало-
изученные функциональные аспекты макрофагов селезенки человека и животных.
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Селезенка является важным резервуаром моно-
цитов (Swirski et al., 2009; Laan et al., 2014), участвую-
щих в утилизации эритроцитов, фагоцитозе патоге-
нов, иммуногенезе (Den Haan, Kraal, 2012). Популя-
ционный состав макрофагов в селезенке крайне
разнообразен. В разных морфологических зонах се-
лезенки в зависимости от физиологических условий
и патологических состояний встречаются разные
популяции макрофагов (Den Haan, Kraal, 2012).

В гетерогенной популяции макрофагов селезенки
различают четыре подгруппы, которые заселяют
разные функциональные зоны, микроокружение
которых определяет их разный фенотип и функции.
Макрофаги белой пульпы участвуют в иммуногенезе
на антигены, доставляемые кровью; две популяции
макрофагов маргинальной зоны ответственны за
преемственность врожденного и адаптивного имму-
ногенеза; с макрофагами красной пульпы связан фа-

гоцитоз эритроцитов и метаболизм железа (A-Gon-
zalez, Castrillo, 2018).

Макрофаги селезенки имеют двойственное про-
исхождение. Одни из них являются потомками ство-
ловых клеток костного мозга, другие – резидентных
клеток. Ранее считалось, что тканевые резидентные
макрофаги в основном дифференцируются из цир-
кулирующих моноцитов. Однако многочисленные
исследования показывают, что резидентные макро-
фаги селезенки имеют местное происхождение. По-
пуляция резидентных макрофагов может поддержи-
ваться независимо от гемопоэтических стволовых
(ГС) клеток и от циркулирующих моноцитов и обла-
дает способностью к самообновлению (Schulz et al.,
2012; Hashimoto et al., 2013; Yona et al., 2013).

Несмотря на уникальность селезенки, как органа,
в котором многочисленные субпопуляции макрофа-
гов выполняют разные функции in situ, а также как
резервуара недифференцированных моноцитов –
источников макрофагов в очагах воспаления и репа-
ративной регенерации, многое остается недостаточ-
но изученным. То, что известно о макрофагальной
системе селезенки, большей частью исследовано на
животных. Кроме этого, нужно признать, что не все-

Принятые сокращения: ГС-клетки – гемопоэтические стволо-
вые клетки; ГСП-клетки – ГС и прогениторные клетки;
MDSCs – клетки-супрессоры миелоидного происхождения;
M-CSF – макрофагальный колониестимулирующий фактор;
VCAM-1 – молекула клеточной адгезии сосудов-1.

УДК 616.411-006:612.017.1
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ми понимается роль селезенки. Видимо, этим мож-
но объяснить, что спленэктомия, как и аппендэкто-
мия, считается многими вмешательством, не имею-
щим серьезных последствий. Некоторые функции
макрофагов селезенки человека и животных, по-ви-
димому, уникальны. Нет четкого понимания, какова
роль макрофагальной системы селезенки в феноме-
не крайней редкости ее метастатического пораже-
ния при злокачественных новообразованиях. Насто-
ящий обзор посвящен анализу всех этих вопросов.

СУБПОПУЛЯЦИИ МАКРОФАГОВ СЕЛЕЗЕНКИ
Макрофаги красной пульпы селезенки. Нет едино-

го мнения о происхождении макрофагов красной
пульпы. Исследование Хашимото и сотрудников
(Hashimoto et al., 2013) демонстрирует, что их чис-
ленность у мышей регулируется путем локальной
пролиферации. Другие авторы (Schulz et al., 2012)
показали, что макрофаги красной пульпы селезен-
ки, как и многие резидентные популяции макрофа-
гов легких, печени, головного мозга, брюшины,
костного мозга, появляются в период эмбриогенеза
из элементов желточного мешка.

Во взрослом организме человека и животных
макрофаги красной пульпы селезенки состоят пре-
имущественно из самообновляющихся популяций
макрофагов эмбрионального происхождения и, в
меньшей степени, возникают путем дифференци-
ровки из моноцитов крови мыши (Lavin et al., 2015;
Yona et al., 2013). Было установлено, что макрофаги
красной пульпы локализуются в ретикулярной сети
фибробластов, которые характеризуются экспресси-
ей генов опухолевого белка Вильмса 1 и колониести-
мулирующего фактора 1. Делеция гена этого фактора в
фибробластах, продуцирующих опухолевый белок
Вильмс 1, вызывает резкое истощение макрофагов в
красной пульпе. К пополнению их популяции приво-
дит рекрутирование моноцитов благодаря продуци-
рованию фибробластами хемоаттрактантов CCL2 и
CCL7 (Bellomo et al., 2020).

Резидентные макрофаги красной пульпы отлича-
ются от макрофагов селезенки, происходящих из
моноцитов крови, по поверхностным рецепторам.
Так, у людей преимущественно экспрессируются
низкоаффинные рецепторы FcγRIIa и FcγRIIIa. В
отличие от макрофагов, происходящих из моноци-
тов крови, резидентные макрофаги красной пульпы
не экспрессируют FcγRIIb, однако экспрессируют
очень низкие уровни высокоаффинного рецептора
FcγRI. Экспрессия этого рецептора может быть ин-
дуцирована в условиях воспаления (Nagelkerke et al.,
2018).

Макрофаги красной пульпы у мышей характери-
зуются фенотипом F4/80сhighCD68+Integrin-αM-
CD11blow/– (Kohyama et al., 2009). Макрофаги крас-
ной пульпы с фенотипом F4/80+, CD206+ осуществ-

ляют клиренс стареющих эритроцитов и полиморф-
ноядерных лейкоцитов, а также метаболизм железа
(Gordon, Plüddemann, 2017).

Как у мышей, так и у людей существуют макрофа-
ги, экспрессирующие SIRPα. Взаимодействие этого
рецептора с CD47 на функционально полноценных
эритроцитах ингибирует фагоцитоз последних, но
на стареющих, наоборот, приводит к их фагоцитозу
(Burger et al., 2012).

Полагают, что именно макрофаги красной пуль-
пы селезенки способны к фагоцитозу IgG-опсони-
зированных эритроцитов через FcγRs ex vivo. Они яв-
ляются наиболее распространенными макрофагами
в селезенке. Было продемонстрированно, что все
макрофаги красной пульпы, кроме макрофагов с
FcγRIIb, участвуют в фагоцитозе IgG-опсонизиро-
ванных клеток крови (Nagelkerke et al., 2018).

Гомеостаз железа может играть роль в развитии
макрофагов. CD163-экспрессирующие макрофаги,
являющиеся самой распространенной популяцией,
участвуют в фагоцитозе старых эритроцитов и про-
дуктов метаболизма железа (Kristiansen et al., 2001).
Свободный гем индуцирует транскрипционный
фактор Spi-C, от которого зависит развитие макро-
фагов красной пульпы (Haldar et al., 2014; Gordon,
Plüddemann, 2017).

Важно отметить, что функция макрофагов крас-
ной пульпы зависит от цитокинов. Классические
макрофаги M1 обладают способностью накапливать
железо. Это поддерживает популяцию этих клеток в
провоспалительных реакциях. С другой стороны,
альтернативные M2-макрофаги имеют повышен-
ную способность высвобождать железо, а повышен-
ная доступность железа в микроокружении, по-ви-
димому, способствует ремоделированию ткани (Re-
calcati et al., 2012).

Резервные моноциты красной пульпы селезенки.
Моноциты крови, проникая в разные ткани, диффе-
ренцируются либо в макрофаги, либо в дендритные
клетки. Подобные процессы происходят и в разных
зонах селезенки. Однако в определенной степени се-
лезенка – исключение из общего правила, посколь-
ку является резервуаром недифференцированных
моноцитов, которые располагаются в субкапсуляр-
ной зоне красной пульпы. Причем, как считают, их
количество в селезенке превышает число в циркули-
рующей крови. Полагают, что моноциты, рекрути-
рованные из селезенки, участвуют в регуляции вос-
паления и регенерации. В популяции моноцитов се-
лезенки мышей клеток с фенотипом Ly-6Chigh больше,
чем Ly-6Clow. Обе субпопуляции обладают фагоцитар-
ной активностью и способны in vitro дифференци-
роваться в макрофаги или дендритные клетки
(Swirski et al., 2009). IL-1β и фактор стволовых кле-
ток увеличивают количество резидентных моноци-
тов в селезенке (Dutta et al., 2015).
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Участие макрофагов красной пульпы селезенки в
экстрамедуллярном кроветворении. От лиганда
VCAM-1 (молекулы клеточной адгезии сосудов-1),
который экспрессируется макрофагами селезенки,
зависит удержание ГС-клеток, а также ГС и проге-
ниторных (ГСП) клеток в кроветворной ткани кост-
ного мозга и селезенки. Так, в экспериментах на мы-
шах макрофаги, экспрессирующие VCAM-1, удер-
живают ГС-клетки в красной пульпе селезенки, чем
способствуют экстрамедуллярному кроветворению.
Подавление VCAM-1 обуславливает выход ГС-кле-
ток из селезенки. Предполагают, что формирование
гемопоэтических ниш селезенки зависит от M-CSF
(макрофагального колониестимулирующего факто-
ра). Его ингибирование избирательно снижало уро-
вень VCAM-1 в селезенке. В свою очередь, подавле-
ние экспрессии макрофагального VCAM-1 снижает
количество ГСП-клеток в селезенке. Снижению
экстрамедуллярного кроветворения в селезенке и
высвобождению ГС-клеток из селезенки способ-
ствуют нарушение созревания макрофагов из-за су-
прессии РНК in vivo, истощение макрофагов селезен-
ки и подавление VCAM-1 в макрофагах. Это доказыва-
ет важную роль экспрессии VCAM-1 макрофагами
селезенки в экстрамедуллярном кроветворении
(Dutta et al., 2015).

Ингибиция фагоцитоза ГСП-клеток макрофага-
ми обеспечивается взаимодействием сигнального
регуляторного белка α (SIRPα), который экспресси-
руется на CD47-положительных (сигнал “не ешь ме-
ня”) фагоцитах. На ГСП-клетках экспрессия этого
маркера активируется непосредственно во время
миграции на периферию (Jaiswal et al., 2009).

Макрофаги белой пульпы селезенки. Лимфоидные
фолликулы со светлыми центрами и периартериаль-
ные лимфоидные муфты представляют белую пуль-
пу селезенки. Вместе с маргинальной зоной фолли-
кулов белая пульпа составляет, по сути, лимфоидный
орган, ответственный за иммуногенез, инициирован-
ный антигенами, распространяемыми кровотоком.
Макрофаги белой пульпы с фенотипом F4/80−, CD68+

осуществляют клиренс апоптотических В- и Т-лимфо-
цитов (Gordon, Plüddemann, 2017). Это происходит
каждый раз, когда завершается иммуногенез в ответ
на один антиген и инициируется новый иммуноге-
нез на другой антиген. Морфологическим проявле-
нием этого процесса являются макрофаги в светлых
центрах лимфоидных фолликулов с наличием в ци-
топлазме апоптических телец.

Макрофаги маргинальной и перифолликулярной
зон селезенки. Популяция макрофагов маргиналь-
ной зоны гетерогенна. Часть клеток характеризуется
экспрессией рецептора MARCO и лектинового ре-
цептора SIGN-R1. Другая часть популяции экспрес-
сируют MARCO, но не экспрессирует SIGN-R1 (Pir-
gova et al., 2020). Полагают, что клетки с фенотипом
MARCO+SIGN-R1− располагаются в наружной мар-

гинальной зоне (Gordon, Plüddemann, 2017; Pirgova
et al., 2020). Макрофаги, экспрессирующие SIGN-
R1, связаны с функциональным состоянием В-лим-
фоцитов герминальной зоны (Pirgova et al., 2020).
Макрофаги маргинальной зоны играют централь-
ную роль в фагоцитозе апоптотических клеток. Бла-
годаря этому уменьшается вероятность развития
аутоиммунного ответа на аутоантигены (McGaha
et al., 2011).

Кроме собственно маргинальной зоны описыва-
ется наружная маргинальная зона (Gordon, Plüdde-
mann, 2017). По-видимому, это морфофункциональ-
ная зона, которая в других работах обозначается как
“перифолликулярная” и располагается между мар-
гинальной зоной и красной пульпой (Steiniger et al.,
2001). Перифолликулярная зона содержит покрытые
оболочкой капилляры и заполненные кровью про-
странства без эндотелиальной выстилки (Steiniger et
al., 2001). Большая часть макрофагов капиллярной
оболочки перифолликулярной зоны имеет фенотип
CD163−CD68+, что отличает их от большинства мак-
рофагов красной пульпы. В отличие от макрофагов
капиллярной оболочки красной пульпы, макрофаги
перифолликулярной зоны экспрессируют CD169
(Steiniger et al., 2014).

Макрофаги CD169+ известны как металлофиль-
ные макрофаги маргинальной зоны. Происхожде-
ние CD169+-макрофагов до конца непонятно. Счи-
тают, что они не происходят из предшественников
желточного мешка. Для генерации макрофагов
CD169+ необходимо присутствие В-клеток. Восста-
новление популяции этих макрофагов после исто-
щения происходит за счет моноцитов. Полагают, что
макрофаги маргинальной зоны, содержащие анти-
ген CD169+, участвуют в индукции как иммунных
ответов, так и толерантности. Одной из функций
макрофагов CD169+ является поглощение экзосом
(Grabowska et al., 2018). Например, установлено, что
экзосомы, источником которых являлась меланома
B16F10, обнаруживаются в CD169+-макрофагах, дре-
нирующих лимфатические узлы (Pucci et al., 2016).

Макрофаги маргинальной и перифолликулярной
зон с фенотипом CD169+ осуществляют клиренс
микроорганизмов, антигенов, полисахаридов (Gor-
don, Plüddemann, 2017).

УЧАСТИЕ МАКРОФАГОВ КРАСНОЙ ПУЛЬПЫ 
СЕЛЕЗЕНКИ В РЕГУЛЯЦИИ 

ИММУННОГО ОТВЕТА
Макрофаги разных функциональных зон селе-

зенки участвуют в индукции как адаптивного имму-
ногенеза, так и толерантности.

Дендритные клетки селезенки. Дендритные клетки
селезенки происходят из ГС-клеток костного мозга
и специализируются на презентации антигена. По-
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мимо продуцирующих интерферон плазмоцитоид-
ных дендритных клеток, селезенка содержит еще два
классических подмножества дендритных клеток:
1) CD8α+CD11b−, ответственных за утилизацию
апоптотических клеток и перекрестную презента-
цию антигенов CD8+ Т-клеткам, и 2) CD8α−CD11b+,
преимущественно обнаруживаемых в красной пуль-
пе и маргинальной зоне, которые экспрессируют ос-
новные компоненты главного комплекса гистосов-
местимости и представляют антигены CD4+ T-клет-
кам (Dudziak et al., 2007; Sancho et al., 2009). Клиренс
клеток в состоянии апоптоза, включая дендритные
клетки CD8α+, играет важную роль в индукции ауто-
толерантности (Miyake et al., 2007).

Механизмы, которые определяют фенотипиче-
скую и функциональную гетерогенность дендрит-
ных клеток селезенки, затрагивают несколько моле-
кулярных путей. К ним относится передача сигналов
лимфотоксина-бета, Notch2, RARβ и EBI2. Переда-
ча сигналов рецепторами лимфотоксина-бета спо-
собствует генерации и поддержанию популяции
дендритных клеток (Kabashima et al., 2005). Передача
сигналов рецептора Notch2 контролирует диффе-
ренцировку подмножества CD8α−CD11b+-дендрит-
ных клеток селезенки. Эти клетки экспрессируют
ESAM (endothelial cell-selective adhesion molecule).
Дендритные клетки EsamhiCD8α−CD11b+ специализи-
руются на праймировании CD4+-T-клеток (Lewis et al.,
2011). Было обнаружено, что дендритные клетки се-
лезенки различаются по экспрессии EBI2 (GPR183),
от которого зависит их локализация (Gatto et al.,
2013).

Макрофаги селезенки могут оказывать иммунно-
супрессорные и толерогенные эффекты. Популяция
клеток-супрессоров миелоидного происхождения
(MDSCs) характеризуется фенотипом CD11b+Gr1+,
экспрессией иммуносупрессивных ферментов, та-
ких как аргиназа-1 и индуцибельная синтаза оксида
азота, продукцией активных форм кислорода, инги-
бированием пролиферации T-клеток и продукции
интерферона IFN-γ, а также подавлением активно-
сти противоопухолевых T-клеток в естественных усло-
виях. Полный спектр подавляющих функций клетки
MDSCs могут приобретать не в селезенке, а при рекру-
тировании в очаги воспаления (Haverkamp et al., 2011).

MDSCs с фенотипом CD11b+Gr1+F4/80−CD11c−

могут накапливаться в селезенке людей в процессе
канцерогенеза плоскоклеточного рака кожи (Gabri-
lovich et al., 2012).

Макрофаги красной пульпы с фенотипом
F4/80hiMac-1low могут предотвращать аутоиммунные
реакции, продуцируя противовоспалительные цито-
кины, такие как TGF-β и IL-10. Они способны сдер-
живать чрезмерный иммунный ответ, индуцируя об-
разование Treg-лимфоцитов (Kurotaki et al., 2011).

Полагают, что содержащие антиген CD169+ мак-
рофаги маргинальной зоны взаимодействуют с
дендритными клетками, что играет роль в индукции
как иммунных ответов, так и толерантности
(Grabowska et al., 2018). Фагоцитоз CD169+-макро-
фагами клеток в состоянии апоптоза приводит к
экспрессии хемокина CCL22. Это вызывает мигра-
цию и активацию FoxP3+-Treg и дендритных клеток.
Авторы полагают, что макрофаги, экспрессирую-
щие CCL22, координируют клеточные взаимодей-
ствия, необходимые для развития толерантности,
индуцируемой апоптотическими клетками (Ravis-
hankar et al., 2014).

МАКРОФАГИ СЕЛЕЗЕНКИ 
И ИНФЕКЦИОННЫЙ ПРОЦЕСС

Макрофаги селезенки обладают двумя основны-
ми протективными свойствами во время инфекций,
возбудители которых передаются через кровь. Пер-
вым и наиболее хорошо изученным является фаго-
цитоз и устранение патогенных микроорганизмов из
кровотока. Однако помимо задачи устранения пато-
генов, распространяющихся через кровь, макрофаги
селезенки могут играть важную роль в активации
иммунной системы. Для выполнения этих функций
они снабжены большим количеством рецепторов
распознавания патогенов. Они распознают молеку-
лы, связанные с патогенами, и молекулы, связанные
с повреждениями. Связывание Toll-подобных ре-
цепторов макрофагов селезенки с молекулами пато-
генов или молекулами, возникающими при повре-
ждении, приводит к секреции ими провоспалитель-
ных цитокинов. В результате макрофаги селезенки
становятся источником провоспалительных цито-
кинов (Den Haan, Kraal, 2012).

Функциональные особенности макрофагов крас-
ной пульпы селезенки способствуют борьбе с много-
численными патогенами, передающимися через
кровь. Например, макрофаги красной пульпы могут
распознавать капсульный полисахарид глюкуронок-
силоманнан из Cryptococcus neoforman и впослед-
ствии фагоцитировать бактерии (De Jesus et al.,
2008). Макрофаги красной пульпы мышей с феноти-
пом SIGNR1− эффективно фагоцитируют Streptococ-
cus pneumonia (Kirby et al., 2009). Однако макрофаги
красной пульпы не эффективны при внутриклеточ-
ном росте Salmonella typhimurium (Salcedo et al., 2001).
Макрофаги красной пульпы также участвуют в раз-
витии малярии. При экспериментальной инфекции
Plasmodium yoelii ремоделирование селезенки спо-
собствует прикреплению инфицированных эритроци-
тов к эндотелию сосудов и, как следствие, позволяет
паразитам миновать фагоциты (Martin-Jaular et al.,
2011).

Интересно, что часть фагоцитов положительны
по F4/80 и CD11c. Этот фенотип является общим для
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макрофагов красной пульпы и дендритных клеток.
Эта популяция клеток участвует в уничтожении па-
разитов Plasmodium chabaudi на ранней стадии, но на
пике паразитемии она резко уменьшается (Borges da
Silva et al., 2015).

Макрофаги красной пульпы могут экспрессиро-
вать CXCR3- и (или) CCR5-связывающие хемокины
по механизму, подобному тому, который наблюда-
ется при раннем кандидозе. Рецепторы CXCR3 и
CCR5 являются основными хемокиновыми рецеп-
торами с повышенной активностью в CD4+-Т-клет-
ках селезенки во время острой стадии малярии (Gw-
yer Findlay et al., 2013).

Макрофаги маргинальной и перифолликулярной
зон и красной пульпы, экспрессирующие CD169,
участвуют в контроле распространения вирусов и
бактерий. В частности это касается листерий (Perez
et al., 2017; Grabowska et al., 2018).

Все макрофаги, экспрессирующие рецепторы к
Fc-фрагменту любого варианта иммуноглобулинов
(IgG), имеют и рецептор к олигопептиду тафтсину.
Тафтсин является частью СН-домена Fc-фрагмента
тяжелой цепи IgG. В процессе фагоцитоза комплек-
са патоген–IgG происходит ферментативное отде-
ление тафтсина от Fc-фрагмента, который соединя-
ется со своим рецептором. Далее происходит интер-
нализация комплекса тафтсин–рецептор вместе с
комплексом патоген–IgG. Благодаря способности
тафтсина стимулировать образование макрофагами
супероксидного и нитроксильных радикалов фаго-
цитоз становится завершенным. Роль селезенки за-
ключается в том, что освобождение тафтсина проис-
ходит при участии двух ферментов. Один из них
тафтсинэндокарбоксипептидаза образуется только в
селезенке. Важность роли тафтсина в завершенно-
сти фагоцитоза демонстрируется развитием тафтси-
новой недостаточности у спленэктомированных жи-
вотных и людей. У них возникают инфекции после
спленэктомии, возбудителями которых являются
капсульные бактерии (Одинцов и др., 2002; Перель-
мутер и др., 2004).

РОЛЬ МОНОЦИТОВ (МАКРОФАГОВ) 
СЕЛЕЗЕНКИ ПРИ ПАТОЛОГИИ

Некоторые заболевания вызывают рекрутирова-
ние моноцитов как из костного мозга, так и из селе-
зенки. Механизмы высвобождения моноцитов из
этих органов различны. Миграция моноцитов кост-
ного мозга зависит от передачи сигналов CCR2, тогда
как рекрутирование моноцитов из селезенки происхо-
дит благодаря взаимодействию ангиотензина-2 с ре-
цептором на резервных моноцитах (Swirski et al., 2009).

Макрофаги селезенки и цирроз печени. Предпола-
гают, что вклад селезенки в развитие цирроза печени
связан со стимуляцией фиброгенеза и ингибировани-
ем регенерации. Авторы предполагают, что моноциты

селезенки, наряду с Т-клетками, могут способствовать
патологическим изменениям в печени (Li et al., 2017).
Было продемонстрировано, что спленэктомия спо-
собствует регенерации печени у животных и пациен-
тов с циррозом печени (Yamada et al., 2016). Как по-
лагают, это происходит при участии фактора
TNF-α, источником которого являются макрофаги
селезенки (Murata et al., 2001). В исследовании Ли и
сотрудников (Lee et al., 2015) использовали крыс, пе-
ренесших 70%-ю гепатэктомию со спленэктомией
или без таковой. Было установлено, что после спле-
нэктомии происходило снижение уровня TGF-β1 и
повышение уровня фактора роста гепатоцитов в во-
ротной вене, что приводило к улучшению регенера-
ции печени.

Макрофаги селезенки и инфаркт миокарда. Репа-
рация зоны инфаркта миокарда, как и заживление
повреждений других тканей, происходит в три фазы:
воспалительная, пролиферативная и фаза созрева-
ния, при которой происходит ремоделирование со-
единительной ткани. При инфаркте миокарда разви-
вается демаркационное воспаление, которое является
основой для неполной регенерации – замещения не-
кротизированных кардиомиоцитов соединительной
тканью.

Основным источником циркулирующих моно-
цитов после острого инфаркта миокарда является
селезеночный резервуар. Эти клетки генерируются
как за счет клеток из костного мозга, так и за счет
местного моноцитопоэза (Swirski et al., 2009; Leus-
chner et al., 2012; Ismahil et al., 2014).

Мобилизация моноцитов в зону инфаркта – одно
из проявлений этого процесса. В эксперименте на
мышах показано, что моноциты селезенки инфиль-
трируют зону инфаркта миокарда. Рекрутирование
резервных моноцитов из селезенки происходит за
счет увеличения концентрации ангиотензина-2
(Swirski et al., 2009; Honold, Nahrendorf, 2018). Вы-
свобождение моноцитов селезенки, как было пока-
зано, зависит от рецептора ангиотензина-2 типа 1a,
и нокаут этого рецептора снижает как количество
циркулирующих моноцитов, так и моноцитов в зоне
инфаркта миокарда (Swirski et al., 2009).

После инфаркта миокарда у мышей в крови в
большем количестве циркулируют ГСП-клетки
костного мозга, активируя гемопоэз в селезенке
(Dutta et al., 2012). Увеличение количества гемопоэ-
тических и эндотелиальных клеток-предшественни-
ков в крови людей происходит в раннюю фазу ин-
фаркта миокарда (Massa et al., 2005; Assmus et al.,
2012). Прижизненная микроскопия показывает, что
источником моноцитов в зоне инфаркта сначала яв-
ляется сосудистое русло, а затем селезеночный ре-
зервуар. Моноциты, экспрессирующие антиген Ly-
6Chigh у мышей освобождаются из костного мозга и
селезенки и рекрутируются в участки повреждения
ткани с участием хемокинового рецептора CCR2
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(Peet et al., 2020). Рекрутирование моноцитов в зону
инфаркта начинается уже через 15–30 мин после
острого нарушения кровотока в сердце (Jung et al.,
2013; Peet et al., 2020). Моноциты селезенки, избира-
тельно накапливающиеся при инфаркте миокарда,
имеют фенотипы Ly-6Chigh и Ly-6Clow. Через 1 сут
после возникновения инфаркта преобладают мо-
ноциты Ly-6Chigh, а Ly-6Clow доминируют позднее
(Nahrendorf et al., 2007).

Исследование ответа моноцитов после острого
инфаркта миокарда у пациентов показало, что в вос-
палительную фазу репарации в пограничной зоне
инфаркта преобладают моноциты с фенотипом
CD14+CD16−. В пролиферативную фазу в грануля-
ционной ткани, замещающей центр инфаркта, пре-
имущественно встречаются моноциты CD14+CD16+

(Laan et al., 2014). Получены факты, свидетельствую-
щие о том, что источником моноцитов, инфильтри-
рующих инфаркт миокарда, является селезенка
(Laan et al., 2014; Peet et al., 2020).

В ранней фазе регенерации, на 2–3 сут после ин-
фаркта миокарда, рекрутированные моноциты
(макрофаги) секретируют протеиназы и провоспа-
лительные цитокины (TNF-α, IL-1 и IL-6). Тогда
как в более поздний этап регенерации, на 4–7 сут,
моноциты (макрофаги) становятся источником про-
тивовоспалительных цитокинов IL-10, фактора ро-
ста эндотелия сосудов и TGF-β (Libby et al., 2016).

Активация β2-адренорецептора увеличивала экс-
прессию мРНК IL-10 в селезенке и концентрацию
IL-10 в плазме, что совпадало с уменьшением разме-
ра инфаркта у мышей. Активации β2-адренорецеп-
торов и уменьшения размера инфаркта не происхо-
дило при спленэктомии, что указывает на роль IL-10
селезенки в кардиопротекции (Tian et al., 2018).

Активация селезенки через блуждающие нервы
высвобождает кардиопротективные факторы, кото-
рые уменьшают размер инфаркта. В то же время бо-
лее поздняя активация селезенки за счет активации
симпатической нервной системы и увеличения ан-
гиотензина-2 сначала увеличивает воспалительную
инфильтрацию миокарда, а затем уменьшает ее,
обеспечивая регенерацию миокарда. Поиск кардио-
протективных факторов, которые высвобождаются
из селезенки, все еще продолжается (Heusch, 2019).
Очевидно, что вторая фаза репарации (пролифера-
ции) осуществляется с участием противовоспали-
тельных цитокинов, источником которых являются,
в частности, и макрофаги типа М2.

С селезенкой связано и отрицательное влияние
на состояние миокарда. При воспроизведении на
мышах повреждения миокарда рекрутируемые в
сердце моноциты селезенки не только участвуют в
репарации, но и могут способствовать иммуноопо-
средованному повреждающему воздействию на
миокард. Спленэктомия у мышей с повреждением

сердца приводила к реверсии воспаления и патоло-
гического ремоделирования (Ismahil et al., 2014).

Активность селезенки при остром коронарном
синдроме ассоциирована с активацией показателей,
связанных с воспалением. В свою очередь, актив-
ность селезенки ассоциирована с повышенным
риском повреждения сердечно-сосудистой системы
(Emami et al., 2015).

Макрофаги селезенки и атеросклероз. Было пока-
зано, что клетки ГС и ГСП костного мозга мышей
мигрируют в красную пульпу селезенки, где они про-
лифирируют и дифференцируются в Ly-6Chigh-моно-
циты. Последние мигрируют в атеросклетротические
бляшки, где секретируют провоспалительные цито-
кины, активные формы кислорода, протеазы и пре-
вращаются в пенистые клетки. Это способствует
формированию атеромы (Dutta et al., 2012; Robbins
et al., 2012; Wang et al., 2014). Дифференцировке в се-
лезенке моноцитов Ly-6Chigh способствует гиперхо-
лестеринемия (Kyaw et al., 2011).

Острый инфаркт миокарда увеличивает актив-
ность симпатической нервной системы, следствием
чего является мобилизация клеток-предшественни-
ков из костного мозга. Они мигрируют в селезенку и
увеличивают количество резидентных моноцитов,
способствуя протеолитической дестабилизации ате-
росклеротических бляшек у мышей, нокаутирован-
ных по гену ApoE (Dutta et al., 2012).

МАКРОФАГИ СЕЛЕЗЕНКИ 
И ОПУХОЛЕВЫЙ ПРОЦЕСС

Моноциты резервуара селезенки, мигрируя в
опухоль, становятся опухоль-ассоциированными
макрофагами.

У мышей-опухоленосителей усиливается продук-
ция ангиотензина-2, который приводит к увеличе-
нию в селезенке количества ГС-клеток и предше-
ственников макрофагов (Cortez-Retamozo et al.,
2013). В селезенке мышей с экспериментально вы-
званной аденокарциномой легких было обнаружено
большое количество ГСП-клеток, включая предше-
ственников гранулоцитов (макрофагов). Они фено-
типически и функционально сходны со своими ана-
логами из костного мозга. ГСП-клетки селезенки
дают начало миелоидным клеткам, таким как моно-
циты и нейтрофилы, которые впоследствии мигри-
руют в опухоль и выполняют проопухолевые функ-
ции (Cortez-Retamozo et al., 2012).

Связанные с опухолью макрофаги могут стиму-
лировать рост опухоли и ухудшать выживаемость па-
циентов при разных типах злокачественных новооб-
разований (Qian, Pollard, 2010). Роль селезенки в
этом процессе подтверждается в экспериментах со
спленэктомией. Она уменьшала количество опу-
холь-ассоциированных макрофагов и нейтрофилов
и замедляла рост экспериментальной опухоли.
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Предшественники макрофагов и гранулоцитов и их
потомки идентифицированы и в селезенке челове-
ка (Cortez-Retamozo et al., 2012).

Среди мононуклеарных клеток селезенки имеют-
ся Tie2+-моноциты, экспрессирующие рецептор ан-
гиопоэтина-2 с фенотипом Tie2+CD14lowCD16bright

CDL62−CCR2−. Tie2+-макрофаги привлекаются в
опухоль в ответ на продукцию ангиопоэтина-2 эндо-
телиальными клетками. Они накапливаются в гипо-
ксических периваскулярных участках опухоли и очагах
воспаления и обусловливают повышение проницаемо-
сти сосудов, в которых происходит интравазация опу-
холевых клеток. Было показано, что моноциты, экс-
прессирующие рецептор Tie2, поддерживают аномаль-
ные ангиогенные процессы в солидных опухолях
посредством паракринного действия, происходяще-
го вблизи сосудов (Campanelli et al., 2016).

Существует корреляция между усилением экс-
трамедуллярного кроветворения в селезенке и про-
грессированием рака у человека. Клинически у па-
циентов с различными типами солидных опухолей
наблюдались повышенные уровни ГСП-клеток в се-
лезенке, связанные с плохой выживаемостью. Эти
результаты показывают уникальную и важную роль
селезеночного кроветворения. Показано, что CD133
может служить полезным маркером ГСП-клеток се-
лезенки у людей. У пациентов с раком желудка на-
копление CD133+ ГСП-клетками имеет обратную
корреляцию со снижением общей выживаемости
после операции (Wu et al., 2018).

В настоящее время роль селезенки при злокаче-
ственных новообразованиях исследуется на пациен-
тах со спленэктомией. Эти исследования дают почву
для следующей полемики: 1) способствует ли спле-
нэктомия усилению или понижению онкогенеза;
2) влияет ли спленэктомия на рост, прогрессирова-
ние и рецидивирование опухоли. Было обнаружено,
что удаление селезенки сопровождается усилением
онкогенеза солидных опухолей пищевода, печени,
толстой кишки, поджелудочной железы, легких,
предстательной железы и злокачественных гемато-
логических новообразований, таких как неходжкин-
ская лимфома, лимфома Ходжкина, множественная
миелома, острый миелоидный лейкоз, хронический
лимфоцитарный лейкоз, хронический миелоидный
лейкоз (Kristinsson et al., 2014). Было показано, что
пациенты, перенесшие спленэктомию, имеют повы-
шенный риск развития рака желудочно-кишечного
тракта, головы и шеи, гематологических злокаче-
ственных новообразований (Sun et al., 2015). Полага-
ют, что селезенка осуществляет иммунный надзор,
защищая от онкогенеза. Что касается влияния на
уже имеющиеся опухоли, исследования эффектов
спленэктомии у пациентов с раком желудка, толстой
кишки, печени и поджелудочной железы показали
крайне незначительное влияние на безрецидивную
и общую выживаемость (Cadili, de Gara, 2008).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Селезенка уникальна наличием чрезвычайно ге-

терогенной популяции макрофагов, часть которой
представлена резидентными макрофагами, а часть
происходит от моноцитов крови. Функциональная
гетерогенность макрофагов ассоциирована с их ло-
кализацией в разных морфологических зонах селе-
зенки. Некоторые функции макрофагов селезенки
кажутся удивительными. Это касается, прежде все-
го, функций моноцитарно-макрофагальной систе-
мы селезенки, которые, казалось бы, уникальны, од-
нако после спленэктомии отсутствуют фатальные
последствия. Одна из таких функций селезенки –
функция резервуара недифференцированных моно-
цитов. Именно эти клетки составляют значительную
часть макрофагов в очагах воспаления и при репара-
тивной регенерации. Последнее хорошо иллюстри-
ровано при репарации инфаркта миокарда. Недиффе-
ренцированные моноциты из селезенки дифференци-
руются в опухоль-ассоциированные макрофаги.
Остается непонятным, почему моноциты субкапсу-
лярной зоны остаются недифференцированными. Су-
ществует ли механизм ингибиции дифференцировки
таких моноцитов в макрофаги in situ? Если существу-
ет, то имеет ли он значение в судьбе клеток карци-
ном, попадающих в селезенку гематогенным путем?

Интересна функция макрофагов, несущих рецеп-
тор к ангиопоэтину-2 (Tie2+-моноцитов). Такие
макрофаги обладают ангиогенными свойствами. В
карциномах Tie2+-макрофаги инициируют ангиоге-
нез и участвуют в интравазации опухолевых клеток.

Уникальна функция селезенки как единственно-
го источника фермента тафтсинэндокарбоксипеп-
тидазы – обязательного участника “вырезки” из Fc-
фрагмента иммуноглобулина олигопептида тафтси-
на, обеспечивающего завершенный фагоцитоз пато-
генов. Подавляющие инфекции после спленэкто-
мии (OPSI) подчеркивают роль селезенки в элими-
нации патогенов как в самой селезенке, так и в
очагах воспаления. Эта функция селезенки мало из-
вестна и во многом недооценивается.

Однако несмотря на присутствие в селезенке па-
тогенов, которые могли бы играть роль флогогенных
факторов, не происходит ни развития воспаления,
ни связанного с ним ангиогенеза. Обусловлено ли
это механизмом, ингибирующим ангиогенные
функции Tie2+-макрофагов? В связи с изучением
роли экзосом опухолевых клеток в избирательной
локализации метастазов, интересна способность
CD169+-макрофагов поглощать экзосомы.

Ангиотензин-2 – олигопептидный гормон ответ-
ственен, с одной стороны, за накопление в селезенке
ГС-клеток и предшественников макрофагов, а с дру-
гой – за рекрутирование моноцитов из селезенки, в
частности в зону острого инфаркта миокарда. По-
скольку концентрация ангиотензина-2 повышена
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при остром и хроническом стрессе, любая хрониче-
ская патология, сопровождающаяся воспалением,
репарацией и являющаяся стрессовым фактором,
должна сопровождаться мобилизацией моноцитов
из селезенки. Это относится и к карциномам. Значит
ли это, что антистрессорная терапия могла бы
уменьшать мобилизацию резервных моноцитов се-
лезенки?

В селезенке несколько популяций макрофагов
обладают иммунносупрессорной способностью. Это
прежде всего MDSCs, которые ингибируют проли-
ферацию T-клеток, продукциию IFN-γ, подавляют
активность противоопухолевых T-клеток в есте-
ственных условиях. Вопрос состоит в том, реализуют
ли они иммунносупрессорные эффекты в селезенке
или только депонируются в ней? Такой вопрос пра-
вомочен, поскольку есть информация о том, что
MDSCs окончательно приобретают подавляющие
функции при рекрутировании в очаги воспаления. В
селезенке иммуносупрессия может, по-видимому,
осуществляться CD169+-макрофагами, которые вы-
полняют фагоцитоз клеток в состоянии апоптоза,
что вызывает миграцию FoxP3+-Treg-лимфоцитов
in situ. Это является важным звеном в развитии толе-
рантности, индуцируемой клетками в состоянии
апоптоза. У мышей F4/80hiMac-1low макрофаги крас-
ной пульпы являются источниками противовоспа-
лительных цитокинов TGF-β и IL-10, индуцируют
дифференциацию Treg-лимфоцитов. Если крайняя
редкость метастатического поражения селезенки,
действительно, как предполагают некоторые иссле-
дователи, связана с иммунными реакциями, то либо
иммуносупрессорное действие не эффективно, либо
редкость метастазов в селезенке не связана с иммун-
ной системой.

Таким образом, кроме утилизации стареющих
эритроцитов и лейкоцитов, участии в метаболизме
железа, фагоцитозе патогенов, развитии иммуноге-
неза, селезенка участвует в других важных процес-
сах. Спленэктомия свидетельствует об избирательном
ослаблении противоинфекционного иммунитета, уве-
личении частоты онкологических заболеваний (по не-
которым данным). Однако многое в механизме эф-
фектов гетерогенной популяции моноцитов и мак-
рофагов селезенки остается неизученным и требует
специальных исследований, особенно у людей.
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The heterogeneous population of spleen macrophages perform many important functions. However, most of the re-
search in this field has been done on experimental models and much remains have been understood not fully. The
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review summarizes data about characteristics of human and animal macrophages in various functional areas of the
spleen. The role of spleen macrophages in the utilization of senescent erythrocytes, iron metabolism, immunogen-
esis, immunosuppression and elimination of apoptotic cells, phagocytosis of hematogenically spreading pathogens
and the role of tuftsin in this process, the role of the spleen as a reservoir of monocytes involved in inflammation and
regeneration are discussed. An attempt was made to find data on the possible role of spleen macrophages in the phe-
nomenon of the rarity spleen metastases during cancer progression.

Keywords: macrophages, spleen, splenectomy, repair, carcinomas
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Одним из компонентов опухолевой прогрессии меланомы кожи является формирование лекарственной
устойчивости. Химиотерапевтические средства способны влиять на клеточный цикл, репарацию ДНК, в
том числе посредством реализации эпигенетических механизмов с участием микроРНК, представляющих
собой малые некодирующие молекулы РНК длиной 18–25 нуклеотидов. Они способны осуществлять ре-
гуляцию возникновения и развития опухоли, изменяя экспрессию генов различных сигнальных каскадов.
В этой связи, цель нашего исследования заключалась в определении профиля микроРНК и распределения
клеток меланомы по фазам клеточного цикла при воздействии химиотерапевтическим агентом дакарба-
зином с последующим биоинформатическим анализом профиля микроРНК, опосредующих развитие хи-
миорезистентности. Для решения этой задачи использовали клеточную линию BRO, в которой после воз-
действия дакарбазином оценивали профиль микроРНК при помощи микрочипирования и определяли
распределение клеток по фазам клеточного цикла на основе проточной цитометрии. Статистическую зна-
чимость данных анализа профиля микроРНК рассчитывали методом дисперсионного анализа (ANOVA),
а для коррекции уровней значимости различий использовали метод множественного сравнения Бенджа-
мини−Хохберга с использованием коэффициента ложного обнаружения FDR, остальные эксперименты
оценивали по U-критерию Манна−Уитни. Результаты показали, что под воздействием дакарбазина увели-
чивается доля жизнеспособных опухолевых клеток линии BRO в фазе митоза, а также изменяется экспрес-
сия ряда микроРНК. Согласно проведенному биоинформатическому анализу, эти микроРНК принимают
участие в механизмах передачи сигнала, относящихся исключительно к канцерогенезу и имеют ключевое
значение в патогенезе меланомы.

Ключевые слова: меланома, микроРНК, miR-204-5p, miR-146a-5p, микрочипирование, клеточный цикл,
дакарбазин, химиорезистентность
DOI: 10.31857/S0041377122010114

Развитие злокачественных новообразований
включает многочисленные генетические и эпигене-
тические изменения, принципы организации кото-
рых остаются до сих пор малопонятными (Powers et al.,
2016), а изменение уровней и активности различных
молекул микроРНК является одним из характерных
эпигенетических явлений этого процесса (Fabbri et
al., 2013). МикроРНК относятся к классу малых не-
кодирующих РНК, каноническая функция которых
заключается в регуляции экспрессии генов посред-
ством связывания с целевой мРНК, приводя к по-
следующей деградации последней и ингибированию
трансляции. Синтез микроРНК начинается в ядре
клетки, где образуется первичный транскрипт,
прай-микроРНК, из которого впоследствии под воз-
действием нуклеазы-РНКaзы III типа формируются
шпилеподобные структуры размером 60–70 нуклео-
тидов, связывающиея с белком экспортином и
транслоцирующиеся в цитоплазму. Фермент Dicer

образует ассимметричный дуплекс микроРНК: мик-
роРНК, который взаимодействует с РНК-индуци-
рованным комплексом выключения гена (комплек-
сом RISC), в результате чего одна часть дуплекса
становится зрелой, функционально активной мик-
роРНК.

Один вид микроРНК может регулировать экс-
прессию нескольких сотен генов. МикроРНК харак-
теризуются высокой стабильностью, а также специ-
фичностью профиля экспрессии в отдельных типах
тканей и клеток (Ha et al., 2014). Эти молекулы вы-
полняют как онкогенную, так и онкосупрессорную
функцию в канцерогенезе (Zhang et al., 2007). Одной
из микроРНК, изменение уровня которой показано
при меланоме, является miR-204-5p (Galasso et al.,
2018). Ранее нами было установлено, что данная
микроРНК функционирует в клетках меланомы как
онкосупрессор, регулируя интенсивность пролифе-

УДК [616.5-006.81:577.21]:615.015.8
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рации и миграции клеток. В частности, снижение
уровня miR-204-5p в клетках меланомы приводит к
снижению уровня пролиферации и усилению ми-
грации клеток меланомы (Palkina et al., 2018). Поми-
мо этого, показано, что изменение уровня этой мик-
роРНК посредством введения как имитатора (син-
тетического специфического аналога), так и
ингибитора, вызывает увеличение доли клеток мела-
номы, находящихся в фазе G1 клеточного цикла и
снижает долю клеток, находящихся в фазах S и G2.
Эти данные согласуются с другими исследованиями
в отношении функционирования miR-204-5p в опу-
холевых клетках.

Например, было установлено, что эктопическая
экспрессия микроРНК miR-204-5p вызывает сни-
жение миграции и инвазии клеток рака молочной
железы (Toda et al., 2018). Экспрессия miR-204-5p
негативно коррелировала с объемом опухоли, разви-
тием метастазирования при немелкоклеточном раке
легкого (Xia et al., 2014). А при плоскоклеточном раке
кожи наблюдается значительное снижение miR-204-5p
по сравнению с актиническим кератозом – хрониче-
ским предраковым заболеванием кожи, возникающем
под воздействием ультрафиолетового излучения
(Toll et al., 2016). Показано участие miR-204-5p, а также
miR-211, относящейся к этому же семейству, в реа-
лизации резистентности клеток меланомы к селек-
тивному ингибитору BRAFV600E вемурафенибу по-
средством воздействия на компоненты сигнального
каскада ERK, изменении синтеза меланина и функ-
ционировании меланосом. Меланин обладает фото-
протекторными свойствами, но в меланосомах, по-
мимо его синтеза, происходит секвестрация проти-
воопухолевых агентов с последующей элиминацией
их опухолевыми клетками, что вносит вклад в развитие
лекарственной резистентности (Башмакова и др.,
2015; Vitiello et al., 2017).

Было предположено несколько механизмов, по-
средством которых возможна реализация эффектов
микроРНК miR-204-5p в опухолевых клетках. В
частности, было показано, что miR-204-5p компле-
ментарно связывается с белком HMGB1 (амфотери-
ном), который, в свою очередь, обладает способно-
стью взаимодействовать с ДНК и транскрипцион-
ными факторами, регулируя структуру и функцию
хромосом. При этом функционирование HMGB1 в
качестве мишени miR-204-5p было подтверждено
люциферазным тестом, а модуляция уровня этой
микроРНК вызывала HMGB1-опосредованное из-
менение пролиферации и миграции клеток рака щи-
товидной железы (Lin et al., 2020). Кроме этого, ра-
нее нами было установлено, что одним из генов-ми-
шеней miR-204-5p является транскрипционный
фактор FOXC1, который входит в семейство тран-
скрипционных факторов “Forkhead box” (FOX) и ко-
торый способен менять динамику клеточного цикла,
участвуя во внутриклеточном сигнальном пути
PI3K/AKT и регулируя при этом экспрессию бел-

ков-циклинов. С помощью репортерного люцифе-
разного анализа установлено, что воздействие ими-
татора miR-204-5p вызывает репрессию люцифераз-
ной активности в клетках с этой конструкцией, что
указывает на прямое регуляторное воздействие
miR-204-5p на мРНК гена FOXC1 посредством взаи-
модействия с ее 3'-нетранслируемой областью (Ду-
бовцева и др., 2021).

Одним из механизмов прогрессии злокачествен-
ных новообразований является развитие лекар-
ственной устойчивости клеток к противоопухоле-
вым средствам – невосприимчивости к лекарствен-
ным препаратам разного химического строения и
механизма действия, в основе которой могут лежать
эпигенетические модификации (Housman et al.,
2014). В свою очередь, известно, что посредством ре-
ализации эпигенетических механизмов противоопу-
холевые средства могут влиять на прогрессию кле-
точного цикла (Yang et al., 2021).

В этой связи, цель настоящего исследования за-
ключалась в определении изменений профиля мик-
роРНК в клетках меланомы, резистентных к дей-
ствию дакарбазина.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клеточная линия BRO и культивирование. Клетки

меланомы линии BRO были предоставлены Научно-
исследовательским институтом фундаментальной и
клинической иммунологии (Новосибирск, Россия);
клетки были получены из беспигментной меланомы
лица мужского пола 34 лет в 1985 г. Клетки культи-
вировали в питательной среде RPMI-1640 с L-глута-
мином, содержащей 10% фетальной бычьей сыво-
ротки (FBS) и противомикробный комплекс анти-
биотик-антимикотик в условиях CO2-инкубатора
MSO-5AC (Sanyo Electric Co. Ltd., Япония) при тем-
пературе 37°C и концентрации углекислого газа 5%.
Эксперименты на клетках проводили после предва-
рительного культивирования в течение трех-пяти
пассажей. Исследование было выполнено после со-
гласования с Локальным этическим комитетом Крас-
ноярского государственного медицинского универси-
тета (протокол № 92/2019 от 25 октября 2019 г.).

Определение IC50 для дакарбазина. Концентра-
цию, при которой погибает 50% клеток (IC50), про-
водили колориметрическим методом на основе
определения оптической плотности формазана, явля-
ющегося продуктом метаболизма 3-(4,5-диметилтиа-
зол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромида (МТТ) как
было описано ранее (Komina et al., 2019). Оптиче-
скую плотность определяли на спектрофотометре
Anthos 2010 ELISA (Biochrom Ltd, Англия) с исполь-
зованием фильтров 495 и 620 нм с нормированием
по чистому раствору DMSO (растворителя формаза-
на). Значение определяемой оптической плотности
считали соответствующим значению жизнеспособ-
ности клеток (усл. ед.). Полумаксимальную ингиби-
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рующую концентрацию дакарбазина рассчитывали с
помощью программы Microsoft Excel (Microsoft Cor-
poration, США). В дальнейшем клетки линии BRO
высевали в 6-луночные планшеты или культураль-
ные флаконы объемом 25 см2, по достижении плот-
ности клеток 80–90% вносили стоковый раствор да-
карбазина в DMSO в концентрации, соответствующей
1 × IC50. В контроли вместо раствора дакарбазина до-
бавляли DMSO в конечной концентрации 1%. Клетки
культивировали 72 ч при 37°C в CO2-инкубаторе, после
чего культуральную среду заменяли на свежую и куль-
тивировали еще 48 ч, а затем клетки трансфицировали
имитатором микроРНК miR-204-5p – hsa-miR-204-
5p-mimic (последовательность зрелой микроРНК:
UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU). Трансфек-
цию имитатора микроРНК осуществляли по прото-
колу, описанному нами ранее (Palkina et al., 2018).
Эксперименты выполняли в трех технологических
повторах.

Проточная цитометрия и распределение клеток по
фазам клеточного цикла. Для определения доли кле-
ток меланомы, находящихся в G0-фазе клеточного
цикла, использовали метод проточной цитометрии.
С этой целью клетки линии BRO открепляли от по-
верхности культуральной емкости при помощи
0.25%-ного раствора Трипсин-ЭДТА, промывали
фосфатным буфером и фиксировали 10%-ным рас-
твором формальдегида в течение 30 мин при комнат-
ной температуре. Далее при помощи 0.1% -ного рас-
твора Тритона X-100 пермеабилизовали клеточные
мембраны для проникновения красителей в ядро и
другие внутриклеточные структуры, после чего клет-
ки несколько раз промывали фосфатным буфером, а
затем инкубировали с антителами к маркеру проли-
ферации Ki-67, конъюгированными с флуоресцеи-
новой меткой (FITC) в разведении 1 : 100 в присут-
ствии 10% FBS в течение 4 ч при комнатной темпе-
ратуре. После инкубации клетки снова промывали
фосфатным буфером и окрашивали иодидом пропи-
дия (PI) в концентрации 100 мкг/мл в течение
20 мин. Суспензии окрашенных клеток анализиро-
вали на проточном цитометре Navios (Beckman
Coulter, Inc., США) с использованием лазерного мо-
дуля, излучающего в синем спектре (488 нм). Полу-
ченные цитометрические результаты обрабатывали
с помощью программных продуктов Navios Software
v. 1.2 и Kaluza v. 2.1.1 (Beckman Coulter, Inc., США).
Гейтинг клеток на разных стадиях клеточного цикла
проводили в логарифмическом режиме. Клетки в
G0-фазе определяли как Ki-67-отрицательные и
имеющие низкие уровни флуоресценции по PI (в
интервале 0.7–1.3 отн. ед.). Эксперимент выполняли
в трех технологических повторах.

ПЦР в реальном времени. Выделение РНК из кле-
ток проводили с помощью набора реагентов, пред-
назначенных для выделения тотальной РНК из
культур клеток diaGene (ДиаЭм, Москва, РФ). Для
определения уровней экспрессии микроРНК прово-

дили реакцию обратной транскрипции с использо-
ванием набора MMLV RT. Для этого каждый обра-
зец, состоящий из 3 мкл раствора РНК, содержащего
1.5 мкл 5× праймеров из соответствующего набора
микроРНК для исследования экспрессии мик-
роРНК miR-204-5p и miR-4286, а также 1.5 мкл слу-
чайных праймеров, входящих в набор MMLV RT, на-
гревали в термостате при 70°C в течение 2 мин и
охлаждали на льду. Затем к образцу добавляли
5.5 мкл реакционной смеси, состоящей из 1 мкл сме-
си dNTP, 1 мкл DTT (1.4-дитиотреитола), 2 мкл
5-кратного стандартного буфера, 0.5 мкл обратной
транскриптазы MMLV и 1 мкл воды без нуклеаз, ин-
кубировали в термостате при 37°C в течение 50 мин,
а затем реакцию останавливали, нагревая образцы в
течение 10 мин при 70°C. Амплификацию получен-
ной кДНК в количестве 2 мкл на каждый образец
выполняли на основе ПЦР с детекцией в режиме ре-
ального времени с использованием амплификатора
StepOneTM (Applied Biosystems, Сингапур) с протоко-
лом термоциклирования: 50°C – 2 мин, 95°C –
10 мин, затем 40 циклов 95°C – 15 с, 60°C – 1 мин.
Реакционная смесь для каждой реакции по опреде-
лению экспрессии микроРНК в общем объеме
18 мкл состояла из 1 мкл 20× праймеров TaqMan™
Gene Expression Assay и TaqMan™ MicroRNA & Non-
coding RNA Assays, 8 мкл 2.5-кратной реакционной
смеси для ПЦР в присутствии ROX и 9 мкл безнукле-
азной воды. В качестве эндогенного нормализующе-
го контроля использовали U6 snRNA и RNU6B snR-
NA (№ 001973 и 001093 соответственно; Applied Bio-
systems, США). Данные анализировали с
использованием метода ∆∆Ct (Livak, Schmittgen,
2001). Исследование было проведено в трех техноло-
гических повторениях.

Микрочипирование с целью определения профиля
микроРНК. Анализ профиля микроРНК выполняли
с использованием системы GeneAtlas Microarray Sys-
tem (Affymetrix, Санта-Клара, США). Выделение то-
тальной РНК с целью изучения транскриптома осу-
ществляли с использованием набора Affymetrix Flash
TagTM Biotin HSR в соответствии с инструкциями
производителя. Концентрацию полученной РНК и
степень чистоты образцов определяли на приборе
Qubit® 2.0 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Син-
гапур). Для анализа каждого образца использовали
100 нг общей РНК. Гибридизацию на чипе Affymetrix
miRNA 4.1 Array Strip (Thermo Fisher Scientific, Син-
гапур) проводили с использованием набора реаген-
тов Gene Chip Gene Atlas Hybridization, Wash and
Stain Module (Affymetrix, Санта-Клара, США) при
48°C в течение 20 ч, затем чипы промывали и реги-
стрировали флуоресцентные сигналы на станциях
Gene Atlas Fluidic Station и Gene Atlas Imaging Station
(Affymetrix, Санта-Клара, США). Обработку резуль-
татов проводили с помощью программы Transcrip-
tome Analysis Console 4.0.1 (Thermo Fisher Scientific,
США). Отбор дифференциально-экспрессируемых
микроРНК, которые далее были сгруппированы в
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соответствии с категориями функций, выполняемых
в клетках, проводили на основе значений уровня
статистической значимости p < 0.05 с использовани-
ем коэффициента ложного обнаружения FDR (Sto-
rey, Tibshirani, 2003), а также значения кратности
различий, равного значению 2 и более.

Статистический анализ. Использовали программ-
ный пакет статистического анализа Statistica 7.0
(StatSoft, Россия). Статистическую значимость дан-
ных анализа профиля микроРНК рассчитывали ме-
тодом дисперсионного анализа (ANOVA), а для кор-
рекции уровней значимости различий использовали
метод множественного сравнения Бенджамини–
Хохберга с использованием коэффициента ложного
обнаружения FDR, остальные эксперименты рас-
считывали по U-критерию Манна–Уитни, результа-
ты считали значимыми при p < 0.05. В биоинфома-
тическом анализе пороговые значения определяли с
использованием точного критерия Фишера при уров-
не значимости p ≤ 0.05. Данные представлены как сред-
ние и стандартные ошибки среднего (M ± m).

Использованные реактивы. RPMI-1640 с L-глута-
мином (ПанЭко, Россия); FBS, антибиотик-анти-
микотик, hsa-miR-204-5p-mimic (№ 4464066,
MC11116), Трипсин-ЭДТА (Gibco, ThermoFisher Sci-
entific, США); дакарбазин (Sigma, США); фосфат-
ный буфер (VWR International, LL AMRESCO,
США); Triton X-100 (GERBU Biotechnik GmbH, Гер-
мания); антитела к Ki-67, конъюгированные с флуо-
ресцеином (eBioscience, Invitrogen, США); иодид
пропидия (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Нидерланды); diaGene (Диа-М, Россия); MMLV RT
(Евроген, Россия); наборы для исследования экс-
прессии микроРНК miR-204-5p, miR-4286
(№ 4427975, Applied Biosystems, США); U6 snRNA и
RNU6B snRNA (№ 001973 и 001093 Applied Biosyste-
ms, США); реакционная смесь для ПЦР в присут-
ствии ROX (Syntol, Россия); Affymetrix Flash TagTM
Biotin HSR (№ 901911, Thermo Fisher Scientific,
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ клеточного цикла в клетках BRO после воз-
действия дакарбазином, трансфекции имитатора miR-
204-5p. В клеточной линии BRO после воздействия
дакарбазином показано снижение доли клеток в фа-
зе G0 клеточного цикла в сравнении с контролем в
2.7 раза, а также увеличение доли клеток в фазе М в
2.9 раза, тогда как процентное содержание клеток,
находящихся в фазах G1, S, G2 оставалось без изме-
нений. Клетки в М-фазе клеточного цикла диффе-
ренцировали от клеток, находящихся в фазах G1, S,
G2 на основе интенсивности флуоресценции: в клет-
ках, находящихся в фазе М, интенсивность флуорес-
ценции Ki-67 возрастала в 10–15 раз, хотя, безуслов-
но, для точной дифференцировки циклов эффек-
тивнее использовать анализ уровня нескольких
белков. При трансфекции в клетки имитатора мик-
роРНК miR-204-5p наблюдали увеличение доли
клеток, находящихся в фазе G1 клеточного цикла на
14 и 16% по сравнению с клетками BRO, подвергну-
тыми только воздействию дакарбазина и по сравне-
нию с контролем соответственно (табл. 1).

Профилирование микроРНК в клетках BRO после
воздействия дакарбазином, трансфекции имитатора
miR-204-5p. Валидация результатов посредством
ПЦР в реальном времени. При анализе результатов
микрочипирования (MicroArray) выявлено 202 вида
микроРНК, профиль экспрессии которых изменил-
ся после воздействия дакарбазином, а также при
трансфекции имитатора микроРНК miR-204-5p.
Иерархическая кластеризация продемонстрировала
четкое разделение на кластеры, соответствующие
трем исследованным группам (рис. 1). Результаты
микрочипирования были переподтверждены по-
средством определения уровней двух микроРНК –
miR-204-5p и miR-4286 во всех группах с помощью
ПЦР в реальном времени (рис. 2,  3). Эти микроРНК
были выбраны для валидации результатов микрочи-
пирования, исходя из наличия различий в процент-
ном содержании GC и количестве нуклеотидов в
miR-204-5p и miR-4286: 45.5% и 22 нуклеотида,
64.7% и 17 нуклеотидов соответственно.

Таблица 1. Распределение клеток меланомы BRO по фазам клеточного цикла после действия дакарбазина и трансфек-
ции hsa-miR-204-5p-mimic (имитатора miR-204-5p)

Примечание. Различия достоверны при р ≤ 0.05 по сравнению с соответствующей фазой в контроле (а) и по сравнению с соответ-
ствующей фазой для клеток, подвергнутых действию только дакарбазина (б).

Фаза клеточного цикла
Доля клеток после воздействия, %

нет (контроль) дакарбазина дакарбазина и трансфекция

G0 17.4 ± 3.8 6.5 ± 1.1а 4.6 ± 2.5

G1 42.3 ± 7.6 42.0 ± 6.3 56.5 ± 8.6б

S 21.3 ± 1.4 24.3 ± 3.2 18.8 ± 1.8
G2 14.9 ± 5.8 14.1 ± 8.3 10.3 ± 2.2
M 4.5 ± 1.2 13.1 ± 3.9а 9.2 ± 4.5
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ЗИНЧЕНКО и др.

По результатам микрочипирования образцов, по-
лученных после воздействия дакарбазина на клетки
линии BRO, было зафиксировано изменение уровня
37 видов микроРНК по сравнению с контролем, сре-
ди которых имели повышенную экспрессию 8 ви-
дов, а пониженную – 29. К числу высокоэкспресси-
руемых микроРНК относились miR-320a, miR-30c-
2-3p, miR-6871-5p. Среди микроРНК со сниженной
экспрессией определялись miR-146a-5p, miR-21-5p,
miR-301a-3p, уровни которых была понижены в 6.4,
5.2 и 4.7 раза соответственно. К микроРНК, имею-
щим наибольшую величину показателя кратности

различий, можно отнести miR-320a, miR-30c-2-3p и
miR-6871-5p, для которых выявили снижение экс-
прессии в 2.8, 2.7 и 2.7 раз соответственно. Все мик-
роРНК с измененной экспрессией после воздей-
ствия дакарбазина на клетки линии BRO являлись
зрелыми.

После воздействия дакарбазина на клетки линии
BRO с последующей трансфекцией в них имитатора
miR-204-5p определялось изменение экспрессии
более чем в 2 раза у 152 видов микроРНК по отноше-
нию к контрольной группе, и 142 видов микроРНК
по сравнению с профилем клеток, подвергнутых

Рис. 1. Тепловая карта с отображением иерархической кластеризации микроРНК. a – В клетках меланомы BRO, б – после
воздействия дакарбазина, в – после воздействия дакарбазинам с последующей трансфекцией имитатора miR-204-5p (Mimic
miR-204-5p).
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Рис. 2. Характер экспрессии микроРНК miR-204-5p (вверху) и miR-4286 (внизу) в клетках меланомы BRO после воздействия
только дакарбазина и дакарбазина с последующей трансфекцией имитатора miR-204-5p (согласно методу MicroArray).
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только влиянию дакарбазина. Уровни 54-х мик-
роРНК были выше, чем в контрольной группе, и
82-х – выше в группе после воздействия
дакарбазином. К высокоэкспрессируемым мик-
роРНК по сравнению с контролем относились miR-
204-5p, miR-483-5p и miR-1973, уровни которых бы-
ли повышены в 98.6, 19.2 и 13.0 раз соответственно.
К наиболее высокоэкспрессируемым микроРНК в
клетках, подвергнутых воздействию дакарбазина с
последующей трансфекцией имитатора miR-204-5p,
по отношению к клеткам, подвергнутым только воз-
действию дакарбазина, относились miR-204-5p,
miR-483-5p, miR-6723-5p, у которых регистрировали
изменение экспрессии в 127.5, 21.0 и 13.6 раз соответ-
ственно. Из повышенных 54 видов микроРНК 5
микроРНК были незрелыми – это mir-3689b, mir-
3689b, mir-4419a, mir-4539, mir-682, из 82 – 6 незрелых

микроРНК – это mir-3689b, mir-3689b, mir-4539, mir-
6791, mir-6800, mir-6827.

После воздействия дакарбазином и имитатором
miR-204-5p в профиле микроРНК выявляли сниже-
ние экспрессии 99 микроРНК по отношению к кон-
трольной группе, 60 – по сравнению с клетками,
подвергнутыми только воздействию дакарбазина.
Минимальная экспрессия регистрировалась у мик-
роРНК miR-7975, miR-18a-5p, miR-15a-5p. Сниже-
ние экспрессии по отношению к контролю состави-
ло 21.9, 21.6 и 15.4 раза соответственно. Наиболее
низкая экспрессия в клетках после воздействия да-
карбазина и трансфекции имитатора miR-204-5p по
отношению к профилю клеток, подвергнутых толь-
ко воздействию дакарбазина, отмечалась у мик-
роРНК miR-7975, miR-6765-3p, miR-7977 со сниже-
нием в 17.1, 13.1 и 12.6 раз соответственно. Из 99 из-
мененных микроРНК 7 микроРНК были незрелыми –
mir-3150a, mir-3158-2, mir-3714, mir-4758, mir-4785,
mir-6724 и mir-6819, из 60 микроРНК – 3: mir-3150a,
mir-3714, mir-933.

Биоинформатический анализ результатов профили-
рования микроРНК. По результатам биоинформати-
ческого анализа на основе Киотской энциклопедии
генов и геномов определено, что часть сигнальных
путей, в которых регуляцию генов осуществляют мо-
лекулы микроРНК с измененными профилями экс-
прессии, была однотипной во всех трех сравнивае-
мых группах. К таким внутриклеточным сигналь-
ным каскадам можно отнести PI3K/Akt, MAPK,
“Сигнальные пути при раке” и Ras-путь. Напротив,
в клетках меланомы после действия дакарбазина из-
менялась экспрессия совокупности микроРНК,
участвующих в регуляции сигнальных каскадов “На-
рушение транскрипции при раке” и “Протеогликаны
при раке”, а после воздействия дакарбазина с последу-
ющей трансфекцией имитатора miR-204-5p – Rap1-
путь и “Сигнальные пути, регулирующие плюрипо-
тентность стволовых клеток” (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ
Изменение клеточного цикла и профиля микроРНК

в клеточной линии BRO после воздействия дакарбази-
на. Эпигенетические изменения в опухолевых клет-
ках наблюдаются на всех этапах канцерогенеза в рав-
ной степени, как и изменения микроРНК. В данной
работе показано, что под воздействием дакарбазина
в клеточной линии BRO увеличивается доля жизне-
способных опухолевых клеток, находящихся в
фазе М клеточного цикла, снижается доля G0-поло-
жительных клеток. Согласно биоинформатическому
анализу, увеличение доли клеток в фазе митоза со-
пряжено с увеличением уровня микроРНК, регули-
рующих механизмы внутриклеточной сигнализации
и имеющие ключевое значение в патогенезе мелано-
мы – “Сигнальные пути при раке”, путь путь PI3K–
Akt, MAPK, Ras-сигнальный путь, а также “Наруше-
ние транскрипции при раке”. Необходимо отметить,

Рис. 3. Уровни экспрессии miR-204-5p (а) и miR-4286 (б)
в клетках меланомы BRO после воздействия дакарбази-
нoм и имитатора miR-204-5p, определяемые с помощью
ПЦР в реальном времени. Обозначения те же, что и на
рис. 1. Данные представлены как средние и их стандарт-
ные ошибки, различия достоверны при (*, **, ***)
p ≤ 0.05.
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Таблица 2. Сигнальные пути, регулируемые микроРНК, уровни которых изменялись в клетках меланомы BRO после
действия дакарбазина и трансфекции hsa-miR-204-5p-mimic (имитатора miR-204-5p)

Примечание. Названия сигнальных путей даны в соответствии с Киотской классификацией генов и геномов по ресурсу PANTER,
некоторые из которых даны на английском языке (в скобках); р – уровень статистической значимости, рассчитанный методом дис-
персионного анализа ANOVA.

№
Сигнальный путь (signaling pathway), регулируемый 

микроРНК, уровень которой изменялся после 
воздействия дакарбазина

Число микроРНК 
с измененной 
экспрессией

Число генов, 
регулируемых 
измененными 

микроРНК

p

1 Сигнальные пути при раке (Pathways in cancer) 28 184 1.7680e-07
2 PI3K–Akt 28 153 6.3451e-05
3 MAPK 28 123 9.7119e-06
4 Ras 27 106 2.4041e-05
5 cAMP 26 89 0.0091
6 Эндоцитоз (Endocytosis) 25 103 2.2518e-05
7 Нарушение транскрипции при раке (Transcriptional 

misregulation in cancer)
25 80 0.0038

8 Дофаминергический синапс (Dopaminergic synapse) 25 61 0.0131
9 Протеогликаны при раке (Proteoglycans in cancer) 24 93 4.1801e-07

10 Вирусный канцерогенез (Viral carcinogenesis) 24 77 0.0053
Сигнальные пути, регулируемые микроРНК, уровни которых изменялись в клетках меланомы BRO 

после воздействия имитатором miR-204-5p
1 PI3K–Akt 80 245 0.0014
2 Ras 80 172 0.0001
3 MAPK 79 186 0.0015
4 Сигнальные пути при раке 78 296 3.5794e-06
5 cAMP 78 148 0.0028
6 Neurotrophin 78 96 0.0006
7 cGMP–PKG 77 121 0.0172
8 Эндоцитоз 76 163 3.8380e-06
9 Фокальная адгезия (Focal adhesion) 76 162 2.3611e-05

10 Rap1 76 165 2.3611e-05
Сигнальные пути, регулируемые микроРНК, уровни которых изменялись в клетках меланомы BRO 

после воздействия дакарбазином и трансфекции имитатора miR-204-5p
1 Ras 81 179 1.5860e-06
2 Сигнальные пути при раке 80 298 0.0001
3 PI3K–Akt 80 252 0.0004
4 Эндоцитоз 80 163 1.0054e-05
5 MAPK 79 191 0,0004
6 Rap1 78 172 4.3567e-07
7 Фокальная адгезия 78 166 5.4193e-06
8 cAMP 78 151 0.0015
9 Метаболизм холина при раке (Choline metabolism in 

cancer)
78 81 0.0023

10 Сигнальные пути, регулирующие плюрипотентность 
стволовых клеток (Signaling pathways regulating pluripo-
tency of stem cells)

77 115 9.8532e-06
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что при воздействии на клетки линии BRO дакарба-
зина, уменьшались уровни miR-146a-5p и miR-21-5p.

Ранее нами было показано, что miR-146a-5p от-
носится к наиболее высокоэкспрессируемым мик-
роРНК в клетках меланомы по сравнению с клетка-
ми непораженной кожи (Aksenenko et al., 2019). По-
вышение данной микроРНК описано при различных
злокачественных новообразованиях – трижды нега-
тивном раке молочной железы (Liang et al., 2019), раке
желудка (Xiao et al., 2012) и раке щитовидной железы
(Czajka et al., 2016). В клетках меланомы высокая
экспрессия miR-146a-5p сопряжена с резистентно-
стью к BRAF- и MEK-ингибиторам, а также связана
с активацией провоспалительного внутриклеточно-
го механизма передачи сигнала NF-kB (Vergani et al.,
2020). Вместе с тем, в клетках гепатоцеллюлярной
карциномы комбинированное применение ингиби-
тора поли(АДФ-рибоза)-полимеразы и блокатора
рецепторов андрогена вызывало снижение miR-
146a-5p, нарушение BRCA1-опосредованной репа-
рации ДНК с последующим повышением уровня
апоптоза (Zhao et al., 2020). Таким образом, измене-
ние уровня miR-146a-5p может быть ассоциировано
с развитием химорезистентности. Наряду с miR-
146a-5, miR-21-5p также регулируется транскрипци-
онным фактором NF-kB и имеет высокое число ге-
нов-мишеней, являющихся компонентами одно-
именного внутриклеточного сигнального каскада,
незначительно экспрессируется в нормальных клет-
ках, но экспрессируется повышенно в опухолевых
клетках (Olivieri et al., 2021).

Изменения профиля микроРНК в клеточной линии
BRO после воздействия дакарбазином и последующей
трансфекции имитатора микроРНК miR-204-5p. Ин-
тересно, что при трансфекции имитатора miR-204-5p в
клетки линии BRO после воздействия дакарбазина,
наблюдали повышение miR-483-5p по сравнению
как с клетками контрольной группы, так и клетками,
подвергнутыми воздействию дакарбазина. Функци-
ональная активность miR-483-5p является менее
изученной по сравнению с вышеуказанными моле-
кулами. Вместе с тем, известно, что высокая экс-
прессия этой микроРНК ассоциируется с развитием
химиорезистентности при эпителиальном раке яич-
ников (Castro-Vega et al., 2020), а также с высокими
уровнями миграции и инвазии клеток рака надпо-
чечников (Agosta et al., 2018). Это может, по меньшей
мере, свидетельствовать о роли этой микроРНК в кан-
церогенезе. Стоит также подчеркнуть, что трансфек-
ция имитатора miR-204-5p вызывала изменение в про-
филе микроРНК незрелых форм данных молекул.

Необходимо отметить, что недавние исследова-
ния указывают на возможную регуляторную роль
незрелых форм микроРНК, которые в контексте
канцерогенеза также могут иметь проонкогенную,
антионкогенную роль или быть амбивалентны по
своей функции. Пре-микроРНК могут превращать-
ся в две зрелые микроРНК, а последние могут вы-

полнять функцию, противоположную своему пред-
шественнику (Chen et al., 2020). Точная роль незре-
лых микроРНК при этом требует разъяснения на
основе механистических исследований в такой же
мере, как и зрелых микроРНК.

Внутриклеточные сигнальные механизмы, ком-
поненты которых регулируются микроРНК с изме-
ненной экспрессией, относятся исключительно к
канцерогенезу и к изменениям, характерным для
меланомы. В частности, внутриклеточный сигналь-
ный каскад PI3K–Akt в норме регулирует процессы
пролиферации, дифференцировки, апоптоза струк-
турных элементов кожи, препятствует развитию
апоптоза в меланоцитах, индуцированного окисли-
тельным стрессом (Teng et al., 2021). Активация
PI3K–Akt достоверно связана с развитием мелано-
мы посредством ряда механизмов, в том числе изме-
нения динамики клеточного цикла (Broussard et al.,
2018), что регистрировалось и в настоящей работе с
помощью проточной цитометрии.

Стоит отметить, что после трансфекции имитато-
ра микроРНК miR-204-5p в клетки, подвергнутые
воздействию дакарбазина, отмечали изменение
уровня микроРНК, регулирующих компоненты сиг-
нального каскада Rap1. Rap1 (Ras-ассоциированный
белок 1) относится с ГТФазам белкового семейства
Ras и является регулятором и медиатором многочис-
ленных функций белка. Кроме того, сообщается, что
Rap1 регулирует процессы адгезии и считается од-
ним из ключевых регуляторов подвижности, миграции
клеток, что согласуется с выявленным нами ранее ре-
гуляторным влиянием miR-204-5p в клетках мелано-
мы на эти процессы (Palkina et al., 2018; Shah et al.,
2019). Помимо этого, в данной группе клеток отме-
чали изменение профиля микроРНК, регулирую-
щих внутриклеточный путь “Сигнальные пути, регу-
лирующие плюрипотентность стволовых клеток”.
Предполагается, что наиболее резистентными к хи-
миотерапии являются опухолевые клетки, которые в
той или иной мере обладают характеристиками нор-
мальных стволовых клеток (Phi et al., 2018).

МикроРНК miR-204-5p, согласно ряду исследо-
ваний, определялась как онкосупрессор, поэтому в
настоящей работе трансфекция ее имитатора была
осуществлена в клетки линии BRO, резистентные к
воздействию противоопухолевым препаратом. Вы-
явленные изменения свидетельствуют, что действи-
тельно, в данном случае профиль микроРНК подвер-
гается изменениям, соотносящимися с развитием хи-
миорезистентности. Целенаправленное исследование
профиля микроРНК резистентных опухолевых клеток
с определением молекул-мишеней для изменения их
фенотипа может рассматриваться как перспектив-
ный подход в экспериментальной онкологии для
установления маркеров химиорезистентности и мо-
лекул-мишеней для таргетного воздействия на них.
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Change of microRNA Profile in Melanoma Cells Resistant to Dacarbasine
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It is known that microRNAs are capable for regulating the onset and development of tumor growth by altering the
gene expression within a specific signaling pathways. Drug resistance is crucial for tumor progression since chemo-
therapeutic agents can affect the cell cycle, DNA replication resulting both genetic and epigenetic changes in sur-
vived cells. In this regard, the purpose of this study was to determine the microRNAs profile and cell cycle alteration
in melanoma cells after chemotherapeutic agent dacarbazine treatment or after dacarbazine treatment followed by
microRNA miR-204-5p mimic transfection. Dacarbazine led to increase in the proportion of cells in M phase, as
well as to changes in the expression of microRNAs. MiR-146a-5p and miR-21-5p levels were one of the most down-
regulated which are according to bioinformatic analysis, take part cancer cell chemoresistance.

Keywords: melanoma, microRNA, miR-204-5p, miR-146a-5p, microarray, cell cycle, dacarbazine, drug resistance
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Исследовали иммунолокализацию нейротрофического фактора мозга (BDNF), нейротрофина-3 (NT-3) и
глиального нейротрофического фактора (GDNF) в теменной коре крыс на модели фокального инсульта,
вызванного постоянной окклюзией средней мозговой артерии. Пространственная плотность маркиро-
ванных клеток постоянно варьирует по слоям коры и на разных сроках ишемического процесса, демон-
стрируя в ядре инсульта и пенумбре противоположные топографические тренды. Для всех исследованных
нейротрофинов характерна значительная редукция иммунореактивных клеток в IV–VI слоях коры в пер-
вые и третьи сутки ишемии. В супрагранулярных слоях их количество остается относительно стабильным,
либо слегка снижается по сравнению с контролем. На 8-е сут ишемии в ядре инсульта нейротрофины в
нейронах почти не выявляются, а в пенумбре возникает индукция иммунореактивности. В пенумбре NT-
3-имунореактивные нейроны превалируют в слоях II–III, BDNF выявляется в нейронах слоев II–III и V,
а основную популяцию GDNF-иммунореактивных клеток составляют астроциты. Топография нейротро-
финов в контралатеральном полушарии повторяет паттерн их локализации в области пенумбры. Неодно-
родная стратификация нейротрофинов и их избирательная реакция на ишемическое повреждение опре-
деляются их различным участием в поддержании цитопротективных и нейродеструктивных эффектов.

Ключевые слова: нейротрофический фактор мозга BDNF, нейротрофин-3 NT-3, глиальный нейротрофи-
ческий фактор GDNF, селективная нейропротекция, окклюзия средней мозговой артерии, инсульт
DOI: 10.31857/S0041377122010047

Характер и темпы ишемического повреждения в
значительной степени лимитируются уровнем тро-
фического обеспечения нейронов, а естественной
защитной реакцией мозга в первые минуты ишемии
является изменение экспрессии нейротрофинов
(НТ), нейроростовых факторов и их рецепторов
(Beker et al., 2020). Сумма влияний НТ обеспечивает
выживание, пролиферацию и дифференцировку
клеток, регулирует синаптическую трансмиссию и
экзоцитоз медиаторов, выработку белков постси-
наптических уплотнений и ключевых энзимов меди-
аторного обмена, а также напрямую управляют ак-
тивностью ионных каналов (Miranda et al., 2019).

В спектр нейропротективных влияний при
остром инсульте включаются глиальный нейротро-
фический фактор (GDNF), нейротрофический фак-
тор мозга (BDNF) и нейротрофин-3 (NT-3) (Митро-
шина и др., 2019; Pöyhönen et al., 2019; Liu et al., 2020).
Их эффекты связаны с активацией сигнального ме-

ханизма, сцепленного с определенным типом Trk-
рецептора. Молекулы NT-3 имеют сродство к рецеп-
торам TrkC, рецептор TrkB связывается с BDNF, а
GDNF реагирует с рецептором GFRα1 экстракле-
точного домена тирозинкиназы (Попова и др., 2017;
Sasi et al., 2017; Ibanez, Andressoo, 2017). Избиратель-
ное действие НТ на нейроны различной медиатор-
ной организации реализуется комплексом вторич-
ных мессенджеров, один из которых опосредуется
фосфолипазой С-γ (PLC-γ), другой – митоген-акти-
вируемой протеинкиназой (MAPK), а третий – через
экспрессию фосфоинозитид 3-киназы/протеинки-
назы B (PI3K/Akt) (Bothwell, 2014; Bronfman et al.,
2014).

При экспериментальной ишемии экзогенное
подведение НТ сокращает размер инфарктной зоны
на 35–50% (Boyce, Mendell, 2014; Liu, Chopp, 2016; Ji-
ang et al., 2017), снижает глутаматергическую эксай-
тотоксичность, оказывая про- или антиапоптотиче-
ское действие (Калиниченко и др., 2020). Хотя повы-
шение экспрессии НТ коррелирует с регрессом
неврологического дефицита, их протективные эффек-
ты неоднородны, зависят от типологии и нейрохими-

Принятые сокращения: НТ – нейротрофины; GDNF – глиаль-
ный нейротрофический фактор; BDNF – нейротрофический
фактор мозга; NT-3 – нейротрофин-3.
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ческого профиля поврежденных клеток (Sims et al.,
2020). Для нейронов новой коры эти исследования
не находят однозначного решения и на различных
патогенетических моделях инсульта дают разноре-
чивые результаты. Неизвестна также стратификация
НТ в фокусе инсульта и ишемической пенумбре, что
затрудняет интерпретацию данных о мишенях их из-
бирательной активности.

Цель настоящей работы состояла в исследовании
топографического и количественного представи-
тельства нейронов, экспрессирующих BDNF, NT-3
и GDNF в неокортексе крыс при фокальном ишеми-
ческом инсульте, вызванном постоянной окклюзи-
ей средней мозговой артерии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Экспериментальные животные и моделирование

инсульта. Работа выполнена на материале от 27 бес-
породных крыс-самцов весом 200–250 г. Условия
содержания животных, а также экспериментальные
условия соответствовали директиве 2010/63/EU Ев-
ропейского союза 2010 г., определяющей правила
научных экспериментов с животными. Все экспери-
ментальные процедуры были одобрены междисци-
плинарным комитетом по этике ФГБОУ ТГМУ
Минздрава России (протокол № 4 от 6 марта 2013 г.).

Операция проводилась в асептических условиях
под ингаляционным наркозом севофлураном. Фо-
кальный ишемический инсульт моделировали с по-
мощью метода постоянной филаментной окклюзии
средней мозговой артерии (Koizumi et al., 1986; Som-
mer, 2017). По достижении глубокого наркоза, крысу
фиксировали на манипуляционном столике с подо-
гревом в положении на спине. После обработки опе-
рационного поля антисептиком на передней сторо-
не шеи по средней линии производили разрез кожи
длиной 1.5 см, выделяли левую общую сонную арте-
рию (ОСА) и ее бифуркацию на внутреннюю (ВСА)
и наружную (НСА) сонные артерии. Затем выполня-
ли перевязку ОСА и НСА. Крылонебную артерию,
как коллатераль ВСА, и коллатерали НСА – заты-
лочную и верхнюю щитовидную артерии – коагули-
ровали. Через прокол ОСА в ее просвет вводили ок-
клюдер (полиамидную нить (филамент)), который
надежно заполнял весь поперечник сосуда. Окклю-
дер проводили интравазально в собственно ВСА на
глубину около 1.5–2.0 см. Нить оставляли в просвете
артерии и фиксировали перевязкой ВСА. После чего
рану ушивали. Время операции составляло 40–60 мин.
Описанные манипуляции полностью исключают ре-
троградный и коллатеральный кровоток в ВСА, дают
возможность контролировать зону распространения
инсульта в бассейне средней мозговой артерии (Ко-
робцов, Калиниченко, 2017). Животных выводили
из эксперимента через 1, 3, 8, и 21 сут после опера-
ции. На каждом сроке исследовали по 6 крыс. Кон-
тролем служили интактные животные (n = 3). Для
анестезии использовали внутрибрюшинное введе-

ние 3%-ного раствора тиопентала натрия, после чего
животных декапитировали.

Анатомические координаты области инфаркта
мозга в первые сутки после моделируемого инсульта
определяли с помощью окрашивания в растворе
2,3,5-трифенилтетразолия хлорида (TTХ). Мозг опе-
рированного животного помещали в холодный фи-
зиологический раствор на 10 мин при 4°С, затем раз-
резали фронтально на сегменты толщиной 1–2 мм.
Затем материал погружали в 2%-ный раствор TTC и
выдерживали 30 мин в темноте при 37°С. После
установления фокуса инсульта на окрашенных ТТХ
фрагментах остальную ткань мозга обрабатывали
для иммуногистохимии.

Иммуногистохимия. Материал фиксировали в 4%-
ном параформальдегиде на фосфатном буфере в те-
чение 4 ч, после чего промывали 0.1 М Na-фосфат-
ным буфером (рН 7.2) с многократной сменой рас-
твора, заливали в парафин по общепринятой мето-
дике. Затем срезы толщиной 15 мкм монтировали на
предметные стекла, депарафинировали и инкубиро-
вали с первичными антителами. Для этой цели ис-
пользовали следующие антитела (Abcam, Велико-
британия): мышиные моноклональные против
BDNF (ab205067) в разведении 5 мкг/мл, кроличьи
поликлональные против GDNF (ab18956) в разведе-
нии 5 мкг/мл, кроличьи поликлональные против
NT-3 (ab216491) в разведении 1 : 200. Первичные ан-
титела разводили в 10 мл фосфатного буфера, содер-
жащего 10% Тритона Х-100 и 200 мг бычьего сыворо-
точного альбумина, и инкубировали в течение ночи
при температуре 4°С. Промывали 0.1 М Na-фосфат-
ным буфером, затем в течение 1 ч инкубировали в
растворе биотинилированных вторичных антител
против иммуноглобулина мыши и кролика соответ-
ственно первичным антителам (Biotinylated Goat an-
ti-Mouse IgG (ab64255, Abcam, UK,) и Goat anti-Rab-
bit IgG Secondary Antibody, Biotin, (№ 31820; Invitro-
gen, США)) в разведении согласно протоколу
фирмы производителя, а затем в растворе авидин-
пероксидазного комплекса (Abcam, Великобрита-
ния). После этого срезы выдерживали 4 мин в рас-
творе диаминобензидина (DAB Substrate Kit; Abcam,
Великобритания), затем трижды промывали фос-
фатным буфером, обезвоживали и заключали в баль-
зам. В качестве контроля из среды исключали пер-
вичные антитела, окрашивание клеток отсутствова-
ло. Часть срезов окрашивали толуидиновым синим
по методу Ниссля.

Препараты изучали в световом микроскопе Axio-
Scope A1 (Carl Zeiss, Германия) и фотографировали
при помощи цифровой камеры AxioCam ICc3. Мор-
фометрическую обработку полученных фотографий
проводили при помощи пакета программ AxioVision
4.8.1. Относительную плотность иммунноокрашен-
ных клеток вычисляли на участках коры площадью
0.5 мм2. При подсчете учитывали только сохранные
клетки, содержащие ядро, с учетом поправки на тол-
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щину среза и диаметр ядра по Аберкромби. Включе-
ние этой поправки в расчеты позволяет исключить
повторный подсчет на серийных срезах одной и той
же клетки в результате ее фрагментации. Достовер-
ность межгрупповых различий определяли методом
рангового дисперсионного анализа с попарными
двусторонними post hoc тестами Манна−Уитни. До-
стоверными признавали различия при P ≤ 0.05 с по-
правкой Бонферрони на множественную проверку
нулевых гипотез.

В отдельных случаях определяли долю позитивно
окрашенных нейронов. Для этого с помощью оку-
ляр-морфометрической сетки подсчитывали абсо-
лютное количество иммунореактивных клеток на
участках коры площадью 0.29 мм2 в 20–25 полях зре-
ния и высчитывали их долю от среднего числа кле-
ток, окрашенных в сходных областях по методу
Ниссля. Данные обрабатывали методом вариацион-
ной статистики с определением t-критерия досто-
верности по Стьюденту (P < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Метод филаментной окклюзии позволяет при
сравнительно малой инвазивности блокировать
кровоток на значительном протяжении сосуда. При
обработке мозга с помощью TTХ зона ишемическо-
го инсульта проявляется в левом полушарии со сто-
роны окклюзии как неокрашенный участок фронто-
париетальной коры (3.5–4 мм кпереди от брегмы) и
внутренней капсулы величиной 0.3 × 0.5 × 0.8 см
(рис. 1). На 8-е и 14-е сут отмечается значительная
вариабельность конфигурации и размеров зоны ин-
сульта. В этом периоде ишемическое ядро всегда ло-
кализуется в неокортексе, а структуры внутренней
капсулы могут не показывать существенных измене-
ний. На 21-е сут участок ишемического повреждения,
как правило, не имеет четких границ, распространяет-
ся на часть височной доли и полностью охватывает
внутреннюю капсулу с признаками спонгиоза белого
вещества. Окружающая его ткань мозга деформирует-
ся за счет набухания и отека, внутри ядра инсульта и
около него формируются множественные кисты.

Ядро ишемии вначале формируется в слоях II–VI, а
затем распространяется на всю корковую пластинку
от пиальной поверхности до подкоркового белого
вещества. Фокус инсульта по периферии окружает
пенумбра – зона жизнеспособных клеток шириной
до 800 мкм. При иммуногистохимическом окраши-
вании на BDNF, GDNF и NT-3 выявляются пира-
мидные и непирамидные нейроны и глиальные
клетки. Локализация нейротрофинов дифференци-
рована по слоям коры, зависит от экспозиции ише-
мии и удаленности от ядра инсульта (рис. 2).

У контрольных животных BDNF-иммунореак-
тивные нейроны обнаруживаются во всех слоях ко-
ры, имеют интенсивно окрашенный перикарион и
первичные сегменты дендритов (рис. 2). Экспрессия

BDNF преобладает в пирамидных клетках, количе-
ство которых в контроле составляет 81.3 ± 1.1%. В
слое I с большим постоянством выявляются верете-
новидные нейроны, имеющие морфологию типич-
ных клеток Кахаля–Ретциуса. В глубоких слоях ко-
ры субпопуляция BDNF-позитивных интернейро-
нов включает полиморфные и биполярные клетки.
Динамика плотности BDNF-реактивных клеток у экс-
периментальных крыс в разных слоях коры значитель-
но отличается от контрольной группы (рис. 3а). В
1-е сут ишемии в ядре инсульта маркируются пира-
мидные и непирамидные клетки слоев II и V с высо-
кой степенью иммунореактивности и небольшие
скопления бледно окрашенных нейронов в слоях I и
VI. Здесь также выявляются редкие диффузно распо-
ложенные астроцитоподобные клетки.

На 3-и сут ишемии ядро инсульта становится
полностью организованным. Большинство клеток
здесь дистрофически изменено, они увеличены в
размерах, перикарионы без четких контуров. В ней-
ропиле наблюдаются признаки перивазального и
перинейронального отека. Границы слоев стерты,

Рис. 1. Топографические границы фокуса ишемического
инсульта (стрелки) в левом полушарии мозга крысы че-
рез 1 сут после окклюзии средней мозговой артерии. Ко-
ронарные срезы головного мозга, окрашенные ТТХ (рас-
твор 2,3,5-трифенилтетразолия хлорида).
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четко определяются только слои I и II, в которых на
BDNF окрашивается лишь 9.8 ± 2.1% клеток от их
общего количества в контроле. В остальных слоях
встречаются редкие пирамидные клетки и астроци-
ты с умеренной и слабой иммунореактивностью. На
8-е сут после операции в слое V выявляются единич-
ные BDNF-позитивные клетки, а на 21-е сут в ядре
ишемии нейроны и глиальные клетки не маркиру-
ются.

В зоне пенумбры BDNF-иммунореактивные
клетки превалируют в слоях II, III и V. Их количе-
ство редуцируется в 1-е и 3-и сут ишемии, а, начиная
с 8-х сут, постепенно увеличивается (рис. 3б). Количе-
ство таких клеток возрастает примерно на 3.2 ± 1.1% на
каждые 100–150 мкм латерально от границы ядра
инсульта. При сравнении плотности маркирован-
ных клеток во II слое коры в ядре и пенумбре ни в
одном из исследованных периодов ишемии досто-
верных различий не обнаружено. Однако в слоях V и
VI на 3-и и 21-е сут после окклюзии плотность
BDNF-иммунореактивных клеток в пенумбре до-
стоверно превышает их количество в фокусе ише-
мии (рис. 3а).

Высокую степень неоднородности демонстриру-
ет топография иммунореактивного GDNF (рис. 4). У
контрольных животных маркер локализуется в ней-
ронах всех слоев коры, составляющих 52 ± 4.5% от
общего количества клеток. Относительное количе-
ство окрашенных нейронов в ядре инсульта неиз-
менно снижается. В первые сутки после окклюзии
СМА их выявляется 29 ± 2.1%, на 8-е – 13.8 ± 0.6%, а
на 21-е – 3.1 ± 0.2%. При этом в первые 3 сут плот-
ность клеток в ядре ишемии значимо возрастает в
слоях I и II и снижается в глубоких слоях коры
(рис. 4а, б). Основную порцию GDNF-иммунореак-
тивности в ядре и пенумбре на 8-е и 21-е сут экспе-
римента формируют глиальные клетки (рис. 4в).
Сравнительная оценка плотности маркированных
клеток в одинаковые сроки “ишемического” перио-
да показывает различные значения по слоям коры в
ядре инсульта и пенумбре (рис. 4а). Отметим, что в
I слое выборочная дисперсия плотности клеток в
контроле и экспериментальных группах значитель-
но превосходит подобные значения в других слоях
коры всех исследованных групп животных.

Рис. 2. Распределение BDNF-, GDNF- и NT-3-иммунореактивных клеток в теменной коре крыс в фокусе инсульта (выделен
штриховой линией) и ишемической пенумбре. Масштабная линейка: 250 мкм.
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При иммуногистохимическом выявлении NT-3 в
неокортексе контрольных крыс обнаруживаются
преимущественно пирамидные клетки, составляю-
щие 78.3 ± 2.4% от общего числа нейронов. В 1-е сут
после индукции инсульта в ядре ишемии наблюдает-
ся снижение иммунореактивности по всему попе-
речнику коры с максимальной концентрацией реак-
тивных клеток в слое II, в то время как в слоях III–IV

и VI их окрашивается относительно меньше (рис. 5).
В пенумбре в этот период, напротив, отмечается на-
растание пространственной плотности NT-3-имму-
нореактивных клеток с превалированием последних
в слоях V и VI и достоверным снижением этих пока-
зателей в поверхностных слоях коры (рис. 5а). Отме-
тим, что в I и VI слоях коры ни в одной из контроль-
ных точек экспериментальной ишемии не отмечено

Рис. 3. Топография BDNF в теменной коре большого мозга крысы при постоянной окклюзии средней мозговой артерии. а –
Изменение пространственной плотности (по оси ординат – кл./0.5 мм2) BDNF-иммунореактивных нейронов по слоям коры
в контроле (К) и на разных сроках ишемического инсульта; по оси абсцисс – время после ишемии, сут; показаны средние зна-
чения и их ошибки (M±SEM), P < 0.05. б – BDNF-иммунореактивные нейроны в слоях V–VI области пенумбры на 8-е сут
ишемии; масштабная линейка: 150 мкм.
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Рис. 4. Иммунолокализация GDNF в теменной коре крысы в условиях фокального ишемического инсульта. а – Простран-
ственная плотность (по оси ординат – кл./0.5 мм2) GDNF-иммунореактивных нейронов по слоям коры в контроле (К) и на
разных сроках ишемического инсульта; по оси абсцисс – время после ишемии, сут; показаны средние значения и их ошибки
(M ± SEM), P < 0.05. б – GDNF-иммунореактивные нейроны в III слое пенумбры, 1 сут ишемии. в – Гиперэкспрессия GDNF
в астроцитах слоя I области пенумбры на 8-е сут ишемии; масштабная линейка: 100 мкм.
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достоверных различий между плотностью клеток в
зоне фокуса и пенумбры, в то время как в остальных
слоях такие различия становятся ярко выраженны-
ми (рис. 5а).

На 3-и и 8-е сут эксперимента в ядре ишемии по-
чти не встречаются NT-3-позитивные нейроны.
Нейропиль здесь контрастирует за счет диффузного
окрашивания, в котором можно идентифицировать

Рис. 5. Распределение иммунореактивного NT-3 в теменной коре крысы при фокальном ишемическом инсульте. а – Изме-
нение пространственной плотности (по оси ординат – клеток/0.5 мм2) NT-3-иммунореактивных нейронов по слоям коры в
контроле (К) и на разных сроках ишемического инсульта; по оси абсцисс – время после ишемии, сут; показаны средние зна-
чения и их ошибки (M ± SEM), P < 0.05. б – NT-3-иммунореактивные нейроны слоев II и III области пенумбры на 8-е сут
ишемии; масштабная линейка: 150 мкм.
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астроциты, сопровождающие сосуды. Часто глиоци-
ты группируются в обширные кластеры, простираю-
щиеся на соседние слои. В пенумбре в этот период
NT-3 экспрессируют в основном нейроны слоев II–
III, в остальных слоях встречаются редкие диффузно
рассеянные клетки (рис. 5б). В астроцитах иммуно-
реактивность заметно снижается, а их скопления
располагаются в непосредственной близости к ядру
ишемии.

На 21-е сут в ядре инсульта между стенками ки-
стоподобных лакун наблюдаются диффузно рассе-
янные мелкие NT-3-позитивные клетки с округлым
или полигональным перикарионом. В этот удален-
ный период ишемии в пенумбре выявляется топо-
графический паттерн иммунореактивности, соот-
ветствующий распределению NT-3 в контроле, хотя
и при значительно меньшем количестве окрашен-
ных клеток. Локализация исследованных нейротро-
финов в одноименных участках коры контралате-
рального полушария сохраняет основной топогра-
фический паттерн их распределения в пенумбре на
всех сроках ишемического повреждения.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе установлено гетерогенное

распределение BDNF, GDNF и NT-3 в неокортексе
крыс, которое дополняется их различной стратифи-
кацией в ядре инсульта и пенумбре на каждом сроке
ишемии. Эти данные позволяют картировать цито-
протективные эффекты НТ на основе топографии и
типологической характеристики маркированных
нейронов.

Очаг тотального некроза, ядро инсульта, окружа-
ется пенумброй – зоной обратимого ишемического
повреждения, в которой наблюдается избирательная
и отсроченная гибель клеток. В механизме этой из-
бирательности участвует фактор, индуцируемый
гипоксией α1, который запускает экспрессию апо-
птотических молекул и НТ (Barteczek et al., 2017;
Sarkar et al., 2019). На моделях временной редукции
церебрального кровотока показано, что в ядре ише-
мии в первую очередь погибают пирамидные нейро-
ны средних и нижних корковых слоев, а в пенумбре –
клетки слоев I–II и поверхностного уровня слоя III
(Witte et al., 2000). Причины этого явления связыва-
ют с дифференцированной локализацией субъеди-
ницы GluR2 AMPA-рецепторов, имеющей ограни-
ченную проницаемость для ионов Ca2+. При инсуль-
те GluR2 сдерживает распространение глутаматной
гипервозбудимости, что наряду с апоптозом ГАМК-
ергических нейронов вызывает неоднородную ги-
бель клеток по слоям коры (Sommer, Kiessling, 2002).
Иммунолокализация исследованных нами НТ со-
гласуется с описанным порядком ишемического по-
вреждения только в первые сутки инсульта, когда в
ядре и пенумбре плотность окрашенных нейронов
демонстрирует противоположные тренды. Первона-
чальной реакцией на окислительный стресс являет-

ся тотальная редукция маркированных клеток на
стороне повреждения. В отсроченный период эти
показатели увеличиваются, однако существенно ва-
рьируют для каждого типа НТ.

Достоверное снижение количества маркирован-
ных клеток в соответствующих слоях ядра и пенумб-
ры может быть связано с аноксической гибелью части
нейронов. Остальная их популяция характеризуется
селективной устойчивостью и высоким уровнем экс-
прессии НТ. К ним относятся пирамидные нейроны
супра- и инфрагранулярных слоев, и в меньшей сте-
пени – интернейроны слоев I и VI. Данные настоя-
щей работы отвечают быстрой и активной экспрес-
сии генов НТ и их рецепторов с максимумом через
72 ч после окклюзии средней мозговой артерии
(Дмитриева и др., 2016). Нарастание синтеза НТ при
увеличении экспозиции фокальной ишемии спо-
собно успешно компенсировать ишемию мозга
(Митрошина и др., 2019). При этом нейроны слоя IV
в ядре инсульта не выявляются, а в пенумбре их ко-
личество значительно редуцировано. Слой IV отли-
чается значительной концентрацией возбуждающих
глутаматергических связей, которые формируют та-
ламокортикальные афференты и шипиковые звезд-
чатые клетки (Andjelic et al., 2009). Можно полагать,
что эти нейроны лишаются нейротрофиновой под-
держки в период ишемической гипервозбудимости и
поражаются в первую очередь. Относительно не-
большая популяция BDNF- и NT-3-позитивных
клеток обнаружена нами в ядре инсульта на 8-ой и
21-ый день после операции. Вероятно, эта иммуно-
реактивность связана с наличием НТ в некоторой
порции глиальных клеток и, в частности, микро-
глии, количество которых в этот период значительно
возрастает (Kalinichenko et al., 2020).

Однако не всегда индукция НТ воспроизводит за-
метный протективный эффект. Молекулы BDNF и
NT-3 секретируются в виде смеси предшественни-
ков и их зрелых форм, имеющих разные рецептор-
ные мишени и функциональную активность. На-
пример, proBDNF специфически активирует сцеп-
ленный с сортилином рецептор смерти p75NTR и
запускает апоптоз, а зрелая форма BDNF регулирует
TrkB и репаративные процессы (Sasi et al., 2017). На
модели фототромбоза кортикальных сосудов уста-
новлено, что proBDNF экспрессируется уже через
6 ч от начала инсульта, а его созревание завершается
к концу первых суток. При этом пиковые значения
экспрессии p75NTR отмечаются в течение 3 сут ише-
мии (Rahman et al., 2018). Баланс этих влияний остает-
ся критическим в оценке протективных свойств НТ.
Поскольку в нейропиле присутствуют обе их фрак-
ции, обнаруженная нами валовая индукция имму-
нореактивного BDNF может не коррелировать с об-
щим количеством жизнеспособных клеток.

Если границы ядра инсульта, как правило, опре-
деляются четко, то ареал распространения пенумб-
ры при микроскопии коры не всегда столь очевиден.
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Своеобразным маркером границ пенумбры могут
служить скопления активированных астроцитов с
индуцибельной экспрессией GFAP и GDNF (Ka-
linichenko et al., 2020). Локализация BDNF- и NT-3-
позитивных клеток в разные периоды корковой
ишемии закономерно смещается в латеральном и
вертикальном направлениях от ядра инсульта. Этот
факт указывает на динамические изменения границ
нейропротективной зоны и согласуется с гипотезой,
рассматривающей пенумбру как мозаику из множе-
ственных микролокусов переживающих инсульт
нейронов (del Zoppo et al., 2011). Эта особенность ка-
сается и контралатерального полушария, где при
экспериментальном инсульте наблюдается индук-
ция экспрессии NT-3, TrkA и TrkC (Дмитриева и др.,
2016), а по нашим данным формируется сходный с
пенумброй паттерн иммунолокализации НТ.

Данные настоящего исследования указывают на
тесные метаболические отношения астроцитов и
нейронов, адаптирующие их к условиям ишемии.
Установленное нами постепенное смещение
GDNF-иммунореактивности из нейронального в
глиальный компартмент пенумбры следует рассмат-
ривать как проявление протективных свойств ней-
ротрофина. Способность астроцитов аккумулиро-
вать высокие уровни GDNF показана на различных
моделях ишемического инсульта (Mitroshina et al.,
2019). Механизмы подобных взаимосвязей остаются
неясны. Однако известно, что индукцию GDNF в
астроцитах опосредуют аденозиновые А2А-рецепто-
ры (Ke et al., 2012). Можно полагать, что аноксия
быстро истощает нейронный пул АТФ, вызывает на-
растание уровня аденозина в нейропиле и вторичное
накопление GDNF в астроцитарной глии. Если это
действительно так, то GDNF здесь противостоит ва-
зоконстрикторному действию АТФ, которое при на-
рушении кровотока может усиливать ишемический
процесс (McConnell et al., 2017).

Таким образом, избирательная локализация
BDNF, NT-3 и GDNF выступает значимым индика-
тором защитных и нейродеструктивных процессов
при ишемическом повреждении. Эти данные пред-
ставляют особый интерес для выяснения механиз-
мов нейрохимической адаптации и разработки пре-
цизионных средств фармакологической коррекции
состояния нейронов в условиях острого инсульта.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Постоянная окклюзия средней мозговой артерии
вызывает закономерную альтерацию экспрессии НТ
в нейронах теменной коры крыс. Иммунолокализа-
ция BDNF, NT-3 и GDNF характеризуется топогра-
фической гетерогенностью в ядре инсульта и ише-
мической пенумбре и динамично варьирует по сло-
ям коры в разные периоды ишемии.

Пространственная плотность клеток, экспресси-
рующих НТ, заметно меняется в первые трое суток

инсульта, демонстрируя в ишемическом ядре и пе-
нумбре противоположные топографические тренды.
В ядре инсульта они концентрируются в слоях I–II.
На 8-е сут ишемии НТ экспрессируется, главным
образом, в клетках пенумбры. При этом иммуноре-
активный BDNF локализуется в нейронах слоев II–
III и V, NT-3 – в слоях II–III, GDNF – в астроцитах.
В пенумбре основная порция иммунореактивных
клеток сосредоточена в поверхностных слоях коры.
Данные исследования впервые демонстрируют из-
бирательную локализацию НТ в разных типах ней-
ронов. Различная стратификация НТ в коре и динами-
ка их изменений определяет смещение границ ишеми-
ческой пенумбры в разные периоды инсульта.
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Immunolocalization of BDNF, GDNF, and NT-3 in the Rat Parietal Cortex 
after the Permanent Occlusion of the Middle Cerebral Artery

S. G. Kalinichenkoa, *, A. V. Korobtsova, and N. Yu. Matveevaa

aDepartment of Histology, Embryology and Cytology, Pacific State Medical University, Ministry of Health of the Russian Federation, 
Vladivostok, 690002 Russia

*e-mail: sgkalinichenko@gmail.com

The immunolocalization of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), neurotrophin-3 (NT-3), and glial cell line-
derived neurotrophic factor (GDNF) in the parietal cortex of rats was studied in a model of focal stroke caused by
permanent occlusion of the middle cerebral artery. The spatial density of stained cells constantly varies across the
layers of the cortex and at different periods of the ischemic process, demonstrating opposite topographic trends in
the stroke nucleus and penumbra. All investigated neurotrophins are characterized by a significant reduction of im-
munoreactive cells in layers IV–VI of the cortex on the first and third days of ischemia. In the supragranular layers,
their number remains relatively stable, or slightly decreases in comparison with the control. On the 8th day of isch-
emia neurotrophins are almost not detected in neurons of the nucleus of the stroke, and induction of immunoreac-
tivity occurs in the penumbra. In penumbra NT-3-immunoreactive neurons prevail in layers II–III, BDNF is de-
tected in neurons of layers II–III and V, and astrocytes constitute the main population of GDNF-immunoreactive
cells. The topography of neurotrophins in the contralateral hemisphere follows the pattern of their localization in the
area of the penumbra. The heterogeneous stratification of neurotrophins and their selective response to ischemic
damage are determined by their different participation in the maintenance of cytoprotective and neurodestructive
effects.

Keywords: brain-derived neurotrophic factor, neurotrophin-3, glial cell line-derived neurotrophic factor, selective
neuroprotection, middle cerebral artery occlusion, stroke
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Цель работы заключалась в исследовании влияния внутривенной трансплантации мезенхимных стволо-
вых клеток человека (МСКч) на функциональное состояние КАТФ-каналов гладкомышечных клеток цере-
бральных артерий на разных сроках постишемического периода. С помощью установки для прижизнен-
ной визуализации пиальных сосудов исследовали реакцию артерий на воздействие блокатора КАТФ-кана-
лов глибенкламида (GB), активатора этих же каналов пинацидила (PI), ацетилхолина (ACh), и AСh на
фоне действия GB (ACh/GB) через 7, 14, 21 сут после ишемии/реперфузии (И/Р) головного мозга и внут-
ривенной трансплантации МСКч. На воздействие GB через 7 сут после И/Р сузилось в 2–5 раз меньше ар-
терий, чем в ЛО группе, а на действие PI расширилось в 1.5 раза меньше. Введение МСКч в день проведе-
ния И/Р головного мозга через 7 сут никак не отразилось на функционировании КАТФ-каналов: констрик-
торная реакция на GB и дилататорная на PI в этой группе была такой же, как и у животных, перенесших
И/Р. Через 14 сут после И/Р число сузившихся на GB пиальных артерий было в 1.5–2 раза меньше, чем у
ЛО крыс; число артерий, ответивших дилатацией на PI, было меньше в 2–2.5 раза. В группе клеточной те-
рапии на 14 сут после И/Р число сузившихся пиальных артерий под воздействием GB и расширившихся
под воздействием PI практически полностью соответствовало таковым у ЛО крыс. На 21 сут после И/Р на-
блюдали полное восстановление реакций пиальных артерий на GB до уровня ЛО крыс. В группе клеточ-
ной терапии реактивность пиальных артерий полностью соответствовала показателям в группе ЛО живот-
ных. О функциональном состоянии КАТФ-каналов после И/Р головного мозга судили, сопоставляя дила-
таторные реакции пиальных артерий при воздействии чистым ACh и AСh на фоне блокировки КАТФ-
каналов с помощью глибенкламида (ACh/GB). У ЛО животных GB блокировал дилататорную реакцию на
AСh. Применение AСh на фоне GB привело к росту числа дилатаций через 7–14 сут после И/Р, а через 21
сут число расширившихся сосудов на воздействие AСh и ACh/GB было одинаковым. После введения
МСКч, исключая первые 7 сут, GB блокировал дилататорную реакцию пиальных артерий на AСh так же,
как в ЛО группе. Можно заключить, что И/Р коры головного мозга крыс снижает вклад КАТФ-каналов в
поддержание базального тонуса пиальных артериальных сосудов. Изменения сохраняются на протяжении
14 сут после ишемического воздействия. Одновременно с этим в период с 7 по 21 сут после И/Р снижается
роль КАТФ-каналов в дилатации пиальных артерий на AСh: к 21 сут каналы практически не участвуют в ди-
лататорном ответе. Внутривенная трансплантация МСКч в день проведения И/Р головного мозга приво-
дит к более раннему (уже через 14 сут) восстановлению участия КАТФ-каналов ГМК в поддержании базаль-
ного тонуса и осуществлении AСh-опосредованной дилатации пиальных артерий.

Ключевые слова: ишемия/реперфузия, головной мозг, пиальные артерии, внутривенная трансплантация,
мезенхимные стволовые клетки, КАТФ-каналы
DOI: 10.31857/S0041377122010102

Ишемия/реперфузия (И/Р) головного мозга при-
водит к повреждению мозговой ткани. Морфологи-
ческие изменения нарастают с течением времени.
Первые признаки апоптоза выявляются уже через
6 ч после воздействия. Через 7 сут начинается некроз
нейронов. В это же время наблюдаются и изменения

в мозговом сосудистом русле: дистония сосудистых
стенок, периваскулярные отеки и мелкие перивас-
кулярные кровоизлияния (Шертаев и др., 2015). На-
рушения, происходящие в церебральном сосуди-
стом русле, во многом предопределяют исход И/Р.
Важнейшими элементами, обеспечивающими нор-

УДК 576.3/.53/.7
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мальное функционирование сосудистой сети, явля-
ются ионные каналы. Значительную роль в регуля-
ции тонуса мозговых сосудов играют АТФ-чувстви-
тельные калиевые каналы (КАТФ) (Syed et al., 2019).
КАТФ-каналы гладкомышечных клеток (ГМК) моз-
говых артерий – октомеры, состоящие из 4 Kir6.2
субъединиц, образующих проводящую пору в кле-
точной мембране и 4-х дополнительных белков – ре-
цепторов к сульфонилмочевине SUR2B, которые от-
вечают за фармакологические свойства каналов. Ак-
тивация КАТФ-каналов приводит к уменьшению
активности потенциал-зависимых кальциевых ка-
налов, снижению внутриклеточной концентрации
Ca2+, гиперполяризации клеточной мембраны, рас-
слаблению ГМК и увеличению диаметра артерий.
Напротив, ингибирование КАТФ-каналов сопровож-
дается входом Ca2+ в ГМК через кальциевые каналы,
высвобождением Ca2+ из внутриклеточных депо,
деполяризацией мембраны ГМК, уменьшением
диаметра артерий и увеличением сосудистого сопро-
тивления (Гусакова и др., 2017). КАТФ-каналы чув-
ствительны к различного рода гипоксическим со-
стояниям (Foster, Coetzee, 2016; Yang et al., 2016).
Процессы И/Р могут вызвать нарушение функцио-
нирования этих каналов и, как следствие, ухудше-
ние дилататорной реакции церебральных сосудов.
Локальное сужение или закрытие мозговых артерий
приводят к развитию повторной очаговой ишемии,
усугубляющей повреждение ткани головного мозга.

Для коррекции ишемических состояний и
предотвращения постишемической гибели нейро-
нов необходима разработка методов восстановления
структуры и функциональности сосудистого русла.
В многочисленных работах показано, что транс-
плантация МСК после ишемических или травмати-
ческих повреждений головного мозга приводит к
уменьшению объема поврежденной ткани, сохране-
нию функции нейронов в пограничной с поврежде-
нием зоне, восстановлению микроциркуляции
(Ball et al., 2007; Yang et al., 2015; Sheikh et al., 2019).
Применение МСК для восстановления функцио-
нальной активности ионных каналов – практически
не исследованный путь коррекции постишемиче-
ских осложнений.

Цель данной работы – исследование влияния
внутривенной трансплантация мезенхимных ство-
ловых клеток человека (МСКч) на функциональное
состояние КАТФ-каналов гладкомышечных клеток
церебральных артерий на разных сроках постише-
мического периода. В задачи исследования входило:
(1) изучение изменения вклада КАТФ-каналов в под-
держание базального тонуса и осуществление опо-

Принятые сокращения: АД – артериальное давление; ГМК –
гладкомышечные клетки; И/Р – ишемия/реперфузия; ЛО –
ложнооперированные крысы; МСК и МСКч – мезенхимные
стволовые клетки и МСК человека соответственно; AСh –
ацетилхолин; AСh/GB – действие ацетилхолина на фоне
глибенкламида; GB – глибенкламид; PI – пинацидил.

средованной ацетилхолином (ACh) дилатации пи-
альных артериальных сосудов у крыс через 7, 14 и 21
сут после кратковременной глобальной транзитор-
ной И/Р коры головного мозга; (2) исследование
влияния внутривенного введения МСКч, проведен-
ного в день И/Р головного мозга, на постишемиче-
ское изменение вклада КАТФ-каналов в дилатацию
пиальных артерий на ACh у крыс через 7, 14 и 21 сут
после И/Р.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа проведена на животных из биоколлекции
“Коллекция лабораторных млекопитающих разной
таксономической принадлежности” Института фи-
зиологии им. И.П. Павлова РАН, поддержанной
программой биоресурсных коллекций Института
физиологии им. И.П. Павлова РАН. Исследования
проводили в соответствии с регламентом, установ-
ленным МЗСР РФ № 708н от 23.08.10 (“Правила ла-
бораторной практики”), Директивой 2010/63/EU
Европейского парламента и Совета Европейского
Союза по охране животных, используемых в науч-
ных целях, и рекомендациями биоэтической комис-
сии Института физиологии им. И.П. Павлова РАН.

Животные. Эксперименты проведены на 3х-ме-
сячных крысах-самцах Wistar (n = 85). Животных со-
держали в стандартных условиях вивария при есте-
ственном освещении и свободном доступе к воде и
пище.

Ишемия/реперфузия. У наркотизированных хло-
ралгидратом (внутрибрюшинно, 43 мг/100 г массы
тела) крыс ишемию воспроизводили с использова-
нием техники 12-минутной окклюзии обеих сонных
артерий с одновременной управляемой гипотензией
(снижение и строгое поддержание артериального
давления (АД) на уровне 45 ± 2 мм рт. ст. путем забо-
ра/реинфузии крови в гепаринизированный шприц).
Прямое измерение АД производили через катетер в
бедренной артерии, соединенный с датчиком DTX-
PlusTM (Argon Critical Care Systems, Сингапур), под-
ключенным к компьютеру, работающему с ориги-
нальной программой визуализации значений АД,
разработанной в нашей лаборатории. По окончании
периода ишемии производили полную реинфузию
забранной крови. После ушивания операционных ран
и выхода из наркоза (на подогреваемых грелках) жи-
вотных возвращали в клетки обычного содержания.

МСКч и их трансплантация. Для внутривенной
трансплантации использовали мезенхимные ство-
ловые клетки человека (МСКч), полученные от од-
ного донора. Выделение МСК из костного мозга, их
культивирование и фенотипирование проводили в
ООО “Транс-Технологии” по стандартным, обще-
принятым методикам (Azizi et al., 1998; Penfornis, Po-
champally, 2011). В частности, для культивирования
МСКч использовали питательную среду α-МЕМ
(Hyclone, Новая Зеландия), с добавлением 20% сы-
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воротки крови эмбрионов коров (Gibco, США) и
100 мкг/мл пенициллина/стрептомицина (Hyclone,
Новая Зеландия). Фенотипирование МСКч прово-
дили методом проточной цитофлуориметрии на
проточном цитофлуориметре FACSscan (Beckton
Dickinson, США). МСКч окрашивали с помощью
антител против позитивных маркеров CD90, CD105,
CD44, CD73 и антител против негативных маркеров
CD45, CD34, CD14, CD11b, HLA-DR и 7AAD (Beck-
ton Dickinson, США). Для трансплантации исполь-
зовали МСКч на 2–3 пассажах. Внутривенная транс-
плантация была проведена крысам через 1 ч после
И/Р головного мозга. Каждому животному было
введено 5 млн МСКч в 30 мкл культуральной среды.

Все последующие экспериментальные действия
были проведены на наркотизированных (золетил,
20 мг/кг, внутрибрюшинно, Virbac, Франция) кры-
сах; эвтаназия проведена путем введения увеличен-
ной дозы золетила (60 мг/кг).

Группы животных. 1. Контрольная группа: ложно-
оперированные (ЛО) крысы Вистар, которые под-
вергались оперативному вмешательству, но без про-
ведения И/Р. Исследования реактивности пиальных
артерий у данной и всех последующих групп были
проведены на отдельных подгруппах животных че-
рез 7, 14, 21 сут после хирургического воздействия
(острые опыты). Вес крыс и АД на 7 сут (n = 9) со-
ставляли 245 ± 13.8 г и 139 ± 5.6 мм рт. ст. соответствен-
но, на 14 сут (n = 10) – 303 ± 12.7 г и 133 ± 4.6 мм рт. ст.
соответственно, на 21сут (n = 9) – 310 ± 15.8 г и 135 ±
± 2 мм рт. ст. соответственно.

2. Крысы Вистар, которым была проведена И/Р
головного мозга. Вес и АД на 7 сут (n = 9) составляли
259 ± 12.1 г и 149 ± 4.7 мм рт. ст. соответственно, на
14 сут (n = 8) – 256 ± 5.2 г и 133 ± 5.3 мм рт. ст. соот-
ветственно и на 21 сут (n = 9) – 318 ± 4.2 г и 124 ±
± 3.9 мм рт. ст. соответственно.

3. Крысы Вистар, которым была проведена И/Р
головного мозга и внутривенно введены МСКч. Вес
и АД на 7 сут (n = 9) составляли 250 ± 11.3 г и 144 ±
± 4.1 мм рт. ст. соответственно, на 14 сут (n = 10) –
306 ± 9.9 г и 134 ± 4.9 мм рт. ст. соответственно и на
21 сут (n = 12) – 327 ± 6.3 г и 123 ± 5.7 мм рт. ст. соот-
ветственно.

Визуализация и мониторинг микрососудистой сети.
Для проведения прижизненного исследования реак-
ций пиальных артерий в теменной области черепа
животного высверливали отверстие (S ≈ 1 см2). Твер-
дую мозговую оболочку в пределах отверстия удаля-
ли, тем самым открывая поле для дальнейшего ис-
следования. Поверхность мозга непрерывно ороша-
ли раствором Кребса (в мМ: NaCl 120.4; KCl 5.9;
NaHCО3 15.5; MgCl2 1.2; CaCl2 2.5; NaH2PO4 1.2;
глюкоза 11.5; pH 7.4), аэрированного карбогеном.
Раствор для орошения, как и все другие применяе-
мые растворы, в течение всего эксперимента нахо-
дился в медицинском водяном термостате (TW-2,
SIA ELMI, Латвия) при температуре 37°C. На протя-

жении всего эксперимента контролировали среднее
АД, показатели которого в течение всего экспери-
мента оставались примерно на одном уровне для
каждой группы животных. Температуру тела живот-
ных в течение всего опыта поддерживали на уровне
38°C. Визуализацию пиальных артерий проводили с
помощью оригинальной установки, включающей в
себя стереоскопический микроскоп MC-2ZOOM
(Микромед, Россия), цветную камеру – видеооку-
ляр для микроскопа DCM-510 (Scopetek, Китай) и
персональный компьютер. На статических изобра-
жениях с помощью компьютерной программы для
цитофотометрии Photo M (авторская разработка
А. Черниговского, http://www.t_lambda.chat.ru) из-
меряли диаметры пиальных артериальных сосудов.
В ходе эксперимента у каждого животного было ис-
следовано более 40 пиальных артерий. Все исследо-
ванные пиальные артерии были разбиты на группы:
40–60, 20–40, менее 20 мкм. Исследования реактив-
ности сосудов были проведены через 7, 14 и 21 сут
после И/Р головного мозга (см. раздел “группы жи-
вотных”). Диаметр артерий фиксировали в стан-
дартных условиях при непрерывном орошении по-
верхности мозга раствором Кребса и при орошении
мозга раствором ацетилхолина (AСh) (10–7 М/л)
(Sigma-Aldrich, USA), блокатором КАТФ-каналов
раствором глибенкламида (Glybenclamide, Sigma-Al-
drich, 10 мкМ), в растворе диметилсульфоксида
(DMSO, Sigma-Aldrich, США), активатором КАТФ-
каналов раствором пинацидила (Pinacidil monohy-
drate, Sigma-Aldrich, 200 мкМ, в растворе DMSO).
Концентрация DMSO в применяемом растворе гли-
бенкламида (GB) и пинацидила (PI) не превышала
0.1%. Ранее проведенные исследования показали,
что DMSO в такой концентрации не оказывает вли-
яние на тонус церебральных артерий (Soltani et al.,
2016). Исследование реакции сосудов на воздей-
ствие AСh проводили в отсутствии и на фоне блока-
ды КАТФ-каналов (предварительное орошение по-
верхности мозга раствором GB в течение 10 мин с
последующим добавлением AСh в раствор блокато-
ра). Фоновую реакцию на воздействие AСh в каждой
группе анализировали по всему массиву сосудов и
принимали за 100%. Проверка по критерию Краске-
ла–Уоллеса показала отсутствие значимых различий
между отдельными животными в фоновых реакциях
на воздействие AСh внутри каждой из исследован-
ных групп. Относительно этого уровня фиксировали
изменение диаметра пиальных артерий при воздей-
ствии AСh на фоне блокатора КАТФ-каналов GB.

Статистическая оценка данных. Математическая
обработка полученных данных проведена с исполь-
зованием пакета статистических программ Microsoft
Excel 2003 и программы InStat 3.02 (GraphPad Soft-
ware Inc., США). Данные представлены в виде сред-
него арифметического значения и его ошибки.
Сравнение средних данных независимых выборок
при нормальном характере распределения вариант в
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СОКОЛОВА и др.

совокупности данных (выборке) рассчитывали при
помощи дисперсионного анализа с последующим
попарным сравнением групп согласно критерию
Тьюки. При распределении вариант в выборке, от-
личном от нормального, при сравнении групп при-
меняли критерий Краскела–Уоллиса с последую-
щим попарным сравнением групп согласно крите-
рию Данна.

Достоверным уровнем отличий считали вероят-
ность не менее 95% (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ культуры МСКч методом проточной ци-

тофлуориметрии показал, что она состояла на 99.7%
из CD90+, CD73+, CD105+, CD44+-клеток (соб-
ственно МСК), на 0.3% CD45+, CD34+-клеток (клет-
ки гемопоэтического ряда) и на 0.5% из CD14+,
CD11b+, HLA-DR+, 7AAD+-клеток (нежизнеспособ-
ных) было не более 0.9–1%.

Констрикторная реакция пиальных артерий раз-
ного диаметра на воздействие глибенкламидом (GB)
представлена на рис. 1. У ЛО животных на действие
GB уменьшением диаметра ответило 46–57% пиаль-
ных артерий. В этой группе не было выявлено стати-
стически значимой разницы в реактивности пиаль-
ных артерий внутри одного калибра (40–60, 20–40,
менее 20 мкм) на разных сроках послеоперацион-
ного периода, поэтому для сравнения с другими экс-
периментальными группами представлены усред-
ненные данные по всем результатам в течение экс-
перимента с 7 до 21 сут.

Через 7 сут после И/Р головного мозга констрик-
торная реакция пиальных артерий на воздействие
GB была выражена гораздо слабее, чем у ЛО крыс:
уменьшением диаметра ответило 10–24% исследо-
ванных артерий. Такой же результат был получен и
для группы клеточной терапии (рис. 1а). Через 14 сут
после И/Р на воздействие GB сужением ответило
27–40% пиальных артерий. В группе клеточной те-
рапии – 50–60% (рис. 1б). Через 21 сут после И/Р по-
сле применения GB диаметр уменьшили 35–60%
пиальных артерий; в группе клеточной терапии –
45–67% (рис. 1в).

Дилататорная реакция пиальных артерий разного
диаметра на воздействие пинацидила (PI) представ-
лена на рис. 2. У ЛО крыс на данное воздействие рас-
ширением ответило 56–82% пиальных артерий. Вы-
явлена статистически значимая зависимость дилата-
торной реакции от исходного диаметра сосудов: чем
мельче артерии, тем больше они расширяются под
воздействием PI.

Через 7 сут после И/Р головного мозга на воздей-
ствие PI расширением ответило 57–65% пиальных
артерий. Примерно такой же результат был получен
и в группе клеточной терапии (48–67%) (рис. 2а). На
данном сроке статистически значимая разница в ди-
лататорной реакции между ЛО и другими экспери-

ментальными группами животных имела место у ар-
терий диаметром менее 40 мкм.

Через 14 сут после И/Р головного мозга дилата-
ция на PI выявлена у 27–31% пиальных артерий, что
примерно в 2 раза меньше, чем в ЛО группе, причем
на сосудах всех диаметров. В группе клеточной тера-
пии в ответ на аппликацию PI расширилось 49–69%
пиальных артерий. Для сосудов диаметром более
20 мкм нет статистически значимой разницы с груп-
пой ЛО животных. Для артерий диаметром менее
20 мкм эта разница составила примерно 1.2 раза
(рис. 2б).

Через 21 сут после И/Р в ответ на воздействие PI
расширилось 46–56% пиальных артерий. У сосудов
диаметром 40–60 мкм не было выявлено статистиче-
ски значимой разницы с ЛО группой, а в более мел-
ких сосудах расширением на PI ответило в среднем в
1.4 раза меньше артерий, чем у ЛО животных
(рис. 2в). В группе клеточной терапии увеличение
диаметра на PI было отмечено у 56–73% пиальных
артерий, что статистически значимо не отличается
от результатов, полученных в ЛО группе.

Функциональную активность КАТФ-каналов пи-
альных артерий оценивали сравнением числа дила-
торных реакций на воздействие ACh и AСh на фоне
GB (ACh/GB) (рис. 3). У ЛО животных GB подавлял
дилататорную реакцию на ACh: на действие ACh/GB
расширением ответило в 1.9, 2.1, 4.1 раза меньше пи-
альных артерий диаметром 40–60, 20–40, менее
20 мкм соответственно. Дилататорная реакция как
на чистый ACh, так и на ACh/GB имеет выраженную
зависимость от исходного диаметра сосудов: чем
мельче артерии, тем больше они расширяются при
воздействии ACh и меньше при воздействии
ACh/GB.

Через 7 сут после И/Р головного мозга число рас-
ширившихся пиальных артерий при воздействии
ACh/GB превышало таковое при действии ACh. В
группе клеточной терапии крупные артерии прореа-
гировали на ACh и ACh/GB аналогичным образом. У
пиальных артерий диаметром менее 20 мкм выявили
незначительное уменьшение числа дилатаций при
действии ACh/GB по сравнению с ACh (рис. 3а).

Через 14 сут после И/Р головного мозга число
расширившихся пиальных артерий с исходным диа-
метром более 20 мкм на воздействие ACh/GB было
больше, чем на ACh, а у мельчайших артерий при-
мерно одинаковым. В группе клеточной терапии на-
блюдали значительное уменьшение числа дилата-
ций у пиальных артерий всех диаметров при воздей-
ствии ACh/GB по сравнению с ACh (рис. 3б). Этот
результат сопоставим с реакциями в группе ЛО
крыс.

Через 21 сут после И/Р число расширившихся пи-
альных артерий на воздействие ACh и ACh/GB было
примерно одинаковым у сосудов диаметром менее
40 мкм. У более крупных сосудов дилататорная реак-
ция на ACh/GB превосходила расширение на ACh. В
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Рис. 1. Констрикторная реакция пиальных артерий на воздействие глибенкламида. Представлена доля (%) сузившихся арте-
рий через 7 сут (а), 14 сут (б) и 21 сут (в) после ишемии/реперфузии головного мозга. Темные столбики – ЛО крысы, светлые
столбики – крысы, перенесшие ишемию, заштрихованные столбики – крысы, перенесшие ишемию, которым в день опера-
ции была проведена внутривенная трансплантация МСКч. По горизонтали – диаметр пиальных артерий (мкм); по
вертикали – число сузившихся артерий (%). Звездочками отмечены значимые изменения по сравнению с соответствующими
значениями у ЛО животных данной группы (***р < 0.001, критерий Краскела–Уоллиса).
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группе клеточной терапии наблюдали выраженное
снижение числа дилатаций при воздействии
ACh/GB по сравнению с ACh. В этом случае, как и
в группе ЛО животных, дилататорная реакция име-

ла зависимость от начального диаметра сосудов:
чем мельче артерии, тем больше было расширение
на действие ACh и меньше на воздействие ACh/GB
(рис. 3в).

Рис. 2. Дилататорная реакция пиальных артерий на воздействие пинацидила. Представлен процент расширившихся артерий
через 7 сут (а), 14 сут (б) и 21 сут (в) после ишемии/реперфузии головного мозга. Темные столбики – ЛО крысы, светлые стол-
бики – крысы, перенесшие ишемию, заштрихованные столбики – крысы, перенесшие ишемию, которым в день операции бы-
ла проведена внутривенная трансплантация МСКч. По горизонтали – диаметр пиальных артерий (мкм); по вертикали – число
расширившихся артерий (%). Звездочками отмечены значимые изменения по сравнению с соответствующими значениями у
ЛО животных данной группы (*р < 0.05, **р < 0.01, ***р < 0.001, критерий Краскела–Уоллиса).
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ОБСУЖДЕНИЕ

Клеточная терапия ишемических повреждений
головного мозга с применением МСК имеет боль-

шой лечебный потенциал. Основное направление
применения МСК – сохранение/восстановление
структуры и функциональности сосудистого русла. Без

Рис. 3. Дилататорная реакция пиальных артерий на воздействие ацетилхолина на фоне глибенкламида. Представлен процент
расширившихся артерий через 7 сут (а), 14 сут (б) и 21 сут (в) после ишемии/реперфузии головного мозга. Темные столбики –
ЛО крысы, светлые столбики – крысы, перенесшие ишемию, заштрихованные столбики – крысы, перенесшие ишемию, ко-
торым в день операции была проведена внутривенная трансплантация МСКч. По горизонтали – диаметр пиальных артерий
(мкм); по вертикали – число расширившихся артерий (%). Звездочками отмечены значимые изменения по сравнению с соот-
ветствующими значениями у ЛО животных данной группы (***р < 0.001, критерий Краскела–Уоллиса).
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адекватного кровоснабжения невозможно предотвра-
тить развитие отдаленных патологических послед-
ствий ухудшения мозгового кровотока. К настояще-
му времени показано, что МСК активируют образо-
вание новых сосудов и принимают участие в их
стабилизации (Zhou et al., 2012). Представлены дан-
ные о дифференцировке МСК в эндотелиальные
клетки и ГМК (Oswald et al., 2004; Gong et al., 2008).
Экспериментально доказано, что МСК, введенные
внутривенно через 24 ч после окклюзии средней
мозговой артерии мигрировали в поврежденную
мозговую ткань и были выявлены в стенках цере-
бральных сосудах пенумбры (Sheikh et al., 2019). В
этой же тканевой зоне наблюдали повышение уров-
ня фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) и фак-
тора, индуцируемого гипоксией (HIF-1α). МСК
секретируют факторы, способствующие неоваску-
ляризации ткани: фактор роста фибробластов 2
(FGF-2), VEGF, трансформирующий ростовой фак-
тор (TGFβ), интерлейкины IL-6, IL-8, ангиогенин,
фактор роста гепатоцитов (HGF), тромбоцитарный
фактор роста (PDGF BB) (Watt et al., 2013). Помимо
активации ангиогенеза, МСК могут оказывать про-
текторное воздействие на клетки церебральных со-
судов после ишемического инсульта (Chung et al.,
2015; Liu et al., 2019).

Ранее мы показали, что внутривенное введение
МСКч в день И/Р головного мозга приводило к со-
хранению структуры сосудистой сети пиальной обо-
лочки сенсомоторной коры и предотвращало разви-
тие эндотелиальной дисфункции церебральных ар-
терий (Соколова и др., 2021). Для того, чтобы
рассматривать клеточную терапию в качестве лечеб-
ного мероприятия необходимо выяснить на какие
именно механизмы вазодилатации после И/Р голов-
ного мозга воздействуют МСК. Один из основных
каскадов эндотелий-зависимой вазодилатации: NO
(оксид азота)–cGMP (циклический гуанозин моно-
фосфат)–протеинкиназа G (PKG). PKG вызывает
расслабление ГМК через несколько механизмов,
приводящих к снижению внутриклеточной концен-
трации Ca2+. cGMP активирует кальций-активируе-
мые калиевые каналы и КАТФ-каналы, что приводит
к гиперполяризации ГМК, их расслаблению и дила-
тации артерий (Дзугкоев и др., 2010 ). Преобладание
констрикторной реакции на ACh, которую мы на-
блюдали у крыс, перенесших И/Р, на 7, 14 и 21 сут
после операции (Соколова и др., 2021), может быть
вызвано повреждением как эндотелиальных клеток,
так и ГМК, в частности структуры и функции КАТФ-
каналов. С помощью селективного блокатора КАТФ-
каналов глибенкламида (GB) мы показали, что на 7 сут
после И/Р головного мозга значительно (в 2–5 раз)
снижалось число сузившихся пиальных артерий под
воздействием GB по сравнению с контрольной груп-
пой (рис. 1а). Одной из причин закрытия КАТФ-кана-
лов на ранних сроках после И/Р может быть увели-
чение в клетках содержания АТФ, который связыва-

ется с Kir6.2 субъединицей и ингибирует канал
(Дерягин и др., 2016). Уменьшение числа сузивших-
ся при воздействии GB артерий через 7 сут после
И/Р также может быть связано со снижением плот-
ности КАТФ-каналов в ГМК пиальных артерий диа-
метром менее 40 мкм. Косвенным доказательством
этому может служить тот факт, что применение в на-
ших экспериментах активатора КАТФ-каналов пина-
цидила (PI) через 7 сут после И/Р головного мозга
привело к расширению в 1.5 раза меньшего числа
этих сосудов, чем в группе ЛО животных. У более
крупных сосудов реакция на PI соответствовала та-
ковой у ЛО крыс (рис. 2а). Итак, на воздействие GB
через 7 сут после И/Р головного мозга сузилось в 2–
5 раз меньше артерий, чем в ЛО группе, а расшири-
лось при действии PI в 1.5 раза меньше. Вероятно,
часть КАТФ-каналов пиальных артерий, которая не
прореагировала ни на GB, ни на PI была повреждена
в результате И/Р. Введение МСКч в день проведе-
ния И/Р головного мозга через 7 сут никак не отра-
зилось на функциональном состоянии КАТФ-кана-
лов: констрикторная реакция на GB и дилататорная
на PI в этой группе была такой же, как и у животных,
перенесших И/Р (рис. 1а, 2а).

Через 14 сут после И/Р головного мозга мы на-
блюдали увеличение числа пиальных артерий, отве-
тивших констрикцией на воздействие GB, их было
только в 1.5–2 раза меньше, чем у ЛО крыс (рис. 1б).
Но при этом уменьшилось число пиальных артерий,
ответивших дилатацией на PI (рис. 2б). Вероятно,
поддержание адекватного уровня кровотока в этот
постишемический период требует увеличения диа-
метра церебральных артерий, а для этого большин-
ство КАТФ-каналов должно быть открыто. Отсюда
улучшение реакции на GB и ухудшение реакции на
PI. В группе клеточной терапии на 14 сут после И/Р
головного мозга мы наблюдали совершенно иную
картину. Число сузившихся пиальных артерий под
воздействием GB и расширившихся под воздействи-
ем PI практически полностью соответствовало пока-
зателям у ЛО крыс (рис. 1б, 2б). Следовательно, по-
сле введения МСКч к 14 сут после И/Р головного
мозга функциональная активность КАТФ-каналов
пиальных артерий полностью восстановилась.

На 21 сут после И/Р головного мозга мы наблюда-
ли полное восстановление реакций пиальных арте-
рий на GB до уровня ЛО крыс. Дилататорная реак-
ция на PI была хуже (в 1.4–1.5 раз) по сравнению с
ЛО животными только у пиальных артерии диамет-
ром менее 40 мкм. Мы предполагаем, что через 21 сут
большинство КАТФ-каналов открыто. В группе кле-
точной терапии реактивность пиальных артерий
полностью соответствовала показателям в группе
ЛО животных (рис. 1в, 2в).

О вкладе КАТФ-каналов в AСh-опосредованную
дилататорную реакцию пиальных артерий после
И/Р головного мозга можно судить, сопоставляя
степень расширения этих сосудов при воздействии
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чистым ACh и AСh на фоне блокировки КАТФ-кана-
лов с помощью глибенкламида (ACh/GB). У ЛО жи-
вотных GB блокирует дилататорную реакцию на
AСh во всех исследованных сосудах, независимо от
их диаметра. Следовательно КАТФ-каналы принима-
ют участие в формировании дилататорного ответа на
воздействие AСh.

В течение всего периода наблюдений после И/Р
головного мозга расширение пиальных артерий под
воздействием AСh было менее выражено, чем в
группе ЛО. Применение AСh на фоне GB привело к
росту числа дилатаций через 7–14 сут после И/Р. В
литературе имеются сведения о том, что эффектив-
ность ингибиторов КАТФ-каналов зависит от уровня
внутриклеточных нуклеотидов, при этом особенно
важную роль играет Mg-AДФ, уровень которого зна-
чительно возрастает при ишемии и гипоксии (Ven-
katesh et al., 1991). Поэтому существует потенциальная
возможность возникновения проблем при использо-
вании этих соединений в условиях измененного по-
стишемического метаболического статуса и повыше-
ния уровня внутриклеточного АТФ. GB в этих усло-
виях может, напротив, усиливать калиевый ток
(Foster et al., 2016; Syed et al., 2019), что вероятно и
является причиной извращения AСh-опосредован-
ных сосудистых реакций в первые 14 сут после И/Р.

Через 21 сут число расширившихся сосудов на воз-
действие AСh и ACh/GB было одинаковым (рис. 3).
Следовательно КАТФ-каналы практически перестают
участвовать в осуществлении эндотелий-зависимой
дилатации церебральных артерий после И/Р голов-
ного мозга.

Внутривенная трансплантация МСКч в день И/Р
головного мозга привела, во-первых, к сохранению
дилататорной реакции пиальных артерий на AСh:
число расширившихся сосудов полностью соответ-
ствовала таковому у ЛО крыс на всех сроках наблю-
дения. Во-вторых, уже через 14 сут после И/Р GB
блокировал дилататорную реакцию пиальных арте-
рий на AСh в группе клеточной терапии также, как в
ЛО группе (рис. 3).

Итак, установлено, что И/Р коры головного моз-
га крыс снижает вклад КАТФ-каналов в поддержание
базального тонуса пиальных артериальных сосудов.
Изменения сохраняются на протяжении 14 сут после
ишемического воздействия. Одновременно с этим в
период с 7 по 21 сут после И/Р снижается роль КАТФ-
каналов в дилатации пиальных артерий на AСh: к
21 сут каналы практически не участвуют в дилата-
торном ответе. Внутривенная трансплантация
МСКч в день проведения И/Р головного мозга при-
водит к более раннему (уже через 14 сут) восстанов-
лению участия КАТФ-каналов ГМК в поддержании
базального тонуса и осуществлении AСh-опосредо-
ванной дилатации пиальных артерий.

Восстановление процессов КАТФ-сигнализации и
увеличение вклада АТФ чувствительных калиевых

каналов в регуляции сосудистого тонуса после пере-
несенной И/Р может противодействовать возникно-
вению периодических эпизодов вазоспазма и предот-
вращать возникновение повторных ишемических
состояний, приводящих к более серьезному повре-
ждению нейронов головного мозга.
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The Effect of Intravenous Mesenchymal Cells Transplantation on the Functional Activity
of KATP Channels of Pial Arteries after Brain Ischemia/Reperfusion
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The aim of the study was to examine the effect of intravenous transplantation of human mesenchymal stem cells
(hMSC) on the function of the KATP channels of pial arteries at different time points during post-ischemic period.
Using a device for intravital visualization of pial vessels, we checked the reaction of the pial arteries to the application
of KATP channels blocker glibenclamide (GB), KATP channels activator pinacidil (PI), acetylcholine (ACh) and ace-
tylcholine combined with GB (ACh/GB) on the 7, 14, and 21 day after cerebral ischemia/reperfusion and intrave-
nous hMSC transplantation. Two to five time less arteries reacted by contraction to GB application and one-and-a-
half times less arteries dilated after PI application on the 7th day after I/R than in sham group. hMSC transplantation



ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 1  2022

ВЛИЯНИЕ ВНУТРИВЕННОЙ ТРАНСПЛАНТАЦИИ МЕЗЕНХИМНЫХ 57

carried out on the day of I/R had no effect on the KATP channels functions 7 days after I/R: the contraction reaction
to GB and dilation reaction to PI were the same as in I/R group. Fourteen days after I/R the number of arteries con-
stricted in response to GB were 1.5–2 times less than in sham group, and number of arteries dilated in response to
PI were 2–2.5 times less. At the same time after I/R in the cell therapy group the number of arteries constricted to
GB and dilated to PI almost fully matched such in the sham group. The functional state of KATP channels following
I/R was assessed by comparing the dilatory response of pial arteries to the application of ACh and ACh in combina-
tion with KATP channels blocker glibenclamide. GB blocked dilatory reaction to ACh in sham animals. Simultaneous
application of ACh and GB induced an increase in dilated arteries 7–14 days after I/R, and twenty-one days after
I/R we observed no difference in the number of dilated vessels in response to application of ACh/GB or ACh alone.
After MSC application, GB blocked dilation of pial arteries following ACh application in the same way as in sham
animals, except for the first 7 days. It may be concluded that cerebral cortex I/R alleviated KATP channels contribu-
tion to the maintenance of the normal tone of pial vessels. These changes retained during 14 days after ischemia. Si-
multaneously, between 7 and 14 days after I/R the role of KATP channels in dilation reaction of pial arteries to ACh
decreased: by the 21st day the channels take almost no part in dilatory response. Intravenous MSC transplantation
on the day of cerebral I/R induced earlier restoration of KATP channels participation in keeping the normal tone of
pial vessels (14 days) and ACh-mediated dilation of pial arteries.

Keywords: ischemia-reperfusion, brain, pial arteries, intravenous transplantation, mesenchymal stem cells, KATP
channels
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Рецепторы сигма-1 – повсеместные многофункциональные лигандрегулируемые молекулярные шаперо-
ны в мембране эндоплазматического ретикулума, имеющие уникальную историю, структуру и фармако-
логический профиль. Рецепторы сигма-1 связывают различные по химической структуре и фармакологи-
ческому действию лиганды и модулируют широкий спектр клеточных процессов в норме и патологии,
включая процессы Ca2+-сигнализации. Для выявления участия рецепторов сигма-1 в процессах Ca2+-сиг-
нализации в макрофагах исследовали влияние лигандов рецепторов сигма-1 нейролептиков фенотиази-
нового ряда хлорпромазина и трифлуоперазина на Са2+-ответы, вызываемые ингибиторами эндоплазма-
тических Са2+-АТФаз тапсигаргином и циклопьязониковой кислотой, а также дисульфидсодержащими
иммуномодуляторами глутоксимом и моликсаном в перитонеальных макрофагах крысы. С использовани-
ем флуоресцентного Са2+-зонда Fura-2АМ впервые показано, что хлорпромазин и трифлуоперазин по-
давляют обе фазы Са2+-ответов, индуцируемых глутоксимом, моликсаном, тапсигаргином и циклопьязо-
никовой кислотой в перитонеальных макрофагах крысы. Полученные данные свидетельствуют об участии
рецепторов сигма-1 в комплексном сигнальном каскаде, вызываемом глутоксимом или моликсаном и
приводящем к увеличению внутриклеточной концентрации Са2+ в макрофагах. Результаты свидетель-
ствуют также об участии рецепторов сигма-1 в регуляции депозависимого входа Са2+ в макрофагах.

Ключевые слова: трифлуоперазин, хлорпромазин, рецепторы сигма-1, перитонеальные макрофаги, внут-
риклеточная концентрация Са2+

DOI: 10.31857/S0041377122010072

Ион Са2+ является универсальным вторичным
мессенджером, действующим в клетках микроорга-
низмов, растений и животных (Berridge et al., 1998;
Carafoli, Krebs, 2016). Изменения в транспорте и
внутриклеточной концентрации ионов Са2+, [Ca2+]i,
играют ключевую роль в запуске и регуляции общих
и специализированных клеточных функций, таких
как пролиферация, рост, секреция, сокращение, пе-
редача нервного импульса, иммунный ответ и т.д.
(Berridge et al., 2000, 2003). В клетках иммунной си-
стемы (лимфоцитах, тучных клетках, макрофагах)
ионы Са2+ работают на всех стадиях жизни клетки,
включая развитие, активацию, дифференцировку,
продукцию цитокинов и, наконец, смерть клетки
(Vig, Kinet, 2009; Trebak, Kinet, 2019).

Важными участниками процессов Са2+-сигнали-
зации в клетках являются рецепторы сигма-1, имею-
щие уникальную историю, структуру, фармаколо-
гию и модулирующие широкий спектр клеточных
процессов в норме и патологии (Su et al., 2010, 2016;
Rousseaux, Greene, 2016; Penke et al., 2018; Schmidt,
Kruse, 2019; Aishwarya et al., 2021). Международный
союз общей и клинической фармакологии включил
рецепторы сигма в список рецепторов только в
2013 г. как лигандрегулируемые неопиоидные внут-
риклеточные рецепторы (Alexander et al., 2013).

Рецепторы сигма-1 представляют собой уникаль-
ные многофункциональные лигандрегулируемые мо-
лекулярные шапероны, локализованные в мембране
эндоплазматического ретикулума, на границе с мито-
хондриями (MAM – mitochondria-associated endoplas-
mic reticulum membrane) (Su et al., 2010, 2016; Rousseaux,
Greene, 2016; Schmidt, Kruse, 2019; Delprat et al., 2020;
Aishwarya et al., 2021). Кроме того, они могут транс-
лоцироваться к плазмалемме и взаимодействовать с

Принятые сокращения: [Ca2+]i – внутриклеточная концентра-
ция Са2+; ЦПК – циклопьязониковая кислота; ТФП – три-
флуоперазин; ХП - хлорпромазин.

УДК 576.32/.36
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ионными каналами и другими рецепторами, а также
встречаются в ядерной оболочке, где участвуют в ре-
гуляции транскрипции (Su et al., 2016). Эти рецепто-
ры экспрессированы в клетках различных типов,
включая клетки иммунной системы (Rousseaux,
Greene, 2016; Penke et al., 2018; Aishwarya et al., 2021).

Рецептор сигма-1 был впервые клонирован в 1996 г.
из печени морской свинки (Hanner et al., 1996) и клеток
хориокарциномы плаценты человека (Kekuda et al.,
1996). Оказалось, что рецептор сигма-1 представляет
собой белок с молекулярной массой 25 кДа, содер-
жащий 223 аминокислоты. Аминокислотная после-
довательность сигма-1-рецептора человека уникаль-
на и не имеет гомологов среди других белков млеко-
питающих (Hanner et al., 1996; Ossa et al., 2017). В
2016 г. в лаборатории Крузе c использованием мето-
дов кристаллографии была впервые установлена
трехмерная структура сигма-1-рецептора человека
(Shmidt et al., 2016; Kruse, 2017). Обнаружено, что
этот рецептор является тримером, состоящим из
трех идентичных протомеров. Каждый протомер со-
держит один трансмембранный домен (Shmidt et al.,
2016, 2018; Alon et al., 2017; Ossa et al., 2017; Shmidt,
Kruse, 2019).

Рецепторы сигма-1 имеют очень широкий фар-
макологический профиль. Их лигандами являются
различные по химической структуре и фармаколо-
гическому действию соединения: антидепрессанты
(флувоксамин, сертралин, имипрамин), нейролепти-
ки (галоперидол, хлорпромазин), анальгетики (пента-
зоцин), анксиолитики (афобазол), противосудо-
рожные (фенитоин), противокашлевые (декстро-
меторфан, карбетапентан) и антигистаминные
(хлорфенамин) препараты, наркотические средства
(метамфетамин и кокаин) и препараты, применяе-
мые при лечении нейродегенеративных заболеваний
(амантадин, мемантин, донепезил) (Cobos et al.,
2008; Maurice, Su, 2009; Chu, Ruoho, 2016; Vavers et al.,
2019; Voronin et al., 2020). Из общих структурных черт
лигандов следует отметить катионную аминогруппу и
по меньшей мере одно ароматическое кольцо. Типич-
ные нейролептики (галоперидол, флуфеназин, хлор-
промазин, трифлуоперазин) имеют высокое сродство
к рецепторам сигма-1 (Tam, Cook, 1984).

Выполняя функции шаперонов, рецепторы сиг-
ма-1 взаимодействуют с белками-мишенями (ион-
ными каналами, рецепторами в плазмалемме и др.) и
модулируют многие клеточные процессы, включая
процессы Са2+-сигнализации (Su et al., 2010, 2016;
Schmidt, Kruse, 2019; Pontisso, Combettes, 2021). В
плазмалемме они взаимодействуют с потенциалза-
висимыми Ca2+-, Na+- и K+-каналами, протон-акти-
вируемыми ионными каналами (ASICs), NMDA-ре-
цепторами, рецепторами, связанными с G-белками
(мускариновыми ацетилхолиновыми рецепторами,
μ-опиоидными и D1- и D2-дофаминовыми рецепто-
рами) и другими белками-мишенями (Su et al., 2010,
2016; Schmidt, Kruse, 2019). В мембране эндоплазма-

тического ретикулума рецептор сигма-1 взаимодей-
ствует с рецептором инозитол-1,4,5-трифосфата
3-го типа, с другим молекулярным шапероном белком
BiP (binding immunoglobulin protein) (Hayashi, Su,
2007) и Са2+-сенсором белком STIM1 (Srivats et al.,
2016). Обнаружено, что взаимодействуя с рецептора-
ми инозитол-1,4,5-трифосфата, рецепторы сигма-1
модулируют процессы Са2+-сигнализации в клетках:
мобилизацию Са2+ из депо (Hayashi et al., 2000; Wu,
Bowen, 2008) и вход Са2+ из наружной среды (Mon-
net, 2005; Hayashi, Su, 2007; Pontisso, Combettes,
2021). Выявлено их участие в регуляции депозависи-
мого входа Са2+ в клетках (Brailoiu et al., 2016; Rosa-
do, 2016; Srivats et al., 2016; Berlansky et al., 2021).

Ранее нами было впервые показано, что антаго-
нист рецепторов сигма-1 нейролептик галоперидол
(производное бутирофенона) значительно подавля-
ет обе фазы Са2+-ответов, вызываемых дисульфид-
содержащими иммуномодуляторами глутоксимом®
(динатриевая соль окисленного глутатиона с d-ме-
таллом в наноконцентрации) и моликсаном® (ком-
плекс глутоксима и нуклеозида инозина) (Крутец-
кая и др., 2017) и ингибиторами эндоплазматических
Са2+-АТФаз тапсигаргином и циклопьязониковой
кислотой (ЦПК) (Крутецкая и др., 2018б) в перито-
неальных макрофагах крысы.

Для подтверждения участия рецепторов сигма-1 в
регуляции процессов Са2+ сигнализации в макрофа-
гах, представлялось целесообразным исследовать
влияние других, структурно отличных, лигандов ре-
цепторов сигма-1 на Са2+-ответы, индуцируемые
глутоксимом и моликсаном, а также тапсигаргином
(Thastrup et al., 1989) и ЦПК (Goeger et al., 1988), в
перитонеальных макрофагах крысы, что и составило
предмет настоящего исследования.

В экспериментах использовали лиганды рецепто-
ров сигма-1 хлорпромазин (ХП, аминазин, торазин)
(Itzhak et al., 1990; Hayashi, Su, 2004) и трифлуопера-
зин (ТФП, трифтазин, стелазин) (Schuster et al.,
1995; Hanner et al., 1996), относящиеся к первому по-
колению типичных нейролептиков (антипсихотиче-
ских агентов) фенотиазинового ряда и имеющие
долгую историю использования в клинике для тера-
пии шизофрении и других психических заболеваний
(Dilsaver, 1993; Ayano, 2016).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Выделение и культивирование перитонеальных
макрофагов крыс. Эксперименты проводили на куль-
тивируемых резидентных перитонеальных макрофа-
гах крыс линии Wistar. Содержание животных и все
манипуляции выполняли в соответствии с норма-
тивными документами и требованиями Приказа
Минздрава России № 267 от 19.06.03 “Об утвержде-
нии правил лабораторной практики в Российской
Федерации”.
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Резидентные макрофаги выделяли из перитоне-
альной полости крыс массой 180–250 г по традици-
онному методу; сразу после выделения клетки имели
сферическую форму диаметром 10–20 мкм (Conrad,
1981; Randriamampita, Trautmann, 1987). Суспензию
клеток помещали в бакпечатки с кварцевыми стек-
лами (10 × 10 мм) и культивировали в течение 1–
3 сут при 37°С в среде 199 (рН 7.2), содержащей 20%
сыворотки крови быка, глутамин (3%), пенициллин
(100 Ед./мл) и стрептомицин (100 мг/мл). С помо-
щью теста на α-нафтилэстеразу подтверждали, что
по меньшей мере 96% клеток в монослоях являлись
макрофагами (Monahan et al., 1981).

Эксперименты проводили при температуре 22–
24°С через 1–2 сут после начала культивирования
клеток. Кварцевые стекла с клетками помещали в
экспериментальную камеру, заполненную физиоло-
гическим раствором следующего ионного состава
(мМ): 140 NaCl, 5 KCl, 1 CaCl2, 1 MgCl2 и 5 HEPES-
NaOH, рН 7.3–7.4. Бескальциевая среда отличалась
тем, что содержала 1 мМ ЭГТА и не содержала CaCl2.
Исследуемые агенты добавляли к макрофагам, нахо-
дящимся в бескальциевой среде. Для инициации
входа Са2+ в клетки, в среду вводили 2 мМ Са2+.

Измерение [Ca2+]i. Использовали флуоресцент-
ный зонд Fura-2AM (Sigma-Aldrich, США). Макро-
фаги инкубировали в течение 45 мин в физиологиче-
ском растворе, содержащем 2 мкМ Fura-2AM, при
22–24°С. Стекла с окрашенными клетками отмыва-
ли физиологическим раствором и переносили в экспе-
риментальную камеру флуоресцентного микроскопа
Leica DM 4000B (Leica Microsystems, Германия). Воз-
буждение флуоресценции объекта производили при
длинах волн 340 и 380 нм через объектив микроско-
па. Для выделения соответствующих участков спек-
тра использовали узкополосные оптические филь-
тры. Эмиссию регистрировали при длине волны
510 нм при помощи специализированной видеока-
меры Leica DFC340FX. Для управления экспери-
ментом использовали систему обработки изображе-
ния ImageJ (плагин Micro-Manager 1.4).

Результатом измерений являлось отношение ин-
тенсивностей флуоресценции Fura-2AM при облу-
чении светом с длиной волны 340 нм к интенсивно-
сти флуоресценции при облучении светом с длиной
волны 380 нм (F340/F380), где F340 – интенсивность
флуоресценции Fura-2AM, связанного с Са2+, а F380 –
интенсивность флуоресценции Fura-2AM, не свя-
занного с Са2+, отражающая изменения [Ca2+]i в
клетках во время измерений (Bruce, Elliott, 2000; Xie
et al., 2002). Для избежания фотовыгорания измере-
ния проводили через каждые 20 с, облучая объект в
течение 2 с. В экспериментах применяли объектив с
увеличением 10× и апертурой 8 мм. Значения [Ca2+]i
рассчитывали по уравнению Гринкевича (Gryn-
kiewicz et al., 1985). Статистический анализ проводи-
ли с применением t-критерия Стьюдента. Данные

представлены в виде среднего и стандартного откло-
нения. Каждую регистрацию получали для группы
из 40–50 клеток. На рисунках представлены резуль-
таты однотипных экспериментов из 6–8 независи-
мых. Достоверными считали различия при P ≤ 0.05.

Использованные реактивы: все реактивы приобре-
тали в фирме Sigma-Aldrich (США). Маточные рас-
творы Fura-2AM (1 мМ), ЦПК (10 мМ) и тапсигарги-
на (0.5 мМ) готовили в диметилсульфоксиде. Препа-
раты глутоксим и моликсан были от фирмы
ФАРМА-ВАМ (Санкт-Петербург). Маточные рас-
творы глутоксима (50 мг/мл), моликсана (50 мг/мл),
ТФП (2 мг/мл) и ХП (25 мг/мл) готовили в воде.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние хлорпромазина и трифлуоперазина на
Са2+-ответы, индуцируемые дисульфидсодержащими
иммуномодуляторами. Фармакологические аналоги
окисленного глутатиона (глутоксим и моликсан) ис-
пользуются как иммуномодуляторы и цитопротек-
торы в комплексной терапии бактериальных, вирус-
ных и онкологических заболеваний (Борисов и др.,
2001; Соколова и др., 2002; Антушевич и др., 2013;
Толстой и др., 2019). Эти препараты оказывают ком-
плексное влияние на процессы редокс-регуляции в
клетках, однако тонкие биофизические механизмы
их действия далеки от полного понимания.

В настоящей работе контрольные эксперименты
показали, что инкубация макрофагов в течение 20 мин
со 100 мкг/мл глутоксима (рис. 1а) или 100 мкг/мл мо-
ликсана (рис. 2а) в бескальциевой среде вызывает
медленно нарастающее увеличение [Ca2+]i, отража-
ющее мобилизацию Са2+ из внутриклеточных Са2+-
депо. Через 20 мин после добавления агентов [Ca2+]i
в среднем увеличивалась от базального уровня, рав-
ного 90 ± 18, до 135 ± 18 нМ (n = 7; P < 0.05) для глу-
токсима и 134 ± 20 нМ (n = 6; P < 0.05) для моликса-
на. При введении в наружную среду 2 мМ Са2+ наблю-
дали дальнейшее повышение [Ca2+]i, отражающее
депозависимый вход Са2+ в цитозоль (рис. 1, 2). В сред-
нем увеличение [Ca2+]i во время входа Са2+ состави-
ло 223 ± 22 нМ (n = 7; P < 0.05) и 202 ± 20 нМ (n = 6;
P < 0.05) для глутоксима и моликсана соответственно.

В наших экспериментах впервые было обнаруже-
но, что преинкубация перитонеальных макрофагов с
25 мкг/мл ХП в течение 10 мин до введения
100 мкг/мл глутоксима приводила к значительному
подавлению как мобилизации Са2+ из депо (на 58.5 ±
± 4.6%, n = 7; P < 0.05), так и последующего депоза-
висимого входа Са2+ в клетки (на 59.1 ± 6.1%, n = 7;
P < 0.05), индуцируемых глутоксимом (рис. 1б).
Предварительная инкубация клеток с 2 мкг/мл ТФП
в течение 15 мин до введения 100 мкг/мл глутоксима
также вызывала подавление фазы мобилизации Са2+

из депо (на 36.2 ± 5.7%, n = 8; P < 0.05) и депозависи-
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мого входа Са2+ в макрофаги (на 60.7 ± 7.1%, n = 7;
P < 0.05), вызываемых глутоксимом (рис. 1в).

Сходные результаты были получены в экспери-
ментах по влиянию ХП и ТФП на Са2+-ответы, вы-
зываемые в макрофагах 100 мкг/мл моликсана
(рис. 2б, в). Так, подавление фазы мобилизации Са2+

из депо составило в среднем 43.2 ± 8.9% (n = 8; P < 0.05)
и 63.3 ± 2.4% (n = 7; P < 0.05), а подавление депоза-
висимого входа Са2+ в макрофаги – 52.3 ± 9.1% (n = 8;
P < 0.05) и 65.3 ± 5.0% (n = 7; P < 0.05) для ХП и ТФП
соответственно.

Влияние фенотиазиновых нейролептиков на Са2+-
ответы, индуцируемые ингибиторами эндоплазматиче-
ских Са2+-АТФаз. В контрольных экспериментах мы
обнаружили, что добавление 0.5 мкМ тапсигаргина к
макрофагам, находящимся в бескальциевой среде,
вызывает незначительное увеличение [Ca2+]i, отра-

жающее мобилизацию Са2+ из внутриклеточных
Са2+-депо (рис. 3а). В среднем увеличение [Ca2+]i во
время фазы мобилизации составило 26 ± 7 нМ (n = 7;
P < 0.05). При последующем введении в наружную
среду 2 мМ Са2+ наблюдали депозависимый вход
Са2+ в цитозоль (рис. 3а). В среднем увеличение
[Ca2+]i во время входа Са2+ составило 160.2 ± 20.5 нМ
(n = 7; P < 0.05). Сходные результаты мы получили
при использовании 10 мкМ ЦПК (рис. 4а): в среднем
увеличение [Ca2+]i во время фазы мобилизации Са2+

из депо, вызываемой ЦПК, составило 37.8 ± 9.8 нМ
(n= 7; P < 0.05), а во время депозависимого входа
Са2+ в макрофаги – 150.2 ± 23.7 нМ (n = 7; P < 0.05)
(рис. 4а).

В наших экспериментах впервые было обнаруже-
но, что преинкубация макрофагов с 25 мкг/мл ХП в
номинально бескальциевой среде в течение 10 мин

Рис. 1. Влияние хлорпромазина (ХП, 25 мкг/мл) и трифлуоперазина (ТФП, 2 мкг/мл) на увеличение [Ca2+]i, вызываемое глу-
токсимом в перитонеальных макрофагах крысы. Здесь и на рис. 2–4 по оси ординат – отношение интенсивностей флуорес-
ценции Fura-2AM при длинах волн возбуждающего излучения 340 и 380 нм (F340/F380, отн. ед.). Условия стимуляции: а –
макрофаги инкубировали в течение 20 мин в присутствии 100 мкг/мл глутоксима в номинально бескальциевой среде, затем
вход Са2+ инициировали введением в наружную среду 2 мМ Са2+; б, в – макрофаги, находящиеся в бескальциевой среде, ин-
кубировали в течение 10 мин с ХП (б) или в течение 15 мин с ТФП (в), затем добавляли 100 мкг/мл глутоксима, через 20 мин
вход Са2+ инициировали введением в наружную среду 2 мМ Са2+. Здесь и на рис. 2–4 каждая регистрация получена для груп-
пы из 40–50 клеток и представляет собой типичный вариант из 6–8 независимых экспериментов.
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до введения 0.5 мкМ тапсигаргина вызывает значи-
тельное подавление обеих фаз Са2+-ответов, инду-
цированных тапсигаргином (рис. 3б). Так, подавле-
ние фазы мобилизации Са2+ из депо составило 59.3 ±
± 8.2% (n = 7; P < 0.05), а депозависимого входа Са2+ –
68.2 ± 10.4% (n = 7; P < 0.05). Сходные результаты
были получены в экспериментах с применением
10 мкМ ЦПК (рис. 4б). Подавление ХП мобилиза-
ции Са2+ из депо составило 40.2 ± 9.1% (n = 7; P < 0.05),
а подавление депозависимого входа Са2+ – 63.4 ± 11.5%
(n = 7; P < 0.05).

Другой нейролептик фенотиазинового ряда ТФП
также значительно подавлял обе фазы Са2+-ответов,
индуцированных тапсигаргином или ЦПК. Показано,
что предварительная инкубация клеток с 2 мкг/мл
ТФП в течение 10 мин до введения 0.5 мкМ тапси-
гаргина (рис. 3в) вызывала подавление фазы мобили-
зации Са2+ из депо (на 59.0 ± 9.4%, n = 7; P < 0.05) и де-
позависимого входа Са2+ в макрофаги (на 73.5 ± 11.2%,
n = 7; P < 0.05 ), вызываемых тапсигаргином
(рис. 3в). Сходные данные были получены в экспе-
риментах с применением 10 мкМ ЦПК (рис. 4в). По-
давление мобилизации Са2+ из депо ТФП составило

40.1 ± 9.7% (n = 7; P < 0.05), а подавление депозави-
симого входа Са2+ – 60.4 ± 10.8% (n = 7; P < 0.05). Это
подтверждает полученные нами ранее данные о том,
что преинкубация клеток с ТФП приводит к подавле-
нию депозависимого входа Са2+, индуцируемого инги-
биторами эндоплазматических Са2+-АТФаз тапсигар-
гином и ЦПК, в перитонеальных макрофагах крысы
(Крутецкая и др., 2018a).

Таким образом, в настоящей работе мы впервые
на перитонеальных макрофагах крысы показали, что
лиганды рецепторов сигма-1 нейролептики феноти-
азинового ряда ХП и ТФП подавляют обе фазы Са2+-
ответов, вызываемых глутоксимом или моликсаном,
а также тапсигаргином и ЦПК, в перитонeальных
макрофагах. Результаты согласуются с данными ис-
следований других авторов, которые обнаружили,
что лиганды рецепторов сигма-1 ХП и ТФП подав-
ляют мобилизацию Са2+ из депо и последующий депо-
зависимый вход Са2+, вызываемые АТФ или тапсигар-
гином, в клетках лейкоза человека (линия HL-60)
(Harper et al., 1997; Harper, Daly, 1999). Показано так-
же, что ХП ингибирует депозависимый вход Са2+,
индуцируемый брадикинином или тапсигаргином в

Рис. 2. Влияние ХП и ТФП на увеличение [Ca2+]i, вызываемое моликсаном (100 мкг/мл) в перитонеальных макрофагах кры-
сы. а, б, в – Условия предварительной стимуляции в бескальциевой среде и последующей инициации входа Са2+ те же, что
указаны в подписи к рис. 1.
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клетках феохромоцитомы крысы (линия PC12)
(Choi et al., 2001), а преинкубация клеток с ТФП
приводит к существенному подавлению депозависи-
мого входа Са2+, вызываемого тапсигаргином, в
клетках эмбриональной почки человека (линия
НЕК-293) (Wang et al., 2015). Обнаружено также, что
антагонисты сигма-1 рецепторов (вещества BD1063
и BD1047) ингибируют депозависимый вход Са2+,
индуцируемый гистамином в эндотелиальных клет-
ках подкожной вены ноги человека (Amer et al.,
2013), а BD1063 значительно подавляет депозависи-
мый вход Са2+, вызываемый тапсигаргином, в клет-
ках аденокарциномы молочной железы человека
(линия MCF7) (Gasparre et al., 2017). Кроме того, из-
вестно, что ХП и ТФП ингибируют потенциалзави-
симые Са2+-каналы в клетках разных типов. Так, ХП
обратимо и дозозависимо блокирует потенциалза-
висимые Са2+-каналы L- и T-типов в клетках ней-
робластомы мыши (линия N1E-115) (Ogata, Nara-
hashi, 1990; Ogata et al., 1990), потенциалзависимые

Са2+-каналы R-типа в нейронах человека (Mc-
Naughton et al., 2001) и Са2+-каналы L-типа в клетках
феохромоцитомы крысы (линия PC12) (Ito et al.,
1996), а ТФП блокирует потенциалзависимые Са2+-
каналы L-типа в гладкомышечных клетках крысы
(Nakazawa et al., 1993) и нейронах улитки Helix asper-
sa (Cruzblanca et al., 1998).

Результаты настоящей и более ранних работ
(Крутецкая и др., 2017, 2018в) о подавлении лиганда-
ми рецепторов сигма-1 Са2+-ответов, вызываемых
глутоксимом и моликсаном в макрофагах, свиде-
тельствуют об участии рецепторов сигма-1 в ком-
плексном сигнальном каскаде, запускаемом глуток-
симом или моликсаном и приводящем к увеличе-
нию [Ca2+]i в перитонеальных макрофагах крыс.
Результаты указывают также на нежелательность
совместного применения в клинической практике
препаратов глутоксима или моликсана и нейролеп-
тиков фенотиазинового ряда ХП и ТФП.

Рис. 3. Влияние ХП (25 мкг/мл) и ТФП (2 мкг/мл) на Са2+-ответы, индуцируемые тапсигаргином (0.5 мкМ) в перитонеаль-
ных макрофагах крысы. а, б, в – Условия эксперимента те же, что указаны в подписи к рис. 1.
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Полученные нами данные свидетельствуют также
об участии рецепторов сигма-1 в регуляции депоза-
висимого входа Са2+, индуцируемого дисульфидсо-
держащими иммуномодуляторами и ингибиторами
эндоплазматических Са2+-АТФаз, в перитонеаль-
ных макрофагах крыс и позволяют рассматривать
рецепторы сигма-1 в качестве нового регуляторного
компонента сигнального комплекса депозависимо-
го входа Са2+ в макрофагах. Рецепторы сигма-1 мо-
гут влиять на депозависимый вход Са2+, модулируя
связывание между основными компонентами бел-
кового комплекса депозависимого входа Са2+ – бел-
ками STIM1 в мембране эндоплазматического рети-
кулума и Orai1 в плазмалемме (Srivats et al., 2016).

Результаты могут также способствовать более де-
тальному пониманию молекулярных механизмов
фармакологического действия фенотиазиновых
нейролептиков. Кроме того, полученные данные
могут иметь значение для терапии заболеваний, опо-
средованных нарушением функционирования ре-

цепторов сигма-1. Так, известно, что изменения суб-
клеточной локализации, экспрессии и сигнальных
функций рецепторов сигма-1 приводят к развитию
широкого ряда заболеваний человека (Su et al., 2010,
2016; Rousseaux, Greene, 2016; Schmidt, Kruse, 2019;
Aishwarya et al., 2021). Выявлено участие этих рецеп-
торов в патофизиологии нейропсихиатрических
(шизофрении, тревожных расстройств, депрессив-
ных состояний и деменции) (Hayashi, Su, 2004;
Tsai et al., 2009, 2014; Ishikawa, Hashimoto, 2010; Ha-
yashi, 2015; Voronin et al., 2020), нейродегенератив-
ных (болезней Альцгеймера, Хантингтона и Пар-
кинсона, бокового амиотрофического склероза)
(Ryskamp et al., 2017, 2019; Penke et al., 2018; Hayashi,
2019; Schmidt, Kruse, 2019; Yang et al., 2019; Herrando-
Grabulosa et al., 2020; Zhemkov et al., 2021), онкологи-
ческих (Kim, Maher, 2017; Soriani, Rapetti-Mauss,
2017; Pontisso, Combettes, 2021) и сердечнососуди-
стых (Stracina, Novakova, 2018; Aishwarya et al., 2021)
заболеваний, болевых синдромов (Merlos et al., 2017a,
2017b) и ретинопатий (Wang et al., 2017; Smith et al.,

Рис. 4. Влияние ХП (25 мкг/мл) и ТФП (2 мкг/мл) на Са2+-ответы, индуцируемые циклопьязониковой кислотой (ЦПК,
10 мкМ) в перитонеальных макрофагах крысы. а, б, в – Условия эксперимента те же, что указаны в подписи к рис. 1.
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2018). Это позволило рассматривать рецепторы сиг-
ма-1 как перспективные фармакологические мише-
ни для терапии этих заболеваний.

В последнее время изучается также возможная
роль сигма-1 рецепторов в патофизиологии короно-
вирусной инфекции (COVID-19). Появляются дан-
ные, что рецепторы сигма-1 могут быть перспектив-
ной терапевтической мишенью при лечении пациен-
тов с COVID-19. Полагают, что рецепторы сигма-1
регулируют ключевые механизмы адаптивного
стрессового ответа клеток-хозяев и принимают уча-
стие в ранних стадиях репликации вируса (Vela,
2020; Hashimoto, 2021).

Многие перепрофилированные лекарства, вклю-
ченные в схемы комплексной терапии пациентов с
COVID-19, часто идентифицируются как лиганды
рецепторов сигма-1. К их числу относятся нейролеп-
тики галоперидол, ХП и ТФП (Plaze et al., 2020; Vela,
2020). Полагают, что наиболее перспективным пре-
паратом является ХП (Muric et al., 2020; Nobile et al.,
2020; Plaze et al., 2020; Stip, 2020; Stip et al., 2020).
Имеются данные, что катионные амфифильные со-
единения, к которым относятся фенотиазиновые
нейролептики, имеют противовирусную активность
и подавляют вход и репликацию РНК вирусов (Otrę-
ba et al., 2020; Vela, 2020; Gitahy Falcao Faria et al.,
2021). Так, показано, что ХП ингибирует реплика-
цию SARS-CoV-2 в клетках обезьяны (линия VeroE6)
и клетках эпителия альвеол человека (линия A549-
ACE2) (Plaze et al., 2021). Кроме того, лиганды ре-
цепторов сигма-1 галоперидол (Hoertel et al., 2021a) и
ХП (Hoertel et al., 2021b) уже прошли клинические
испытания в качестве препаратов для терапии паци-
ентов с COVID-19.

Известно также, что вирусы выработали механиз-
мы нарушения Ca2+-гомеостаза клеток хозяев и уве-
личивают [Ca2+]i, поскольку Ca2+ необходим для
проникновения вируса в клетку, для репликации,
созревания и освобождения вируса (Zhoua et al.,
2009; Chen et al., 2019). В связи с этим, блокирование
вызванного вирусом увеличения [Ca2+]i путем инги-
бирования каналов кальциевого выброса в мембране
эндоплазматического ретикулума (рецепторов ино-
зитол-1,4,5-трифосфата и рианодиновых рецепто-
ров) или каналов входа Ca2+ в плазмалемме (потен-
циалзависимых и депозависимых Ca2+-каналов) яв-
ляется одним из подходов в терапии вирусных
инфекций (Chen et al., 2019). Так, обнаружено, что
блокаторы потенциалзависимых Са2+-каналов ни-
федипин и амлодипин снижают смертность и умень-
шают риск необходимости искусственной вентиля-
ции легких у пожилых пациентов с COVID-19 и ги-
пертонией (Solaimanzadeh, 2020; Zhang et al., 2020).

Таким образом, полученные нами данные о по-
давлении лигандами рецепторов сигма-1 (ХП и
ТФП) обеих фаз Са2+-ответов, индуцируемых ди-
сульфидсодержащими иммуномодуляторами и ин-

гибиторами эндоплазматических Са2+-АТФаз в пе-
ритонеальных макрофагах крыс, дополнительно
подтверждают многогранность эффектов производ-
ных фенотиазина и свидетельствуют в пользу тера-
певтического потенциала фенотиазиновых нейро-
лептиков, как лигандов рецепторов сигма-1.
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Sigma-1 Receptor Ligands Chlorpromazine and Trifluoperazine Attenuate Ca2+ Responses 
in Rat Peritoneal Macrophages

L. S. Mileninaa, *, Z. I. Krutetskayaa, **, V. G. Antonovb, and N. I. Krutetskayaa

aChair of Biophysics, St. Petersburg State University, St. Petersburg, 199034 Russia
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Sigma-1 receptors are ubiquitous multifunctional ligand-operated molecular chaperones in the endoplasmic reti-
culum membrane with a unique history, structure, and pharmacological profile. Sigma-1 receptors bind ligands of
different chemical structure and pharmacological effect and modulate a wide range of cellular processes in health
and disease, including Ca2+ signaling processes. To elucidate the involvement of sigma-1 receptors in Ca2+ signaling
processes in macrophages, the effect of sigma-1 receptor ligands, phenothiazine neuroleptics chlorpromazine and
trif luoperazine, on Ca2+ responses induced by endoplasmic Ca2+-ATPase inhibitors thapsigargin and cyclopiazonic
acid, as well as by disulfide-containing immunomodulators glutoxim and molixan, was investigated in rat peritoneal
macrophages. Using Fura-2AM microfluorimetry we have shown for the first time that chlorpromazine and trif lu-
operazine suppress both phases of Ca2+ responses induced by glutoxim, molixan, thapsigargin and cyclopiazonic
acid. The data obtained indicate the involvement of sigma-1 receptors in the complex signaling cascade triggered by
glutoxim or molixan and leading to intracellular Ca2+ concentration increase in macrophages. The results also sug-
gest the involvement of sigma-1 receptors in the regulation of store-dependent Ca2+ entry in macrophages.

Keywords: trif luoperazine, chlorpromazine, sigma-1 receptors, peritoneal macrophages, intracellular Са2+ concen-
tration
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Исследование посвящено сравнению морфофункциональных особенностей, соотношения процессов
апоптоза и пролиферации в популяциях инсулин-синтезирующих клеток (ИСК) поджелудочной железы
различной локализации (панкреатические островки (ПО), одиночные ИСК и их агломераты) в физиоло-
гических условиях. На гистологических препаратах поджелудочной железы проводили количественную
оценку распределения ИСК различной локализации, интенсивности иммунофлюоресценцентного мече-
ния инсулина, соотношения процессов пролиферации и апоптоза. Одиночные ИСК ацинарного эпителия
в сравнении с ИСК другой локализации обладают наибольшим синтетическим потенциалом, на что ука-
зывают максимальные значения интенсивности флюоресценции инсулина и площади цитоплазмы. Ki-
67+-ИСК присутствуют только в ПО, в то время как вне островковой части они не выявляются. Наиболь-
шая доля TUNEL+-ИСК характерна для агломератов, среди одиночных ИСК TUNEL+-ИСК отсутствуют.
Выявляется прямая взаимосвязь между интенсивностью флюоресценции инсулина β-клеток островков и
количеством Ki-67+-ИСК в них. Островки с высокой интенсивностью флюоресценции инсулина содер-
жат также наибольшее количество TUNEL+-ИСК по сравнению с другими ПО, что свидетельствует о зна-
чительном уровне их самообновления. В тоже время ПО с низким содержанием инсулина характеризуют-
ся значительным преобладанием процесса апоптоза над пролиферацией. Таким образом, наши данные
свидетельствуют, что строение и функциональная активность ИСК зависят от особенности их локализа-
ции, а их неоднородность создает основу для пластичности в условиях патологии.

Ключевые слова: инсулин, панкреатический островок, внеостровковые инсулин-синтезирующие клетки
DOI: 10.31857/S0041377122010035

Поджелудочная железа включает в себя две части –
эндокринную, главным образом осуществляющую ре-
гуляцию углеводного обмена, и экзокринную, участ-
вующую в пищеварении. Эндокринная часть пред-
ставлена панкреатическими островками (ПО), окру-
женных ацинусами, что способствует их тесному
морфофункциональному взаимодействию. ПО
представляют собой “микроорганы” округлой фор-
мы, включающие в себя 5 типов эндокриноцитов,
секретирующих свои гормоны (инсулин, глюкагон,
соматостатин, панкреатический полипептид и гре-
лин) в кровеносное русло и осуществляющих регу-
ляцию углеводного обмена и пищеварения (Islam,
2008). Инсулин синтезирующие клетки (ИСК) в со-
ставе поджелудочной железы также находятся вне
ПО в виде отдельно расположенных клеток или их
агломератов. Агломераты представляют собой скоп-

ления от 2 до 5 ИСК, не включающие в свой состав
другие гормон-синтезирующие клетки и не ограни-
ченные капсулой из базальной мембраны, как ПО
(Bouwens, Pipeleers, 1998), при этом они легче, чем
последние переносят гипоксию (Merkwitz et al.,
2013). Эти морфологические особенности позволя-
ют рассматривать агломераты ИСК в качестве пере-
ходного этапа формирования ПО из функциональ-
ных предшественников эндокринных клеток (Merk-
witz et al., 2013). Одиночные ИСК располагаются в
составе ацинарного или протокового эпителия и
имеют морфологические особенности, сходные с
клетками ткани, в которой располагаются (Bouwens,
Pipeleers, 1998; Bertelli et al., 2001; Можейко, 2007).
Вне островковые ИСК принято считать одним из
источников регенерации β-клеток ПО поджелудоч-
ной железы в условиях патологии (Merkwitz et al.,
2013).

В совокупности островковые β-клетки и вне ост-
ровковые ИСК (агломераты и одиночные клетки)
могут рассматриваться в качестве единой инсулин-

Принятые сокращения: ИСК – инсулин-синтезирующая клет-
ка; ПО – панкреатический островок; ЯЦО – ядерно-цито-
плазматическое отношение.
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синтезирующей системы, формирование которой
начинается в период эмбрионального развития, за-
вершается к двум месяцам после рождения и кон-
тролируется различными механизмами регуляции
дифференцировки популяции клеток-предшествен-
ников в эндокринные клетки (Islam, 2008).

Достаточно много работ посвящено изучению
клеточной архитектуры ПО. Однако до сих пор оста-
ются не до конца изученными морфофункциональ-
ные особенности и соотношение процессов апопто-
за и пролиферации ИСК различной локализации
(ПО и вне островковые ИСК) в физиологических
условиях. Исследование основ гетерогенности ИСК
различной локализации в поджелудочной железе в
физиологических условиях будут способствовать бо-
лее полному пониманию реакции этих клеток в
условиях патологии и разработке новых мтодов и
подходов к лечению сахарного диабета.

Цель настоящей работы – сравнить морфофунк-
циональные особенности, а также соотношение
процессов апоптоза и пролиферации инсулин-син-
тезирующих клеток поджелудочной железы различ-
ной локализации (панкреатические островки, оди-
ночные инсулин-синтезирующие клеток и их агло-
мераты) в физиологических условиях.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. Исследование проведено на интакт-

ных крысах Вистар (n = 7) обоего пола в возрасте
3 мес. в соответствии с принципами, сформулиро-
ванными в Директиве 2010/63/EC. Исследования
одобрены Этическим комитетом Института имму-
нологии и физиологии УрО РАН (протокол № 04/19
от 18.12.2019). Животных из эксперимента выводили
с помощью внутримышечного введения золетила в
дозе 15 мг/кг (Virbac Sante Animale, Франция).

Морфометрическое исследование. Для гистологи-
ческого исследования образцы поджелудочной же-
лезы фиксировали в 10%-ном забуференном фор-
мальдегиде, далее осуществляли стандартную про-
водку образцов с последующей заливкой в парафин
и подготовкой серийных срезов (толщиной 3 мкм).

Визуализацию изображения осуществляли на ла-
зерном сканирующем конфокальном микроскопе
LSM 710 (CARL ZEISS, Германия), а морфометриче-
ский анализ с помощью программного обеспечения
ZEN2010.

В ходе морфометрического исследования в 1 мм2

паренхимы поджелудочной железы (N/мм2) подсчи-
тывали общее количество ИСК, количество ИСК,
локализованных в панкреатических островках, агло-
мератах или в виде одиночных ИСК, в составе аци-
нарного эпителия или в перидуктальной области.
Также определяли относительное количество про-
лиферирующих ИСК (Ki-67+-ИСК) и ИСК, всту-
пивших в апоптоз (TUNEL+-ИСК), в процентах от
общего количества ИСК различной локализации.

Пролиферацию ИСК различной локализации
(ПО и внеостровковые) выявляли путем двойного
иммунофлуоресцентного иммуномечения последо-
вательным методом (Kumar, 2009). На первом этапе
осуществляли демаскировку в цитратном буфере
(рН 6.0) в течение 10 мин в микроволновой печи с
последующим остыванием. Далее после отмывки де-
маскирующего буфера проводили этап иммуномече-
ния маркера пролиферации с использованием пер-
вичных мышиных антител к Ki-67 крысы (BD,
США) в разведении 1 : 150. Инкубацию с антителами
проводили во влажной камере при 4°C в течениe но-
чи, после отмывки осуществляли инкубацию в тем-
ноте (как и все последующие этапы окрашивания во
избежание выгорания флуорофоров) со вторичными
иммуноглобулинами козы против иммуноглобули-
нов мыши, конъюгированными с Texas Red (Abcam,
США) в разведении 1 : 100 в течениe 40 мин при 37°C
во влажной камере. На третьем этапе после отмывки
осуществляли иммуномечение инсулина с исполь-
зованием мышиных первичных антител к инсулину
крысы (clone E11D7; Millipore, Германия) в разведе-
нии 1 : 200. Препараты инкубировали с первичными
антителами 1.5 ч во влажной камере, после отмывки
инкубировали с иммуноглобулинами козы против им-
муноглобулинов мыши, конъюгированными с Alexa
Flore 488 (Abcam, США) в разведении 1 : 100 в течение
40 мин при 37°C во влажной камере. Ядра окрашива-
ли NucRed Dead 647 (LifeTec, Germany) в течение
10 мин во влажной камере, защищенной от света.

Оценку апоптоза ИСК осуществляли путем выяв-
ления фрагментации ДНК методом TUNEL с ис-
пользованием набора реагентов Thermo Fisher (США)
с последующим иммунофлуоресцентным мечением
инсулина, как было описано выше.

Негативный контроль окрашивания с помощью
антител производили на аналогичных срезах подже-
лудочной железы по соответствующим протоколам,
исключая первичные антитела (Kumar, 2009; See-
berger et al., 2014).

Во всех ИСК рассчитывали площадь цитоплазмы
(мкм2) и ядерно-цитоплазматическое отношение
(ЯЦО).

Содержание инсулина в ИСК различной локали-
зации оценивали путем измерения интенсивности
флюоресценции инсулин-позитивной области кле-
ток (чем больше инсулина содержит клетка, тем
больше антител с ней связывается и тем интенсивнее
она флюоресцирует) (Carvalho et al., 2006). В зависи-
мости от интенсивности флюоресценции инсулина
все ПО были разделены на три типа: I тип – ПО с вы-
соким содержанием инсулина (интенсивность флю-
оресценции инсулина от 41 усл. ед.); II тип – ПО со
средним содержанием инсулина (интенсивность
флюоресценции инсулина от 21 до 40 усл. ед.);
III тип – ПО с низким содержанием инсулина (ин-
тенсивность флюоресценции до 20 усл. ед.).
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В ПО всех типов определяли диаметр их сечения
(мкм), общую плотность клеток, количество β-кле-
ток, Ki-67+β-клеток и TUNEL+β-клеток в расчете на
1 мм2 эндокринной ткани (N/мм2) и в процентах от
общего количества β-клеток островка.

Статистический анализ. Полученные данные ана-
лизировали с помощью программы STATISTICA 10.
Вычисляли среднее арифметическое и ошибку сред-
него. Достоверность различий между группами оце-
нивали по непараметрическому критерию Манна–
Уитни (U), рассчитывали коэффициент корреляции
Спирмена. Различия считали значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика ИСК различной локализации.
Большая часть ИСК поджелудочной железы выяв-
ляется в составе ПО, а вне островков – около 2% в
виде клеточных агломератов и одиночных клеток в
составе ацинусов и протокового эпителия (рис. 1,
табл. 1). β-клетки островков характеризуются округ-
лой формой с центрально расположенным ядром.
Одиночные ацино-инсулярные клетки имеют пира-
мидальную форму, ядро смещено ближе к базальной
части клетки, цитоплазма равномерно окрашивает-
ся с помощью антител к инсулину. Одиночные ИСК
перидуктальной области имеют округлую, вытяну-
тую форму с эксцентрично расположенным ядром и
равномерно окрашиваются с помощью антител к
инсулину. ИСК агломератов обладают морфологи-
ческими признаками ацинарных и/или протоковых
эпителиоцитов (рис. 1). Сравнительный морфомет-
рический анализ ИСК различной локализации сви-
детельствует, что, несмотря на отсутствие различий
в размерах их ядер, одиночные ИСК в составе аци-
нарного эпителия характеризуются наибольшими
площадью цитоплазмы и интенсивностью флюорес-
центного мечения инсулина по сравнению с оди-

ночными ИСК перидуктальной области, ИСК агло-
мератов и ПО. Эти данные свидетельствуют о высо-
ком содержании инсулина в данном типе клеток
(табл. 1).

Доля ИСК, вступивших в апоптоз, в агломератах
значительно превышает данный показатель в ПО.
Среди одиночных ИСК TUNEL+-клетки не выявля-
ются (рис. 2). Пролиферирующие ИСК локализуют-
ся в ПО, среди вне островковых ИСК Ki-67+-ИСК
не обнаруживаются (табл. 1, рис. 2).

Морфофункциональная характеристика панкреа-
тических островков. Несмотря на то, что ПО характе-
ризуются сходными показателями общего количе-

Рис. 1. Инсулин-синтезирующие клетки с различной ло-
кализацией в паренхиме поджелудочной железы интакт-
ных животных. Рамкой выделен панкреатический остро-
вок, красной стрелкой – клеточный агломерат, черной
стрелкой – одиночная клетка. Иммуногистохимическое
выявление инсулина, ув. об. 40×.

20 мкм20 мкм20 мкм

Таблица 1. Характеристика ИСК с различной локализацией в паренхиме поджелудочной железы

S – площадь; ИСК – инсулин-синтезирующая клетка. Приводятся средние значения по группам и их стандартные ошибки. Отличия
достоверны для Р ≤ 0.05 от группы: а –панкреатический островок; b –агломерат ИСК; c – одиночные ИСК ацинусов.

Показатель Панкреатический 
островок Агломераты

Одиночные ИСК

Ацинусы Перидуктальная 
область

Количество ИСК в 1 мм2 паренхимы 107.1 ± 10.5 1.6 ± 0.2a 0.42 ± 0.06a, b 0.21 ± 0.04a, b, c

Доля ИСК от общего количества ИСК, % 97.8 ± 0.3 0.6 ± 0.1a 0.37 ± 0.07a, b 0.18 ± 0.04a, b, c

Интенсивность флюоресценции инсулина ИСК, усл. ед. 33.7 ± 1.7 32.8 ± 4.4 43.3 ± 4.0a, b 28.9 ± 1.8c

S цитоплазмы, мкм2 48.6 ± 3.4 50.1 ± 5.4 87.8 ± 8.0 a, b 63.7 ± 6.1c

S ядра, мкм2 24.5 ± 0.6 25.6 ± 1.0 23.4 ± 1.1 21.7 ± 2.2

ЯЦО ИСК 0.35 ± 0.01 0.36 ± 0.03 0.23 ± 0.01a 0.30 ± 0.03c

Доля TUNEL+-ИСК от общего количества ИСК, % 1.9 ± 0.4 22.5 ± 2.3 a Не опред. Не опред.

Доля Ki-67+-ИСК от общего количества ИСК, % 0.49 ± 0.05 Не опред. Не опред. Не опред.
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ства клеток, содержания β-клеток, а также размеров
ядра и цитоплазмы β-клеток, ПО обладают значи-
тельной гетерогенностью (табл. 2). Основное коли-
чество ПО представлено островками с высокой
(I тип) и средней (II тип) интенсивностью флюорес-
ценции иммуномеченого инсулина в β-клетках (37 ± 3
и 45± 3% соответственно), доля ПО с низкой интен-
сивностью флюоресценции инсулина (III тип) со-
ставляет 18 ± 3% от общего количества. В результате
сравнительного анализа ПО с различной интенсив-
ностью иммуномечения инсулина выявлено:

ПО I типа (островки с высоким уровнем флюо-
ресценции инсулина) характеризуются минималь-
ными размерами, наибольшим количеством проли-
ферирующих β-клеток (Ki-67+-ИСК) и высоким
уровнем апоптоза β-клеток;

ПО II типа (островки со средним уровнем флюо-
ресценции инсулина) обладают средним количе-
ством пролиферирующих β-клеток (Ki-67+-ИСК) и
наименьшим уровнем апоптоза β-клеток;

ПО III типа (островки с низким уровнем флюо-
ресценции инсулина) занимают наименьшую долю
от общего количества островков, при этом в них вы-
является наименьшее количество пролиферирую-
щих β-клеток (Ki-67+-ИСК). Анализ соотношения
апоптоза и пролиферации демонстрирует значи-

тельное преобладание уровня апоптоза над проли-
ферацией (табл. 2).

Корреляционный анализ свидетельствует, что
количество Ki-67+-ИСК коррелирует (коэффициент
корреляции 0.927) с интенсивностью флюоресцен-
ции инсулина в ПО, т.е. чем выше содержание инсу-
лина в островках, тем больше пролиферативная ак-
тивность их β-клеток. Анализ корреляции между ин-
тенсивностью флюоресценции инсулина и уровнем
апоптоза выявил наличие слабой связи между этими
параметрами (коэффициент корреляции 0.500).

ОБСУЖДЕНИЕ
В физиологических условиях ИСК поджелудоч-

ной железы располагаются в составе ПО, агломера-
тов и в виде одиночных клеток, расположенных в
ацинусах и протоковом эпителии.

Результаты проведенного нами исследования
свидетельствуют, что ИСК ПО характеризуются вы-
раженной морфофункциональной неоднородно-
стью. Можно выделить три основных типа ПО по
интенсивности флюоресценции иммуномеченого
инсулина в их β-клетках, при этом показана прямая
взаимосвязь между данным показателем и пролифе-
ративной активностью β-клеток. Вместе с этим, ост-
ровки с высоким содержанием инсулина характери-

Рис. 2. Инсулин-синтезирующие клетки с различной локализацией в паренхиме поджелудочной железы интактных живот-
ных. Ддвойное иммунофлюоресцентное окрашивание: верхняя панель – выявление фрагментации ДНК (TUNEL) и инсули-
на, стрелками указаны двойные позитивные клетки; нижняя панель – иммунофлюоресцентное выявление маркера проли-
ферации Ki-67 и инсулина. * – пролиферирующая ИСК панкреатического островка.
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зуются не только наибольшей митотической актив-
ностью β-клеток, но также и высоким уровнем
апоптоза ИСК по сравнению с другими ПО, что сви-
детельствует о значительном уровне их самообнов-
ления. Можно предположить, что такие ПО являют-
ся недавно образованными (наиболее онтогенетиче-
ски “молодыми”). Эта гипотеза согласуется с
результатами других исследований (Peng et al., 2009),
свидетельствующими, что у мышей образование ПО
продолжается и после рождения, замедляется по ме-
ре взросления и останавливается к двухмесячному
возрасту, при этом митотическая активность β-кле-
ток островка коррелирует с длиной теломеров в
ИСК (Peng et al., 2009). С другой стороны, крупные
ПО с низким содержанием инсулина и значитель-
ным сдвигом соотношения пролиферации и апопто-
за в сторону преобладания последнего можно рас-
сматривать в качестве островков, образованных в
наиболее ранние сроки онтогенеза. Это согласуется
с данными об увеличении размеров ПО у старых
крыс, снижении в них уровня пролиферации β-кле-
ток (Kehm et al., 2018) и интенсификации процессов
апоптоза (Shuang et al., 2013).

Согласно результатам морфометрического ана-
лиза ИСК различной локализации, клетки ацинар-
ного эпителия в сравнении с ИСК другой локализа-
ции обладают наибольшим синтетическим потенци-
алом, а именно большим количеством инсулина и

объемом цитоплазмы. Морфофункциональная не-
однородность ИСК, вероятно, является результатом
морфогенеза органа. Большая часть ИСК (около
80%) образуется на эмбриональном этапе в результа-
те дифференцировки клеток-предшественников,
локализованных в протоковом эпителии, и конвер-
сии ациноцитов в эндокринные клетки (Islam, 2008;
Gittes, 2009).

Также существует мнение, что агломераты ИСК
представляют собой структуру незаконченного эм-
брионального этапа формирования островков из
клеток-предшественников (Merkwitz et al., 2013). С
одной стороны, это подтверждается общностью мор-
фофункциональных характеристик ИСК агломера-
тов и β-клеток островка. С другой стороны, следуя
данной гипотезе, ожидается наличие в агломератах
пролиферирующих ИСК. Однако в нашем исследо-
вании не удалось выявить митотически активные
ИСК в агломератах, напротив, здесь отмечается вы-
сокая доля ИСК, вступивших в апоптоз. Поскольку
литературные данные свидетельствуют, что у мышей
формирование ПО заканчивается в течение двух ме-
сяцев после рождения (Peng et al., 2009), а наши ис-
следования выполнены на 3-х месячных животных,
когда необходимая масса ИСК уже набрана и даль-
нейшее ее наращивание не требуется, отсутствие
пролиферации ИСК и высокий уровень апоптоза в

Таблица 2. Сравнительная характеристика панкреатических островков с различной синтетической активностью

S – площадь; ПО – панкреатический островок; ИСК – инсулин-синтезирующая клетка. Приводятся средние значения по группам
и их стандартные ошибки. Отличия достоверны при Р ≤ 0.05 от группы: а – панкреатический островок; b – агломерат ИСК; c – оди-
ночные ИСК ацинусов.

Показатель I тип
(от 41 усл. ед.)

II тип
(21—40 усл. ед.)

III тип
(до 20 усл. ед.)

Доля от общего количества ПО, % 37 ± 3 45 ± 3 18 ± 3 a, b

Характеристика островка
Диаметр ПО, мкм 54 ± 4 73 ± 6 a 73 ± 7 a

Общее количество клеток ПО в 1 мм2 ПО 11313 ± 677 11064 ± 407 10912 ± 828

Количество β-клеток в 1 мм2 ПО 7098 ± 226 7000 ± 233 7947 ± 405

Доля β-клеток, % от общего количества клеток 60 ± 4 59 ± 2 66 ± 2

Количество Ki-67+ β-клеток в 1 мм2 ПО 42.6 ± 4.1 28.2 ± 3.4 a 14.9 ± 3.3 a, b

Доля Ki-67+ β-клеток, % от всех β-клеток 0.8 ± 0.1 0.5 ± 0.1 a 0.3 ± 0.01 a, c

Количество TUNEL+ β-клеток/мм2 ПО 234 ± 56 108 ± 18 a 172 ± 39

Доля TUNEL+ β-клеток, % от всех β-клеток 3.4 ± 1.0 1.6 ± 0.3 a 2.2 ± 0.7

TUNEL+ β-клеток/Ki-67+ β-клеток 5.3 ± 0.8 4.3 ± 0.3 14.8 ± 3.4 a, b

Характеристика β-клеток островка

S ядра β-клеток, мкм2 22.6 ± 1.2 24.9 ± 0.6 24.4 ± 0.9

S цитоплазмы β-клеток, мкм2 44.31 ± 4,25 43.67 ± 3.70 41.13 ± 2.62

ЯЦО β-клеток 0.34 ± 0.01 0.37 ± 0.02 0.36 ± 0.02
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агломератах можно рассматривать как фактор, огра-
ничивающий новообразование островков.

Одиночные ИСК располагаются в составе аци-
нарного или протокового эпителия. Содержание ин-
сулина в ацино-инсулярных клетках соответствует
уровню ПО с высокой синтетической активностью.
Вместе с этим данные клетки содержат два типа сек-
реторных гранул (зимогена и инсулина), основная
их масса контактирует с перикапилярным простран-
ством и только немногие имеют связь с выводными
протоками (Яглов, Яглова, 2010). Имеются данные,
свидетельствующие о локализации большей части ми-
тотически делящихся ациноцитов вблизи ПО, кроме
того, эти клетки характеризуются повышенной функ-
циональной активностью (Можейко, 2007), что обу-
словлено паракринным действием инсулина, кото-
рый облегчает поступление глюкозы и аминокислот
в клетку (Qaid, 2016). ПО обычно окружает базаль-
ная мембрана, отделяя его от экзокринной паренхи-
мы (Можейко, 2007), в то время как вне островковой
зоны клетки способны секретировать инсулин непо-
средственно в межклеточное пространство и образо-
вывать межклеточные контакты с клетками ацину-
сов, тем самым осуществляя паракринную регуля-
цию экзокринной функции поджелудочной железы
(Bertelli et al., 2001). В то же время достаточно много
исследований посвящено изучению ациноцитов в
качестве пула клеток, способного к трансформации
в инсулин-секретирующие клетки в условиях пато-
логии (Baeyens et al., 2009). При этом одиночные
ИСК протокового эпителия представляются в каче-
стве начальной стадии дифференцировки клеток-
предшественников инсулоцитов (Scharfmann et al.,
2008; Desgraz et al., 2011), поскольку существует мно-
го свидетельств повышения их числа при ожирении
и во время беременности (Bouwens, Pipeleers, 1998).

Таким образом, в физиологических условиях по-
пуляция ИСК поджелудочной железы характеризу-
ется выраженной гетерогенностью морфологии и
функциональной активности, которая зависит от
особенности их локализации. Эта неоднородность
создает основу для пластичности в условиях патоло-
гии. Можно предположить, что ИСК поджелудоч-
ной железы разной локализации представляют еди-
ную систему. Однако механизмы взаимодействия
между отдельными инсулин-синтезирующими клет-
ками требуют дальнейших исследований.
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Morphofunctional Characteristics of Insulin-Synthesizing Cells of Different Localization
in the Pancreas of Intact Rats

T. S. Bulavintsevaa, *, B. G. Yushkova, and I. G. Danilovaa
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The study is devoted to the comparison of morphofunctional features, the ratio of the processes of apoptosis and
proliferation of insulin-synthesizing cells (ISC) population of the pancreas of different localization (pancreatic islets
(PIs), single ISC and their agglomerates) in physiological conditions. On histological preparations of the pancreas,
the quantitative analyses of ISCs of different localization, the intensity of insulin f luorescence, the ratio of the pro-
cesses of their proliferation and apoptosis were determined. Single ISCs of the acinar epithelium, in comparison with
ISCs of other localization, have the highest synthetic potential, expressed in the maximum values of the intensity of
insulin f luorescence and the area of the cytoplasm. The study of the ratio of the processes of proliferation (Ki-67) of
the ISC indicates that Ki-67+ ISCs are present only in the PIs, while they are not detected outside the PIs. The larg-
est ratio of TUNEL+ ISCs from the total number of ISCs is determined in agglomerates and is absent in single ISCs.
A direct relationship was revealed between the intensity of insulin fluorescence of β-cells of the islets and the amount of
Ki-67 + ISCs in them. Islets with a high intensity of insulin fluorescence also have the highest amount of TUNEL + ISCs
in comparison with other PIs, which indicates a significant level of their self-renewal. At the same time, PIs with a
low insulin content are characterized by a significant predominance of apoptosis over proliferation. Our data indi-
cate that the structure and functional activity of ISCs depend on the peculiarities of their localization, and their het-
erogeneity creates the basis for plasticity in pathological conditions.

Keywords: insulin, pancreatic islet, extraisletal insulin-synthesizing cells
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В последнее время сфероиды привлекают широкое внимание исследователей в качестве 3D моделей для
тестирования лекарственных препаратов. Одной из ключевых особенностей сфероидов является то, что
они могут состоять как из одного, так и из нескольких типов клеток. Существует гипотеза, что использо-
вание гетеросфероидов из нескольких типов клеток при тестировании противоопухолевых препаратов мо-
жет позволить лучше воспроизвести структуру опухоли и, как следствие, повысить предиктивность иссле-
дования. Для проверки этой гипотезы в настоящей работе проведено тестирование активности восьми
противоопухолевых препаратов на гомосфероидах, состоящих из клеток рака поджелудочной железы
PANC-1, и гетеросфероидах из трех типов клеток: клеток рака поджелудочной железы PANC-1, первичных
фибробластов человека и клеток эндотелия пупочной вены человека HUVEC. Установлено, что использо-
вание гетеросфероидов из нескольких типов клеток более точно отражающих микроокружение опухоли,
не приводит к заметному изменению активности препаратов. Также проведена подкожная транспланта-
ция сфероидов из PANC-1 иммунодефицитным мышам и показано, что полученная модель рака подже-
лудочной железы более эффективно воспроизводит агрессивный фенотип опухоли по сравнению с транс-
плантацией клеток в суспензии.

Ключевые слова: сфероиды, противоопухолевые препараты, антипролиферативная активность, цитоток-
сичность, опухолевая модель
DOI: 10.31857/S0041377122010059

Несмотря на стремительный прогресс в методах
диагностики и улучшение показателей выживаемо-
сти многих видов рака, заболеваемость и смертность
от рака поджелудочной железы продолжает расти во
всем мире. Рак поджелудочной железы по-прежнему
характеризуется высокой летальностью, низкой пя-
тилетней выживаемостью, агрессивным течением
заболевания и трудностями раннего выявления.
По глобальным прогнозам, заболеваемость раком
поджелудочной железы увеличится до 18.6% на
100000 человек в 2050 г. при среднегодовом приросте
на 1.1% (Hu et al., 2021). В связи с этим использова-
ние моделей, релевантных клинической ситуации,
для тестирования противоопухолевых препаратов
имеет большое значение для эффективного лечения
рака.

Монослойная 2D культура клеток широко ис-
пользуется в исследовательских лабораториях и
фармкомпаниях для тестирования лекарственных
препаратов. Это объясняется простотой работы с
клетками в монослое, низкой стоимостью анализов
и наличием отработанных протоколов. Однако в по-
следнее время все большее распространение получа-
ют работы, в которых для тестирования лекарствен-
ных средств используют 3D культуры клеток, в част-
ности сфероиды (Brajša et al., 2016a; Fang, Eglen,
2017). 3D модели лучше отражают архитектуру тка-
ней и органов, обеспечивают все виды клеточных
взаимодействий и взаимодействий клеток с внекле-
точным матриксом (Akasov et al., 2016; Тригуб и др.,
2019).

В большинстве работ наблюдается повышенная
устойчивость сфероидов к химиотерапевтическим
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препаратам по сравнению с монослоем клеток (Ба-
лалаева и др., 2017; Uematsu et al., 2018). Это может
объясняться многими факторами, связанными с их
внутренней организацией, такими как гипоксия, из-
менение клеточного метаболизма, кислая микросре-
да, клеточная гетерогенность, межклеточные взаимо-
действия и взаимодействия с внеклеточным матрик-
сом (Weigelt et al., 2010; Liao et al., 2014; Hoffmann et al.,
2015). Хотя большинство исследований продемон-
стрировали, что клетки в сфероидах более устойчи-
вы к химиотерапии, чем клетки в 2D-монослоях, в
некоторых исследованиях сфероиды оказались
сравнимо или даже более чувствительны к противо-
опухолевым агентам, чем их двухмерные монослой-
ные аналоги (Frankel et al., 2000; Brajša et al., 2016b).

Еще одним фактором, который может влиять на
результаты тестирования, является диаметр исполь-
зуемых сфероидов. Известно, что кислород и пита-
тельные вещества могут проникать на расстояние,
не превышающее 100–150 мкм (Kinney et al., 2014).
Это означает, что для эффективного проникновения
противоопухолевых препаратов в сфероид, его диа-
метр не должен превышать 250–300 мкм.

На сегодняшний день среди исследователей нет
единого мнения относительно того, могут ли сферо-
иды состоять только из опухолевых клеток или необ-
ходимо добавление и других типов клеток.

Для применения в высокопроизводительном
скрининге in vitro модель должна быть максимально
простой и воспроизводимой. С этой точки зрения
использование сфероидов, состоящих из одного ти-
па клеток, значительно упрощает и ускоряет про-
цесс тестирования. С другой стороны, создание сме-
шанных сфероидов из нескольких типов клеток с це-
лью воспроизведения микроокружения опухоли
может улучшить предиктивность исследования.

Для тестирования противоопухолевых препара-
тов in vivo широко используются модели перевивае-
мых опухолей человека и животных. В настоящее
время при подкожной трансплантации ксенограф-
тов опухолей человека иммунодефицитным мышам
используют суспензию опухолевых клеток. Однако
не все опухолевые клетки человека обладают доста-
точной туморогенностью и способны формировать
опухоли у животных. В ряде случаев происходит рас-
сасывание трансплантированной клеточной суспен-
зии. Такие же трудности возникают при адаптации к
росту in vivo фрагментов опухолевых тканей, полу-
ченных от пациентов. Использование для транс-
плантации сфероидов, представляющих собой трех-
мерные структуры с активно делящимися клетками
и микросредой, характерной для опухолевого окру-
жения, может позволить избежать рассасывания
трансплантата.

В настоящей работе проведен сравнительный
анализ активности восьми противоопухолевых пре-
паратов на гомосфероидах, состоящих только из
опухолевых клеток, и гетеросфероидах, состоящих

из опухолевых клеток, фибробластов и эндотелия.
Также протестирована возможность создания опу-
холевой модели in vivo путем подкожного введения
сфероидов иммунодефицитным мышам.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Формирование сфероидов из клеточной линии рака
поджелудочной железы PANC-1 и смешанных сферои-
дов из PANC-1, первичных фибробластов человека HF
и клеток эндотелия пупочной вены человека HUVEC.
В работе использовали клетки рака поджелудочной
железы PANC-1 (ATCC), первичные фибробласты
человека HF (LONZA) и клетки эндотелия пупочной
вены человека HUVEC (PromoCell). PANC-1 и HF
культивировали в среде DMEM (Gibco, США), со-
держащей 2 мМ L-глутамин (Панэко, Россия) и
1-кратный раствор антибиотика-антимикотика
(Gibco, США), с добавлением 10% (v/v) фетальной
бычьей сыворотки (Gibco, США) при 37°C и 5% CO2.
HUVEC культивировали в среде М200 (Gibco,
США), содержащей 1-кратный раствор добавки для
роста (LSGS; low serum growth supplement; Gibco,
США) и 1-кратный раствор антибиотика-антимико-
тика (Gibco, США) при 37°C и 5% CO2. Для снятия
клеток с подложки использовали раствор Версена
(Панэко, Россия) и 0.25%-ный раствор трипсина-
ЭДТА (Gibco, США).

Сфероиды получали с помощью 96-луночных
планшетов с низкоадгезивным покрытием фирмы
Corning (США). Для получения сфероидов из
PANC-1 готовили суспензию клеток в культураль-
ной среде с концентрацией 2500 клеток на милли-
литр. В каждую ячейку планшетов вносили по 100 мкл
суспензии. Для получения смешанных сфероидов из
PANC-1, HF и HUVEC, готовили суспензии клеток в
соответствующих культуральных средах с концентра-
цией 2500 клеток на миллилитр, после чего смешива-
ли суспензии в отношении PANC-1 : HF : HUVEC =
= 1 : 9 : 4 и в каждую ячейку планшетов вносили по
100 мкл полученной смешанной суспензии. Для по-
лучения смешанных сфероидов из HF и HUVEC, го-
товили суспензии клеток в соответствующих культу-
ральных средах с концентрацией 2500 клеток на
миллилитр, после чего смешивали суспензии в отно-
шении HF : HUVEC = 9 : 4 и в каждую ячейку план-
шетов вносили по 100 мкл полученной смешанной
суспензии. Для формирования сфероидов планше-
ты инкубировали при 37°C и 5% CO2 в течение 72 ч.

Оценка жизнеспособности сфероидов, обработан-
ных противоопухолевыми препаратами. В исследова-
нии использовали восемь противоопухолевых пре-
паратов: доксорубицин, фторурацил, винкристин
(Тева, Нидерланды); цисплатин, этопозид (Эбеве
Фарма, Австрия); оксалиплатин (Санофи, Фран-
ция); циклофосфамид (Бакстер, Германия); гемци-
табин (Лилли, Франция). С помощью 96-луночных
планшетов с низкоадгезивным покрытием сформи-
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ровали сфероиды с первоначальной концентрацией
250 клеток на сфероид. Через 72 ч к сфероидам до-
бавили препараты в тестируемых концентрациях
(10–3–10–8 М для доксорубицина, цисплатина, это-
позида и оксалиплатина; 10–2–10–7 М для фторура-
цила и циклофосфамида; 10–5–10–10 М для винкри-
стина и гемцитабина, шаг разбавления 3.16) и инку-
бировали в течение 72 ч. Через 72 ч в каждую лунку
планшетов добавили тест-систему на живые клетки
CellTiter-Glo 3D (Promega, США) в соотношении
1 : 1 по объему и инкубировали на протяжении
60 мин. Интенсивность люминесценции измеряли с
помощью мультифункционального ридера Victor X3
(Perkin Elmer, США), далее абсолютные значения
люминесценции нормализовали следующим обра-
зом: cигнал люминесценции сфероидов, необрабо-
танных противоопухолевыми препаратами, прини-
мали за 100% жизнеспособности. Жизнеспособ-
ность рассчитывали как процентное отношение
сигналов люминесценции обработанных и необра-
ботанных препаратами сфероидов. Для каждого пре-
парата рассчитывали IC50 – концентрацию, при ко-
торой жизнеспособность равна 50%.

Эксперименты на животных. В опытах были ис-
пользованы 8-недельные иммунодефицитные мы-
ши-самки линии Balb/c nude весом 20–22 г (n = 8) из
разведения НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина
Минздрава России. Животных содержали в стериль-
ном боксовом помещении с естественным освеще-
нием в клетках индивидуального содержания живот-
ных со свободным доступом к брикетированному
корму и воде. В помещении поддерживали 26 ± 2°С
температуры и 55 ± 15% влажности окружающего
воздуха. Трансплантацию PANC-1 в виде клеточной
суспензии проводили под кожу правого бока по 3.0 ×
× 106 клеток в 500 мкл натрий-фосфатного буфера на
мышь. С помощью агарозных форм были сформиро-
ваны сфероиды из PANC-1, с концентрацией
2000 клеток на сфероид, согласно методике, описан-
ной ранее (Кудан и др., 2021). 1-дневные сфероиды
вводили с использованием иглы диаметром 18G по
1500 сфероидов на мышь. Измерение опухолевого
узла проводили после введения опухолевых клеток
2 раза в неделю в течение 40 дней. Объем опухолево-
го узла определяли по формуле:

V = LWH, где L, W, H – линейные размеры опу-

холи.
Индекс прироста опухоли (I) вычисляли по формуле:

 где, I – индекс прироста опухоли, i –
сутки эксперимента,  – объем опухоли в день на-
чала лечения.

После последнего измерения на 40-е сут после
трансплантации опухоли проводили эвтаназию жи-
вотных путем цервикальной дислокации шейных
позвонков. Все манипуляции с лабораторными жи-
вотными были выполнены в соответствии с Между-

π

6

= o ,i iI V V
oV

народными рекомендациями по проведению меди-
ко-биологических исследований с использованием
животных (Большаков и др., 2002).

Анализ данных. Обработку экспериментальных
данных и статистический анализ проводили в про-
грамме GraphPad Prism 5 (GraphPad Software). Все
исследуемые концентрации препаратов тестировали
в квадруплетах. Расчет IC50 проводили методом не-
линейной регрессии с использованием трехпарамет-
рической модели доза–эффект. Все эксперименты
были проведены в четырех независимых повторах. В
качестве описательных статистик в работе приведе-
ны среднее арифметическое, стандартная ошибка
среднего (SEM) и стандартное отклонение (SD). Для
сравнения количественных признаков в группах
применяли одновариантный дисперсионный анализ
ANOVA с post hoc тестом Тьюки и критерий Манна–
Уитни. Достоверным уровнем отличий считали ве-
роятность не менее 95% (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Формирование сфероидов. Для оценки суммарной

антипролиферативной и цитотоксической активно-
сти противоопухолевых препаратов доксорубицина,
цисплатина, фторурацила, этопозида, оксалиплати-
на, циклофосфамида, винкристина и гемцитабина
было сформировано два вида сфероидов: сфероиды,
состоящие только из клеток рака поджелудочной
железы PANC-1, и сфероиды, состоящие из PANC-1,
первичных фибробластов человека HF и клеток эн-
дотелия пупочной вены человека HUVEC. Добавле-
ние к опухолевым клеткам двух других типов клеток
позволило более точно воспроизвести состав опухо-
ли и оценить, влияет ли более сложный состав сфе-
роидов на полученные значения активности препа-
ратов.

Для оценки цитотоксической активности тести-
руемых препаратов были использованы смешанные
сфероиды, состоящие из HF и HUVEC. Оба типа
клеток не пролиферируют в составе сфероидов, по-
этому снижение количества метаболически актив-
ных клеток в сфероидах, обработанных препарата-
ми, было результатом гибели клеток, а не торможе-
ния их пролиферации.

Как уже было упомянуто ранее, для полного про-
никновения тестируемых препаратов в центр сферо-
идов диаметр последних не должен превышать 250–
300 мкм. Для исследования нами были сформирова-
ны сфероиды трех типов, состоящие из 250 клеток
суммарно. Диаметры 3-дневных сфероидов из
PANC-1, PANC-1 : HF : HUVEC и HF : HUVEC со-
ставляли 278 ± 26, 196 ± 21 и 193 ± 19 мкм соответ-
ственно (рис. 1).

Влияние противоопухолевых препаратов на проли-
ферацию и жизнеспособность клеток в сфероидах. Те-
стируемые препараты были добавлены к 3-дневным
сфероидам в различных концентрациях и через 72 ч
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проведен анализ количества живых метаболически
активных клеток с помощью тест-системы CellTiter-
Glo 3D. Кривые зависимости жизнеспособности
клеток от концентрации тестируемых препаратов
приведены на рис. 2. Значения полуингибиторных
концентраций (IC50), рассчитанных на основании
кривых, указаны в табл. 1.

Как видно из рис. 2 и табл. 1, наибольшая актив-
ность препаратов проявляется на сфероидах, сфор-
мированных из трех типов клеток. Однако статисти-
ческий анализ показывает, что разница между зна-
чениями IC50 для сфероидов из PANC-1 и сфероидов
из PANC-1 : HF : HUVEC статистически не значима
для всех препаратов, кроме винкристина. Но и в слу-
чае винкристина полученные значения IC50 очень
близки и составляют 2.3 и 1.6 нМ.

Значения IC50 для сфероидов из HF : HUVEC зна-
чительно выше, чем для двух других типов сферои-
дов, поскольку они отражают только цитотоксиче-
скую активность исследуемых препаратов. Наиболь-
ший разрыв в значениях IC50 между сфероидами,
содержащими и не содержащими опухолевые клет-
ки, наблюдается для оксалиплатина, винкристина и
гемцитабина.

Сравнительный анализ динамики роста опухолей
при трансплантации клеток и сфероидов из PANC-1
иммунодефицитным мышам. Для создания перевива-
емых опухолевых моделей эквивалентные количе-
ства PANC-1, находящихся в виде клеточной сус-
пензии и в составе 1-дневных сфероидов, были под-
кожно трансплантированы мышам Balb/c nude,
после чего была изучена динамика роста опухолей.
На 8 сут после трансплантации материала опухоле-
вые узлы пальпировались у всех животных в группе

Рис. 1. Внешний вид 3-дневных сфероидов из PANC-1, PANC-1 : HF : HUVEC и HF : HUVEC. Фазово-контрастная микро-
скопия.

PANC-1 PANC-1 : HF : HUVEC HF : HUVEC

200 мкм 200 мкм 200 мкм

Таблица 1. Оценка активности противоопухолевых препаратов на сфероидах из PANC-1, PANC-1 : HF : HUVEC и HF :
HUVEC

* Для сравнения количественных признаков в группах применяли одновариантный дисперсионный анализ ANOVA с post hoc тестом
Тьюки. ns (non significant) – статистически незначимое различие между значениями IC50.

Соединение

IC50 ± SD, мкМ р-значение*

PANC-1 PANC-1 : HF : 
: HUVEC HF : HUVEC

PANC-1 vs
PANC-1 : HF : 

: HUVEC

PANC-1 vs
HF : HUVEC

PANC-1 : HF : 
: HUVEC vs HF : 

: HUVEC

Доксорубицин 0.15 ± 0.01 0.071 ± 0.001 0.61 ± 0.28 ns <0.001 <0.001

Цисплатин 369 ± 126 229 ± 110 2458 ± 1016 ns <0.001 <0.001

Фторурацил 12.1 ± 1.7 10.5 ± 1.7 519 ± 123 ns <0.0001 <0.0001

Этопозид 3.6 ± 1.6 1.3 ± 0.8 104 ± 12 ns <0.0001 <0.0001

Оксалиплатин 1.5 ± 0.2 0.96 ± 0.15 112 ± 15 ns <0.0001 <0.0001

Циклофосфамид 866 ± 118 120 ± 10 3427 ± 1130 ns <0.0001 <0.0001

Винкристин 0.0023 ± 0.0003 0.0016 ± 0.0002 >10 <0.001 <0.0001 <0.0001

Гемцитабин 0.0082 ± 0.0016 0.0071 ± 0.0010 5.6 ± 1.2 ns <0.0001 <0.0001
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Рис. 2. Кривые зависимости жизнеспособности сфероидов из PANC-1, PANC-1 : HF : HUVEC и HF : HUVEC от концентра-
ции противоопухолевых препаратов. Штриховая кривая (кружки) – сфероиды из PANC-1, сплошная кривая (треугольники) –
сфероиды из PANC-1 : HF : HUVEC, штриховая кривая (ромбы) – сфероиды из HF : HUVEC. Показаны средние значения
±SEM, n = 4.
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со сфероидами, и только у 50% животных в группе с
клетками. В группе мышей с клетками наблюдали
более длительную латентную фазу роста, составляю-
щую 25 сут, по сравнению с группой со сфероидами,
в которой латентная фаза была равна 18 сут (рис. 3).
Индекс прироста опухоли (ИПО) на 18 сут для кле-
ток составил 9.7, а для сфероидов – 92.7 (рис. 4). К
концу наблюдения ИПО для сфероидов был в 2 раза
выше по сравнению с ИПО для клеток, составляя
1095 против 564 соответственно. Таким образом, ди-
намика роста опухоли при подкожной транспланта-
ции сфероидов из PANC-1 отличается более корот-

кой латентной фазой и высокой скоростью в экспо-
ненциальной фазе по сравнению с трансплантацией
клеток в виде суспензии.

ОБСУЖДЕНИЕ

Сфероиды находят все более широкое примене-
ние в качестве in vitro моделей для тестирования про-
тивоопухолевых препаратов. Создание гетеросферо-
идов из нескольких типов клеток открывает возмож-
ности для гораздо более точного воссоздания
структуры опухоли, чем в случае гомосфероидов.

Рис. 3. Динамика роста объемов (V) подкожных ксенографтов из клеток и сфероидов из PANC-1 у мышей-самок Balb/c nude.
Штриховая кривая (кружки) – клетки, сплошная (ромбы) – сфероиды. Показаны средние значения ±SEM, n = 4. Для точек
18, 21, 25, 28 и 32 сут различия между объемами опухолей для клеток и сфероидов достоверны (р < 0.05, критерий Манна–
Уитни).
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Рис. 4. Зависимость индекса прироста опухоли (ИПО) от времени для клеток и сфероидов из PANC-1 при подкожной транс-
плантации мышам-самкам Balb/c nude. Серые столбцы – клетки, белые столбцы– сфероиды. Показаны средние значения
±SEM, n = 4. Для точек 18, 21, 25, 28 и 32 сут различия между ИПО для клеток и сфероидов достоверны (р < 0.05, критерий
Манна–Уитни).
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Существует большое количество работ, подчеркива-
ющих важность использования именно таких гете-
росфероидов для исследований. Однако работы, в
которых бы проводилось сравнение активности пре-
паратов на сфероидах, состоящих только из опухо-
левых клеток и из опухолевых клеток в смеси с дру-
гими типами клеток, практически отсутствуют (Laz-
zari et al., 2018).

В настоящей работе проведено сравнение активно-
сти восьми противоопухолевых препаратов на сферои-
дах из клеток рака поджелудочной железы PANC-1 и
смешанных сфероидах из PANC-1 : HF : HUVEC. Ис-
ходное суммарное количество клеток в сфероидах
было равно 250 клеток и подобрано таким образом,
чтобы на момент добавления препаратов диаметр
всех сфероидов не превышал 300 мкм и допускал
полное проникновение препаратов внутрь сферои-
дов.

Полученные результаты продемонстрировали,
что активность препаратов на двух типах сферои-
дов практически не различалась. Наблюдали не-
значительное и статистически недостоверное уве-
личение активности на сфероидах, состоящих из
PANC-1 : HF : HUVEC, по сравнению со сфероида-
ми из PANC-1. Такое увеличение активности скорее
связано с разницей в диаметрах гомо- и гетеросфе-
роидов, нежели с их разным составом. В конце инку-
бации с противоопухолевыми препаратами диаметр
контрольных сфероидов составлял 455 ± 27 и 274 ±
± 17 мкм для PANC-1 и PANC-1 : HF : HUVEC соот-
ветственно.

Для оценки цитотоксической активности препа-
ратов было проведено их тестирование на гетеро-
сфероидах из HF : HUVEC. Было установлено, что
наибольший разрыв между суммарной (антипроли-
феративной и цитотоксической) и чистой цитоток-
сической активностью препаратов наблюдался для
оксалиплатина, гемцитабина и винкристина. Важно
отметить, что именно оксалиплатин и гемцитабин
являются классическими препаратами для лечения
рака поджелудочной железы. Наиболее интересный
результат был получен для винкристина. Данный
препарат проявил самую высокую суммарную ак-
тивность, при этом он не демонстрировал цитоток-
сической активности в концентрации 10 мкМ и ниже.
Наши данные по суммарной активности оксалиплати-
на, гемцитабина и винкристина на сфероидах из
PANC-1 хорошо согласуются с результатами работ
других авторов (Melisi et al., 2011; Bhagwandin et al.,
2016), в которых оценивали активность тех же препа-
ратов на монослое клеток.

Сравнительный анализ динамики роста подкож-
ных ксенографтов из клеток и сфероидов из PANC-1
показал, что сфероиды, трансплантированные под-
кожно, обладают более стабильным и быстрым тем-
пом роста по сравнению с суспензией клеток. Высо-
кая скорость роста сфероидов из PANC-1, вероятно,
связана с более сложной структурой и микроокруже-

нием, что позволяет им быстро адаптироваться и
расти в условиях in vivo. Ранее было показано, что
более тесное взаимодействие клеток в сфероидах из
PANC-1 по сравнению с 2D-культурой способствует
более активному экзосомному межклеточному транс-
порту веществ, в том числе белка глипикана-1 и ряда
микроРНК, являющихся маркерами более агрессив-
ного роста рака поджелудочной железы (Tu et al., 2021).

Таким образом, в настоящей работе проведено
тестирование восьми противоопухолевых препара-
тов на гомосфероидах из PANC-1 и гетеросфероидах
из PANC-1, HF и HUVEC. Согласно полученным
данным, препараты проявляли одинаковую актив-
ность на гомо- и гетеросфероидах, свидетельствую-
щую о том, что добавление дополнительных типов
клеток к опухолевым клеткам не является необходи-
мым требованием при тестировании и не оказывает
значительного влияния на результаты исследования.
Важно подчеркнуть, что для получения интерпрети-
руемых результатов необходимо использовать сфе-
роиды маленького диаметра, допускающего полное
проникновение тестируемых препаратов внутрь
сфероида. Также показано, что подкожная транс-
плантация опухолевых сфероидов из PANC-1 имму-
нодефицитным мышам приводит к более раннему и
быстрому росту опухоли по сравнению с трансплан-
тацией клеток в суспензии. Можно предположить,
что описанный метод создания перевиваемой in vivo
модели путем подкожной трансплантации сферои-
дов позволит получать опухоли у иммунодефицит-
ных мышей в тех случаях, когда трансплантация кле-
точной суспензии не является эффективной.
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Recently, spheroids have attracted widespread attention of researchers as 3D models for drug testing. One of the key
features of spheroids is that they can be composed of one or several types of cells. There is a hypothesis that the use
of heterospheroids from different types of cells in testing anticancer drugs can better reproduce the 3D architecture
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of the tumor and, as a consequence, increase the predictiveness of the research. To verify this hypothesis, in this
study, we tested the activity of eight anticancer drugs on homo-spheroids consisting of pancreatic cancer cells
(PANC-1) and heterospheroids consisting of a triple co-culture of PANC-1, primary human fibroblasts and endo-
thelial cells (HUVEC). It was found that the use of heterospheroids from several types of cells, which more accurately
reflect the heterogeneous tumor microenvironment, does not lead to a noticeable change in the activity of the drugs.
Also, we subcutaneously transplanted spheroids from PANC-1 to immunodeficient mice. Our data demonstrated
that the obtained tumor model reproduce a more aggressive phenotype of human pancreatic cancer compared to cell
transplantation in suspension.

Keywords: spheroids, antitumor drugs, antiproliferative activity, cytotoxicity, tumor model
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Согласно современным представлениям, полиморфизм амилоидных фибрилл может быть причиной раз-
личий в их цитотоксичности, а также вариабельности амилоидозов. Целью данной работы стало изучение
структуры и свойств амилоидных фибрилл на основе модельного амилоидогенного белка лизоцима, полу-
ченных при различных условиях фибриллогенеза (при различной концентрации денатурирующего агента
гуанидингидрохлорида) с применением широкого спектра физико-химических методов, в том числе спе-
циально разработанных. В результате проведенных исследований были показаны различия по следующим
параметрам: 1) склонность фибриллярных волокон к взаимодействию друг с другом и размер формирую-
щихся кластеров; 2) вторичная структура и микроокружение триптофановых остатков амилоид-формиру-
ющих белков; 3) характеристики взаимодействия фибрилл с тиофлавином Т (ThT) – амилоид-специфи-
ческим флуоресцентным зондом; 4) устойчивость амилоидов к воздействию ионного детергента додецил-
сульфата натрия и кипячению. Полученные результаты свидетельствуют о полиморфизме исследуемых
белковых агрегатов. Результаты работы позволили сделать заключение о том, что полученные амилоидные
фибриллы являются перспективным объектом для проведения дальнейших исследований, направленных
на выявление связи структуры амилоидов с их цитотоксичностью.

Ключевые слова: амилоидные фибриллы, лизоцим, структурный полиморфизм, тиофлавин Т, гуанидин-
гидрохлорид, равновесный микродиализ
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Долгое время агрегацию белков в процессе фол-
динга считали артефактом (Jahn, Radford, 2008). Си-
туация заметно изменилась, когда было показано,
что нарушения на пути сворачивания белка или из-
менение их нативной структуры в результате каких-
либо внешних воздействий могут быть причиной па-
тологической агрегации белков, которая приводит к
развитию амилоидозов (например, системного ли-
зоцимового, инсулинового, гемодиализного амило-
идозов) и сопутствует ряду нейродегенеративных за-
болеваний, таких как, болезнь Альцгеймера, прион-
ные болезни, болезнь Гентингтона и др. (Prusiner et al.,
1983; Vassar et al., 1999; Chartier-Harlin et al., 2004;
Valentine et al., 2005; Warby et al., 2009). К настоящему
времени известно более пятидесяти белков (пепти-
дов), накапливающихся в агрегированной форме

при различных заболеваниях (Westermark et al., 2005;
Chiti, Dobson, 2006; Eisenberg, Jucker, 2012). Причи-
ной аномальной агрегации белков считается переход
белка из нативной конформации в патологическую,
в которой молекулы могут взаимодействовать друг с
другом и формировать упорядоченные белковые аг-
регаты – амилоидные фибриллы (Nelson et al., 2005;
Jahn, Radford, 2008). Увеличение концентрации этих
белковых агрегатов и их накопление в тканях и орга-
нах может происходить бесконтрольно и приводить
к существенному ухудшению качества жизни паци-
ентов или к летальному исходу.

Термин амилоид долгое время ассоциировался
только с патологическими процессами. Однако ре-
зультаты недавних исследований свидетельствуют о
том, что белки в фибриллярной форме также могут
выполнять важнейшие физиологические функции
(защитную, строительную, запасающую, сигналь-
ную, транспортную и многие др.), которые необхо-
димы для нормального функционирования клеток и
тканей бактерий, грибов, растений, насекомых и мле-
копитающих (Collinson et al., 1991; Costerton et al., 1999;

Принятые сокращения: КД – круговой дихроизм; GdnHCl –
гуанидингидрохлорид; SDS – додецилсульфат натрия; SDS-
PAGE – электрофорез в полиакриламидном геле; ThT – тио-
флавин Т; RLS – рэлеевское светорассеяние (Rayleigh light
scattering).
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Barnhart, Chapman, 2006; Fowler et al., 2007; Pham et al.,
2014; Avni et al., 2019; Otzen, Riek, 2019). В связи с
многообразием функций и уникальными механиче-
скими свойствами (высокой растяжимостью и проч-
ностью) амилоидов (Cherny, Gazit, 2008), а также их
широкой распространенностью в природе, изучение
этих белковых агрегатов в настоящее время является
весьма актуальной задачей.

Несмотря на различие структуры амилоидоген-
ных белков, все амилоиды имеют схожую морфоло-
гию: они представляют собой длинные, неразветвлен-
ные образования, богатые β-складчатой структурой, в
которой β-листы ориентированы перпендикулярно
оси фибриллы (Sunde et al., 1997; Ivanova et al., 2006;
Nelson, Eisenberg, 2006 ). В связи с этим долгое время
предполагали, что структура амилоидов на основе
различных белков полностью идентична. Однако
позднее были показаны различия в структурной орга-
низации как амилоидов на основе различных белков,
так и фибрилл, сформированных при разных условиях
на основе одного и того же белка (Fandrich et al., 2009;
Sneideris et al., 2015; Sulatskaya et al., 2015; Iadanza et al.,
2018). При этом недавние исследования показали,
что структура амилоидов может влиять на их цито-
токсичность (Stefani, 2010; Tycko, 2015), в связи с чем
выявление внешних факторов, способных приво-
дить к полиморфизму амилоидов, стало важнейшей
прикладной задачей.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
полиморфизма амилоидных фибрилл на основе мо-
дельного амилоидогенного белка лизоцима, полу-
ченных в присутствии денатурирующего агента гу-
анидингидрохлорида (GdnHCl) в различных кон-
центрациях, с использованием различных физико-
химических методов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Материалы. В работе использовали тиофлавин Т
(ThT) (UltraPure Grade; AnaSpec, США), лизоцим,
KH2PO4, NaOH и GdnHCl (Sigma, США). ThT и
компоненты буфера растворяли в деионизирован-
ной воде.

Получение амилоидных фибрилл. Для получения
амилоидных фибрилл на основе лизоцима исполь-
зовали буферный раствор – 50 мМ KH2PO4/NaOH
(рН 6.3), не содержащий денатурирующего агента
GdnHCl и содержащий его в концентрации 0.05 и
3 М (Vernaglia et al., 2004; Sulatskaya et al., 2017). Бе-
лок в концентрации 2 мг/мл инкубировали в буфер-
ном растворе в термостате при температуре 57°С и
интенсивном перемешивании на магнитной мешал-
ке в течение 2 сут. Далее сформированные белковые
агрегаты переводили в дистиллированную воду с по-
мощью диализа. Подготовленные образцы визуали-
зировaли с использованием просвечивающей элек-
тронной микроскопии.

Равновесный микродиализ. Равновесный микро-
диализ (Kuznetsova et al., 2012c) проводили с исполь-
зованием приспособления фирмы Harvard Appara-
tus/Amika (США), которое состоит из двух камер
равного объема (500 мкл), разделенных мембраной,
непроницаемой для частиц массой больше 12 000 Да.

Абсорбционная спектроскопия. Спектры поглоще-
ния образцов регистрировали с использованием
спектрофотометра U-3900H (Hitachi, Япония). Для
определения концентрации свободного ThT и лизо-
цима использовали коэффициент молярной экс-
тинкции 31589 (М−1 см−1) при длине волны 412 нм и
37752 (М−1 см−1) при длине волны 280 нм соответ-
ственно. Мутность образцов, содержащих фибрил-
лы, контролировали путем измерения оптической
плотности при 350 нм. При обработке зарегистриро-
ванных спектров поглощения ThT в присутствии
амилоидных фибрилл из измеренных спектров был
исключен вклад светорассеяния амилоидных фиб-
рилл с использованием стандартного протокола
(Vladimirov, Litvin, 1964).

Спектры кругового дихроизма (КД). Спектры КД в
дальней ультрафиолетовой области регистрировали
с использованием спектрополяриметра J-810 (Jasco,
Япония).

Флуоресцентная спектроскопия. Спектры флуо-
ресценции регистрировали с использованием спек-
трофлуориметра Cary Eclipse (Varian, Австралия).
Коррекцию зарегистрированных спектров флуорес-
ценции на эффект первичного внутреннего фильтра
проводили с использованием специально разрабо-
танной методики (Fonin et al., 2014). Для определе-
ния рэлеевского светорассеяния (RLS) флуоресцен-
цию в образцах с фибриллами возбуждали и реги-
стрировали при длине волны 530 нм.

Для оценки времени жизни возбужденного
состояния ThT, встроенного в амилоидные фибрил-
лы, измеряли кривые затухания флуоресценции кра-
сителя с использованием спектрометра Fluo Time
300 (PicoQuant GmbH, Германия) при длине волны
возбуждения 440 нм.

Электронная микроскопия. Для получения элек-
тронных микрофотографий использовали метод не-
гативного контрастирования 1%-ным водным рас-
твором уранилацетата. Суспензию фибрилл наноси-
ли на медные сетки, покрытые формвар-карбоновой
пленкой.

Конфокальная флуоресцентная микроскопия. Для
визуализации амилоидных фибрилл в присутствии
флуоресцентного зонда ThT использовали конфо-
кальный лазерный сканирующий микроскоп Olym-
pus FV 3000 (Olympus, Япония). Была выбрана фик-
сированная длина волны возбуждения лазера
(405 нм), регистрацию флуоресцентного света про-
водили в диапазоне 420–520 нм. Использовали им-
мерсионный объектив с увеличением 60× и число-
вой апертурой NA 0.6.
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SDS-электрофорез в полиакриламидном геле
(SDS-PAGE). Для оценки стабильности амилоидных
фибрилл на основе лизоцима образцы инкубирова-
ли в буфере Лэммли, содержащем 2% ионного детер-
гента додецилсульфата натрия (SDS), и кипятили в
течение 5 мин. Образцы исследовали с помощью
SDS-электрофореза в 17% полиакриламидном геле.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Морфология агрегатов на основе лизоцима, сфор-
мированных в отсутствие и в присутствии GdnHCl. Со-
гласно данным, полученным с использованием про-
свечивающей электронной микроскопии, в образце,
инкубировавшемся в отсутствие GdnHCl, наряду с
фибриллярными структурами (рис. 1б) были обнару-
жены неупорядоченные белковые агрегаты (рис. 1а).
При этом образцы, полученные в присутствии 0.05 и
0.3 GdnHCl (рис. 1в–г) оказались гомогенны и со-
держали только упорядоченные амилоидные фиб-
риллы. Оказалось, что амилоиды, сформировавшие-
ся в отсутствие, а также в присутствии GdnHCl в раз-
личной концентрации, имеют схожую морфологию:

они представляют собой длинные тонкие неразветв-
ленные волокна, склонные к взаимодействию друг с
другом и образованию кластеров (рис. 1б–г).

Полученные образцы были исследованы с ис-
пользованием конфокальной лазерной сканирую-
щей микроскопии (рис. 2а–в). Согласно данным кон-
фокальной флуоресцентной микроскопии образцов в
присутствии амилоид-специфического флуоресцент-
ного зонда тиофлавина Т (ThT), степень кластериза-
ции фибрилл различается: фибриллы, полученные в
отсутствие GdnHCl (рис. 2а) и в присутствии 0.05 М
GdnHCl (рис. 2б), образуют более крупные и плот-
ные сгустки, чем амилоиды, полученные в присут-
ствии 3 М GdnHCl (рис. 2в).

Таким образом, оказалось, что молекула лизоци-
ма в отсутствие GdnHCl может формировать два аль-
тернативных типа агрегатов: амилоидные фибриллы
и аморфные агрегаты. Присутствие GdnHCl, по-ви-
димому, смещает равновесие в сторону образования
амилоидных фибрилл, причем их волокнистая мор-
фология не зависит, а склонность к кластеризации,
напротив, зависит от концентрации денатурирую-
щего агента.

Рис. 1. Визуализация аморфных агрегатов и амилоидных фибрилл на основе лизоцима, полученных в отсутствие (а, б) и в
присутствии GdnHCl в концентрации 0.05 М (в) и 3 М (г). Просвечивающая электронная микроскопия; масштабная линейка:
1 мкм. На вставках – фрагменты изображений в увеличенном масштабе; масштабная линейка: 200 нм.

a б в г

1 �m1 �m1 �m 1 �m 1 �m 1 �m

Рис. 2. Визуализация кластеров амилоидных фибрилл на основе лизоцима, полученных в отсутствие (а) и в присутствии
GdnHCl в концентрации 0.05 М (б) и 3 М (в). Конфокальная флуоресцентная микроскопия в присутствии тиофлавина T
(ThT). Масштабная линейка: 15 мкм.

a б в

15 �m 15 �m 15 �m
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Спектральные и фотофизические характеристики
амилоидных фибрилл на основе лизоцима. Для под-
тверждения сделанного предположения о различной
степени кластеризации исследуемых белковых агре-
гатов мы проанализировали мутность и RLS образ-
цов (рис. 3а, б). Было показано, что значения RLS,
которые характеризуют размер и количество агрега-
тов в образце, для фибрилл, полученных при различ-
ных условиях фибриллогенеза, заметно различают-
ся. Оказалось, что наиболее низкое значение RLS
имеет образец, полученный в присутствии 3 М
GdnHCl (рис. 3а), что согласуется с наименьшим раз-
мером фибриллярных кластеров в этом образце, со-
гласно данными конфокальной микроскопии
(рис. 2в). Аналогичные результаты были получены
при анализе мутности исследуемых образцов: наи-
более низкое значение мутности было показано для
образца, полученного в 3 М GdnHCl (рис. 3б). Таким
образом, результаты проведенных исследований
подтверждают различие линейных размеров фиб-
риллярных агломератов лизоцима в образцах, полу-
ченных при различных условиях фибриллогенеза.

Далее мы зарегистрировали и проанализировали
собственную флуоресценцию исследуемых амило-
идных фибрилл (рис. 3в, г). Показано заметное раз-
личие интегральной интенсивности флуоресценции
(рис. 3в) и положения спектров флуоресценции
(рис. 3г, вставка) лизоцима в мономерной и фиб-

риллярных формах. Оказалось, что максимум спек-
тра флуоресценции образца, полученного в присут-
ствии 0.05 М GdnHCl, сдвигается в коротковолно-
вую область, а максимум спектра флуоресценции
образца, полученного в отсутствие GdnHCl, сдвига-
ется в длинноволновую область по сравнению со
спектром мономерного лизоцима. При этом макси-
мум спектра флуоресценции образца, полученного в
присутствии 3 М GdnHCl, практически совпадает с
максимумом спектра мономерного белка. Обнару-
женные различия спектров флуоресценции амило-
идных фибрилл, полученных при разных условиях,
вероятно, обусловлены различным микроокружени-
ем и подвижностью аминокислотных остатков трип-
тофана в исследуемых образцах, что может свиде-
тельствовать о различии их вторичной структуры.

Для того, чтобы подтвердить сделанное предпо-
ложение о различии вторичной структуры исследуе-
мых амилоидных фибрилл, были зарегистрированы
спектры КД образцов в дальней ультрафиолетовой
области (рис. 3д). Оказалось, что минимум спектров
КД амилоидных фибрилл на основе лизоцима, полу-
ченных в отсутствие и в присутствии 0.05 М GdnHCl
(рис. 3д, вставка), существенно менее выражен по
сравнению с минимумом спектров мономерного
белка и амилоидов, полученных в присутствии 3 М
GdnHCl (рис. 3д). Вероятно, это обусловлено чрез-
вычайно высоким светорассеянием этих фибрилл

Рис. 3. Спектральные и фотофизические свойства мономерного нативного лизоцима (К) и амилоидных фибрилл на его ос-
нове, полученных в отсутствие GdnHCl (0 М) и в его присутствии в концентрации 0.05 и 3 М. а – RLS, б – мутность; в – ин-
тегральная интенсивность флуоресценции (ИФ) (ИФинтегр – площадь под кривой спектра флуоресценции), г – спектры флу-
оресценции, на вставке – нормированные спектры флуоресценции триптофана в амилоидных фибриллах, полученных при
различных концентрациях GdnHCl; д – спектры кругового дихроизма, на вставке – спектры кругового дихроизма фибрилл,
полученных в отсутствие (0 М) и в присутствии 0.5 М GdnHCl, в увеличенном масштабе.
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(рис. 3а, б). При этом форма и положение (минимум
около 220–230 нм) этих спектров, как и спектра
фибрилл, полученных при максимальной концен-
трации GdnHCl, характерны для амилоидных фиб-
рилл на основе различных амилоидогенных белков
(Greenfield, 2006).

С использованием различных базисных наборов
белков и специального программного обеспечения
CDPro (Provencher, Glockner, 1981; Sreerama, Woody,
2000) было определено содержание элементов вто-
ричной структуры (α-спиралей, β-листов, β-поворо-
тов и неупорядоченной структуры) в исследуемых
образцах (табл. 1). Анализ вторичной структуры мо-
номерного лизоцима и амилоидных фибрилл на его
основе показал, что в процессе фибриллогенеза мо-
номерный лизоцим, имеющий высокую долю α-
спиралей, переходит в состояние, богатое β-склад-
чатой структурой, что хорошо согласуется с данны-
ми из литературы, полученными для других амилои-
догенных белков (Sunde et al., 1997; Juarez et al., 2009;
Harada, Kuroda, 2011). При этом содержание β-ли-
стов и β-поворотов в амилоидных фибриллах, полу-
ченных в отсутствие и в присутствии 0.05 М
GdnHCl, заметно отличается от содержания β-струк-
туры в фибриллах, полученных в присутствии 3 М
GdnHCl, что свидетельствует о различной структуре
фибриллярного остова агрегатов, сформированных
при различных условиях. Интересно, что именно для
амилоидов, сформировавшихся в присутствии макси-
мальной концентрации денатурирующего агента и
имеющих наименьшее содержание неупорядоченной
структуры (табл. 1), мы обнаружили наименьшую
склонность к формированию кластеров. Возможно,
элементы неупорядоченной вторичной структуры,
не входящей в остов фибриллы, играют роль во вза-
имодействии амилоидных волокон друг с другом.

Таким образом, в результате анализа спектраль-
ных и фотофизических характеристик амилоидов на
основе лизоцима было показано, что условия фиб-
риллогенеза оказывают влияние не только на склон-
ность фибрилл взаимодействовать друг с другом, но
и на вторичную структуру белка (как участков, фор-

мирующих остов фибриллы, так и фрагментов вне
упорядоченного волокна).

Взаимодействие амилоидных фибрилл на основе
лизоцима со специфическим флуоресцентным зондом
ThT. Для подтверждения предположений о различии
структуры фибриллярного остова амилоидов на ос-
нове лизоцима, полученных при различных услови-
ях, мы исследовали их взаимодействие с бензти-
азольным красителем ThT. Существенной особен-
ностью этого флуоресцентного зонда является то,
что его взаимодействие с фибриллами высоко спе-
цифично, так как ThT не взаимодействует с белками
в нативном (за исключением ацетилхолинэстеразы
(De Ferrari et al., 2001) и сывороточных альбуминов
(Sen et al., 2009; Rovnyagina et al., 2018)), развернутом
или частично-свернутом состояниях, а также с оли-
гомерами и аморфными агрегатами белков. В сво-
бодном состоянии в водном растворе ThT имеет
чрезвычайно низкий квантовый выход флуоресцен-
ции (0.0001), который при взаимодействии красите-
ля с амилоидными фибриллами может увеличивать-
ся в несколько тысяч раз (Sulatskaya et al., 2010).

Благодаря этим уникальным свойствам, ТhT уже
долгое время используется в качестве удобного и эф-
фективного инструмента для диагностики возникно-
вения амилоидов in vivo и in vitro (Biancalana et al., 2009;
Wu et al., 2009; Biancalana, Koide, 2010; Sulatsky et al.,
2020). Кроме того, за последнее десятилетие накопи-
лись данные о том, что ТhT может быть использован
не только для диагностики образования амилоид-
ных фибрилл, но и для изучения структуры этих бел-
ковых агрегатов (Sulatskaya et al., 2015, 2017), что обу-
словлено взаимодействием красителя непосредствен-
но с фибриллярным остовом амилоида (Krebs et al.,
2005). Согласно современным представлениям, краси-
тель встраивается в бороздки, образованные боковы-
ми цепями аминокислот, вдоль длинной оси волокна
фибриллы перпендикулярно β-листам (Krebs et al.,
2005). Таким образом, анализ спектральных характе-
ристик красителя, связанного с фибриллами, может
позволить сделать заключение об их структурном
полиморфизме.

Таблица 1. Анализ вторичной структуры нативного мономерного лизоцима и амилоидных фибрилл на его основе, по-
лученных при различных концентрациях GdnHCl

Фибриллы, полученные 
при концентрации GdnHCl, М α-Спирали, % β-Листы, % β-Повороты, % Неупорядоченная 

структура, %

0 2.7 ± 0.4 44.4 ± 0.4 19.0 ± 0.3 33.9 ± 0.3

0.05 3.3 ± 0.3 43.7 ± 0.3 20.1 ± 0.4 33.0 ± 0.4

3.0 3.3 ± 0.2 54.4 ± 0.7 16.5 ± 0.3 25.9 ± 0.3

Нативный белок 33.3 ± 0.5 17.8 ± 0.3 21.6 ± 0.3 27.3 ± 0.5
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Сложность в исследовании взаимодействия ThT с
амилоидными фибриллами состоит в том, что обра-
зец всегда представляет собой равновесную систему
свободного и связанного с амилоидами красителя.
При этом фотофизические характеристики этих
фракций красителя существенно различаются. Для
того, чтобы определить фотофизические характери-
стики каждой из фракций красителя, присутствую-
щих в образце, мы использовали специально разрабо-
танный подход, основанный на подготовке тестируе-
мых образцов методом равновесного микродиализа
(Kuznetsova et al., 2012a, 2012b, 2012c). Равновесный
микродиализ был выполнен с помощью специаль-
ного приспособления, которое состоит из двух ка-
мер равного объема (объем каждой составляет
500 мкл), разделенных мембраной, проницаемой
для ThT и непроницаемой для амилоидных фиб-
рилл. ThT помещали в одну из камер (камера 2), а об-
разец с амилоидными фибриллами в том же раство-
рителе помещали в другую камеру (камера 1). После
достижения равновесия спектр поглощения раство-
ра в камере 2 представлял собой спектр поглощения
свободного красителя (рис. 4а–в, кривая 1). Спектр
поглощения в камере 1 (рис. 4а–в, кривая 2) пред-
ставлял собой суммарный спектр поглощения сво-

бодного и связанного с амилоидными фибриллами
красителя (рис. 4а–в, кривая 4) на фоне “кажущего-
ся поглощения”, обусловленного светорассеянием
фибрилл (рис. 4а–в, кривая 3).

На рис. 3г представлены спектры поглощения
ThT, связанного с фибриллами на основе лизоцима,
полученными при различных условиях фибриллоге-
неза, которые представляют собой разность спек-
тров поглощения образцов из камер 1 (рис. 4а–в,
кривая 4) и 2 (рис. 4а–в, кривая 1). Анализ получен-
ных результатов показал, что поглощение красите-
ля, связанного с фибриллами, полученными в при-
сутствии 0.05 М GdnHCl, превышает поглощение
ThT, связанного с фибриллами, сформированными
в отсутствие и в присутствии 3 М GdnHCl. Также по-
казана различная величина сдвига спектров погло-
щения красителя, связанного с фибриллами, в длин-
новолновую область (максимум спектра ThT, встро-
енного в фибриллы, полученные в отсутствие и в
присутствии GdnHCl в концентрации 0.05 и 3 M, ре-
гистрируется при длинах волн 451, 455 и 449 нм соот-
ветственно) по сравнению со спектром свободного
ThT (максимум спектра при длине волны 412 нм).
Это, вероятно, обусловлено различной гидрофобно-

Рис. 4. Характеристики взаимодействия флуоресцентного зонда тиофлавина T (ThT) с амилоидными фибриллами на основе
лизоцима. а–в – Спектры поглощения ThT после проведения равновесного микродиализа в 2-камерной системе (см. раздел
“Материал и методика”) в присутствии амилоидных фибрилл на основе лизоцима, полученных в отсутствие (а) и в присут-
ствии GdnHCl в концентрации 0.05 М (б) и 3 М (в): кривая 1 – спектр поглощения свободного красителя в камере 2, кривая 2 –
суммарный спектр поглощения свободного и встроенного в амилоидные фибриллы ThТ, кривая 3 – светорассеяние амило-
идных фибрилл в образце в камере 1, кривая 4 – спектр поглощения свободного и связанного с фибриллами красителя после
исключения светорассеяния фибрилл. г – Спектры поглощения, д – спектры флуоресценции, е – кривые затухания флуорес-
ценции ThT, связанного с амилоидными фибриллами; у кривых указана концентрация GdnHCl.
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стью микроокружения молекул ThT при встраива-
нии в бороздки амилоидных фибрилл.

Для образцов, подготовленных методом равно-
весного микродиализа, были зарегистрированы и
скорректированы на эффект первичного внутренне-
го фильтра (Fonin et al., 2014) спектры флуоресцен-
ции ThT (рис. 4д). Показано, что интенсивность
флуоресценции красителя, связанного с фибрилла-
ми, полученными в присутствии 0.05 М GdnHCl,
превышает интенсивность флуоресценции ThT, свя-
занного с фибриллами, сформированными в отсут-
ствие и в присутствии 3 М GdnHCl. С использовани-

ем зарегистрированных спектров флуоресценции
(рис. 4д) и кривых затухания флуоресценции (рис. 4е)
ThT мы рассчитали квантовый выход флуоресцен-
ции и время жизни возбужденного состояния краси-
теля, связанного с фибриллами (табл. 2). Различие
значений кантового выхода флуоресценции и вре-
мени жизни возбужденного состояния ThT, связан-
ного с различными типами амилоидов на основе лизо-
цима, вероятно, обусловлено различным ограничени-
ем подвижности фрагментов связанного красителя
друг относительно друга в возбужденном состоянии.
Это, в свою очередь, может быть связано c различной
жесткостью микроокружения молекул ThT, а, зна-
чит, структурным полиморфизмом фибриллярных
волокон, полученных при различных условиях.

Устойчивость амилоидных фибрилл на основе лизо-
цима к воздействию внешних факторов. Для сравне-
ния стабильности амилоидных фибрилл на основе
лизоцима, полученных при различных условиях, мы
исследовали их устойчивость к воздействию ионно-
го детергента SDS и кипячения с помощью SDS-
электрофореза в полиакриламидном геле (SDS-
PAGE) (рис. 5).

На дорожке 1 (рис. 5), куда был загружен натив-
ный лизоцим в качестве контроля, обнаружена одна
интенсивная полоса, соответствующая молекуляр-
ной массе мономерного белка (14.3 кДа). При этом
аналогичные полосы для образцов, полученных в от-
сутствие и в присутствии 0.05 М GdnHCl, оказались за-
метно менее интенсивными (рис. 5, дорожки 2, 3). Об-
разцу, полученному в присутствии максимальной
концентрации GdnHCl (рис. 5, дорожка 4), соответ-
ствует наиболее слабая полоса на геле, что свиде-
тельствует о том, что большая часть этих фибрилл не
деградировала при термическом и химическом воз-
действии и не вошла в гель. Таким образом, устой-
чивость исследуемых амилоидных фибрилл на основе
лизоцима к воздействию ионного детергента и кипяче-
ния оказалась различной. Фибриллы, полученные в
присутствии 3 М GdnHCl, являются наиболее ста-
бильными из исследованных амилоидов, что может
быть обусловлено более жесткой и стабильной
структурой фибриллярного волокна этих фибрилл.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате исследования амилоидов на основе

лизоцима, полученных при различной концентра-
ции денатурирующего агента GdnHCl, с применени-
ем широкого спектра физико-химических методов
(в том числе специально разработанных) были пока-
заны различия следующих параметров: склонности
фибрилл к кластеризации; вторичной структуры как
фрагментов белка, формирующих β-складчатый
остов фибриллы, так и участков белка все этого
остова; микроокружения триптофановых остатков
амилоид-формирующих белков; характеристик вза-
имодействия фибрилл со специфическим флуорес-
центным зондом ThT; устойчивости амилоидов к

Таблица 2. Квантовый выход флуоресценции (q) и время
жизни возбужденного состояния (kτl) ThT, связанного с
амилоидными фибриллами, полученными при различ-
ных концентрациях GdnHCl

[GdnHCl], М q kτl, нс

0 (2.7 ± 0.2) × 10–2 1.40 ± 0.06

0.05 (3.5 ± 0.3) × 10–2 1.16 ± 0.04

3.0 (1.8 ± 0.2) × 10–2 1.29 ± 0.05

Рис. 5. Электрофореграмма мономерного лизоцима (до-
рожка 1) и амилоидных фибрилл на основе лизоцима,
полученных в отсутствие (дорожка 2) и в присутствии
GdnHCl в концентрации 0.05 М (дорожка 3) и 3 М (до-
рожка 4). М – маркерные белки, мол. масса (кДа) указана
слева. Мол. масса лизоцима – 14.3 кДа. SDS-электрофо-
рез в полиакриламидном геле.
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воздействию ионного детергента SDS и кипячения.
Полученные данные свидетельствует о структурном
полиморфизме этих белковых агрегатов, который,
вероятно, обусловлен различной степенью денату-
рации белка в присутствии GdnHCl в различных
концентрациях, а, значит, формированием фибрил-
лярного волокна на основе мономерных молекул ли-
зоцима с различной вторичной и третичной структу-
рой. Результаты работы позволили сделать заключе-
ние о том, что полученные амилоидные фибриллы
на основе лизоцима являются привлекательным
объектом для проведения дальнейших исследова-
ний, направленных на выявление связи их структу-
ры с цитотоксичностью.
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Structural Polymorphism of Lysozyme Amyloid Fibrils
N. M. Melnikovaa, M. I. Sulatskya, I. M. Kuznetsovaa, K. K. Turoverova, *, and A. I. Sulatskayaa, **
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According to the modern concepts, polymorphism of amyloid fibrils can be the cause of the differences in its cyto-
toxicity, as well as the variability of amyloidosis. The aim of this work was to study the structure and properties of the
lysozyme amyloid fibrils obtained under various conditions (at different concentrations of the denaturing agent
guanidine hydrochloride) using a wide range of physicochemical methods, including specially elaborated ones. As a
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result, the difference was shown: 1) the propensity of amyloid fibers to interact with each other and the size of their
clusters; 2) secondary structure and microenvironment of tryptophan residues of amyloid-forming proteins; 3) the
characteristics of the fibrils interaction with the amyloid-specific probe thioflavin T (ThT), as well as 4) the resis-
tance of amyloids to the action of the ionic detergent sodium dodecyl sulfate and boiling. Our results indicate the
polymorphism of the studied protein aggregates. The results of the work allowed us to conclude that the obtained
amyloid fibrils are an attractive object for further research aimed at identifying the relationship between the structure
of amyloids and their cytotoxicity.

Keywords: amyloid fibrils, lysozyme, structural polymorphism, thioflavin T, guanidine hydrochloride, equilibrium
microdialysis
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Ранее было обнаружено, что активность глутаматергических ионотропных N-метил-D-аспартатных ре-
цепторов (NMDAR) после длительного криосохранения срезов мозга при температуре –10°С снижалась
или блокировалась. Срезы обонятельной коры крыс использовали для изучения механизмов криоповре-
ждения NMDAR. Для восстановления активности NMDAR после криосохранения исследовали эффекты
изменения внеклеточного pH замораживающей среды при регистрации NMDA-потенциалов, вызывае-
мых электрической стимуляцией латерального обонятельного тракта. Обнаружено, что после криосохра-
нения замораживающая среда закислялась до pH 6.5, при этом амплитуда NMDA-потенциалов снижалась
по сравнению с амплитудами до криосохранения. Для сохранения активности NMDAR после криосохра-
нения была усилена буферная емкость замораживающего раствора применением гибридной буферной си-
стемы, включающей карбонатный буфер (NaHCO3), фосфатный (KH2PO4) и трис(гидроксиметил)амино-
метан ((HOCH2)3CNH2); солевой состав при использовании такой буферной системы не менялся. После
криосохранения срезов в такой среде амплитуда NMDA-потенциалов составляла 22 ± 7% по сравнению с
амплитудой до криосохранения. Дополнительно использовали способ увеличения рН среды до 7.6–7.7 в
процессе замораживания срезов в интервале температур 20–22°С. Это сопровождалось восстановлением
активности NMDAR. Таким образом, применение гибридной буферной системы в замораживающей сре-
де и одновременное увеличение ее pH до 7.6–7.7 способствовало восстановлению NMDAR после криосо-
хранения.

Ключевые слова: срезы мозга, NMDA-потенциалы, криосохранение, буферные системы
DOI: 10.31857/S0041377122010084

Криосохранение – перспективная биотехноло-
гия, позволяющая длительное время сохранять био-
логический материал в жизнеспособном состоянии
при низких температурах и создавать криобанк для
трансплантатов (Ichikawa et al., 2007; Morris, 2007;
Paynter, 2008; Ma et al., 2010). Методы криосохране-
ния сложноорганизованных органов и тканей, на-
пример, нервной системы, пока детально не разра-
ботаны. Срезы головного мозга являются оптималь-
ными объектами для экспериментального изучения
закономерностей длительного и обратимого криосо-
хранения нервной ткани.

Ранее наши эксперименты показали, что при
медленных скоростях охлаждения срезов обонятель-

ной коры (0.1°C/мин) активность глутаматергиче-
ского ионотропного N-метил-D-аспартатного ре-
цептора (NMDAR) сохранялась, однако при дли-
тельном криосохранении она блокировалась
(Mokrushin et al., 2014; Мокрушин, 2016).

NMDAR относят к семейству ионотропных глу-
таматергических механизмов. Эти рецепторы явля-
ются ключевыми структурами возбуждающей глута-
матергической медиаторой системы в мозге. Они
участвуют в различных формах адаптивных реакций,
таких как обучение, формирование следов памяти, а
также при развитии патологий (инсульте, травме, эпи-
лепсии) (Obrenovitch, Urenjak, 1997; Cull-Candy, Lesz-
kiewicz, 2004; Traynelis et al., 2010). NMDAR являются
наиболее уязвимыми структурами по сравнению с
AMPAR и проводящими волокнами латерального обо-
нятельного тракта (ЛОТ) при различных стрессорных
воздействиях, включая замораживание (Мокрушин,
2016).

Принятые сокращения: ЛОТ – латеральный обонятельный
тракт; Трис-HCl – трис(гидроксиметил)аминометан; ФП –
фокальные потенциалы; AMPA – альфа-амино-3-гидрокси-5-
метилизоксазол-4-пропионовая кислота; AMPAR – рецептор
AMPA; CNQX – 6-циано-7-нитрохиноксалин-2,3-дион;
D-APV – D-2-амино-5-фосфоновалериат; NMDA – N-метил-
D-аспартат; NMDAR – рецептор NMDA.

УДК 573.7;616-006
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Нами была высказана гипотеза, что в процессе
криосохранения и последующего отогревания клет-
ки срезов мозга (без их электрической активации)
выделяют во внеклеточную среду метаболиты, кото-
рые изменяют внеклеточное значение рН и, соответ-
ственно, активность рецепторных структур. Очевидно,
что для устранения нарушений функций NMDAR во
время криосохранения необходимо оптимизировать
состав замораживающей среды и, прежде всего, ее
кислотно-щелочные показатели.

Цель нашей работы заключалась в сохранении
активности NMDAR после долговременного крио-
сохранения (30 сут) при низкотемпературном замо-
раживании (–10°C) при помощи изменения рН за-
мораживающей среды.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Животные. Все эксперименты проводили на бе-
лых крысах-самцах линии Wistar массой 180–200 г.
Использовано 29 животных. Они содержались в поме-
щении вивария (Институт физиологии им. И.П. Пав-
лова РАН) при свободном доступе к воде и пище с
12-часовым циклом ночь/день. Эксперименты с жи-
вотными проводили в соответствии с рекомендаци-
ями по этике, предложенными Директивой Совета
Европейских сообществ (86/609 EEC).

Приготовление срезов. Исследования проведены
на тангенциальных срезах обонятельной коры го-
ловного мозга крыс-самцов толщиной 400–500 мкм.
Срезы мозга включают нейроны пириформной ко-
ры, глутаматергические синапсы и проводящие
нервные волокна латерального обонятельного трак-
та (ЛОТ). Приготовление срезов происходило следу-
ющим образом. Крыс декапитировали при помощи
гильотины (Институт физиологии им. И.П. Павлова
РАН). Хирургическими инструментами извлекали
головной мозг и помещали его на фильтровальную
бумагу, покрывающую металлический столик, охла-
жденный до 4°C. При помощи специального резака
(Митюшов и др., 1986; Мокрушин, 1997) готовили
срезы обонятельной коры мозга. Кисточкой срез пе-
реносили во флакон с искусственной цереброспи-
нальной аэрированной жидкостью (состав см. ниже)
объемом 1 мл. Длительность всей процедуры приго-
товления среза от момента декапитации до его поме-
щения в среду составляла 1–1.5 мин.

После помещения среза во флакон газовую атмо-
сферу над жидкостью со срезом в течение 1 мин про-
дувания заменяли на кислород. Флакон со срезом
устанавливали в аппарат Варбурга (Германия) с ча-
стотой качаний 120 в 1 мин при температуре 37°C в
месте нахождения среза до его перемещения в реги-
стрирующую камеру электрофизиологической уста-
новки (Мокрушин, Боровиков, 2017). Искусственный
церебральный раствор для поддержания жизнедея-
тельности срезов и последующего их замораживания
имел следующий состав (мМ): 124.0 NaCl; 5.0 KCl;

2.6 CaCl2; 1.24 KH2PO4; 1.2 MgSO4; 3.0 NaHCO3;
10.0 глюкозы; рН 7.3 при 37°С.

Определение активности NMDAR. В ответ на элек-
трическую стимуляцию ЛОТ в нормотермических
условиях внеклеточно регистрируются фокальные
потенциалы (ФП), которые отражают суммарную
активность нейронов пириформной коры и волокон
ЛОТ. Без стимуляции ЛОТ спонтанная активность в
срезах не регистрируется. ФП является многоком-
понентным потенциалом и состоит из пресинапти-
ческого компонента, который отражает активность
проводящих волокон ЛОТ – суммарный потенциал
действия ЛОТ (ПД-ЛОТ), и постсинаптических
компонентов, которые отражают активацию глута-
матергических ионотропных механизмов – AMPAR
и NMDAR (рис. 1). В настоящей работе изучали из-
менения только активности NMDAR. Эти потенци-
алы были идентифицированы ранее (Мокрушин,
1997; Mokrushin, Pavlinova, 2013). Выявление NMDA-
компонента в ФП в нормотермических условиях
производили при воздействии специфического ан-
тагониста D-APV (50 мкМ) (рис. 1).

Измерение pH среды. Измерение рН заморажива-
ющей среды осуществляли с помощью pH-метра
Seven Compact S220 (Mettler Toledo, США). Значе-
ния рН определяли с точностью до 0.1. Температуру
среды со срезами до и после замораживания при ре-
гистрации NMDA-потенциалов измеряли с помо-
щью прибора “Измеритель пид-регулятор ТРМ12”
(Россия). Модификацию pH замораживающей сре-
ды и регистрацию NMDA-потенциалов до и после
криосохранения проводили в параллельных экспе-
риментах. Одновременное измерение этих парамет-
ров на срезах приводило к неконтролируемому иска-
жению данных как pH, так и NMDA-потенциалов.

Протокол криосохранения срезов заключался в сле-
дующем. Искусственный цереброспинальный раствор
с ионным составом (описан выше) приготавливали на
гибридной буферной системе: карбонатный буфер
(NaHCO3), фосфатный буфер (KH2PO4) и Трис-HCl.

В срезах до замораживания регистрировали ам-
плитуды NMDA-потенциалов (мкВ) стеклянными
микроэлектродами, заполненными 1 M NaCl, с со-
противлением 1–5 МОм. Эти потенциалы регистри-
ровали в ответ на одиночные электрические импуль-
сы (ЭСУ-1, Россия) ЛОТ прямоугольной формы,
длительностью 0.1 мс, интенсивностью 1–3 В и ча-
стотой 0.003 Гц при 37°С в течение 20 мин. Регистра-
цию проводили в проточной камере электрофизио-
логической установки (Мокрушин, Боровиков,
2017) с использованием усилителя (НТО, Россия).
Потенциалы оцифровывали на аналого-цифровом
приборе (Е 20–10, Россия) и обрабатывали с помо-
щью компьютерной программы “Анализ электриче-
ской активности нейронов” (Институт физиологии
им. И.П. Павлова РАН, Россия). Полученные значе-
ния амплитуд NMDA-потенциалов (мкВ) рассмат-
ривали как контрольные перед замораживанием и
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принимали за 100%. Затем срезы замораживали при
медленной скорости (0.1°С/мин) до –10°С и храни-
ли в морозильнике термостата “ThermoStat plus”
(Eppendorf, Германия). Через 30 сут криосохранения
срезы отогревали до 37°С с такой же скоростью, при
этом солевой состав среды не менялся. Вновь реги-
стрировали NMDA-потенциалы (мкВ) и выражали в
% по отношению к значениям до замораживания.

Химические реактивы предоставлены компанией
Химреактив (Россия).

Статистическую обработку изменения амплитуд
NMDA-потенциалов проводили с использованием
непараметрического параметра Вилкоксона–Ман-
на–Уитни (U-критерия). Цифровые данные выра-
жали как среднее значение и его стандартная ошиб-
ка. Уровень статистической значимости составлял
р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для устранения нарушений функций NMDAR
при криосохранении и последующем отогревании
были исследованы эффекты гибридной буферной
системы, состоящей из трех компонентов: карбона-
та (NaHCO3), фосфата (KH2PO4) и Трис-HCl в замо-
раживающей среде для криосохранения срезов моз-
га. Солевой состав среды до и после криосохранения
и последующего отогревания не изменялся.

На рис. 1 представлены ФП, записанные после
30 сут криосохранения и последующего отогревания
до температуры 37°C в среде такого же состава, как
при замораживании. Амплитуда NMDA-потенциала
(рис. 1, вставка) уменьшалась после отогревания и
составляла 28 ± 7 против 130 ± 11 мкВ до заморажи-
вания (р ≤ 0.05, U = 7, n = 12). Среднее снижение ам-
плитуд NMDA-потенциалов составило 78% по сравне-
нию с амплитудой до криосохранения. При исследова-
нии ранее эти потенциалы отсутствовали, что
указывает на ингибированиe активности NMDAR
(Mokrushin, 2016; Мокрушин, Боровиков, 2017). Сле-
довательно, усиление буферной емкости заморажи-
вающей среды при помощи Трис-HCl, который иг-
рает ключевую роль в долгосрочном поддержании
кислотно-щелочного баланса в срезах мозга, не спо-
собствует полному восстановлению активности
NMDAR после криосохранения.

Для выяснения причин снижения активности
NMDAR после криосохранения и отогревания мы
исследовали изменение внеклеточного pH замора-
живающей среды. Результаты выявили, что после
продолжительного криосохранения (–10°C при мед-
ленной скорости замораживания – 0.1°C/мин) и по-
следующего отогревания с той же скоростью проис-
ходит закисление pH среды при отогревании до зна-
чений pH 6.5–6.7. Мы полагали, что такое снижение
рН среды приводит к редукции амплитуд NMDA-
потенциалов. Действительно при этих значениях рН

Рис. 1. Потенциалы, регистрируемые в нейронах срезов обонятельной коры крыс в ответ на электрическую стимуляцию ла-
терального обонятельного тракта (ЛОТ). На потенциалах даны обозначения всех компонентов. Артефакт стимуляции отра-
жает нанесение электрического стимулирующего импульса; пресинаптический суммарный потенциал действия (ПД-ЛОТ) –
активацию проводящих волокон ЛОТ; постсинаптические компоненты: ранний AMPA-потенциал и поздний NMDA-потен-
циал. Проанализированы изменения только NMDA-потенциалов. Потенциалы зарегистрированы до (серая линия) и после
(черная линия) криосохранения (КС) (30 сут при –10°C). Вертикальная серая стрелка – амплитуда NMDA-потенциалов в точ-
ке 8 мс от артефакта стимуляции. На вставке в увеличенном масштабе показаны амплитуды NMDA-потенциалов до и после
КС. Черные штриховые горизонтальные линии – амплитуды NMDA-потенциалов до и после КС. Калибровка указана.
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амплитуда NMDA-потенциалов снижалась. Так, до
замораживания амплитуда NMDA-потенциала со-
ставляла 140 мкВ, а при отогревании снижалась и
становилась равной 36 мкВ (р ≥ 0.05, U = 11, n = 12),
то есть редукция NMDA-потенциалов составляла
75% по отношению к значениям до замораживания.
Отметим, что при этом солевой состав заморажива-
ющей среды не менялся.

Для проверки изменения активности NMDAR и
устранения криоповреждения их функций мы ис-
следовали эффекты замораживающих сред с различ-
ными значениями pН. Эксперименты проводили в
следующей последовательности. Перед заморажива-
нием срезы содержали в средах с различными значе-
ниями pН. В каждой среде измеряли амплитуды
NMDA-потенциалов при 37°C (рис. 2). Было выяв-
лено, что амплитуда NMDA-потенциала возрастала
с увеличением pН среды перед криосохранением.
Важно отметить, что амплитуда NMDA-потенциа-
лов при pН 7.6–7.7 в среде после отогревания стати-
стически не отличалась от значений до криосохра-
нения (рис. 2). Следовательно, интервал значений
pН среды 7.6–7.7 является оптимальными для дли-
тельного криосохранения и последующего отогрева-
ния срезов.

Однако необходимо учитывать, что срезы до за-
мораживания находятся в среде, у которой pН 7.3
(оптимальный для функционирования NMDAR),
поэтому для защиты активности NMDAR мы ис-
пользовали метод увеличения значения pH до 7.6–
7.7 при достижении температуры 20–22°С в процес-
се замораживания срезов от 37°С.

Используя прием смены замораживающей сре-
ды, мы обнаружили, что амплитуда NMDA-потен-
циалов составляла 131 ± 9 мкВ, а после криосохране-
ния и последующего отогревания была 121 ± 10 мкВ
(рис. 3). Статистически эти значения не отличалась от
значений до криосохранения (р ≥ 0.05, U = 29, n = 12).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе мы изучали действие кислот-
но-щелочных характеристик замораживающей среды
на сохранение активности NMDAR при длительном
криосохранении. На функционирование NMDAR
влияет множество факторов, к которым относятся
скорость замораживания/отогревания, состав замо-
раживающей среды и наличие в ней криопротекто-
ров. В настоящей работе было обнаружено, что по-
сле криосохранения срезов значение рН заморажи-
вающей среды снижалось ниже оптимального
уровня сохранения активности NMDAR.

Известно, что активность NMDAR избирательно
ингибируется протонами при нормотермических
значениях pH. Протоны снижают частоту открытия
NMDA-каналов, и это приводит к редуцированию
амплитуды NMDA-потенциалов (Traynelis, Cull-
Candy, 1990). Кроме того, обнаружено, что протон-
ный сенсор находится в N-концевом домене (NTD)
субъединицы GluN2A рецептора NMDAR и аллосте-
рически связан с воротами канала. В результате,
протоны подавляют активность субъединиц GluN1–
GluN2A рецептора NMDAR (Zhang et al., 2018). Оче-
видно, что такой механизм также вовлекается в ин-

Рис. 2. Амплитуда NMDA-потенциалов до криосохранения (КС) при 37°С в зависимости от значения рН замораживающей
среды. n = 5 (при рН 6.7 и 7.7); n = 7 (рН 6.9); n = 12 (рН 7.3); n = 9 (рН 7.6). Амплитуда NMDA-потенциалов выражена в % от
значения до КС, принятого за 100% (горизонтальная штриховая линия). Различия амплитуд NMDA-потенциалов по сравне-
нию с значениями до КС определяли с помощью непараметрического U-критерия Вилкоксона–Манна–Уитни, р ≤ 0.05 (*).
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гибирование активности NMDAR после криосохра-
нения и последующего отогревания.

Принимая во внимание приведенные выше дан-
ные о протонной регуляции активности NMDAR и
значительное закисление рН замораживающей сре-
ды после криосохранения срезов, мы увеличили ее
буферную емкость. Это было достигнуто примене-
нием гибридной буферной системы замораживаю-
щего раствора при неизменном солевом составе сре-
ды. В результате исследований было получено повы-
шение активности NMDAR после криосохранения,
однако достичь полного восстановления активности
NMDAR этим приемом не удалось. С целью сохра-
нения активности NMDAR после криосохранения
мы применили дополнительный способ для мини-
мизации ингибирования активности NMDAR, вы-
зываемого протонами – увеличили pH заморажива-
ющей среды для срезов с 7.3 до 7.6–7.7 с помощью
добавления в среду 0.1 н раствора NaOH объемом
0.3 мл и контролировании рН.

Замену замораживающей среды со значением
pH 7.6–7.7 производили в процессе замораживания
срезов в интервалах положительных температур 20–
22°С в начале процесса замораживания. Этот способ
основан на результатах наших предыдущих исследо-
ваний, что в этом диапазоне температур NMDAR
становились нечувствительными к воздействиям ги-
поксии (Мокрушин, 2016). В результате было выяв-
лено, что активность NMDAR после криосохране-
ния оставалась на уровне, равной активности до замо-
раживания. Следовательно, использование гибридной
буферной системы и повышение значения рН до 7.6–
7.7 при замораживании срезов были оптимальными
условиями для восстановления активности NMDAR

при отогревании после длительного криосохране-
ния (–10°С, 30 сут).

Рассматривая способы защиты активности
NMDAR в процессе криосохранения и последующе-
го отогревания необходимо отметить другие меха-
низмы. Прежде всего, это вовлечение астроглиального
механизма, который способствует защите внеклеточ-
ной среды от увеличения концентрации протонов.
Эксперименты in vivo и in vitro показали, что астроциты
поддерживают локальный гомеостаз внеклеточного
pH в ткани мозга от перегрузок протонами при по-
мощи высвобождения бикарбоната глиальными
клетками (Theparambil et al., 2020). Однако в настоя-
щей работе, как мы полагаем, в процессе криосохра-
нения астроглиальный механизм в срезах обоня-
тельной коры, по-видимому, ингибируется и не спо-
собствует сохранению активности NMDAR.

Другой возможный способ защиты активности
NMDAR – применение криопротекторов. Однако
выявлено, что традиционно используемые криопро-
текторы оказывают побочное негативное воздей-
ствие на активность нейронов (Пичугин, 2013). По-
лагаем, что это связано с применением препаратов,
не имеющих эндогенного происхождения. При по-
иске эндогенных протекторов обнаружено, что эн-
догенный дипептид L-карнозин способствовал со-
хранения активности NMDAR при криосохранении
срезов обонятельной коры мозга. Защитный эффект
L-карнозина усиливался с увеличением концентра-
ции эндогенного дипептида (Mokrushin, Pavlinova,
2016). Можно надеяться, что L-карнозин самостоя-
тельно или в комбинации с другими веществами мо-
жет быть использован в качестве нетоксичного
криопротектора для длительного криосохранения.

Рис. 3. Потенциалы, регистрируемые в нейронах срезов обонятельной коры в ответ на электрическую стимуляцию ЛОТ и
NMDA-потенциалы до и после КС при изменении рН замораживающей среды с 7.3 до 7.6–7.7 в интервале 22–24°С в процес-
се КС (слева). Справа показаны NMDA-потенциалы в увеличенном масштабе; горизонтальные черные штриховые линии – ам-
плитуды NMDA-потенциалов до и после КС. Вертикальная серая стрелка – амплитуда NMDA-потенциалов. 

3.0 мс 3.0 мс

0.1 мВ
0.1 мВ

НМДА

НМДА-потенциал
После криосохранения
–10°C, pH 7.7

До криосохранения
+37°C, pH 7.3

После криосохранения
–10°C, pH 7.7

До криосохранения
+37°C, pH 7.3



ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 1  2022

УЛУЧШЕНИЕ КИСЛОТНО-ЩЕЛОЧНОГО СОСТАВА СРЕДЫ ДЛЯ ДЛИТЕЛЬНОГО 101

Таким образом, нами предложен новый метод
протекции активности NMDAR после длительного
криосохранения. Метод не использует криопротек-
торы, вызывающие блокаду активности NMDAR.
Мы полагаем, что этот метод криосохранения мож-
но использовать для создания криобанка нервной
ткани.
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Previously, it was found that the activity of glutamatergic ionotropic N-methyl-D-aspartate receptors (NMDAR) af-
ter long-term cryopreservation of brain slices at a temperature of –10°C decreased or blocked. The slices of the ol-
factory cortex of rats were used to study the mechanisms of NMDAR cryodestruction. To recover after cryopreser-
vation NMDAR activity examined the effects of pH changes in extracellular freezing media during registration
NMDA-potentials induced by electrical stimulation of the lateral olfactory tract. It was found that, after cryopres-
ervation, the freezing medium was acidified to pH 6.5, while the amplitude of the NMDA potentials decreased in
comparison with the amplitudes before cryopreservation. To preserve the NMDAR activity after cryopreservation,
the buffer capacity of the freezing medium was increased by using a hybrid buffer system: carbonate (NaHCO3),
phosphate (KH2PO4) tris(hydroxymethyl)aminomethane ((HOCH2)3CNH2), the salt composition did not change
when using such a buffer system. After cryopreservation of the slices in such a medium, the amplitude of the NMDA
potentials was 22 ± 7% compared to the amplitude before cryopreservation. Additionally, a method was used to in-
crease the pH of the medium to 7.6–7.7 in the process of freezing the slices in the temperature range 20–22°C. This
was followed by recovery NMDAR activity. Thus, the use of a hybrid buffer system in a freezing medium and a si-
multaneous increase in its pH to 7.6–7.7 promoted the recovery of NMDAR after cryopreservation.

Keywords: brain slices, NMDA potentials, cryopreservation, buffer systems


