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В обзоре рассмотрены основные современные методики и подходы флуоресцентной микроскопии, при-
меняющиеся в исследовании внутриклеточных сигнальных каскадов. Обсуждаются методики анализа
фиксированных препаратов и прижизненной визуализации, отдельное внимание уделено методам сверх-
разрешающей микроскопии. Анализируются границы применения и ограничения методов, представлены
научные достижения последних лет, полученные при помощи описываемых методик.
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Клетки многоклеточных организмов способны
воспринимать и отвечать на широкий набор внекле-
точных и внутриклеточных факторов. Этот процесс
называется внутриклеточной сигнализацией и явля-
ется ключевым как в процессе развития организма,
так и в поддержании гомеостаза в дифференциро-
ванных тканях. В связи с этим, изучение процессов
внутриклеточной сигнализации представляет боль-
шой интерес для современной биологии. Для деко-
дирования сигнальных каскадов, лежащих в основе
этих процессов, необходимо получить информацию
о локализации и транслокации участвующих в них
молекул, измерить, где и когда они активны, как ме-
няется их функциональное состояние, как и в каком
порядке они взаимодействуют между собой. В на-
стоящем обзоре мы рассмотрим, как на эти вопросы
возможно ответить при помощи современных мето-
дик световой микроскопии, а также проиллюстри-

руем их примерами экспериментальных работ по-
следних лет.

ОБЩИЕ ПРИНЦИПЫ ИЗУЧЕНИЯ 
ВНУТРИКЛЕТОЧНОЙ СИГНАЛИЗАЦИИ 

НА СВЕТООПТИЧЕСКОМ УРОВНЕ
Современная флуоресцентная микроскопия яв-

ляется важным инструментом в области экспери-
ментальной биологии. Несмотря на то, что методики
молекулярной биологии хорошо позволяют отве-
тить на вопросы “что и как?” происходит в клетке,
они, как правило, не дают возможности оценить
временные и пространственные особенности этих
процессов, то есть ответить на вопросы “где и ко-
гда?”. Оптическая микроскопия, в частности флуо-
ресцентная, предоставляет широкий спектр воз-
можностей для решения таких экспериментальных
задач. Другой точкой расхождения молекулярных
методов и микроскопии является их статистический
аспект. Методы молекулярной биологии, как прави-
ло, анализируют клеточные популяции целиком, с
одной стороны достигая большой статистической
мощности, но с другой – теряя возможность отсле-
дить изменчивость на уровне индивидуальных кле-
ток. Безусловно, существуют методы так называемо-
го single-cell анализа, позволяющие отследить такие
изменения (Lun, Bodenmiller, 2020), но их едва ли
можно назвать рутинными. В то же время микроско-
пия в любом своем проявлении несколько менее эф-
фективна для анализа популяций, что компенсиру-
ется отсутствием их статистической гомогенизации.

Принятые сокращения: FCS – флуоресцентная корреляцион-
ная спектроскопия (Fluorescence Correlation Spectroscopy);
FCCS – флуоресцентная кросс-корреляционная спектроско-
пия (Fluorescence Cross-Correlation Spectroscopy); FISH – флу-
оресцентная гибридизация in situ (Fluorescent in situ Hybridiza-
tion); FLIM – микроскопия визуализации времени жизни
флуоресценции (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy);
FRAP – восстановление флуоресценции после фотовыцвета-
ния (Fluorescence Recovery After Photobleaching), FRET – Фор-
стерский резонансный перенос энергии (Forster Resonance
Energy Transfer); SIM – микроскопия структурированного
освещения (Structured Illumination Microscopy); SMLM – мик-
роскопия локализации одиночных молекул (Single Molecule
Localization Microscopy); STED – подавление спонтанного ис-
пускания (Stimulated Emission-Depletion).
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Это позволяет выявлять отдельные события, кото-
рые могли бы быть остаться незамеченными при ис-
пользовании исключительно молекулярно-биоло-
гического анализа. Из сказанного выше очевидно,
что современная оптическая микроскопия не явля-
ется неким противопоставлением молекулярной
биологии, а наоборот, является комплементарным
ей набором методик, позволяющим при совместном
использовании намного более точно описывать био-
логические системы, нежели каждый из этих подхо-
дов способен по отдельности.

Одним из наиболее ярких примеров такого взаи-
модействия является изучение внутриклеточной
сигнализации. Для процессов внутриклеточной сиг-
нализации характерно значительное количество по-
следовательно активирующихся компонентов, при-
чем время и место их активации играют большую
биологическую роль (Nair et al., 2019). В изучении
сигнальных процессов важно не только охарактери-
зовать этот каскад, но и отследить клеточный ответ
на него. В рамках данного обзора последний аспект
затронут не будет, поскольку разнообразие таких
процессов столь велико, что в рамках одной обзор-
ной статьи их уместить было бы невозможно. Вместо
этого мы сосредоточимся на описании методиче-
ских подходов, используемых для анализа протека-
ния собственно сигнальных каскадов, хотя все опи-
сываемые методы могут быть применены более ши-
роко.

ВИЗУАЛИЗАЦИЯ КОМПОНЕНТОВ 
СИГНАЛЬНЫХ ПУТЕЙ 

НА ФИКСИРОВАННЫХ ПРЕПАРАТАХ
Наиболее распространенным методом микроско-

пического исследования является визуализация
компонентов сигнальных путей на фиксированных
препаратах. Это связано с несколькими факторами:
во-первых, для пробоподготовки может быть необ-
ходима жесткая обработка образца, несовместимая с
жизнедеятельностью клеток; во-вторых, момент по-
лучения образца и его анализ могут быть значитель-
но разнесены во времени. Наконец, фиксированные
препараты не претерпевают физиологических изме-
нений при длительном воздействии яркого возбужда-
ющего света, что позволяет получать микрофотогра-
фии более высокого качества, чем в случае прижизнен-
ной визуализации, за счет увеличения выдержки и
яркости источника освещения (Hobro, Smith, 2017).
В качестве фиксированных препаратов могут высту-
пать как клеточные культуры, так и гистологические
срезы, и в отдельных случаях даже оптически про-
светленные цельные органы лабораторных живот-
ных (Matryba et al., 2019).

Одним из примеров жесткой обработки является
использование пермебеализующих клеточные мем-
браны химических агентов, что позволяет применять
антитела для иммунофлуоресцентной визуализации
внутриклеточных антигенов. Серьезным ограничени-

ем этого метода является отсутствие коммерческих
антител на некоторые сигнальные молекулы, а так-
же сложности с визуализацией меток, связанных со
структурами, плохо сохраняющимися при фиксации
(Meyer, Teruel, 2003).

Наиболее распространенным в изучении внутри-
клеточной сигнализации подходом является под-
тверждение активации сигнального пути путем им-
мунофлуоресцентного выявления одного из его
компонентов и дальнейшее сравнение интенсивно-
сти и локализации флуоресцентного сигнала между
экспериментальными группами. Важно отметить,
что получаемые таким образом данные достаточно
сложно интерпретировать количественно. Стоха-
стическая природа конъюгации антител с молекула-
ми красителя приводит к наличию даже в монокло-
нальных стоковых растворах нескольких подвидов
антител с разной плотностью связанных конъюга-
тов. Этот феномен не только влияет на аффинность са-
мого антитела, но и может приводить к концентраци-
онному тушению флуоресценции за счет формирова-
ния эксимеров из конъюгированных к одному и тому
же антителу флуоресцентных молекул (Szabó et al.,
2018). Следовательно, использование антител для
оценки сравнительной интенсивности флуоресцен-
ции в количественных биофизических экспериментах,
например, с использованием метода Форстерского ре-
зонансного переноса энергии, нежелательно. Тем не
менее, поскольку распределение плотности конъюга-
тов соответствует распределению Пуассона (Vira et al.,
2010), для менее точных измерений иммунофлуорес-
центная окраска вполне допустима. Примерами таких
экспериментальных работ может быть подтверждение
активации сигнального пути Wnt путем визуализации
кластеризации лиганда Frizzled и транслокализации
β-катенина в ходе искусственно индуцированной ло-
кализации МСК (Rotherham et al., 2018), демонстрация
ядерной транслокации YAP и TAZ после обработки
клеток MCF7 экзосомами, выделяемыми получен-
ными из МСК адипоцитами (Wang et al., 2019), или
подтверждение увеличения уровня экспрессии ком-
понентов пути Notch при эпителиально-мезенхим-
ном переходе (Wang et al., 2009).

Одним из преимуществ иммунофлуоресцентного
мечения является возможность использования для
визуализации антител, выработанных против опре-
деленных доменов белковой молекулы или даже
против белков в определенных функциональных со-
стояниях. Поскольку в процессах внутриклеточной
сигнализации процессы посттрансляционной моди-
фикации белков играют ключевую роль, возмож-
ность зафиксировать их представляет большой ин-
терес. Так, визуализация фосфорилирования белка
позволяет зафиксировать активацию того или иного
сигнального пути. Таким образом была показана ак-
тивация фосфорилированной формой α-синуклеи-
на пути JNK и отдельных компонентов MAPK-кас-
када при помощи визуализации их фосфорилиро-
ванных форм в нейронах при болезни Паркинсона,



ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 4  2022

ПРИМЕНЕНИЕ ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ МИКРОСКОПИИ В ИЗУЧЕНИИ ПРОЦЕССОВ 311

что в свою очередь приводит к фрагментации мито-
хондрий и является одним из механизмов патогене-
тических факторов этого заболевания (Grassi et al.,
2019). В качестве другого примера можно привести
работу, демонстрирующую активацию посредством
фосфорилирования JAK2–STAT3 каскада в астроци-
тах при хронической чесотке (Du et al., 2019). Суще-
ствуют также работы, демонстрирующие ацетилиро-
вание белков, например белков микротрубочек в ре-
зультате активации пути Shh, который контролирует
таким образом процессы внутриклеточного транс-
порта и миграции клеток (Singh et al., 2019). В тех
случаях, когда при активации сигнального пути про-
исходит протеолиз одного из участвующих белков,
для отслеживания дальнейшей судьбы отделенной
части удобно использовать антитела, распознающие
только такой фрагмент. К таким белкам относятся,
например, каспазы, активирующиеся после протео-
лиза своих проферментных форм. Визуализация ак-
тивности каспаз в период развития волосяных фол-
ликулов показала, что каспазы являются не только
индукторами апоптоза, но и принимают участие в
регуляции пролиферативной активности клеток,
контролируя таким образом размер органов (Yosef-
zon et al., 2018).

Визуализация синтеза и локализации нуклеино-
вых кислот в клетках или тканях возможна при по-
мощи метода флуоресцентной гибридизации in situ
(FISH), в котором интересующие экспериментатора
последовательности в образце гибридизуются с флу-
оресцентно мечеными комплементарными зондами.
В контексте изучения внутриклеточной сигнализа-
ции это может быть интересно для визуализации
РНК, принимающих участие в сигнальных процес-
сах. Например, показано, что микроРНК-181a в
клетках колоректального рака подавляет экспрес-
сию ингибитора SRC-киназы SRCIN1, приводя к
активации SRC/VEGF каскада, запускающего про-
цесс ангиогенеза, а, значит, потенциально может
служить терапевтической мишенью (Sun et al., 2018).
В другой работе было показано, что увеличение
уровня микроРНК-146a-5p в клетках дорсальных
ганглиев подавляет сигнальный путь IRAK1/TRAF6,
способствуя снижению боли (Wang et al., 2018).
Кольцевые РНК также могут служить целью FISH-
визуализации. Показано, что кольцевая РНК
circPVT1 в клетках легочной карциномы способ-
ствует росту и инвазии опухоли за счет взаимодей-
ствия с транскрипционным фактором E2F2 (Li et al.,
2018). Кроме того, с использованием методик гибри-
дизации с повышенной чувствительностью, воз-
можна локализация транскрипционных изоформ,
отличающихся одиночными нуклеотидами, на уров-
не отдельных клеток. Таким образом была визуали-
зирована дифференциальная экспрессия четырех
транскрипционных изоформ рецептора нейрегули-
на ErbB4 (Erben et al., 2018).

Как было указано выше, современные методики
оптической микроскопии также являются компле-

ментарными и методам молекулярной биологии. В
этом контексте особый интерес представляет воз-
можность контролируемой изоляции отдельных
участков интереса непосредственно с микропрепа-
рата для дальнейшего анализа молекулярно-биоло-
гическим методами (Bevilacqua, Ducos, 2018). Такой
подход называется микродиссекцией, и может быть
реализован как при помощи механического отсече-
ния определенных участков препарата при помощи
микроманипуляторов, так и бесконтактно, с исполь-
зованием ультрафиолетового лазера высокой мощно-
сти. Изолированные участки препарата, в качестве ко-
торого могут выступать как клеточная культура, так и
гистологический срез, автоматизированным спосо-
бом собираются в микропробирки, после чего могут
быть подвергнуты дальнейшему анализу. Примером
применения такой методики является изоляция из
препарата сетчатки отдельных кровеносных сосудов
для изучения влияния пути Wnt на прохождение в
них процессов трансцитоза путем постановки qPCR
с выделенной РНК (Wang et al., 2020). Полученный
материал можно также анализировать и на протеом-
ном уровне. Таким образом было выявлено, что ме-
тастазирующие сквамозно-клеточные карциномы
отличает от неметастазирующих повышенный уро-
вень компонентов сигнального пути KEGG (Shapa-
nis et al., 2021).

ПРИЖИЗНЕННАЯ ВИЗУАЛИЗАЦИЯ 
ПРОЦЕССОВ ВНУТРИКЛЕТОЧНОЙ 

СИГНАЛИЗАЦИИ

Флуоресцентная визуализация белков прижиз-
ненно возможна во многом благодаря использова-
нию репортерных флуоресцентных белков. Такой
подход связан с определенными ограничениями: ис-
кусственное добавление к сигнальному белку флуо-
ресцентного домена может привести к нарушению
его функциональной активности, и требует провер-
ки на предмет возможных нарушений в физиологии
клетки перед началом эксперимента. Кроме того,
неравномерная доставка генно-инженерных кон-
струкций, индуцирующих такую экспрессию, за-
трудняет прямую оценку уровня экспрессии по ин-
тенсивности флуоресценции введенных в клетку ме-
ток (Meyer, Teruel, 2003). Тем не менее, на данный
момент этот метод является оптимальным для визу-
ализации динамики белковых сигнальных молекул в
живой клетке. Например, отследить в динамике ак-
тивацию пути Wnt возможно при помощи репорте-
ров TOP-GFP, что в частности было использовано
для описания активации этого сигнального пути в
раковых клетках лигандом Wnt3 (Le et al., 2019). Дру-
гим примером может послужить отслеживание фор-
мирования эпителиальных клеточных контактов в
культуре MCF10A, показавшее, что FMNL2, регули-
рующий состояние актинового цитоскелета, рекру-
тируется в места формирования контактов без уча-
стия Cdc42 (Grobe et al., 2018).
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Использование лазерных сканирующих систем
позволяет реализовывать специальные методы ис-
следования для получения информации о тех или
иных физических параметрах используемых молекул,
которые совокупно называют F-методами (рис. 1). В
методе восстановления флуоресценции после фото-
выцветания (FRAP) флуоресцентная метка в регио-
не интереса препарата выжигается лазером, после
чего измеряется скорость диффузии оставшихся ме-
ченых молекул в эту область. Этот метод наиболее
полезен для описания характеристик транспорта мо-
лекул между различными клеточными компартмен-
тами. Так, отслеживание фактора CSL, являющего-
ся эффекторной молекулой пути Notch, показало,
что он обладает достаточно сложным поведением:
после выжигания случайных участков в ядре было
зафиксировано, что в отсутствие активации Notch
CSL скоротечно связывается с ДНК, в то время как
при активации Notch время связывания в таргетных
локусах существенно возрастает за счет взаимодей-
ствия с коактиватором Mastermind и возможного ло-
кального ремоделирования хроматина (Gomez-La-
marca et al., 2018). В другой работе путем оценки из-
менений подвижности SOX9 и корреляционного
анализа таковых данных с данными ChIP-qPCR, ав-
торы делали вывод о транскрипционной активности
фактора при индукции различных сигнальных путей
(Govindaraj et al., 2019).

Более точными способами анализа динамики мо-
лекул являются методы флуоресцентной корреляци-
онной (FCS) и кросскорреляционной (FCCS) спек-
троскопии, позволяющие оценить параметры кине-
тики диффузии молекул в фокальном объеме
конфокальной системы путем продолжительной
съемки фиксированной точки в образце и измере-
ния флуктуаций флуоресценции в ней. Это дает воз-
можность измерить скорость диффузии и концен-
трацию меченых молекул в случае FCS, а также оце-
нить, диффундируют ли две меченые молекулы
совместно в случае FCCS. Так, при помощи FCS бы-
ла охарактеризована кластеризация GPCR Smog в
ответ на лиганд Fog, являющаяся ключевым процес-
сом в формировании сигнальных комплексов, от-
ветственных за формирование клеточных контактов
во время выпячивания эктодермы Drosophila melano-
gaster (Jha et al., 2018). При помощи адекватных ка-
либровочных стандартов измерять можно концен-
трацию не только меченых белков, но и других ве-
ществ, принимающих участие в сигнальных путях.
Например, возможно измерение концентрации га-
зов в клетках путем использования соответствующих
индикаторных молекул, флуоресцирующих в присут-
ствии того или иного газа, таких как DAF2-DA, реаги-
рующего на NO (Markiewicz et al., 2022). Кросс-кор-
реляционная спектроскопия особенно полезна для
изучения механизмов димеризации, поскольку поз-
воляет оценить не только сам факт наличия взаимо-
действия, но и некоторые его параметры, такие как
константа диссоциации образовавшегося комплек-

са. Примером такого исследования является оценка
взаимодействия Wnt3 с Fzd1, в ходе которого было
показано, что большую роль в этом процессе играет
липидирование Wnt3 по S212 (Dhasmana et al., 2021).

Метод Форстерской (или флуоресцентной) резо-
нансной передачи энергии (FRET) позволяет опре-
делить наличие или отсутствие взаимодействия
между двумя флуоресцентно мечеными молекулами.
Физическая основа этого метода заключается в
безызлучательном переносе энергии от молекулы-
донора к молекуле-акцептору при близком перекры-
тии спектра испускания флуоресценции первой со
спектром возбуждения второй. Такие молекулы на-
зываются FRET-парой. Этот феномен возможен
только при нахождении молекул на расстоянии не
более 10 нм друг от друга (Chen et al., 2006), что поз-
воляет говорить об их непосредственном взаимодей-
ствии. FRET также позволяет отследить конформа-
ционные изменения, если FRET-парой мечены раз-
ные домены одного и того же белка (Lohse et al.,
2007). Так, при помощи FRET-пары, присоединен-
ной к C-концевым доменам белков LRRC8, форми-
рующих при гетерогексамеризации ответственные
за регуляцию объема клетки анионные каналы
VRAC, было показано, что активация этих каналов
происходит в ответ на стимуляцию DAG, а не в ответ
на изменение ионной силы, как считалось ранее
(König et al., 2019). В последние годы начинают появ-
ляться и более сложные FRET-системы, в которых
излучение одного донора передается на один из не-
скольких возможных акцепторов (Bunt, Wouters,
2017). Примером FRET с использованием сразу не-
скольких молекул может выступить анализ актива-
ции сигнальной системы Hyal-2/WWOX/Smad4 гиа-
луроновой кислотой. С помощью трехмолекулярно-
го FRET с участием всех белков комплекса было
показано, что гиалуроновая кислота сначала взаи-
модействует со Smad4, который затем взаимодей-
ствует с WWOX и Hyal-2, после чего WWOX взаимо-
действует с p53, а Hyal-2 – с WWOX (Hsu et al., 2017).
Стоит отметить, что метод FRET при необходимости
может также использоваться и на фиксированных
препаратах, но в связи с отсутствием временной ди-
намики и особенностями стехиометрии антител, це-
лесообразнее его использование прижизненно.

Феномен FRET также лежит в основе репортер-
ной активности многих флуоресцентных белковых
комплексов. Принцип действия этих FRET-биосен-
соров заключается в изменении конформации в от-
вет на связывание искомой молекулы таким обра-
зом, что разнесенные в пространстве при ее отсутствии
донор и акцептор сближаются, что можно детектиро-
вать как FRET-взаимодействие (Zhang et al., 2019). Та-
кие комплексы позволят детектировать молекулы,
получить зонды на которые иным образом чаще все-
го невозможно, что является одной из причин ак-
тивного развития этой сферы в последние годы. К
примеру, получены и применяются эксперимен-
тально сенсоры как на “популярные” молекулы, та-
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кие, как cGMP, CaMKII, cAMP и PKA (Reddy et al.,
2018), так и на более экзотические соединения, на-
пример ионы свинца (Yang et al., 2020). Отдельным
подвидом FRET-биосенсоров являются аптамерные
молекулярные маяки. В данном случае FRET-пара
находится на концах замкнутой в подковоподобную
структуру нуклеотидной последовательности, кото-
рая при связывании с целевой молекулой за счет
сложной системы Ван-дер-Ваальсовых, электроста-
тических и диполь-дипольных взаимодействий за-
кручивается вокруг мишени, нарушая FRET-взаи-

модействие и позволяя фиксировать флуоресцен-
цию донора (Moutsiopoulou et al., 2019).

Одним из наиболее технически сложных методов
оптической микроскопии является метод FLIM,
позволяющий с помощью четко синхронизирован-
ной системы из импульсного лазера, высокочув-
ствительного лавинного или гибридного фотоэлек-
тронного умножителя и управляющей электроники
отслеживать, какое время каждый тип флуорохро-
мов в образце находится в возбужденном состоянии

Рис. 1. F-методы, применяемые для прижизненной визуализации клеточных процессов. а – Метод FRAP: участок клетки вы-
жигается лазером, после чего постепенно происходит восстановление окраски; б – метод FCS: проходящие через фокальный
объем конфокальной системы меченые молекулы регистрируются в виде флуктуаций интенсивности флуоресценции, на ос-
нове которых затем выводится анализируемая функция автокорреляции G(t); в – метод FCCS, отличающийся от FCS анали-
зом двух меток; за счет функции автокорреляции можно оценить, движутся ли две молекулы совместно; г – метод FRET: ко-
гда две меченые молекулы находятся на расстоянии, при возбуждении флуоресценции метки первой молекулы светится толь-
ко она; при сближении происходит безызлучательный переход энергии на вторую метку, и начинает светиться уже она; д –
применение метода FRET в аптамерных маяках: когда зонд не связан с целью, феномен FRET наблюдается; при связывании,
за счет изменения конформации, метки разносятся в пространстве и эффект пропадает; е – метод FLIM: системная электро-
ника засекает, сколько времени проходит между импульсом лазера и попаданием на детектор фотона, составляется гисто-
грамма распределения плотности фотонов с разным временем попадания на детектор для каждой точки изображения, мате-
матически высчитывается кривая затухания флуоресценции; на рисунке показан пример различия кривых затухания для од-
ного и того же флуорохрома в условиях наличия или отсутствия феномена FRET.
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после одиночного импульса лазера. Это время, τ, не
зависит от яркости или спектральных характеристик
флуорохрома, но зависит от многих физико-химиче-
ских параметров среды, в которой он находится. В
области изучения внутриклеточной сигнализации этот
феномен наиболее широко используется для количе-
ственной оценки феномена FRET (Grant et al., 2007).
Несмотря на то, что обычный FRET может указать
на факт наличия взаимодействия между двумя мече-
ными молекулами, он не позволяет оценить свой-
ства этого взаимодействия. Поскольку τ донора и ак-
цептора при взаимодействии меняется, на еe основе
можно делать количественные выводы о некоторых
параметрах. К примеру, в работе, описывающей при-
жизненную структуру механосенсорного комплекса
Src, Pyk2 и MBD2 в остеоцитах, с помощью инфор-
мации о τ флуоресцентных меток этих белков был
сделан вывод, что Src и MBD2 не взаимодействуют
между собой напрямую, что не было очевидно толь-
ко по данным FRET (Day et al., 2021). Добавление τ-
компоненты также позволяет повысить чувстви-
тельность FRET-биосенсоров. К примеру, FRET-
сенсор на cAMP может быть использован не только
для визуализации самого факта наличия вторичного
мессенджера в клетке, но и для оценки эффективно-
сти его деградации фосфоэстеразами, поскольку
этот процесс изменяет кинетику затухания флуорес-
ценции сенсора (Harkes et al., 2021).

Помимо уже упомянутых FRET-биосенсоров, су-
ществуют и другие способы детектировать небелко-
вые сигнальные молекулы. Интересным примером
такого сенсорного белка является кальциевый сен-
сор GCaMP, основанный на кальмодулин-зависи-
мой киназе легких цепей миозина. При связывании
иона кальция конформация этого белка меняется
таким образом, что связанный флуоресцентный бе-
лок конвертируется в анионную форму и начинает
флуоресцировать (Mao et al., 2008). Наиболее актив-
но визуализация кальциевой сигнализации исполь-
зуется для отслеживания активности возбудимых
клеток, таких как нейроны (Stringer, Pachitariu, 2019)
или кардиомиоциты (Kreutzer et al., 2020). Помимо
этого, кальциевая визуализация также полезна для
визуализации процессов апоптоза и нарушения ба-
ланса АФК в митохондриях (Bertero, Maack, 2018;
Humeau et al., 2018). Например, таким образом было
подтверждено что чувствительный к оксидативному
стрессу кальциевый канал TRPM2 непосредственно
участвует в индукции апоптоза в условиях оксида-
тивного стресса (Kang et al., 2018). Другим примером
подобной работы является установление того, что
нарушения в нейронах контактного взаимодействия
эндоплазматического ретикулума с митохондриями
приводит к нарушению в последних кальциевого го-
меостаза, в конечном итоге приводя к процессам
нейродегенерации (Lee et al., 2018). Существуют сен-
соры и для других ионов, работающие по схожему
принципу. Так, получены сенсоры на ионы меди
(Fu et al., 2019), которые, по-видимому, принимают

участие в сигнальном каскаде, обеспечивающем ме-
таболическое взаимодействие астроглии с нейрона-
ми (Kardos et al., 2018). Существуют также зонды и на
ионы железа, принимающие участие в регуляции
широкого круга процессов роста и развития (Senthil
Murugan et al., 2018), цинка (Yang et al., 2018).

Современная оптическая микроскопия позволя-
ет не только охарактеризовать процессы внутрикле-
точной сигнализации, но и непосредственно влиять
на них при помощи подходов оптогенетики. Оптоге-
нетика в широком смысле слова представляет собой
введение в клетку генетических конструкций, коди-
рующих фоточувствительные белки, меняющие своe
поведение в ответ на свет определенной длины вол-
ны, как правило, за счет изменения конформации
специального фоточувствительного домена. В на-
стоящее время наработан обширный арсенал таких
конструкций: в случае индуцированной светом ди-
меризации, энергия фотонов заставляет фоточув-
ствительный домен изменить конформацию белка
таким образом, что он приобретает способность свя-
зываться с другим белком. В другом случае, называ-
емом фотовысвобождением (uncaging), при воздей-
ствии света на фоточувствительный домен конфор-
мация белка изменяется таким образом, что белок
“разворачивается” в активную форму. Фотовысво-
бождение как правило применяется для белков, для
которых характерно аллостерическое автоингибиро-
вание (Farahani et al., 2021).

Так, метод индуцированной димеризации может
применяться для рекрутирования меченого белка в
конкретную область клетки, в зависимости от белка-
партнера, с которым димеризация происходит. Этот
метод может быть применен также и для секвестри-
рования белка из его “родного” компартмента, кла-
стеризации белков, и даже регуляции транскрипции
(например, рекрутированием определенного тран-
скрипционного фактора в нужное время в нужное
место). С другой стороны, фотовысвобождение мо-
жет применяться для прямого контроля активности
белков, например, путем перевода модифицирован-
ных ферментов в рабочую конформацию (Kolar, We-
ber, 2017).

Наглядной иллюстрацией пользы такого подхода
в изучении сигнальных каскадов является управле-
ние сигнальным путем BMP. Созданный в рамках
одной из таких работ оптогенетический индуктор
BMP представляет собой рецептор BMP с присоеди-
ненным к цитоплазматическому домену фоточув-
ствительным димеризационным доменом. При об-
лучении синим светом этот домен димеризуется, за-
пуская каскад BMP. Впоследствии авторам удалось
оценить изменение уровня экспрессии NANOG
Oct4 и фосфорилированного SMAD 1/5 при помощи
иммунофлуоресцентного мечения, а также приме-
нить широкий набор молекулярных методов для
изучения клеток, в которых осуществлялась индук-
ция. Как отмечают авторы, такой подход проще и
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надежнее использования рекомбинантных активи-
рующих конструкций (Humphreys et al., 2020). Еще
более интересными являются случаи, когда после
оптогенетического запуска сигнального пути начи-
нается прижизненное наблюдение за клетками с ис-
пользованием заблаговременно введенной репор-
терной конструкции. Например, отслеживание при
помощи флуоресцентного биосенсора поведения
фосфатидной кислоты, являющейся важным вто-
ричным мессенджером, после оптогенетической ин-
дукции ее синтеза в разных органеллах позволило
показать, что фосфатидная кислота, синтезируемая
в разных органеллах имеет разный тропизм (Tei,
Baskin, 2020).

СВЕРХРАЗРЕШАЮЩАЯ МИКРОСКОПИЯ
Разрешение световой микроскопии фундамен-

тально ограничено волновой природой света, что
было впервые математически описано Эрнстом Аб-
бе в 1873 г. В связи с дифракцией электромагнитных
волн минимальное расстояние, на котором два флу-
оресцирующих объекта можно различить как раз-
дельные (разрешение), примерно равно половине

длины волны возбуждающего света. Это расстояние
называют дифракционным пределом, и указанная за-
кономерность на практике сводится к невозможности
получить разрешение лучше ~200 нм на обычном све-
товом микроскопе. Однако существуют подходы, в со-
вокупности получившие название сверхразрешающей
световой микроскопии, позволяющие путем ряда тех-
нических ухищрений этот предел обойти (Sigal et al.,
2018). В области изучения внутриклеточной сигна-
лизации этот арсенал методов имеет большое значе-
ние в связи с тем, что многие события, важные для
понимания сигнальных каскадов, происходят в мас-
штабах меньших, чем возможно визуализировать
при помощи классических методов световой микро-
скопии. Несмотря на крайне широкое разнообразие
существующих сверхразрешающих методик, боль-
шая часть применяющихся в настоящее время ком-
мерческих систем имеет в своей основе один из трех
основных методов, которые коротко охарактеризо-
ваны далее (рис 2.).

В основе метода структурированного освещения
(SIM) лежит освещение образца не по всему полю зре-
ния, а решетчатым паттерном. Изображение захваты-
вается 3–6 раз, с каждым кадром паттерн освещения

Рис. 2. Основные современные методики сверхразрешающей микроскопии. а – SIM: возбуждающий свет перед попаданием
на образец разделяется дифракционной решеткой на упорядоченный паттерн, поворачивая который при съемке можно по-
лучить высокочастотную информацию для последующей математической реконструкции структуры образца; б – STED: два
лазера соосно проходят в сканирующую систему конфокального микроскопа и одномоментно попадают на препарат, где то-
роидально сфокусированный истощающий лазер подавляет флуоресценцию, вызванную возбуждающим лазером в участках,
отличных от центральной области своего возбуждающего пятна, что и определяет эффективное пятно возбуждения таких си-
стем; в – SMLM: одномоментно в образце возбуждается только часть флуорохромов, что при цикличной съемке позволяет с
течением времени точно определить позиции всех флуоресцентных меток в образце на основе их функции рассеяния точки;
введение в оптический путь дополнительной цилиндрической линзы позволяет проводить такую реконструкцию и по глуби-
не, за счет характерных изменений, вносимых ею в характер функции рассеивания.

а б в
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поворачивается таким образом, чтобы в местах пересе-
чения происходила интерференция. Регистрируемая
при этом высокочастотная информация в дальней-
шем используется для математического восстанов-
ления структуры образца (Gustafsson, 2000). Инте-
ресно, что происходит этот феномен только в фо-
кальной плоскости, поэтому при последовательной
съемке образца с движением по оси Z возможна
трехмерная реконструкция. Разрешение SIM обыч-
но колеблется в пределах 100 нм, хотя некоторые со-
временные системы могут доходить даже до 65 нм.
Этот метод не имеет ограничений по подбору флуо-
рохромов, наименее фототоксичен из трех основных
подходов, и, как правило, именно он используется
для съемки живых клеток. Однако для визуализации
фиксированных препаратов он также пригоден. В
качестве примера такой работы можно привести
изучение тропизма сигнальных молекул к первич-
ной ресничке, в которой было показано, что поли-
глутаминирование аксонемы играет в этом процессе
ключевую роль. Размер исследуемых структур не
позволил бы различить исследуемые структуры с ис-
пользованием обычного конфокального микроско-
па (He et al., 2018). Прижизненную визуализацию
при помощи SIM можно проиллюстрировать рабо-
той, количественно характеризующей роль кофили-
нового сигнального пути в процессах роста аксо-
нального конуса за счет колокализации кофилина и
коакстатина с актиновым цитоскелетом с точно-
стью, недоступной для дифракционно-ограничен-
ных методов (Hou et al., 2021).

В методе STED улучшение разрешения достига-
ется за счет тушения флуоресценции от возбуждаю-
щего лазера конфокального микроскопа коллимиро-
ванным с ним лазером, сфокусированного тороидаль-
но. Диаметр отверстия этого торуса дифракционно не
ограничен, и именно им определяется реальное пят-
но возбуждения (Hell, Wichmann, 1994). STED до-
стигает разрешения в 85–30 нм в зависимости от мо-
дели, умеренно фототоксичен и умеренно быстр по
скорости съемки, что делает его использование в
живых клетках возможным, хотя и не оптимальным.
Число меток также ограниченно, поскольку они не
должны возбуждаться истощающим лазером. На-
пример, с помощью STED-микроскопии было пока-
зано, что форма STAT3, фосфорилированная в ответ
на взаимодействие FAK c α6-интегрином, в ядре
клеток глиомы колокализуется с TET3, конвертиру-
ющей 5-метилцитозин в 5-гидроксиметилцитозин.
Вместе STAT3 и TET3 способствуют повышению
экспрессии генов, отвечающих за поддержание
глиомы (Herrmann et al., 2020). Другим примером ис-
пользования STED является описание распределе-
ния EGFR, подавляющего процесс дифференциров-
ки эпендимных клетках нейрогенной ниши лате-
ральной вентрикулярной зоны с точностью до
отдельных кластеров (Abdi et al., 2019). Интересным
примером прижизненного использования STED яв-
ляется регистрация кальциевой сигнализации в пре-

синапсах клеток внутреннего уха живой мыши, что
позволило авторам описать эту систему с большей
точностью, нежели это удавалось им при помощи
конфокальной микроскопии (Neef et al., 2018).

Наконец, методы локализационной микроско-
пии (SMLM) основаны на цикличном возбуждении
небольших групп флуорохромов в образце импуль-
сами лазера, после чего на основании функции рас-
сеивания одиночного источника света позиция этих
флуорохромов может быть реконструирована мате-
матически. Как именно достигается попеременная
активация флуорохромов зависит от конкретного
метода, но, как правило, для этого нужен тот или
иной буфер сложного состава. Из-за цикличной
съемки метод отличается длительностью и фототок-
сичностью, а также требует серьезного внимания к
условиям съемки, таким как тепловой дрейф объек-
тива, микровибрации, и даже размер молекул анти-
тел. При этом возможно относительно рутинное по-
лучение разрешения в 25–10 нм (Shivanandan et al.,
2014). При помощи этого метода была детально опи-
сана причина подавления сигнального пути Hippo
при механическом напряжении. С помощью двой-
ной окраски на YAP и F-актин было показано, что
YAP при механическом напряжении выходит из ядра
в цитоплазму, за счет растягивания ядерных поро-
вых комплексов актиновыми стресс-фибриллами
(Gao et al., 2020). Высокое разрешение локализаци-
онной микроскопии позволяет не просто предска-
зать расстояния между молекулами на основе фено-
мена FRET или колокализации, а непосредственно
их увидеть. Примером такой работы является ис-
пользование активной стабилизации столика мик-
роскопа и его оптических компонентов для повыше-
ния точности локализации флуоресцентных меток
до нескольких нанометров, что позволило авторам
детально описать изменения, происходящие с имму-
нологическим синапсом в процессе Т-клеточной
сигнализации. В частности, авторы показали, что
расстояние между ТCR и CD45 в активных и покоя-
щихся Т-клетках отличается на 4–7 нм (Coelho et al.,
2020). Наконец, несмотря на техническую слож-
ность исполнения, прижизненная локализационная
визуализация технически осуществима. Особенный
интерес она представляет для отслеживания поведе-
ния одиночных молекул, что позволяет с большой
точностью описывать кинетику их движения. В ка-
честве примера такой работы можно привести опи-
сание кинетики димеризации ключевых факторов
плюрипотентности Sox2 и Oct4 в эмбриональных
стволовых клетках. Показано, что сначала с ДНК
связывается Sox2, к которому затем присоединяется
Oct4. Интересно, что успешное присоединение к
ДНК этого комплекса происходит не сразу: Sox2 ли-
нейно перемещается по ДНК и каждые несколько
секунд производит короткие неспецифические свя-
зывания, после чего вместе с Oct4 собирается в нуж-
ном локусе (Chen et al., 2014).
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Серьезным ограничением описанных выше мето-
дик является необходимость наличия дорогостоя-
щего и сложного в освоении оборудования. В тех
случаях, когда прижизненная визуализация не тре-
буется, возможно использование альтернативного
подхода, в котором сама клетка искусственно рас-
ширяется при помощи гидрогеля с сохранением
пространственного взаиморасположения белковых
молекул. Этот метод, получивший название экспан-
сионной микроскопии (ExM), позволяет увеличи-
вать размеры клетки до 10 раз, с соответствующим
увеличением эффективного разрешения. Еще боль-
шего разрешения можно достичь при визуализации
таких расширенных образцов с помощью “настоя-
щих” методов сверхразрешающей микроскопии,
вплоть до молекулярного (Zwettler et al., 2020). При-
мером экспериментального применения методики
ExM является визуализация кластеризации риано-
диновых рецепторов с получением эффективного
разрешения в 15 нм при помощи обычного конфо-
кального микроскопа (Sheard et al., 2019).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Современные методики флуоресцентной микро-
скопии являются многофункциональным инстру-
ментом, позволяющим исследователям отследить и
охарактеризовать поведение практически любых сиг-
нальных молекул, в том числе прижизненно, что, не-
сомненно, делает их важнейшим инструментом для
изучения внутриклеточных сигнальных каскадов.

При этом развитие данной области не стоит на
месте. Регулярно публикуются новые эксперимен-
тальные методики, представляющие собой как дора-
ботанные старые, так и принципиально новые под-
ходы. Появляются все менее фототоксичные мето-
дики прижизненной съемки (Chen et al., 2014),
растет предел достижимого разрешения в сверхраз-
решающей микроскопии, приближаясь к молеку-
лярному (Gwosch et al., 2020), появляются стратегии
корреляции данных с криоэлектронной микроско-
пией (Wolff et al, 2016). Эти и другие методики, несо-
мненно, в будущем сыграют большую роль в изуче-
нии в том числе и процессов внутриклеточной сиг-
нализации.
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The review article details the main methods, approaches currently used in f luorescence microscopy to visualize in-
tracellular signal transduction pathways. Both fixed samples, live-cell imaging are discussed, with particular atten-
tion being placed on super-resolution microscopy. Practical applications, limitations are given for each technique,
illustrated by the selected recent scientific advancements.
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Предполагается, что большую роль в эволюции человека играют в первую очередь изменения механизмов
регуляции генов, а не изменения последовательностей, кодирующих белок. Недавние исследования вы-
явили существование особого класса геномных элементов – HAR (human accelerated regions). Они пред-
ставляют собой консервативные у млекопитающих некодирующие последовательности ДНК, начавшие в
ходе эволюции накапливать специфические для человека мутации. С момента их открытия фактическая
роль HAR в эволюции человека оставалась неясной, поскольку они почти исключительно представлены
некодирующими последовательностями без аннотаций. В настоящее время известно, что HAR-элементы
обогащены мотивами связывания транскрипционных факторов и гистоновыми метками активного хро-
матина. Исследования последних лет с использованием данных функциональной геномики, вычисли-
тельных подходов и генетического анализа показали, что многие HAR участвуют в регуляции генов разви-
тия и внесли значительный вклад в эволюцию мозга человека, в частности увеличение объема коры боль-
ших полушарий. Также есть несколько свидетельств связи полиморфизмов в последовательностях HAR с
развитием различных нейропатологий, таких как расстройства аутистического спектра, шизофрения и бо-
лезнь Хантингтона. Такие функциональные методики анализа, как высокопроизводительный репортер-
ный анализ и скрининги с использованием системы CRISPR, значительно увеличивают количество оха-
рактеризованных регуляторных элементов, специфичных для человека. Дальнейшее исследование HAR и
других эволюционно динамичных областей генома может прояснить некоторые сложные эволюционные
изменения, лежащие в основе уникальной цитоархитектуры и когнитивных способностей мозга человека.
В данном обзоре мы осветили подходы к идентификации HAR в геноме, их роль в регуляции активности
генов, вклад в эволюцию мозга человека и рассмотрели некоторые патологические эффекты от мутаций в
последовательностях HAR.

Ключевые слова: зоны ускоренного развития у человека, HAR, нейрогенез, эволюция головного мозга
DOI: 10.31857/S0041377122040083

Головной мозг – это один из самых сложно устро-
енных органов. Грандиозный эволюционный ска-
чок, произошедший около 14 млн лет назад, привел
к значительному увеличению его размеров и появле-
нию уникальных когнитивных способностей у рода
Homo. В основе таких глобальных изменений лежит
эволюция сложных молекулярно-генетических ме-
ханизмов, контролирующих развитие головного
мозга человека. В 1975 году была выдвинута гипотеза
(Kings, Wilson, 1975) о первостепенной роли измене-
ний механизмов регуляции генов, а не изменения по-
следовательностей, кодирующих белок, которая за по-
следние два десятилетия подкрепилась целым рядом
исследований (Cretekos et al., 2008; Prabhakar et al.,
2008; Guerreiro et al., 2013; Cooper et al., 2014). В дан-
ном контексте обнаруженные совсем недавно в ге-
номе человека зоны ускоренного развития (human

accelerated regions – HAR) (Pollard et al., 2006; Prabha-
kar et al., 2006) представляют собой особый интерес
как один из драйверов эволюции.

В этом обзоре мы рассмотрим основные подходы
для идентификации последовательностей HAR в ге-
номе, их роль в регуляции активности генов и вклад
в эволюцию головного мозга человека. Также мы об-
ратим внимание на некоторые патологии нервной
системы, возникающие в результате мутаций в по-
следовательностях HAR.

СПОСОБЫ ИДЕНТИФИКАЦИИ 
HAR В ГЕНОМЕ

Зоны ускоренного развития человека (HAR) –
это консервативные последовательности ДНК, ко-
торые достаточно медленно изменялись на протяже-
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нии эволюции млекопитающих, но после отделения
линии человека начали активно накапливать мута-
ции и подвергаться положительному отбору. Имен-
но этот процесс, как полагают многие исследовате-
ли, значительно повлиял на активность генов и при-
вел к росту когнитивных способностей у человека.

Первые работы с описанием HAR были опубли-
кованы в 2006 г. С помощью методов сравнительной
геномики авторы проанализировали скорость нук-
леотидных мутаций у человека (Pollard et al., 2006).
На первом этапе были выровнены геномы шимпан-
зе, мыши и крысы для поиска консервативных реги-
онов с идентичностью минимум 96% и длиной более
100 пар нуклеотидов (п.н.). Затем для каждой из при-
мерно 35 000 таких последовательностей млекопита-
ющих (средняя длина 140 п.н.) исследовали ортоло-
гичные фрагменты во всех других доступных гено-
мах позвоночных в поисках областей, которые
имеют большое количество изменений у человека по
сравнению с другими видами. В результате были вы-
явлены 49 регионов со статистически значимым уве-
личением частоты изменений у человека. 96% обна-
руженных HAR располагались в некодирующих,
преимущественно в богатых ГЦ и прителомерных
районах. Значительная часть HAR прилегала к ге-
нам, участвующим в регуляции транскрипции и раз-
витии нервной системы.

При исследовании консервативных некодирую-
щих последовательностей (HAR) у 8 позвоночных,
включая человека, авторы (Prabhakar et al., 2006) об-
наружили 992 элемента со специфичными для чело-
века нуклеотидными заменами при P ≤ 0.005, среди
которых новых замен было на 79% больше, чем тех,
которые произошли бы случайно.

Другие авторы использовали иной статистиче-
ский метод (Bird et al., 2007). На первом этапе ими
был выбран топ 5% консервативных некодирующих
последовательностей. Анализ последовательностей
был осуществлен с использованием программ MULTIZ
и PhastCons (Felsenstein, Churchill, 1996; Mayor et al.,
2000; Siepel et al., 2005) по 17 геномам позвоночных
от рыб до млекопитающих, включая человека. Вы-
бранные последовательности, имеющие более чем
четыре замены у человека, по сравнению с шимпан-
зе были выровнены с соответствующими последова-
тельностями макаки-резуса. После исключения из
таких последовательностей псевдогенов, ретро-
транспозонов, вариации числа копий генов (copy
number variants, CNV), осталось 1145 последователь-
ностей.

Следующее исследование было посвящено поис-
ку регионов с ускоренными изменениями, обнару-
женными с помощью теста отношения правдоподо-
бия (likelihood ratio test, LRT), нацеленного на выяв-
ление только некодирующих областей, путем учета
локальных скоростей изменения последовательно-
сти (Bush, Lahn, 2008). Таким образом, в геноме челове-
ка было обнаружено 63 участка с высокой скоростью

изменений (HAR). Основное различие от ранее обна-
руженных нуклеотидных последовательностей заклю-
чалось в отсутствие значительного обогащения ГЦ в
обнаруженных регионах.

Анализ результатов секвенирования 29 геномов
млекопитающих (Lindblad-Toh et al., 2011) и их ана-
лиз с помощью программного обеспечения PhyloP
(Pollard et al., 2010) позволил выявить 563 региона
HAR. Кроме того, было дополнительно обнаружено
1930 HAR, которые были консервативны у пяти ви-
дов приматов, но скорость изменений этих районов
значительно увеличилась у человека, причем наи-
большая скорость замещений происходит в основ-
ном в регуляторных регионах с меньшим эволюци-
онным консерватизмом (Lindblad-Toh et al., 2011).

В работе 2015 г. авторы использовали другой под-
ход (Gittelman et al., 2015): они начали исследовать
сайты чувствительности к дезоксирибонуклеазе I
(DNase I hypersensitive site, DHS), которые предполо-
жительно являются активными регуляторными эле-
ментами генома (Dorschner et al., 2004; Maurano et al.,
2012). Причиной применения подхода, основанного
на использовании DHS, в дополнение к сравнитель-
ной геномике, было то, что, согласно некоторым ис-
следованиям, регуляторные последовательности у
разных видов, несмотря на их консервативность,
могут быть активными у одних видов и неактивными
у других (Dermitzakis, Clark, 2002). Использование
DHS помогает выбрать регионы с активными метка-
ми молекулярной регуляции. Для идентификации
HAR в геноме человека авторы использовали карты
DHS из 130 типов клеток, определенных в проектах
ENCODE и Roadmap Epigenomics (https://www.enco-
deproject.org/, http://www.roadmapepigenomics.org/).
После объединения данных по DHS по типам клеток
было получено 2093197 сайтов (средний размер со-
ставлял 290 п.н.), затем после полногеномного вы-
равнивания геномов 6 видов приматов были получе-
ны отдельные выравнивания для каждого сайта
DHS. Специфичные для человека замены в DHS
сравнивались с окружающими районами длиной
около 50 тыс. п.н., которые, как считалось, эволю-
ционировали в рамках нейтральной эволюционной
модели. Для этого использовали программу PhyloFit
из пакета PHAST (Hubisz et al., 2011). Затем исполь-
зование PhyloP позволило выявить 524 регулятор-
ных последовательности, которые были консерватив-
ны у всех видов, кроме человека. Такие сайты назвали
human-accelerated DHS (haDHS). В обнаруженных ре-
гионах накапливались мутации в среднем в 4 раза
быстрее. Интересно, что по сравнению с консерватив-
ными неускоренными DHS, haDHS в среднем контак-
тировали с меньшим числом генов, что позволяет
предположить, что адаптивная эволюция приводит к
более узконаправленной регуляции экспрессии генов.

Различные биоинформатические подходы, исполь-
зованные разными авторами, привели к получению
наборов данных с разными свойствами. Детально эти
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различия рассмотрены в нескольких обзорах и приве-
дены на рис. 1 (Franchini, Pollard, 2017; Levchenko et al.,
2018). Например, в некоторых работах рассматрива-
ли и кодирующие, и некодирующие последователь-
ности (Pollard et al., 2006; Lindblad-Toh et al., 2011;
Gittelman et al., 2015), в то время как в других авторы
ограничивали свои исследования только некодиру-
ющими областями (Prabhakar et al., 2006; Bird et al.,
2007). При этом наборы данных, которые включали
и кодирующие области, или, например, были связа-
ны с чувствительными к ДНКазе сайтами, кажутся
более репрезентативными для биологической реаль-
ности. Для выравнивания и определения районов
использовались различные виды животных, начиная
от шести приматов и заканчивая 17 видами позво-
ночных и 29 видами млекопитающих. Таким обра-

зом, вопрос как об эволюционной консервативно-
сти HAR, так и в целом об инструментах для их по-
иска в геноме человека, остается открытым. Другим
ключевым вопросом современных исследований,
посвященных HAR, является изучение функций та-
ких геномных районов.

ФУНКЦИИ HAR В РЕГУЛЯЦИИ 
АКТИВНОСТИ ГЕНОВ

При помощи инструментов сравнительной геноми-
ки к настоящему времени выявлено более 3100 HAR,
находящихся в некодирующих областях генома.
Важно, что HAR распределены в геноме неслучай-
ным образом. Они склонны группироваться в опре-
деленных локусах и находятся вблизи генов разви-

Рис. 1. Разные способы выявления HAR в геномах. Сверху указаны основные ключевые подходы для идентификации HAR:
консервативные элементы, используемые как кандидаты для поиска HAR и число видов, участвовавших в анализе; число вы-
явленных кандидатов в HAR; статистические методы, используемые для поиска регионов с ускоренными изменениями (му-
тированием). LRT – likelihood ratio test; ANC – accelerated conserved non-coding sequences; HACNSs – human accelerated con-
served non-coding sequences; HTBE – human terminal branch elements; 2xHAR – second generation HAR. Внизу пересекающиеся
окружности показывают пересечение данных, полученных разными методами (адаптировано и переведено из: Franchini, Pol-
lard, 2017).
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тия и генов, экспрессирующихся в центральной
нервной системе (Pollard et al., 2006; Capra et al., 2013;
Kamm et al., 2013a). Большинство HAR находится
при этом в межгенных областях. Таким образом, ти-
пичный HAR располагается в группе с несколькими
другими в генной “пустыне”, окруженной одним
или несколькими генами развития, что наталкивает
на мысль о наличии у них регуляторных функций.

Основная сложность в ассоциации конкретных
HAR с регуляцией активности генов человека за-
ключается в том, что подавляющее большинство
этих геномных элементов находится в не аннотиро-
ванных областях генома, и их эволюционная кон-
сервативность не свидетельствует напрямую об их
функции. Важной проблемой остается определение
того, какие именно последовательности HAR дей-
ствительно являются драйверами эволюционных
изменений. Функциональная геномика, в частно-
сти, масштабные транскриптомные и эпигеномные
проекты, вроде ENCODE и Roadmap Epigenomics,
предоставляют большой объем данных для предска-
зания того, какие HAR выступают в роли регулятор-
ных элементов (Hoffman et al., 2013). Например, дан-
ные транскриптомного анализа, распределения зон
открытого хроматина, эксперименты ChIP-seq с ан-
тителами к РНК-полимеразе, различным тран-
скрипционным факторам и гистоновым модифика-
циям помогают идентифицировать активно транс-
крибирующиеся гены и их промоторы, а также
дистальные энхансеры. Кроме того, интеграция дан-
ных функциональной геномики и вычислительных
подходов, в частности машинного обучения, позво-
ляет связывать конкретные HAR с определенными
функциями. Более прицельным и прямым способом
установления функционального значения этих по-
следовательностей является оценка эффектов мута-
ций в HAR.

Авторы одного из исследований (Capra et al., 2013)
совместили косвенные и прямые свидетельства того,
что HAR выступают в роли энхансеров, воспользовав-
шись коллекцией из 2649 HAR, обнаруженных в более
ранних работах (Pollard et al., 2006; Prabhakar et al.,
2006; Bird et al., 2007; Bush, Lahn, 2008; Lindblad-
Toh et al., 2011). Анализ локализации HAR выявил
обогащение ими в окрестностях генов, вовлеченных
в регуляцию эмбрионального развития. Далее для
нескольких линий клеток был проведен анализ до-
ступных эпигеномных данных, а именно: распреде-
ления меток H3K4me1 и H3K27ac, характерных для
энхансеров, связывания транскрипционного коакти-
ватора P300/CBP и белка CTCF, опосредующего фор-
мированиe промотор-энхансерных петель. Обогаще-
ние последовательностей HAR указанными эпиге-
нетическими метками свидетельствует о том, что
около 29% HAR функционируют как энхансеры во
время развития мозга, сердца и конечностей. Для ва-
лидации энхансерной функции HAR напрямую при-
меняли методику с использованием репортерных ге-
нетических конструкций in vivo. Кроме того, была об-

наружена видоспецифичность функций HAR: паттерн
энхансерной активности отличался в мозге трансген-
ных мышей с встройкой последовательности HAR че-
ловека или же последовательности шимпанзе.

В другой работе (Doan et al., 2016) при помощи
технологии захвата конформации хромосом 3C
(chromosome conformation capture), позволяющей
получить информацию о геномных контактах инте-
ресующего локуса, был проведен систематический
анализ генов-мишеней для более чем 500 HAR. C ис-
пользованием геномных данных здоровых людей и
пациентов с расстройствами аутистического спек-
тра, а также данных Roadmap Epigenomics авторы
выявили основные регуляторные функции HAR, в
частности в нервной системе. Для этого авторами
(Doan et al., 2016) были выбраны несколько редких
гомозиготных мутаций, соответствующих следую-
щим критериям: наличие активных регуляторных
меток, локализация в пределах 1 млн. п.н. от генов,
ассоциированных с развитием нервной системы, а
также отсутствие у пациентов мутаций в кодирую-
щих последовательностях, объясняющих патологиче-
ский фенотип (расстройство аутистического спектра
(РАС), синдром дефицита внимания и гиперактивно-
сти (СДВГ), первазивное расстройство развития). В in
vitro экспериментах были выявлены функциональ-
ные эффекты мутаций в ряде HAR, формирующих
регуляторные петли с промоторами некоторых генов
нейрогенеза, таких как CUX1, PTBP2, GPC4 и
MEF2C. Аномальная экспрессия этих генов связана
с серьезными дефектами синаптогенеза и других
процессов нейрального развития (Allen et al., 2012; Li
et al., 2014; Cubelos et al., 2015). Таким образом, были
идентифицированы несколько конкретных HAR,
играющих важную роль в развитии мозга человека и
предрасположенности к нарушениям в его развитии.

В упомянутых выше исследованиях была прове-
дена некоторая предварительная функциональная ха-
рактеристика, однако для исчерпывающего картиро-
вания генов-мишеней, регулируемых энхансерами
HAR, следует учитывать тканевую специфичность, по-
скольку многие регуляторные хроматиновые контакты
являются высоко тканеспецифичными (Won et al.,
2016). Авторы определили стадии развития организ-
ма и ткани, в которых HAR выполняют регулирую-
щую роль (Won et al., 2019). Список из почти трех ты-
сяч HAR был сопоставлен с участками DHS в клет-
ках 51 типа и тканей. DHS-зоны хроматина связаны
с транскрипционной активностью, поскольку явля-
ются доступными для связывания белков, напри-
мер, транскрипционных факторов. В соответствии с
более ранними работами, обогащение HAR было за-
мечено в регуляторных элементах, активных в эм-
бриональном развитии (надпочечники, головной
мозг, почки, легкие и мышцы), причем наибольшее
обогащение наблюдали в мозге плода.

Список из известных HAR проверили на пересе-
чение с активными эпигенетическими метками:
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H3K27ac, H3K4me1 и H3K4me2. Полученные дан-
ные указывают на то, что HAR обогащены в энхан-
серах, регулирующих гены в развивающемся мозге в
большей степени, чем в мозге взрослого человека.
Наконец, были использованы данные о простран-
ственных промотор-энхансерных контактах генома
в кортикальной пластинке и герминальной зоне раз-
вивающейся коры мозга человека (Won et al., 2016).
И снова, подтверждая и дополняя полученные ранее
данные, генами-мишенями HAR по большей части
оказывались регуляторы сигнальных путей, участву-
ющих в развитии мозга человека, регионализации,
формировании дорсо-вентральной паттернизации
мозга (EMX2, PAX6, GLI3, NKX6.1 и NKX6.2), мигра-
ции нейронов кортекса (TBR1, CUX1, POU3F2,
POU3F3, RORB, MDGA1 и ETV1) и пролиферации
нейрональных предшественников (PAX6, HES1,
SOX2, GLI3 и TBR2).

В этой же работе (Won et al., 2016) для экспери-
ментальной валидации функций HAR была исполь-
зована CRISPR/Cas9-опосредованная система акти-
вации транскрипции (dCas9-VP64). При помощи
этого метода было проверено три взаимодействия
HAR с их предполагаемыми целевыми генами –
GLI2, GLI3 и TBR1. Эти гены кодируют важные регу-
ляторы развития переднего мозга и миграции нейро-
нов кортекса. Было проанализировано, какой эффект
оказывает активация HAR на их предполагаемые ге-
ны-мишени в нейральных клетках-предшественни-
ках человека. Результаты данного эксперимента
подтвердили, что хроматиновые контакты упомяну-
тых HAR с промоторами генов-мишеней действи-
тельно являются функциональными. Благодаря это-
му было получено прямое подтверждение того, что
HAR-энхансеры регулируют ряд специфических ге-
нов, участвующих в увеличении коры головного
мозга у рода Homo в отряде приматов.

Показано, что даже однонуклеотидные замены
способны породить новые регуляторные функции
этих последовательностей у человека. Не так давно
для изучения этого явления был использован массо-
вый параллельный репортерный анализ (massively
parallel reporter assay, MPRA) (Ashuach et al., 2019). В
методе MPRA синтезированная библиотека канди-
датных регуляторных элементов помещается в кон-
струкцию перед геном репортером, содержащим
случайный олигонуклеотидный баркод. Затем для
оценки регуляторной активности используют высо-
копроизводительное секвенирование коллекции
баркодов. Таким образом, появилась возможность
исследовать тысячи вариаций в регуляторных после-
довательностях одновременно в ходе одного экспе-
римента.

MPRA был совмещен с данными о распределении
эпигенетических меток (H3K27ac, H3K4me1,
DNaseI-seq) in vivo, т.е. в тканях мозга человека на
разных этапах его развития (Girskis et al., 2021). Кро-
ме того, чтобы определить, связана ли характерная

для человека дивергенция последовательностей
HAR со специфическими изменениями активности
нейрональных энхансеров в развитии мозга, авторы
сравнили функциональную активность более 3100
элементов HAR человека с их ортологами у шимпан-
зе. Это исследование показало, что почти половина
всех HAR действует как энхансеры в ходе развития
нервной системы, а их цис-регуляторная архитекту-
ра претерпела значительные изменения, уникаль-
ные для человека (Girskis et al., 2021).

Помимо достаточно широко освещенной в лите-
ратуре функции HAR как регуляторных элементов,
небольшая доля этих последовательностей содержит
некодирующие РНК (5.1% п.н.) (Hubisz, Pollard,
2014). В частности, HAR1 является частью последо-
вательности, с которой считывается некодирующая
РНК HAR1F. Ее экспрессия активируется у человека
в ходе развития кортекса (Pollard et al., 2006). Кроме
того, интересным примером является быстро эво-
люционирующий регион, обнаруженный в интроне
гена FOXP2. Мутации в этом гене часто связывают с
эволюцией речи у человека. Данный район, вероят-
но, выполняет функцию энхансерной РНК (эРНК).
эРНК являются продуктами активных энхансеров и
играют важную роль в регуляции генной активно-
сти. Большинство эРНК связаны с хроматином. Ме-
ханизмы их действия разнообразны. Они способны
изменять доступность хроматина, активно взаимо-
действуя с белками, ассоциированными с хромати-
ном. Кроме того, эРНК играют роль в формирова-
нии петли энхансер−промотор и взаимодействуют с
транскрипционными факторами. Более подробно
пример HAR в интроне гена FOXP2 рассматривается
в следующем разделе.

В совокупности результаты рассмотренных работ
демонстрируют, что многочисленные сложные ас-
пекты развития мозга человека подчиняются специ-
фической для человека регуляции, в значительной
степени находящейся под влиянием зон ускоренно-
го развития.

РОЛЬ HAR В ЭВОЛЮЦИИ ГОЛОВНОГО
МОЗГА ЧЕЛОВЕКА

Мозг человека – один из самых сложно устроен-
ных органов среди всех животных. За последние
14 млн лет его размер увеличился почти в три раза по
сравнению с ближайшими ныне живущими прима-
тами, шимпанзе и бонобо. Этот процесс сопровож-
дался приобретением новых уникальных навыков
человека, таких как речь (Aboitiz, García, 1997) и слож-
ные социальные взаимодействия (Herrmann et al.,
2007; Tomasello, Vaish, 2013).

В основе такого грандиозного когнитивного
скачка лежит эволюция сложных молекулярно-ге-
нетических механизмов, контролирующих развитие
головного мозга человека. Сравнительный анализ
геномов позволил выявить порядка 16 млн нуклео-
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тидных замен, возникших в линии человека после
расхождения с общим предком шимпанзе (Consor-
tium, 2005). Из них только порядка 10% приходятся
на белок-кодирующие участки генома, при этом
большая часть является нейтральными. Такая не-
большая степень молекулярной дивергенции вряд
ли может объяснить глобальные анатомические и
когнитивные изменения, появившиеся у человека.

Одной из возможных причин диверсификации мо-
жет быть появление у человека новых уникальных ге-
нов, например, за счет дупликаций. За последние годы
были описаны несколько таких примеров: HYDIN2
(Doggett et al., 2006), SRGAP2C (Dennis et al., 2012;
Charrier et al., 2012), ARHGAP11B (Florio et al., 2015) и
NOTCH2NL (Fiddes et al., 2018; Suzuki et al., 2018).
Однако стоит учесть, что появление новых функци-
ональных дуплицированных генов – это довольно ред-
кое явление (Bailey et al., 2002; Sudmant et al., 2010).

Почти 50 лет назад была выдвинута гипотеза
(King, Wilson, 1975), согласно которой анатомиче-
ские и функциональные эволюционные различия
между человеком и шимпанзе чаще основаны на из-
менениях механизмов, контролирующих экспрес-
сию генов, чем на изменениях последовательностей
белков. За последние годы был накоплен огромный
массив данных, подтверждающих это предположе-
ние для разных видов животных (Cretekos et al., 2008;
Prabhakar et al., 2008; Guerreiro et al., 2013; Cooper et al.,
2014). Среди ярких примеров морфологических из-
менений, ассоциированных с изменениями паттер-
нов экспрессии отдельных генов, можно выделить
утрату конечностей у змей, которая вызвана потерей
одного из энхансеров гена Shh (Kvon et al., 2016) и ре-
дукцию таза у колюшек за счет делеции энхансера
гена Pitx1 (Chan et al., 2010). Учитывая, что большин-
ство из описанных HAR обладают энхансерной ак-
тивностью (Capra et al., 2013), и многие из них найде-
ны рядом с генами, участвующими в развитии коры
головного мозга (Johnson et al., 2009; Kamm et al.,
2013a, 2013b; Caporale et al., 2019), предположение,
что именно эти регуляторные элементы являются
одними из драйверов эволюции головного мозга че-
ловека, в последние годы приобретает все большую
популярность (Haygood et al., 2010; Mitchell, Silver,
2018; Wei et al., 2019; Girskis et al., 2021). Ниже будут
рассмотрены несколько ярких примеров, иллюстри-
рующих роль HAR в изменении регуляции экспрес-
сии генов в ходе нейрогенеза человека.

Ген FOXP2. Устная речь является одним из глав-
ных и уникальных эволюционных приобретений че-
ловека. Ее возникновение было связано с масштаб-
ными изменения молекулярных механизмов, обес-
печивающих развитие головного мозга и речевого
тракта. Отправной точкой в расшифровке генетиче-
ских изменений, приведших к появлению устной ре-
чи, можно считать многолетние исследования уни-
кальной британской семьи (KE family) с тяжелыми
нарушениями речи (Vargha-Khadem et al., 1995; Fish-

er et al., 1998; Lai et al., 2000). В 2001 г. обнаружили ге-
нетическую причину изучаемой семейной патоло-
гии – мутацию в гене FOXP2 (Lai et al., 2001). Кроме
того, в последующие годы были описаны новые кли-
нические случаи тяжелых нарушений развития речи,
вызванные мутациями в этом генетическом локусе
(MacDermot et al., 2005; Feuk et al., 2006; Zeesman et al.,
2006; Lennon et al., 2007; Rice et al., 2012; Reuter et al.,
2017; Zilina et al., 2012). С тех пор ген FOXP2 рассмат-
ривается как один из ключевых генов-кандидатов,
отвечающих за развитие устной речи у человека.

Белок FOXP2 (forkhead box protein P2) является
транскрипционным фактором (Lai et al., 2001),
действующим в основном как белок-репрессор
(Spiteri et al., 2007; Vernes et al., 2007; Oswald et al.,
2017). У человека он обнаруживается во многих орга-
нах, в том числе головном мозге, причем как в пери-
од эмбриогенеза (Lai et al., 2003), так и постнаталь-
ном развитии (Bruce, Margolis, 2002).

Ортологи гена FOXP2 были обнаружены у боль-
шинства позвоночных (Zhang et al., 2002; Enard et al.,
2002). Особого внимания заслуживает высокая кон-
сервативность этого белка: сравнительные исследо-
вания позволили выявить всего две аминокислот-
ные замены, различающие человека и шимпанзе
(Enard et al., 2002). Кроме того, одна из двух замен в
процессе эволюции возникла независимо у некото-
рых представителей хищных (Zhang et al., 2002) и не-
скольких видов летучих мышей (Li et al., 2007). При
этом в исследованиях других видов животных со
сложной вокальной коммуникацией, таких как пев-
чие виды птиц, киты и дельфины, специфических
для человека аминокислотных замен не обнаружено
(Webb, Zhang, 2005).

Полученные данные указывают на неоднознач-
ность вывода о решающей роли мутаций в гене
FOXP2 в эволюции речи у человека и других живот-
ных. Вероятно, весомый вклад внесли генетические
изменения, затрагивающие не только кодирующую
часть гена, но и регуляторные элементы, обеспечи-
вающие сложный пространственно-временной пат-
терн его экспрессии. Об этом свидетельствуют ре-
зультаты последних работ. В частности, в интроне
между 8 и 9 экзонами гена FOXP2 был обнаружен
район, который характеризуется высокой консерва-
тивностью у большинства позвоночных, но у человека
обогащенный большим количеством однонуклеотид-
ных полиморфизмов (single nucleotide polymorphism –
SNP) (Atkinson et al., 2018). Сопоставление полученных
результатов с опубликованными ранее эпигенетиче-
скими и транскриптомными данными позволило
предположить, что данный район может выполнять
функцию эРНК. В этом районе, кроме того, были
обнаружены консенсусные сайты связывания цело-
го ряда транскрипционных факторов, в частности три
сайта для BRN2, экспрессия которого ограничивается
исключительно головным мозгом (Schreiber et al.,
1993). Интересно, что в ещe одной работе была обна-
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ружена однонуклеотидная замена в одном из этих
сайтов, специфичная только для человека, которая
может приводить к изменению экспрессии гена
FOXP2 (Maricic et al., 2013).

Результаты самой масштабной работы по поиску
регуляторных областей гена FOXP2, содержащих
специфичные для человека изменения, были обна-
родованы в 2019 г. В изучаемом генетическом локусе
были обнаружены двенадцать HAR, сгруппирован-
ных в два кластера (Caporale et al., 2019). Функцио-
нальность каждого региона была проверена in vivo с
помощью репортерных конструкций: оказалось, что
по крайней мере пять из них обладают энхансерной
активностью. Кроме того, два из этих активных
HAR, помимо увеличения экспрессии репортерного
гена, вызывали его дифференциальную экспрессию
в нервной системе у аквариумной рыбки Zebrafish
(Danio rerio) по сравнению с ортологичными после-
довательностям шимпанзе (Caporale et al., 2019).

Ген PPP1R17. Еще одним важным эволюцион-
ным приобретением человека в процессе эволюции
стало быстрое увеличение объема коры больших по-
лушарий. В последние годы все чаще высказывается
предположение, что HAR в этом процессе сыграли
важную роль. Масштабное исследование энхансер-
ной активности и эпигенетического статуса проде-
монстрировало, что многие из описанных HAR яв-
ляются важными регуляторными элементами в ней-
рогенезе человека (Girskis et al., 2021). Особое
внимание в этой работе было уделено локусу, содер-
жащему ген PPP1R17. Сам по себе этот ген мало изучен
и о его роли в развитии головного мозга человека до
недавнего времени было почти ничего не известно.
Оказалось, что в локусе, помимо PPP1R17 и его прок-
симального промотора, располагаются два HAR.

C помощью таргетного захвата конформации
хромосом было подтверждено взаимодействие про-
мотора этого гена с двумя обнаруженными HAR, что
может указывать на их важную роль в регуляции экс-
прессии PPP1R17 в нейрогенезе человека. Это пред-
положение было подкреплено детальным сравни-
тельным анализом паттерна экспрессии этого гена у
разных видов млекопитающих. Высокий уровень
экспрессии PPP1R17 был обнаружен в клетках моз-
жечка у всех исследованных видов млекопитающих.
Однако в отличие от консервативного паттерна в
мозжечке, в развивающейся коре исследователи об-
наружили сильную дивергенцию: у приматов, в том
числе у человека, обнаружен высокий уровень экс-
прессии, в то время как у хорьков и мышей экспрес-
сия отсутствовала. Кроме того, было установлено,
что в кортексе приматов PPP1R17 экспрессировался
преимущественно в нейральных клетках-предше-
ственниках (НКП), локализованных в герминаль-
ной зоне, которая в процессе эволюции претерпела
резкое увеличение размеров (Rakic, 1988, 1995). Одна
из основных причин такой экспансии – прохожде-
ние НКП человека через многочисленные дополни-

тельные раунды симметричного нейрогенного деле-
ния перед терминальной дифференцировкой (Bet-
izeau et al., 2013; Dehay et al., 2015; Pollen et al., 2015;
Pfeiffer et al., 2016). Усиление пролиферативного по-
тенциала было обнаружено при оверэкспрессии
PPP1R17 в НКП мыши, что указывает на важную
роль паттерна экспрессии этого гена в эволюции
нейрогенеза млекопитающих.

Ген FZD8. Еще одним важным примером гена,
дифференциальная экспрессия которого способ-
ствует увеличению размеров головного мозга чело-
века, является FZD8. В регуляторной области этого
гена был обнаружен HAR, обладающий энхансер-
ной активностью (Boyd et al., 2015). Анализ захвата
конформации хромосом подтвердил специфическое
связывание обнаруженного HAR c основным про-
мотором гена FZD8 в неокортексе эмбриона мыши.
Интродукция последовательностей предполагаемо-
го энхансера и ортологичного региона шимпанзе в
геном мышей позволила выявить существенные раз-
личия в их активности. В частности, было установ-
лено, что энхансер человека обеспечивал более ран-
нюю и сильную экспрессию FZD8 на ранних этапах
нейрогенеза. Это привело к изменению динамики
клеточного цикла НКП и увеличению размеров го-
ловного мозга у трансгенных мышей.

Полученные данные подчеркивают исключи-
тельную роль HAR в эволюции головного мозга че-
ловека, демонстрируя, что они являются ключевыми
инструментами в изменении паттернов экспрессии
генов нейрогенеза.

HAR И ЗАБОЛЕВАНИЯ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ

В последние годы возросло внимание к мутациям
в регуляторных районах генома из-за их предполага-
емой взаимосвязи с некоторыми заболеваниями че-
ловека. Полученные данные, подтверждающие роль
HAR в формировании нервной системы, позволили
предположить их вовлеченность в развитие некото-
рых неврологических заболеваний. В этом направле-
нии исследований были получены результаты, указы-
вающие на связь мутаций в HAR и таких нарушениях,
как шизофрения (Pollard et al., 2006; Xu et al., 2008;
Kamm et al., 2013b; Bhattacharyya et al., 2021; Erady et al.,
2021), расстройство аутистического спектра
(Kamm et al., 2013b; Oksenberg et al., 2013; Doan et al.,
2016), биполярное расстройство (Erady et al., 2021),
болезнь Хантингтона (Johnson et al., 2010) и синдром
Симпсона−Голаби−Бемеля (Doan et al., 2016).

Шизофрения. Шизофрения – это тяжелое психи-
ческое расстройство, характеризующееся такими
симптомами, как галлюцинации, бред и нарушение
концентрации внимания. Наследуемость шизофре-
нии составляет около 70%, что ставит ее в число наи-
более наследуемых психических расстройств (Sulli-
van et al., 2003; van Dongen, Boomsma, 2013). Еще в
первой публикации, посвященной поиску HAR, бы-
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ло высказано предположение о связи между шизо-
френией и мутациями в зонах ускоренного развития
человека (Pollard et al., 2006). Предпосылками к этой
гипотезе стало обнаружение совместной экспрессии
на одинаковых стадиях эмбрионального развития
HAR1F и гена RELN. Ранее было установлено, что
снижение уровня экспрессии RELN является наибо-
лее статистически значимым отклонением, вызыва-
ющим шизофрению (Impagnatiello et al., 1998; Gui-
dotti et al., 2000; Knable et al., 2001).

Еще одним геном-кандидатом развития шизо-
френии является NPAS3 (Kamnasaran et al., 2003;
Pickard et al., 2005, 2009; Huang et al., 2010), который
содержит самый большой кластер из 14 некодирую-
щих HAR (Kamm et al., 2013a, 2013b). Было доказано,
что 11 из 14 HAR в NPAS3 играют роль энхансеров во
время развития нервной системы.

С помощью полногеномного поиска ассоциаций у
пациентов с шизофренией было выявлено несколько
SNP в HAR, связанных с изменением экспрессии ге-
нов развития нервной системы (SLC25A13, MAD1L1,
ULK4 и др.) (Bhattacharyya et al., 2021). Одним из воз-
можных эффектов этих замен является модифика-
ция сайтов связывания транскрипционных факто-
ров, контролирующих экспрессию генов нейрогене-
за. Например, экспериментально было показано
снижение аффинности транскрипционного фактора
TFCP2 к регуляторному району гена MAD1L1.

В 2021 году вышла статья, демонстрировавшая
связь HAR с патофизиологией шизофрении и бипо-
лярного расстройства в контексте новых открытых
рамок считывания (Erady et al., 2021), причем были
приведены доказательства связи этих патологий
между собой.

Гипотеза, проходящая красной нитью через мно-
гие исследования, связанные с поиском ассоциаций
HAR с заболеванием шизофренией, состоит в том,
что шизофрения могла быть результатом эволюции
мозга, характерной для человека, и некоторые мута-
ции в HAR, связанные с этим заболеванием, могли
пройти несколько этапов положительного отбора
(Erady et al., 2021).

Расстройство аутистического спектра (РАС). Эта
патология является общим нарушением развития
нервной системы, характеризующемся неспособно-
стью поддерживать и инициировать социальное вза-
имодействие, а также ограниченными интересами и
повторяющимися поведенческими актами. РАС
имеют высокую наследуемость, что подтверждается
множеством исследований, связанных с генами-кан-
дидатами РАС, такими как AUTS2 (Kalscheuer et al.,
2007; Oksenberg et al., 2013), WNT2 (Wassink et al.,
2001) и SHANK3 (Jeffries et al., 2005).

Первым исследованным HAR-ассоциированным
геном-кандидатом аутизма стал AUTS2 (Oksenberg et al.,
2013). Было установлено, что этот ген содержит в
своих интронах три HAR: HAR31 (Pollard et al.,
2006), HACNS174 и HACNS369 (Prabhakar et al.,

2006). Для двух из них была доказана энхансерная
активность в головном мозге, слуховых пузырьках и
глазах (Oksenberg et al., 2013). В уже упомянутой ста-
тье о NPAS3 были обнаружены другие гены, связан-
ные с шизофренией и РАС (Kamm et al., 2013b): в ло-
кусе гена CNTNAP2 шесть HAR (Alarcón et al., 2008;
Peñagarikano, Geschwind, 2012), гена RBFOX1 – восемь
HAR (Barnby et al., 2005; Sebat et al., 2007; Xu et al.,
2008). Позже появились доказательства того, что
двуаллельные мутации HAR лежат в основе наслед-
ственных случаев РАС (до 5%). Такие изменения
были идентифицированы у нескольких пациентов с
РАС в активных энхансерах CUX1, PTBP2, GPC4,
CDKL5 и других генов, вовлеченных в работу нерв-
ной системы человека (Doan et al., 2016).

Вклад мутаций в ускоренных областях человека в
развитие РАС явно менее изучен по сравнению с
влиянием этих мутаций на патогенез шизофрении,
но потенциал исследований в этой области и его ак-
туальность высоки.

Болезнь Хантингтона. Болезнь Хантингтона (БХ) –
это наследственное заболевание, приводящее к воз-
никновению дегенеративных процессов в полосатом
теле и коре головного мозга, что является причиной
физических, умственных и эмоциональных измене-
ний. Было показано, что многие гены-мишени факто-
ра транскрипции REST репрессированы у пациентов с
БХ (Zuccato, Cattaneo, 2007; Johnson et al., 2008). Ре-
зультаты сравнения образцов нормального мозга и
мозга, пораженного БХ, выявили пониженную экс-
прессию HAR1F и HAR1R в полосатом теле пациен-
тов с БХ (Johnson et al., 2010), причем в одном из них
был обнаружен сайт посадки транскрипционного
фактора REST. Однако механизмы патогенеза этого
заболевания до сих пор остаются неясными.

Синдром Симпсона–Голаби–Бемеля. Этот син-
дром представляет собой Х-сцепленное заболева-
ние, характеризующееся избыточным ростом, лице-
выми дисморфозами, врожденными пороками серд-
ца и другими аномалиями (Xuan et al., 1999).
Мутации в генах GPC3 и GPC4 были описаны у не-
скольких пациентов с этим синдромом и нарушени-
ем умственного развития (Pilia et al., 1996; Veugelers
et al., 2000). Кроме того, недавно были найдены го-
мозиготные мутации в HAR интрона GPC4, которые
также приводили к формированию патологического
фенотипа. Предполагается, что мутации удаляют
сайты связывания транскрипционных факторов,
тем самым понижая регуляторную активность гена
GPC4 (Doan et al., 2016). Эти результаты демонстри-
руют регуляторную активность HAR, но связь между
мутациями в эволюционно значимых областях и
развитии синдрома Симпсона−Голаби−Бемеля нуж-
дается в дальнейших исследованиях.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Недавние исследования выявили существование

особого класса геномных элементов – HAR. Они пред-
ставляют собой некодирующие последовательности
ДНК, которые оставались консервативными в ходе
эволюции млекопитающих, но начали накапливать
специфические для человека мутации после эволюци-
онного расхождения c шимпанзе 5–7 млн лет назад.

Процесс поиска HAR в геноме включает в себя
два основных этапа – выравнивание и поиск кон-
сервативных последовательностей с последующим
сравнением их между видами. Разные исследова-
тельские группы при этом использовали немного от-
личные подходы для определения ускоренных обла-
стей, получая соответственно лишь частично пере-
секающиеся наборы регионов и нескольких наборов
данных с разными свойствами. Тем не менее, стати-
стические методы в общей сложности позволили
выявить более 3100 HAR, расположенных в некоди-
рующих районах генома. Именно неслучайное рас-
положение большинства таких регионов в геноме –
межгенные промежутки, расположенные рядом с
одним или двумя генами, играющими важную роль в
развитии, – вероятнее всего говорит о регуляторной
функции HAR. Эта гипотеза нашла свое экспери-
ментальное подтверждение во многих работах
(Capra et al., 2013; Doan, 2016). Несмотря на сложно-
сти выявления HAR, влияющих на регуляцию кон-
кретного гена, к настоящему времени многим иссле-
дователям удалось определить несколько HAR, иг-
рающих важную роль в развитии мозга человека и
регулирующих ряд специфических генов, участвую-
щих в увеличении коры головного мозга у рода Люди
(Homo) из отряда приматов (Doan, 2016; Won et al.,
2016, 2019).

Таким образом, именно регуляторная активность
HAR по мнению многих авторов лежит в основе гран-
диозного эволюционного скачка и именно эти регуля-
торные элементы являются одними из драйверов эво-
люции головного мозга человека (Haygood et al., 2010;
Mitchell, Silver, 2018; Wei et al., 2019; Girskis et al., 2021).

Можно ожидать, что в ближайшее десятилетие
будут изучены молекулярные функции еще многих
HAR. Но последующие функциональные исследова-
ния, необходимые для связи молекулярных измене-
ний с признаками, в обозримом будущем останутся
малопродуктивными и сложными. Возможно, по
мере того, как будет секвенировано все больше гено-
мов людей, мы сможем получить информацию о му-
тациях в HAR, которая позволит обнаружить их
функциональные эффекты на уровне популяции.

Особенный интерес представляет попытка вы-
явить связь между заболеваниями и мутациями в
HAR и, в конечном итоге, разгадать роль, которую
эти регионы сыграли в патогенезе. Важно также
помнить, что ускоренные регионы не являются спе-
цифичной чертой человека. У шимпанзе произошло
больше изменений в геноме (Varki, Altheide, 2005),

чем у человека. Данные и методы для изучения зако-
номерностей такой ускоренной эволюции регионов
в филогении млекопитающих уже имеются, поэтому
можно надеяться, что эти исследования прольют
свет на то, есть ли что-то уникальное в генах и сиг-
нальных путях человека, на которые нацелена уско-
ренная эволюция нашего вида.
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It is assumed that changes in gene regulation mechanisms play a major role in human evolution rather than protein-
coding sequence changes. Recent studies have identified human accelerated regions (HARs) – a special class of ge-
nomic elements. These non-coding DNA regions are highly conserved in mammals but show an increased number
of substitutions in the human lineage. Since their discovery, the actual role of HARs in human evolution has re-
mained obscure as they are almost exclusively represented by unannotated non-coding sequences. HARs are en-
riched in transcription factor binding motifs and active histone modifications. Recent studies used functional ge-
nomics, computational approaches, and genetic analysis to show that many HARs are involved in the developmental
genes regulation and the evolution of the human brain. There is also a body of evidence linking polymorphisms in
HARs with various neuropathologies such as autism spectrum disorders, schizophrenia, and Huntington’s disease.
Functional assays such as high-throughput reporter analysis and CRISPR-based screenings significantly increased
the number of human-specific regulatory elements characterized. Further exploration of HARs and other evolution-
arily dynamic regions in the genome may elucidate some of the complex evolutionary changes that underlie the
unique cytoarchitecture and cognitive abilities of the human brain. In this review, we consider different approaches
used to identify HARs, their role in gene regulation, their contribution to the evolution of the human brain, and
highlight some of the pathological effects of mutations in HARs.

Keywords: human accelerated regions, HAR, neurogenesis, brain evolution
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В организме коллаген является одним из основных белков внеклеточного матрикса и находится в различ-
ных тканях преимущественно в фибриллярной форме. Диаметр фибрилл коллагена с одной стороны зави-
сит от различных химических и физических факторов, а с другой – определяет свойства тканей, в состав
которых входят сами фибриллы. В работе подробно изучено влияние коллагенов различных типов, про-
теогликанов и неорганических веществ на диаметр фибрилл на основе коллагена I типа. Исследование
факторов, влияющих на процессы фибриллообразования in vitro и in vivo, не только позволит решить фун-
даментальные задачи по изучению механизмов фибриллообразования, но и выявить причины нарушения
формирования фибрилл, приводящие к возникновению различных заболеваний. Возможность управле-
ния процессом формирования фибрилл с заданным диаметром in vitro позволит создать тканеинженерные
конструкции, имитирующие нативные ткани, вне организма.

Ключевые слова: коллаген I типа, фибрилла, внеклеточный матрикс, химические и физические факторы
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Коллаген – один из наиболее распространенных
белков во внеклеточном матриксе. Благодаря высо-
кой биосовместимости и слабой антигенности, кол-
лаген широко используется в качестве материала
при создании тканеинженерных конструкций на ос-
нове матриц и клеток для использования в регенера-
тивной медицине (Pawelec et al., 2016).

Среди основных качеств тканеинженерных кон-
струкций можно выделить следующие: биосовме-
стимость, механические характеристики, прозрач-
ность, скорость ремоделирования. Правильно подо-
бранная для конкретного органа совокупность
свойств тканеинженерной конструкции позволяет
обеспечить комфортные условия для жизнедеятель-
ности трансплантируемых и собственных клеток ор-
ганизма, что позволяет достигать наилучшего тера-
певтического эффекта (Yamada et al., 2014).

В организме насчитывается до 30 видов различ-
ных типов коллагена, но самым распространенным
из них является коллаген I типа. В тканях коллаген
I типа находится в фибриллярной форме, поэтому
для имитации нативной структуры ткани матрицы
для культивирования клеток в основном разрабаты-
вают из фибриллярного коллагена (Busra, Lokana-
than, 2019). Основными параметрами фибрилл, вли-
яющими на свойства матриц, являются их диаметр,
а также наличие особого порядка внутрифибрилляр-
ной структуры. 

Так, в многочисленных исследованиях была за-
мечена корреляция между диаметром коллагеновых
фибрилл, типом тканей, в которых они расположе-
ны, и их свойствами (Hosoyamada, Sakai, 2012;
Kadler, 2017). Поэтому важнейшим условием для
успешного создания in vitro тканеинженерной кон-
струкции на основе фибриллярного коллагена для
восстановления конкретного органа является необ-
ходимость учета диаметра фибрилл, характерного
для тканей этого органа.

В связи с вышеизложенным цель настоящего об-
зора заключается в анализе различных факторов,
влияющих на диаметр коллагеновых фибрилл в про-
цессе их молекулярной сборки, а также взаимосвязи
структуры фибрилл с их свойствами.

КОЛЛАГЕНОВЫЕ ФИБРИЛЛЫ И ИХ СБОРКА

Коллаген I типа представляет собой спиральную
молекулу длинной 300 нм и шириной 1.5 нм, состоя-
щую из одной цепи α1 и двух цепей α2. На концах
она имеет два неспиральных участка, которые
называют теломерами. Изначально во внеклеточное
пространство фибробластами синтезируется белок
проколлаген, на концах которого имеются теломеры и
N- и С-участки (рис. 1). Далее, под действием, проте-
иназ N- и С-концевые участки отщепляются и полу-
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ченные коллагеновые молекулы собираются в фиб-
риллы (Hulmes, 2009).

Сформированная фибрилла коллагена геометри-
чески представляет собой цилиндр, диаметр которо-
го не изменяется на всем ее протяжении (Parry,
Craig, 2017). Фибрилла состоит из множества молекул
коллагена, связанных за счет электростатических и
гидрофобных взаимодействий, формируя исчерчен-
ную структуру, молекулы в которой располагаются со
сдвигом равным 67 нм и называемым D-периодом
(рис. 1) (Wess, 2009). В настоящее время существуют
две гипотезы, описывающие строение фибрилл. Од-
на из них утверждает, что фибриллы коллагена со-
стоят из микрофибрилл, которые располагаются
друг относительно друга в виде тетрагональной ре-
шетки. Рост фибрилл в толщину осуществляется с
шагом 8.5 нм (Hulmes, 2002). Другая гипотеза пред-
ставляет укладку молекул коллагена в виде псевдогек-
сагональной упаковки. Обе гипотезы имеют экспери-
ментальное подтверждение. Их объединяет предполо-
жение, что фибрилла имеет центр с диаметром 3.2 нм и
растет в соответствии с псевдогексагональной упаков-
кой и с шагом 3.6 нм (Parry, Craig, 2017).

Другими двумя конкурирующими гипотезами
объясняется принцип формирования фибрилл
in vivo. Одна из гипотез подразумевает рост фибрилл
путем нуклеации и последующего слияния друг с
другом либо латерально, либо конец к концу (Canty

et al., 2005; Fang et al., 2012). Другая гипотеза форми-
рования фибрилл описывает сборку фибрилл подоб-
но жидким кристаллам холистического типа, кото-
рые собираются самопроизвольно. Прямого доказа-
тельства этого подхода пока не получено, но
существуют косвенные признаки, доказывающие
это. Например, коллаген и проколлаген при высо-
ких концентрациях способны образовывать жидко-
кристаллические агрегаты в ограниченном про-
странстве. Коллаген, находящийся внутри клеточ-
ных везикул и высвобожденный из клетки,
находится в очень высоких концентрациях (Giraud-
Guille et al., 2008; Fang, 2012).

В пределах одной ткани диаметр коллагеновых
фибрилл достаточно широко варьирует в зависимо-
сти от ткани и возраста организма. Так, например,
эмбриональные или незрелые ткани обычно содер-
жат разнообразные фибриллы с малым диаметром,
собирающиеся в пучки. Как правило, по мере созре-
вания средний диаметр фибрилл заметно увеличива-
ется. А в процессе старения диаметр фибрилл снова
уменьшается (Parry, Craig, 2017). В ткани фибриллы
могут собираться в группы с примерно одинаковым
диаметром, так называемые популяции. Популяции
фибрилл коллагена обнаружены в таких тканях как
связки, артерии, дерма и нервная ткань (Junqueira,
1983).

Рис. 1. Схематическое изображение формирования фибрилл коллагена in vitro и in vivo.
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ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА ДИАМЕТР 
КОЛЛАГЕНОВЫХ ФИБРИЛЛ IN VIVO 

И IN VITRO

На параметры фибрилл как in vitro, так и in vivo
оказывают влияние факторы как химического, так и
физического характера (рис. 2). Сборка фибрилл in
vitro протекает самопроизвольно при определенных
условиях и зависит от концентрации коллагена в
растворе, pH, ионной силы раствора и температуры
(Raub, 2007). Немаловажными факторами, влияю-
щим на процесс фибриллобразования in vivo, а также
на диаметр формирующихся фибрилл, являются дру-
гие компоненты внеклеточного матрикса, такие как
коллаген III типа в эмбриональных тканях, коллаген V
типа в роговице, коллаген IX типа в тканях хряща, а
также протеогликаны.

БЕЛКИ ВКМ КАК РЕГУЛЯТОРЫ СБОРКИ 
КОЛЛАГЕНОВЫХ ФИБРИЛЛ

Коллаген III типа. Коллаген III типа составляет
около 10% всех коллагенов и находится на втором
месте по содержанию в организме после коллагена I.
Он представляет собой гомотример и состоит из трех
цепей α1 (Hulmes, 2009). Коллаген III типа часто об-
разует гетерофибриллы с колллагеном I типа и в ос-
новном располагается на поверхности фибриллы. В
процессе биосинтеза коллагена III типа его
обработка N-концевой протеиназой проходит
медленнее, чем коллагена I типа и поэтому в ткани

происходит накопление молекул с неотщепленным
N-концевым участком (pN-коллаген III типа). Та-
кие концевые участки pN-коллагена III типа, вклю-
ченные в периферию фибриллы, ограничивают их
дальнейший латеральный рост (Hulmes, 2002). В тка-
ни в присутствии коллагена III типа диаметр фиб-
рилл коллагена I типа не превышает 60 нм, в то вре-
мя в отсутствие коллагена III типа диаметр фибрилл
коллагена I типа может достигать 500 нм (Fleischma-
jer, 1990). В дерме диаметр коллагеновых фибрилл
больше в более глубоких слоях, что связывают с
меньшим количеством коллагена III типа (Junqueira,
1983).

Соотношение типов коллагена I и III зависит от
многих условий, в том числе от типа ткани, пола и
возраста. С возрастом это соотношение (I : III) ста-
новится выше (Wang, 2011). Кроме того, это соотно-
шение различно в нормальной и рубцовой тканях
(Wang, 2011). Так, в коже и тканях сердца в гетеро-
фибриллах I/III соотношение коллагенов составляет
2 : 1 и 3 : 1 соответственно, в то время как в рубцовых
тканях оно заметно выше – 5 : 1 (Li et al., 2021). На-
рушение этого соотношения ведет к ухудшению ме-
ханических свойств ткани. Известно, что у людей
дилатационная кардиомиопатия связана с увеличе-
нием соотношения коллагена I и III типа в эндоми-
зии и перимизии сердца (Marijianowski et al., 1995). А
мутации в гене коллагена III типа ведут к возникно-
вению синдрома Элерса–Данлоса IV типа, который
несет опасность разрыва кровеносных сосудов во
взрослом возрастe (Liu et al., 1997). Также у пациен-

Рис. 2. Физические и химические факторы, влияющие на формирование фибрилл.
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тов с послеоперационными грыжами в коже наблю-
далось нарушение соотношения коллагенов I/III.
Так у пациентов с послеоперационными и рециди-
вирующими грыжами соотношение коллагенов со-
ставляло 1 : 0.8, в то время как для здоровой ткани
соотношение было 1.2 : 0.2 (Klinge et al., 2000).

Для тканей кожи пожилых людей характерно
снижение синтеза коллагена I и III типа, что связано
как со старением фибробластов, так и с их недоста-
точной механической стимуляцией со стороны
ВКМ (Varani et al., 2006). Известно, что при заживле-
нии раны фибриллы коллагена III типа появляются
в ране на 2-е сут после повреждения, тогда как кол-
лаген I типа – после 4-х сут (Tracy et al., 2016). Кроме
того, показано, что коллаген III типа повышает гиб-
кость и растяжимость тканей, а соотношение колла-
генов I/III влияет на эластичность и скорость зажив-
ления кожи (Li et al., 2021).

Коллаген V типа. В отличие от I и III типа, у коллаге-
на V типа перманентно сохраняется N-концевой не-
спиральный участок (Hulmes, 2009). Коллаген V типа
относится к фибриллярным коллагенам. Это гетеро-
тример, имеющий несколько изоформ. Несмотря на
то, что молекула коллагена V типа возможна в виде
различных комбинаций трех α-цепей, наиболее рас-
пространенная представляет из себя гетеротример,
включающий одну цепь α1 и две α2. Коллаген V при-
сутствует практически во всех не хрящевых тканях. В
большинстве тканей его содержание составляет ме-
нее 5%, но в роговице его концентрация составляет
около 20% (Hulmes, 2002).

Коллаген V типа также образует гетерофибриллы
с коллагеном I типа. Тройная спираль коллагена V
погружена внутрь фибриллы, а концевой участок
выступает на поверхности. Такое строение гетеро-
фибриллы в роговице позволяет сохранить равно-
мерный диаметр фибрилл размером не более 23 нм.
Следует отметить, что толщина фибрилл в роговице
тесно связана с еe прозрачностью (Müller et al.,
2004). Эксперименты на гетерозиготных мутантных
мышах с делецией в гене Col5a1 показали серьезные
нарушения фибриллогенеза в роговице. В строме
роговицы увеличилось количество крупных, не
равномерных по диаметру фибрилл. Но коллаген
V типа не единственный фактор, влияющий на фиб-
риллогенез. Протеогликаны также играют ключевую
роль в регуляции диаметра фибрилл в роговице (Sun
et al., 2011).

У людей гетерозиготная мутация в одном из ге-
нов, кодирующих коллаген V типа, ведет к классиче-
ской форме синдрома Элерса−Данлоса I/II типа.
Это генерализованное заболевание соединительной
ткани с широким поражением тканей, характеризу-
ется хрупкой растяжимой кожей, атрофическими
рубцами, дряблостью суставов, высокой распро-
страненностью дилатации корня аорты и другими
расстройствами соединительной ткани (Steinmann,
2002).

Для гомозиготных нулевых мышей с делецией
Col5a1 характерна эмбриональная летальность из-за
невозможности своевременного образования фиб-
рилл в процессе эмбриогенеза. Авторами было вы-
двинуто предположение, что коллаген V типа играет
ключевую роль в фибриллообразовании и запускает
нуклеацию фибрилл коллагена I типа, когда концен-
трация коллагена I типа мала (Sun et al., 2011).

Коллаген IX типа. Еще одним коллагеном, сохра-
няющим N-концевой участок в процессе био-
синтеза, является коллаген IX типа, который также
ограничивает латеральный рост фибрилл на основе
коллагена II типа, например, в хрящевой ткани.
Ткань гиалинового хряща выполняет амортизирую-
щую функцию, а также является основой для буду-
щей костной ткани. Она представляет собой гель,
содержание воды в котором достигает 70–80%. Фиб-
риллы механически сохраняют форму и препятству-
ют набуханию ткани. Фибриллы гиалинового хряща
состоят из коллагена II типа с включением коллаге-
нов IX и XI типов. Подобно коллагену I типа они со-
держат фибриллы с D-периодичностью размером 67
нм (рис. 1), однако имеют большее расстояние меж-
ду молекулами и большее содержание воды (на 50–
100%), чем в фибриллах коллагена I типа. Большое
количество воды может быть связано с разницей в
количестве гликозилированных остатков гидрокси-
лизина в молекуле коллагена. Также поглощение во-
ды и осмотическое давление обусловлено высоким
отрицательным зарядом ткани, который, в свою оче-
редь, связан с наличием декоринов. Присутствие
коллагена IX типа обеспечивает отрицательный за-
ряд поверхности фибрилл.

Коллаген IX типа – гетеротример, состоящий из
трех разных цепей. Коллаген IX играет важную роль
в ограничении латерального роста и сохранении од-
нородности фибрилл коллагена II типа. Так, напри-
мер, показано, что коллаген IX типа ограничивает диа-
метр фибрилл до 20 нм, который характерен для фиб-
рилл эмбрионального или незрелого хряща.
Нарушение соотношения коллагенов II и IX в ткани
ведет к возникновению аномальных фибрилл. На
мутантных мышах показано, что избыточная экс-
прессия коллагена II ведет к утолщению фибрилл, а
нарушение синтеза коллагена IX ведет к аномаль-
ным фибриллам с нерегулярным диаметром. Подоб-
ные симптомы у людей наблюдаются при заболева-
ниях Стиклера с тяжелой формой хондродисплазии
(Blaschke et al., 2000).

Коллаген IX также участвует в формировании не-
хрящевых тканей. Он экспрессируется во время раз-
вития организма в тканях, содержащих коллаген I,
включая сухожилия (Sun et al., 2020).

Протеогликаны. Протеогликаны – это подкласс
сложных белков, имеющих два семейства. Малые,
богатые лейцином, протеогликаны способны связы-
ваться с коллагеном и участвуют в регуляции фиб-
риллогенеза (Iozzo et al., 2015). Для таких протеогли-
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канов как декорин, аспорин, фибромодулин и лю-
микан обнаружены участки взаимодействия с
коллагеном. По некоторым данным бигликан также
взаимодействует с коллагеном. Аспорин связывает-
ся с коллагеном, но не влияет на диаметр фибрилл, а
воздействует на его биоминерализацию (Kalamajski,
Oldberg, 2010).

Декорин, бигликан, фибромодулин и люмикан
согласно некоторым исследованиям также участву-
ют в фибриллогенезе (Hwang, Halper, 2021). Декорин
специфически связывается с доменом коллагена за
счет присутствия GAG-цепи (Kalamajski, Oldberg,
2010). А LRR-повторы декорина образуют дугооб-
разную форму и предположительно связываются с
4–6 молекулами коллагена. Взаимодействие осу-
ществляется за счет водородных и электростатиче-
ских связей (Orgel et al., 2009). Декорин контролиру-
ет латеральную агрегацию коллагеновых фибрилл и
тем самым ограничивает их рост (Yoon, Halper,
2005). Кроме того, он может функционально
восполнять отсутствие бигликана (Ameye, Young,
2002). Мыши с нокаутом декорина имеют хрупкую
кожу и слабые сухожилия (Danielson et al., 1997). У
человека мутации в гене декорина приводят к врож-
денной дистрофии роговицы (Bredrup et al., 2010).

Бигликан – это протеогликан, на 65% гомологи-
чен декорину (Iozzo, Schaefer, 2015). В роговице биг-
ликан может заменять декорин (Svensson et al., 1995).
Дефицит бигликанов ведет к возникновению ано-
мальных фибрилл в костях, дерме и сухожилиях
(Ameye, Young, 2002). Бигликан регулирует фибрил-
логенез, но не способствует уменьшению диаметра
фибрилл.

Интересно, что GAG-цепи на бигликане присут-
ствуют только при раннем развитии фибрилл, на деко-
рине же – до тех пор, пока не сформируются толстые
фибриллы. Бигликан, а не декорин, активируется в
сжатых сухожилиях, где механическое напряжение
вызывает фибриллогенез коллагена. И, вероятно, биг-
ликан способствует правильному формированию
фибрилл и вместе с тем задерживает рост крупных
фибрилл на ранних стадиях фибриллогенеза (Kalam-
ajski, Oldberg, 2010; Moorehead et al., 2019).

Фибромодулин имеет два сайта связывания с
коллагеном. Люмикан имеет гомологичный фибро-
модулину сайт связывания (Kalamajski, Oldberg,
2010). Нокаут у мышей фибромодулина приводит к
остеоартриту и слабости сухожилий. А нокаут люми-
кана – к хрупкости кожи с помутнением роговицы
(Chakravarti et al., 2000). Люмикан способен функци-
онально заменять фибромодулин у мышей с дефи-
цитом фибромодулина, но не наоборот (Jepsen et al.,
2002). Показано, что в сухожилиях при дифиците
фибромодулина наблюдаются более тонкие фибрил-
лы. Кроме того, известно, что на ранних этапах раз-
вития сухожилий в них в большей степени представ-
лены люмикан и бигликан, а на поздних – фибромо-
дулин и декорин.

Остеоглицин (мимекан) также участвует в регуля-
ции диаметра фибрилл. Показано, что мыши с нока-
утом генов остеоглицина имеют фибриллы с боль-
шим диаметром как в роговице, так и в дерме (Ka-
lamajski, Oldberg, 2010).

Кератокан – протеогликан, мутации в котором
приводят к редкому заболеванию глаз, характеризу-
ющемуся плоской роговицей и еe помутнению
(Huang, 2019).

ФИЗИЧЕСКИЕ И ХИМИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ, 
ВЛИЯЮЩИЕ НА ДИАМЕТР 
КОЛЛАГЕНОВЫХ ФИБРИЛЛ

Физические факторы. Среди причин, вызываю-
щих изменение диаметра фибрилл, отмечено влия-
ние таких факторов, как время, pH, ионная сила,
температура, а также стимуляция лазером, гамма-
излучением, ультразвуком и магнитным полем.
Вeличина pH раствора коллагена in vitro является од-
ним из ключевых условий фибриллообразования,
влияющих на диаметр фибрилл. Было изучено воз-
действие на микроструктурные характеристики
фибрилл величины pH буферного раствора, равной
6.0, 7.0, 7.4, 8.0, и 9.0. Показано, что с повышением
значения pH уменьшается диаметр фибрилл, но уве-
личивается их длина (Roeder, 2009). Кроме того, по-
казано, что с повышением pH улучшается прозрач-
ность коллагеновых матриц (Tidu et al., 2018).

Ионная сила раствора, которую можно варьиро-
вать путем добавления различного количества хло-
ристого натрия в фосфатный буфер, также влияет на
диаметр фибрилл. Показано, что при очень низкой
ионной силе (при концентрации хлористого натрия
24 мМ) размер фибрилл ограничен (диаметр составля-
ет примерно 15–20 нм). При большей ионной силе
(диапазон концентрации хлористого натрия в фосфат-
ном буфере – 127–261 мМ) фибриллы увеличиваются
и собираются в пучки. Когда ионная сила достигает
очень высоких значений (концентрация хлористого
натрия – 529–1300 мМ), фибриллы присутствуют в
растворе в двух состояниях: в виде крупных агрега-
тов и в виде нанофибрилл (Gobeaux et al., 2008).

Температура – еще один фактор, влияющий на
диаметр фибрилл. Показано, что более низкая тем-
пература способствует формированию более тол-
стых фибрилл. Tак, при 34°С диаметр фибрилл со-
ставляет 20–70 нм, а при 20°С – уже около 200 нм.
Повышение температуры не в процессе фибрилло-
генеза, а путем радиочастотной обработки участков
ткани ведет к слипанию фибрилл, увеличению диа-
метра, размыванию краев и потере исчерченного ри-
сунка фибрилл (Roeder, 2009). Наблюдали и обрат-
ный эффект, называемой усадкой коллагена, сопро-
вождающийся уменьшением диаметра фибрилл
(Lopez, 1998).

Гамма-излучение, как известно, оказывает нега-
тивное воздействие на ткани. Исходя из этого, иссле-
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дователи рассматривали изменение архитектуры кол-
лагена. При воздействии гамма-излучения до 500 рад в
течение от 1 до 8 нед. фибриллы коллагена сохраня-
ли организацию и поперечнополосатый паттерн, но
увеличивались в диаметре. При этом наблюдали повы-
шение температуры, приводящее к усадке коллагена,
которая связанa с увеличением количества попереч-
ных связей.

Лазерная стимуляция также влияет на фибриллы
коллагена. В низких дозах лазерное излучение сти-
мулирует синтез коллагена: ускоряет фиброплазию
и увеличивает количество мРНК коллагена I и III
типа. Показано, что стимуляция гелий-неоновым
лазером ведет к уменьшению диаметра фибрилл и
увеличению плотности фибрилл. Это связано с по-
вышенной скоростью ремоделирования сухожилия
и, вместе с тем, с малым диаметром фибрилл, кото-
рый наблюдается в ранней рубцовой ткани (En-
wemeka et al., 1990). Увеличение диаметра фибрилл в
процессе лазерной стимуляции связывают с их сли-
панием из-за повышения температуры, аналогично
радиочастотной температурной обработке (Lopez
et al., 1998).

Ультразвуковая обработка связок используется в
качестве терапии для повреждeнных тканей. Чтобы
исследовать влияние ультразвука на диаметр колла-
геновых фибрилл, связки in vivo обрабатывали уль-
тразвуком с частотой от 0.5 до 2 Вт/см2. В результате
наблюдали нелинейный U-образный ответ, означа-
ющий, что максимальное количество толстых фиб-
рилл отмечается при наибольшей и наименьшей ин-
тенсивности обработки (Ng, Fung, 2007). Разницу в
диаметре фибрилл авторы связывают с изменением
условий синтеза коллагена. Вместе с этим отмечают,
что прочность связок при обработке ультразвуком с
частотой от 1 до 2 Вт/см2 также является нелиней-
ной.

Сильное магнитное поле используют в тканевой
инженерии как способ создания ориентированных
коллагеновых молекул и фибрилл (Torbet et al.,
2007). При воздействии на коллагеновые матрицы in
vitro сильным магнитным полем (с индукцией 6 и
12 Тл), отмечали рост диаметра фибрилл с усилени-
ем магнитного поля. Увеличение диаметра фибрилл
объясняется легкостью объединения ориентирован-
ных фибрилл и повышенного формирования пучков
с соседними фибриллами (Chen et al., 2011).

Химические факторы. На диаметр коллагеновых
фибрилл in vitro и ex vivo оказывают влияние и хими-
ческие агенты. Так, например, рибофлавин, кото-
рый используется при лечении кератоконуса. Это
заболевание характеризуется конусообразной фор-
мой роговицы глаза из-за нарушения структуры
стромы. Рибофлавин в случае действия ультрафио-
летового (УФ) излучения создает дополнительные
сшивки в коллагене роговицы, чем позволяет сохра-
нить целостность ткани. Роговицы, обработанные

рибофлавином и УФ-излучением, имеют фибриллы
большего диаметра (Choi et al., 2013).

Полисахариды, такие как гиалуроновая кислота,
альгинат натрия и карбоксиметилцеллюлоза замет-
но влияют на диаметр фибрилл в процессе фибрил-
логенеза. Показано, что присутствие гиалуроновой
кислоты и альгината натрия ведет к увеличению диа-
метра фибрилл коллагена, но не изменяет их D-пе-
риодичность (рис. 1). А присутствие карбоксиметил-
целлюлозы ведет к значительному увеличению цен-
тров нуклеации фибриллогенеза и уменьшению
диаметра фибрилл (Tsai et al., 2006).

Фиксирующие агенты, применяемые в препара-
тивной обработке тканеинженерных конструкций
на основе коллагена для просвечивающей электрон-
ной микроскопии, оказывают влияние на диаметр
фибрилл изучаемых образцов (Akhtar, 2012). Было
рассмотрено три варианта обработки ткани фикси-
рующими агентами. Так в ткани, зафиксированной
в глутаровом альдегиде и смоле Шпора, диаметр со-
ставил около 40 нм, в глутаровом альдегиде и смоле
Шпора с добавлением тетроксида осмия диаметр со-
ставил около 30 нм, в параформальдегиде и смоле
LR White – около 55 нм (Akhtar, 2012).

В организме коллаген подвергается воздействию
таких ферментов, как амилаза и коллагеназа. При
обработке ткани этими ферментами диаметр фиб-
рилл уменьшается. Причем под действием коллаге-
назы, в отличие от амилазы, в фибриллах значитель-
но нарушается D-периодичность (Kazaili et al., 2021).

Неорганические вещества, такие как хлорид ли-
тия и ортованадат натрия, входящие в состав лекар-
ственных препаратов, также изменяют диаметр фиб-
рилл коллагена. Хлорид лития, психотропный
препарат, оказывает многочисленные побочные эф-
фекты на кожу и печень. Изучено влияние лития на
коллагеновые фибриллы мышей. В течение 30 сут
мышам вводили раствор хлорида лития в концентра-
ции от 1.5 до 0.7 ммоль/кг, в результате структура
коллагеновых фибрилл изменилась, в частности
уменьшился их диаметр (Kounadi et al., 1995). Орто-
ванадат (ванадат) натрия является одним из компо-
нентов инъекции, используемой для лечения повре-
ждения связок. Показано, что в результате такой тера-
пии увеличивается диаметр фибрилл и улучшается
их пространственная ориентация. Такой эффект
связывают с фосфорилированием тирозина и сни-
жением экспрессии α-SMA (α-smooth muscle actin)
и, как следствие, предотвращением дифференци-
ровки миофибробластов с последующим формиро-
ванием новых коллагеновых пучков (Chen et al.,
2006).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе рассмотрены основные фак-
торы, влияющие на процесс фибриллобразования
молекулярного коллагена I типа и на свойства самих
фибрилл. В организме на эти процессы влияет мно-
жество факторов, и, как продемонстрировано в ли-
тературе, основное воздействие оказывает присут-
ствие коллагенов других типов. Как правило, умень-
шение количества коллагенов III или V типов
приводит к уменьшению диаметра гетерофибрилл
на основе коллагена I типа. Функционирование раз-
личных тканей организма, а также различные нару-
шения зависят, в том числе, и от структурной орга-
низации коллагеновых фибрилл. Так, изменение
эластичности кожи, прочности связок и прозрач-
ности роговицы напрямую зависят от структурной
организации и диаметра коллагеновых фибрилл. В
дальнейшем необходимо изучить более детально не
только факторы, но и механизмы, лежащие в основе
изменения диаметра фибрилл.
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Collagen Fibrils of Various Diameters: Formation Conditions 
and Basic Principles of Functioning

М. Yu. Sirotkinaa and Yu. А. Nashchekinaa, *
aInstitute of Cytology Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia

*e-mail: nashchekina.yu@mail.ru

In the body, collagen is one of the main proteins of the extracellular matrix and is found in various tissues mainly in
the fibrillar form. The diameter of collagen fibrils, on the one hand, depends on various chemical and physical fac-
tors, and, on the other hand, determines the properties of tissues, which include the fibrils themselves. The effect of
various types of collagens, proteoglycans, and inorganic substances on the diameter of fibrils based on type I collagen
was studied in detail. The study of the factors influencing the processes of fibril formation in vitro and in vivo will
not only solve the fundamental problems of studying the mechanisms of fibril formation, but also reveal the causes
of fibril formation disorders that lead to various diseases. The ability to control the formation of fibrils with a given
diameter in vitro will make it possible to create tissue-engineered constructs that mimic native tissues outside the
body.

Keywords: collagen type I, fibrils, extracellular matrix, chemical and physical factors
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Важным этапом исследований, посвященных анализу механизмов опухолевого рецидива и лекарственной
устойчивости, является получение модельных линий опухолевых клеток, устойчивых к интересующему
препарату. В представленной работе описан процесс получения линии клеток рака толстой кишки
HCT116, устойчивых к цисплатину, и дана характеристика некоторых параметров устойчивых клеток,
включая оценку пролиферативной, метаболической и миграционной активности. Результаты исследова-
ний показывают, что полученная линия HCT116/C обладает более чем 30-кратной устойчивостью к цис-
платину по сравнению с исходными клетками. Таким образом, в результате нашей работы была создана in
vitro модель резистентности к цисплатину клеток колоректального рака, которая открывает возможности
для будущих исследований по преодолению лекарственной устойчивости in vitro и поиска новых подходов
противораковой терапии in vivo.

Ключевые слова: онкология, колоректальный рак, хеморезистентность, рецидивирование, устойчивые
клетки, цисплатин
DOI: 10.31857/S0041377122040022

Колоректальный рак – одна из наиболее агрес-
сивных и трудно поддающихся лечению форм рака.
Особенно остро в терапии колоректального рака
стоит проблема рецидивирования опухолей, которая
тесно связана с проблемой лекарственной устойчи-
вости, приобретаемой опухолевыми клетками в ходе
лечения. В этом случае часть опухолевых клеток вы-
живает, формируя новую опухоль, более устойчивую
к действию терапевтических препаратов. При этом
опухолевые клетки, сформировавшие устойчивость
к одному цитостатику, часто проявляют понижен-
ную чувствительность и к ряду других препаратов –
явление, известное как перекрестная устойчивость
или кросс-резистентность (Gupta et al., 1988). Про-
блема развития лекарственной устойчивости часто
возникает при терапии препаратами платины, до сих
пор активно используемыми в химиотерапии коло-
ректального рака (Dilruba, Kalayda, 2016). Изучение
механизмов, лежащих в основе формирования этой
устойчивости и поиск способов ее преодоления, ча-
сто проводится in vitro на клеточных моделях, вклю-
чающих чувствительные и устойчивые к препарату
интереса линии клеток.

Основными задачами настоящей работы являют-
ся получение и характеристика такой клеточной мо-
дели – чувствительных и устойчивых к цисплатину
клеток колоректального рака человека HCT116. Ци-

сплатин – химиотерапевтический препарат на осно-
ве платины, который активно используется в клини-
ке для борьбы с различными злокачественными ново-
образованиями (Dasari, Tchounwou, 2014). Цисплатин
вызывает перекрестные сшивки с пуриновыми осно-
ваниями ДНК, нарушая процессы ее репарации, что
впоследствии приводит к гибели раковых клеток (Gal-
luzzi et al., 2012; Dasari, Tchounwou, 2014).

Устойчивые к различным препаратам клетки ко-
лоректального рака широко представлены в литера-
туре. Схемы обработки клеток цитостатиком могут
отличаться периодичностью времени действия аген-
та – постоянное или импульсное (эпизодическое),
также может варьировать дозировка препарата –
фиксированная или возрастающая. В стратегиях с
постоянным присутствием цитостатика в культураль-
ной среде используют более низкие концентрации
агента, тогда как стратегии импульсного воздействия
позволяют проводить обработку клеток цитостати-
ком в высоких дозировках, чередуя воздействие с пе-
риодами восстановления на чистой культуральной
среде.

На основе клеток колоректального рака человека
были получены линии, устойчивые к различным
препаратам, используемым в клинической практи-
ке. Устойчивые к доксорубицину клетки линии
HCT115 были получены при непрерывном воздей-
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ствии постепенно увеличивающейся концентрации
доксорубицина от 0.5 до 55 мкг/мл в течение 13 мес.,
после чего клетки переводили на чистую среду и
проверяли на устойчивость (Choi et al., 1996). При
альтернативном подходе (Fanciulli et al., 2000) доксо-
рубицин-устойчивые линии клеток рака толстого ки-
шечника LoVo получали, подвергая исходные клетки
кратковременной (в течение 1 ч) обработке доксоруби-
цином в повышенной концентрации (10 мкг/мл) с по-
следующим выращиванием клеток в редкой плотности
(500 клеток на 60-мм чашку) в среде, не содержащей
доксорубицин. Через 2 нед. выделяли устойчивые ко-
лонии и выращивали до монослоя для следующей
кратковременной обработки. По истечении 12 цик-
лов обработки доксорубицином в течение 7 мес. по-
лученные устойчивые клетки постоянно поддержи-
вали в культуральной среде в присутствии 10 мкг/мл
доксорубицина. Показатель IC50 для чувствительных
клеток составлял 0.03 мкг/мл, тогда как для устойчи-
вых клеток – 5.7 мкг/мл (Fanciulli et al., 2000).

Существуют исследования, показывающие, что
одни и те же родительские клетки при применении
различных способов индукции устойчивости к ле-
карству могут дать линии с различающимися харак-
теристиками. Так, клетки AdR1.2 были получены
при длительном непрерывном воздействии доксору-
бицина на клетки LoVo со ступенчатым повышени-
ем концентрации от 0.01 до 1.2 мкг/мл в течение
16 мес. с последующим постоянным поддержанием
ее 1.2 мкг/мл, тогда как клетки SRA1.2 были получе-
ны из LoVo с помощью процедуры, состоящей из де-
вяти импульсных коротких (в течение 1 ч) лекар-
ственных циклов с высокой концентрацией доксо-
рубицина (1.2 мкг/мл) в течение 9 мес., по
окончании чего резистентные клетки SRA1.2 выра-
щивали в среде без доксорубицина. Обе устойчивые
сублинии были перекрестно устойчивы и перекрест-
но чувствительны к одинаковому спектру цитоток-
сических агентов. Однако есть ряд различий, среди
которых обратимость устойчивого фенотипа у кле-
ток AdK1.2 при выращивании клеток в среде без ле-
карства, тогда как SRA1.2 сохраняли свою устойчи-
вость в течение не менее 10 мес. в аналогичных усло-
виях (Yang, Trujillo, 1990).

Примерно 47-кратная устойчивость к иринотека-
ну развивалась в клетках рака толстой кишки S1 при
импульсном воздействии агентом (0.5 мкМ) в тече-
ние 48 ч с перерывом на 7 сут (Wu et al., 2021). После
3–5 циклов лекарственной обработки клетки куль-
тивировали с возрастающими концентрациями ири-
нотекана, каждый раз увеличивая их на 50%. Устой-
чивые клеточные линии экспоненциально росли в
присутствии 20 мкМ иринотекана. Для дальнейшего
использования полученные устойчивые клетки выдер-
живали в среде, не содержащей лекарственного сред-
ства, в течение 14 сут перед экспериментом (Wu et al.,
2021).

Для создания in vitro устойчивой к оксалиплати-
ну клеточной линии карциномы толстой кишки
(Tang et al., 2007) исходные чувствительные клетки
THC8307 подвергали продолжительному воздей-
ствию оксалиплатина в концентрации 0.108 мкг/мл с
постепенным увеличением концентрации препарата
через каждые 2 нед. непрерывной обработки до ко-
нечной концентрации 6 мкг/мл в течение 9 мес. Ста-
бильно устойчивую клеточную линию культивиро-
вали в присутствии конечной концентрации окса-
липлатина еще на протяжении 4-х мес. Перед
дальнейшим анализом резистентную линию рако-
вых клеток поддерживали в течение 1 нед. без ле-
карств для устранения острых эффектов. Получен-
ная линия была в 31 раз более устойчива к окса-
липлатину, чем исходные клетки (Tang et al., 2007).
По подобному сценарию получали оксалиплатин-
устойчивые линии на основе клеток колоректально-
го рака SW620 и LoVo при непрерывном воздействии
оксалиплатина в низкой концентрации с постепен-
ным ее увеличением в течение 10 мес. (Liu et al.,
2010).

Устойчивую к цисплатину линию карциномы
(CC531) толстой кишки крысы получали in vitro при
непрерывном присутствии в среде клеток цисплати-
на в низкой концентрации (0.75 мкМ), на которой
продолжали поддерживать установившиеся устой-
чивые клоны (Vrie et al., 1993). Таким же образом ин-
дуцировали устойчивость к цисплатину клеток рака
толстой кишки человека LoVo, поэтапно обрабаты-
вая их агентом для отбора устойчивых клонов, кото-
рые затем были объединены для последующих экс-
периментов (Chen et al., 2021).

Для развития устойчивости к 5-фторурацилу
(5-FU), оксалиплатину и иринотекану клетки ли-
нии колоректального рака HCT116 подвергались по-
вторяющейся обработке препаратов в постепенно
возрастающих концентрациях в течение более
10 мес. (Boyer et al., 2004). Устойчивую к 5-фторура-
цилу линию затем культивировали в присутствии
2 мкМ 5-FU, иринотекан-устойчивую линию – в
присутствии 1 мкМ иринотекана, а оксалиплатин-
устойчивая линия была оценена как стабильно
устойчивая и велась на среде без вещества с им-
пульсными обработками оксалиплатином (8 мкМ)
каждые 4 нед. Перед каждым экспериментом устой-
чивые линии культивировали в среде без препарата в
течение 48 ч. Концентрации полумаксимального
ингибирования (IC50) в устойчивых к 5-FU, окса-
липлатину и иринотекану линиях были выше в 3, 31
и 10 раз соответственно относительно родительских
чувствительных клеточных линий (Boyer et al., 2004).

Линии, устойчивые к цитотоксическому воздей-
ствию, являются незаменимым модельным объек-
том в исследованиях механизмов лекарственной
устойчивости клеток колоректального рака и при-
чин его рецидивирования.
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В представленной работе описано реализованное
нашей исследовательской группой получение линии
устойчивых к цисплатину клеток колоректального
рака человека при итеративной обработке исходных
клеток HCT116 цисплатином, а также приведены ре-
зультаты экспериментов, подтверждающих устойчи-
вость полученной линии к цисплатину. Работа прове-
дена на базе Института цитологии РАН. За стартовую
была взята определенная нами методом MTT концен-
трация полумаксимального ингибирования жизнеспо-
собности клеток, составившая 9 мкМ. Клетки, полу-
ченные после нескольких циклов обработки цис-
платином в возрастающей концентрации, показали
высокую степень резистентности и не снижают жиз-
неспособность при действии 50 мкМ цисплатина.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клеточные линии и культивирование клеток. Клет-
ки рака прямой кишки человека HCT116 были лю-
безно предоставлены О.Н. Демидовым (Универси-
тет Бургундии Франш-Конте, Безансон, Франш-
Конте, Франция). Клетки культивировали при 37°С
и 5% СО2 в среде DMEM (Биолот, Россия), допол-
ненной 10% сыворотки (FCS; Gibco, США), 2мМ L-
глутамина (Биолот, Россия) и содержащей 40 мкг/мл
гентамицина (Биолот, Россия). В ходе работы на ос-
нове линии HCT116 были получены устойчивые к
цисплатину клоны (линия HCT116/C).

Тест МТТ. Оценку жизнеспособности клеток про-
водили с помощью колориметрического теста МТТ (3-
(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолиум
бромид), позволяющего количественно измерять ме-
таболическую активность клеток. МТТ – это желтый
тетразолевый краситель, который проникает в клет-
ку и под действием НАДФH-зависимых оксидоре-
дуктазных ферментов, восстанавливается до нерас-
творимого соединения формазана, который затем
переводится в растворимое состояние с помощью
диметилсульфоксида (ДМСО).

Для проведения теста клетки рассеивали в 96-лу-
ночные планшеты в плотности 30 × 103 клеток на
1 лунку и культивировали в присутствии цисплатина
в соответствующей концентрации в течение 24–72 ч,
после чего культуральную среду удаляли, а клетки
инкубировали в растворе МТТ (Sigma) в PBS в ко-
нечной концентрации 0.5 мг/мл в течение 1 ч при
37°С в СО2-инкубаторе. Затем раствор МТТ убирали
и лизировали клетки в ДМСО до растворения гранул
формазана. Оптическую плотность раствора в каж-
дой лунке определяли спектрофотометрически при
длине волны 570 нм (Multiscan-EX; Labsystems,
США), используя величину оптической плотности
ДМСО в качестве референсного значения. Абсолют-
ные значения оптической плотности, прямо про-
порциональные интенсивности клеточного дыхания
и, соответственно, жизнеспособности клеток, в каж-
дой временной точке пересчитывали относительно

контрольных необработанных цисплатином клеток,
принимаемых за единицу, и представляли на графи-
ках в относительных значениях.

Показатель IC50 и индекс устойчивости (RI). Вы-
числение IC50 цисплатина (его концентрации полу-
максимального ингибирования жизнеспособности
клеток) проводили с помощью веб-инструмента
AAT Bioquest, Inc. (Quest GraphTM IC50 Calculator;
https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator) на ос-
нове результатов теста МТТ, представленных в виде
таблицы, где каждой концентрации цисплатина со-
ответствует усредненное и нормированное на кон-
троль (относительное) значение поглощения МТТ
(570 нм). Индекс устойчивости (RI) вычисляли как от-
ношение IC50 устойчивых клонов к IC50 исходных
чувствительных клеток (RI = IC50HCT116/C/IC50HCT116).

Кривые роста клеток. Клетки рассеивали на чаш-
ки 3 см в плотности 80 × 103 клеток на чашку. Через
24 ч после рассева к клеткам добавляли цисплатин в
концентрации 18 мкМ и, спустя 24, 48 и 72 ч после
добавления агента, проводили подсчет общего числа
клеток в каждой экспериментальной точке с исполь-
зованием камеры Горяева. Для каждой эксперимен-
тальной точки клетки в чашке считали трижды. Дан-
ные представляли как среднее значение и его стан-
дартная ошибка в каждой временной точке.

Тест на зарастание царапины. Для проведения те-
ста на миграционную активность в монослое клеток
(12-луночный планшет) проводили прямые царапи-
ны с помощью наконечника дозатора на 200 мкл.
Фоторегистрацию царапины проводили в момент и
через 24 ч после нанесения царапин с помощью инвер-
тированного светового микроскопа. Для обработки
изображений и вычисления площади царапины ис-
пользовали программу Image J (Schneider et al., 2012).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор стартовой концентрации цисплатина для по-

лучения устойчивых клонов. В представленной работе
устойчивые к цисплатину клетки колоректального
рака человека на основе линии HCT116 были полу-
чены при циклической обработке исходных клеток
возрастающими концентрациями цисплатина. Для
выбора стартовой концентрации цитотоксического
агента провели тест МТТ, оценив жизнеспособность
родительских клеток HCT116 при действии возрас-
тающих концентраций цисплатина (рис. 1а, в). На
основе полученных данных была рассчитана кон-
центрация цисплатина, соответствующая концен-
трации IC50 для каждой временной точки (рис. 1б).
Чтобы сбалансировать интенсивность клеточной ги-
бели на начальных этапах получения устойчивых
клонов, в качестве стартовой была выбрана концен-
трация 9 мкМ, соответствующая IC50 в точке 48 ч.

Получение устойчивой к цисплатину линии клеток
HCT116/C. На рис. 2 схематично представлен про-
цесс индукции устойчивости клеток к цисплатину,
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примененной в представленной работе (рис. 2). Для
получения устойчивых клонов исходные клетки
HCT116 подвергали последовательным циклам об-
работки цисплатином в возрастающей концентра-
ции. Клетки обрабатывали цисплатином в стартовой
концентрации (9 мкМ), подобранной, как описано
выше, в течение 24 ч. Спустя 24 ч действия агента
среду меняли на свежую, не содержащую цисплатин.
После периода восстановления продолжительно-
стью 2–3 нед. образовавшиеся колонии собирали
0.5%-ным раствором трипсина–ЭДТА. Полученные
таким образом клетки выращивали в виде моно-
слойной культуры до сливания колоний, а затем
подвергались еще одному циклу обработки циспла-
тином по описанной выше методике.

После 2–3-х циклов обработки определяли ин-
декс устойчивости клеток (RI) для того, чтобы при-
нять решение об увеличении концентрации цитоток-
сического агента. RI является важным параметром
оценки степени устойчивости клеток к химическому
или физическому воздействию и широко использует-
ся при получении резистентных клеточных линий
(Zhang et al., 2006). Принято считать, что клетки с RI
в пределах 0–2 все еще считаются чувствительными,
тогда как устойчивость средней степени характеризу-
ется значением RI в диапазоне значений 2–10, превы-
шение которого (RI > 10) говорит о высокой устойчи-
вости клеток (Harker et al., 1989; Michalak et al., 2020).
При удвоении RI нами принималось решение о по-
вышении концентрации цисплатина вдвое для сле-
дующего цикла обработки клеток.

Рис. 1. Зависимость изменения жизнеспособности (ЖС) клеток HCT116 при действии цисплатина в различных концентра-
циях в течение 24–72 ч согласно результатам теста МТТ. Результаты теста представлены в виде графика изменения оптиче-
ской плотности, прямо пропорциональной ЖС клеток (а), и графика изменения (%) ЖС клеток (в) при действии цисплатина
на временных точках 24–72 ч. Цифры над кривыми (а) – концентрация цисплатина, мкМ. Результаты представлены относи-
тельно значений для контрольных необработанных цисплатином клеток в каждой временной точке, принятых за единицу
(а), или 100% (в). Горизонтальная линия на графиках (а, в) соответствуют IC50 (концентрации цисплатина для полумакси-
мального подавления ЖС); точные значения IC50, рассчитанные для каждой временной точки, приведены в таблице (б). На
графиках представлен результат усреднения 3–5 независимых экспериментов, вертикальные отрезки – стандартные ошибки
среднего (SEM).
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Для определения RI проводили перерасчет IC50
устойчивых клонов по результатам MTT-теста, и
вычисляли индекс устойчивости RI, как отноше-
ние IC50 устойчивых и чувствительных клеток
(RI = IC50HCT116/C/IC50HCT116). Концентрацию цис-
платина для обработки клеток удваивали при каж-
дом удвоении RI.

Данные МТТ-теста показали, что IC50 после од-
ного цикла обработки цисплатином в концентрации
9 мкМ, увеличилась до 12.5 мкМ, в результате чего
индекс устойчивости RI составил 1.4. Такой показа-
тель RI указывает на сохраняющуюся чувствитель-
ность клеток. В связи с этим проводили второй цикл
обработки цисплатином с теми же условиями, что и
первый. После второго цикла показатель RI превы-
сил 2, в связи с чем концентрацию цисплатина по-
высили до 18 мкМ. После 2–3-х циклов действия ци-
сплатина в концентрации 18 мкМ индекс RI отдель-
ных клонов был выше 14, что свидетельствует о
формировании высокой устойчивости. Далее обра-
ботку цисплатином продолжали при его концентра-
ции 40 мкМ.

Данные МТТ-теста показывают, что после 4–
6 циклов обработки цисплатином в возрастающей
концентрации клетки выдерживают до 48 ч действия
цисплатина, не достигая полумаксимального инги-
бирования жизнеспособности ни на одной из вы-
бранных концентраций (рис. 3). Более того, опреде-
ляемая с помощью МТТ-теста IC50 клеток после
шестого цикла была значительно выше IC50 роди-
тельских клеток и составила 250 мкМ, что соответ-
ствует индексу устойчивости RI = 27.8.

Таким образом, за 6–7 циклов обработки исход-
ных клеток HCT116 цисплатином в возрастающей
концентрации (9–40 мкМ) сформировалась 30-
кратная устойчивость.

Сравнительная характеристика скорости пролифе-
рации клеток линий HCT116 и HCT116/C.

Пониженная чувствительность клеток к цитоток-
сическому воздействию может быть обусловлена
низкой пролиферативной активностью клеток. Для
того, чтобы выяснить, не является ли наблюдаемое
снижение чувствительности клеток HCT116/C к ци-
сплатину следствием снижения темпа пролифера-
ции, мы провели сравнительный анализ скорости
деления устойчивых и чувствительных клеток. Для
этого строили кривые роста исходных клеток
HCT116, а также устойчивых клеток HCT116/C,
сформированных после 7-го цикла действия цис-
платина. Данные, представленные на рис. 3а, свиде-
тельствуют, что в клетках HCT116/C скорость про-
лиферации существенно не снижена и практически
совпадает с пролиферативной активностью роди-
тельских клеток HCT116 (рис. 4а).

Далее было проведено сравнение влияния цис-
платина на пролиферацию исходных и чувствитель-
ных клеток. Данные кривых роста показывают, что
при культивировании в присутствии 18 мкМ циспла-
тина чувствительных клеток HCT116 исходный размер
популяции сокращается более чем вдвое к 72 ч дей-
ствия агента, что свидетельствует об индукции кле-
точной гибели (рис. 4б). Увеличение популяции
устойчивых клеток HCT116/C замедляется в присут-
ствии цисплатина, однако не происходит такого со-
кращения популяции, как в чувствительных клетках
(рис. 4в). По данным кривых роста можно утвер-
ждать, что исходные клетки линии HCT116 гибнут
более интенсивно по сравнению с полученной рези-
стентной линией, поскольку при действии циспла-
тина в течение 72 ч число клеток в линии HCT116 в
15 раз меньше по сравнению с контролем, тогда как
в линии HCT116/С – только в 3 раза (рис. 4г–д), что

Рис. 2. Схема получения устойчивых к цисплатину клеток HCT116 (а) и кривые жизнеспособности (б) чувствительных
(HCT116) и устойчивых (HCT116/C) клеток после 4–6 циклов обработки цисплатином (10–50 мкМ) в течение 48 ч. а – Ис-
ходные клетки подвергали итеративной обработке цисплатином в возрастающих концентрациях (9, 18 и 40 мкМ); концентра-
цию цисплатина удваивали после каждого удвоения значения IC50 по мере приобретения клетками устойчивости. б – По
данным МТТ-теста; значение для контроля (необработанных клеток) принято за единицу для каждой клеточной линии.

Исходные клетки
Итеративная обработка

Устойчивые клетки НСТ116/С,

1 цикл: 24 часа, 14–21 сут

НСТ116, IC50
цисплатином, новые IC50

конечная IC50

восстановления
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Рис. 3. Графики изменения жизнеспособности чувствительных (HCT116) и устойчивых (HCT116/C) клеток после 4–6-ого
цикла обработки цисплатином (10–50 мкМ) в течение 48 ч. Данные представлены относительно необработанного цисплати-
ном контроля, принятого за единицу для каждой клеточной линии. Цифры справа от кривых – число циклов цисплатина.
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Рис. 4. Кривые роста популяции клеток HCT116 и HCT116/C в контроле и после обработки цисплатином (а–в), микрофото-
графии (г) и численность (д) их популяций. а – Изменение относительного количества чувствительных (HCT116) и устойчи-
вых клеток (HCT116/C) при культивировании в среде без цисплатина в течение 24–72 ч. б, в – Изменение относительного
количества соответственно исходных и устойчивых клеток в контроле (К) и при действии 18 мкМ цисплатина (Ц) в течение
24–72 ч; результаты представлены как отношение числа клеток в текущий момент к исходному числу клеток в день добавле-
ния агента, принятого за 1 для каждой клеточной линии. г – Репрезентативные фотографии клеток HCT116 и HCT116/C, не-
обработанных или обработанных цисплатоном (18 мкМ) в течение 72 ч. д – Численность популяций клеток HCT116 и
HCT116/C, необработанных или обработанных цисплатином (18 мкМ) в течение 72 ч (на основе кривой роста). Численность
популяции в контроле в точке 72 ч принята за единицу для каждой из линий, ее величины относительно соответствующего
контроля указаны над столбцами. Вертикальные отрезки – стандартная ошибка среднего (SEM).
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также свидетельствует о приобретении устойчиво-
сти полученной популяции к цисплатину.

Изменение миграционной активности клеток
HCT116 при приобретении устойчивости к цисплатину.
Для измерения основных параметров миграционной
активности клеток, таких как скорость, постоянство
и полярность используют тест на “зарастание цара-
пины” или раны. В ходе эксперимента анализирова-
ли царапины в монослое чувствительных (HCT116) и
устойчивых (HCT116/C) клеток после 4–6 циклов
обработки цисплатином в двух временных точках:
непосредственно после нанесения царапины (0 ч) и
через 24 ч. На репрезентативных микрофотографиях
царапин клеточного монослоя (24 ч после начала
эксперимента) видно, что устойчивые клоны прояв-
ляют повышенную миграционную активность по
сравнению с исходными клетками (рис. 5).

Таким образом, анализ in vitro показал более вы-
сокую миграционную способность химиорезистент-
ных клеток HCT116 при анализе миграции во время
заживлении раны. Это может указывать на то, что
при приобретении устойчивости клетки претерпева-
ют эпителиально-мезенхимный переход (ЭМП), что
увеличивает их способность к миграции.

Способность клеток мигрировать необходима для
многих физиологических процессов, включая эм-
бриональное развитие, заживление ран. Тем не ме-
нее, миграция клеток также участвует в ряде патоло-

гических процессов, таких как инвазия опухоли,
неоангиогенез и метастазирование.

Метастазирование неразрывно связано с устой-
чивостью к химиотерапии как клинически, так и
биологически, однако молекулярная основа этой
связи неизвестна. Существуют исследования, свиде-
тельствующие о том, что развитие химиорезистентно-
сти сопровождается приобретением метастатического
фенотипа и, соответственно, увеличенной миграцион-
ной активностью. Так, миграционная активность кле-
ток аденокарциномы толстой кишки человека HT-29,
устойчивых к 5-фторурацилу (5-FU), была выше по
сравнению с родительскими при культивировании в
присутствии 5-FU (Durinikova et al., 2018). Кроме то-
го, показано, что цисплатин-резистентные клетки
рака яичников IGROV1-CP обладают более высоки-
ми миграционными свойствами по сравнению с ро-
дительскими из-за дерегуляции ZEB1 (Cui et al.,
2018), а также из-за их способности к быстрой регу-
ляции фокальной адгезии через паксиллин, винку-
лин и талин (Huang et al., 2020). Следовательно, при-
обретение клетками химиорезистентности может
приводить к повышению их миграционного потен-
циала, что согласуется с нашими данными, получен-
ными в настоящей работе для цисплатин-устойчи-
вых клеток.

Один из возможных механизмов устойчивости
опухолевых клеток к цитотоксическому действию

Рис. 5. Изменение площади зарастания царапины в монослое клеток. а – Репрезентативные микрофотографии царапин в мо-
нослое чувствительных (HCT116) и устойчивых (HCT116/C) клеток после 4–6 циклов обработки цисплатином сразу (0 ч) и
спустя 24 ч после нанесения царапины. б – Изменение площади царапины при ее зарастании клетками вычисляли как отно-
шение площади царапины через 24 ч к площади через 0 ч после повреждения (%). Для вычисления площади царапин исполь-
зовали программу Image J. На гистограмме представлен результат усреднения трех независимых экспериментов для чувстви-
тельных (светлый столбик) и устойчивых (темные столбики) клеток, вертикальные отрезки – стандартная ошибка среднего
(SEM). Для проверки значимости различий использовали тест Манна−Уитни для сравнения с чувствительными клетками
каждый из устойчивых клонов попарно (*P < 0.05), а также группу устойчивых клонов (**P = 0.01).
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лекарств заключается в замедлении пролиферации
опухолевых клеток, снижении их метаболической
активности (уход в состояние покоя или сна). Одна-
ко представленные нами данные указывают, что по-
лученные устойчивые клетки имеют сравнимый с
родительскими пролиферативный потенциал и яв-
ляются метаболически активными. Таким образом,
можно заключить, что в реализацию наблюдаемой в
клетках HCT116/C устойчивости к цисплатину во-
влечены специфические механизмы химиорези-
стентности. Установление этих механизмов требует
дополнительных исследований.
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The Establishment and Characterization of the Cisplatin-Resistant Human 
Colon Cancer Cell Line
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To analyze the tumor recurrence mechanisms and the drug resistance it is important to generate model lines of tu-
mor cells that are resistant to the drug of interest. This paper describes the establishment of the cisplatin-resistant
colon cancer cell line HCT116 and characterizes some parameters of resistant cells, including the assessment of its
proliferative, metabolic and migration activity. The research results show that the line HCT116/C obtained has more
than 30-fold resistance to cisplatin compared to the original cells. Thus, as a result of our work, an in vitro model of
resistance to cisplatin in colorectal cancer cells was created, which opens up opportunities for future research on
overcoming drug resistance in vitro and searching for new approaches to anticancer therapy in vivo.

Keywords: oncology, colon cancer, chemoresistance, tumor recurrence, drug-resistant cells, cisplatin
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Цель настоящей работы заключалась в исследовании формирования и роста моно- (3D) и гетерогенных
(3D-2) сфероидов на основе комбинации опухолевых и стромальных клеток, имитирующих три типа
РМЖ: ER+/PR+, HER2+ и ER−/PR−/HER2− при воздействии 17-β эстрадиола (Е2) и TGFβ. Линии опухо-
левых клеток РМЖ MCF7, MDA-MB-231 и SK-BR-3 использовали в качестве моделей для формирования
3D-культур и фибробласты здоровой ткани молочной железы BN120f для формирования соответствую-
щих гетерогенных 3D-2 культур. Предложены единообразные условия 3D-культивирования всех трех
культур клеток РМЖ, позволяющие получать пролиферирующие сфероиды. При смешивании опухоле-
вых клеток и здоровых фибробластов в соотношении 1 : 4 внутреннее ядро формировали фибробласты, а
эпителиальные опухолевые клетки образовывали внешний слой 3D-2-структур. Морфологический ана-
лиз сфероидов показал, что при таком со-культивировании опухолевых и здоровых клеток в модели 3D-2
формируются более округлые и структурированные сфероиды по типу самоорганизации в микроткань в
сравнении с моно-культивированием опухолевых клеток в 3D-модели. Установлено, что Е2 стимулирует
пролиферацию клеток в составе сфероидов 3D и 3D-2 вне зависимости от имитации типа РМЖ входящих
в них опухолевых клеток, тогда как при культивировании в 2D-модели клетки MDA-MB-231 не чувстви-
тельны к 17β-эстрадиолу. В составе сфероидов клетки MDA-MB-231 утрачивали, а SK-BR-3 приобретали
чувствительность к пролиферативному воздействию TGFβ. Таким образом, показано, что клеточные 3D-
и 3D-2-модели РМЖ являются важным инструментом при изучении опухолевой прогрессии и востребо-
ваны при тестировании новых противоопухолевых подходов, несмотря на существующие 2D-модели.

Ключевые слова: рак молочной железы, 17-β эстрадиол, трансформирующий фактор роста бета (TGFβ), ре-
цептор эпидермального фактора роста 2-го типа (HER2), опухолевые клетки, фибробласты, клеточные
линии, 3D культуры клеток
DOI: 10.31857/S0041377122040046

Рак – одна из ведущих причин смерти взрослого
населения в мире, которая в 2020 г. унесла жизни по-
чти 10 млн человек (Ferlay et al., 2021). В 2020 г. лиде-
ром по выявлению новых случаев заболевания
(2.26 млн. случаев) был рак молочной железы
(РМЖ), что делает его исследование актуальной
биомедицинской проблемой. РМЖ – это гетероген-
ное заболевание как на гистологическом, так и на
молекулярном уровне, опухолевые образования ко-
торого состоят из генетически измененных опухоле-

вых клеток, взаимодействующих с нормальными и
ассоциированными с опухолью фибробластами, эн-
дотелиальными клетками, перицитами и иммунны-
ми клетками (Fouad, Aanei, 2017). Разделение на
определенные типы РМЖ проводят на основании
экспрессии ключевых молекулярных маркеров – ре-
цепторов эстрогена (ER), прогестерона (PR) и ре-
цептора эпидермального фактора роста человека
2-го типа (HER2) (Zubair et al., 2021).

Развитие РМЖ часто связано с нарушением регу-
ляции биосинтеза гормонов и факторов роста. Гор-
моны эстрогенового ряда, такие как 17-β эстрадиол
(E2), способны ингибировать апоптоз в клетках гор-
мон-зависимого РМЖ и играют ключевую роль в его
прогрессировании (Fernando, Wimalasena, 2004). Е2
играет важную роль в регуляции физиологических

Принятые сокращения: E2 – 17-β эстрадиол; РМЖ – рак мо-
лочной железы; EGF и EGFR – эпидермальный фактор роста
и рецептор EGF соответственно; HER2 и HER3 – рецептор
эпидермального фактора роста 2-го и 3-го типа соответствен-
но; TGFβ – трансформирующий фактор роста бета.

УДК 57.085.23:616-006.66

EDN: BHJZWA
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процессов как у женщин, так и у мужчин, и вовлечен
в патологии молочной железы (Acconcia, Marino,
2011; Fernando, Wimalasena, 2004). Для опухолевых
клеток молочной железы, которые экспрессируют
ER, гормоны эстрогенового ряда способствуют раз-
витию и прогрессированию РМЖ, стимулируют ин-
вазию и метастазирование опухолевых клеток в отда-
ленные органы или лимфатические узлы (Park et al.,
2016). Поэтому терапия, направленная на ингибирова-
ние активации ER, достаточно успешна в клинике. В
то же время показано, что терапевтическое блокиро-
вание активации ER является стрессовым фактором,
способствующим сильным компенсаторным меха-
низмам, в том числе в раковых клетках (Suba, 2020).
В случае, когда передача сигналов через ER полно-
стью подавлена, опухолевые клетки демонстрируют
неконтролируемую пролиферацию, и может наблю-
даться рост опухоли (Suba, 2020). Таким образом,
взаимосвязь функционального состояния ER и опу-
холевой прогрессии при РМЖ очевидна.

Трансформирующий фактор роста β (TGF-β) яв-
ляется важнейшей сигнальной молекулой иммун-
ной системы, он регулирует генерацию и эффектор-
ные функции многих типов иммунных клеток (San-
jabi et al., 2017). В микроокружении опухоли он
оказывает выраженное иммуносупрессивное дей-
ствие, и его повышенное содержание коррелирует с
плохим ответом на иммунотерапию. Реакцией боль-
шинства клеток взрослого организма на стимуля-
цию TGF-β является активация пролиферации,
дифференцировки, адгезии, метаболических изме-
нений и клеточной гибели (Batlle, Massagué, 2019).
TGF-β функционирует как опухолевый супрессор,
который может индуцировать апоптоз в пред-злока-
чественных клетках и подавлять пролиферацию в
клетках карциномы. Однако клоны раковых клеток,
которые инактивируют или изменяют путь TGF-β,
могут использовать коммуникацию с помощью
TGF-β для опухолевой прогрессии, в том числе при
развитии РМЖ (Tian, Schiemann, 2017). Все эти дан-
ные указывают на важность исследования влияния
E2 и TGF-β на развитие и прогрессирование опухо-
левых клеток при РМЖ.

2D- и 3D-клеточные модели онкологических за-
болеваний позволяют осуществлять функциональное
профилирование опухолей и выявлять молекуляр-
ные и клеточные ансамбли, участвующие в патоге-
незе (Jo et al., 2018; Weiswald et al., 2015). 2D-культиви-
рование имеет много ограничений из-за того, что
клетки в 2D-модели не могут воспроизвести архи-
тектуру и функциональные особенности тканей
in vivo (Costa et al., 2016). Исследования последних
лет показывают способность 3D-культур поддержи-
вать особенности молекулярного фенотипа опухоле-
вых клеток, которые наблюдаются в условиях in vivo, и
такие модели позволяют оценивать действие гор-
монов и ростовых факторов в опухолевой прогрес-
сии (Weiswald et al., 2015). 3D-культуры по сравнению
с культурами 2D дают возможность моделировать мно-

гоклеточное микроокружение опухоли, более полно
отражая ее индивидуальные особенности и оцени-
вать пролиферацию и дифференцировку клеток,
анализировать ответы на стимулы, выявлять особен-
ности метаболизма лекарств и т.д. (Antoni et al., 2015).

Трехмерные модели РМЖ обеспечивают как эти-
ческие, так и экономические преимущества при
прогностической оценке ответа опухоли на лечение,
например, химио- и таргетную терапию, устраняя
разрыв между 2D-культурами и исследованиями
in vivo на животных, тем самым сокращая количе-
ство животных, умерщвляемых в доклинических ис-
следованиях (Langhans, 2018). Однако большинство
современных 3D-моделей состоят только из одного
типа клеток, в то время как для физиологической ре-
левантности модель должна также учитывать слож-
ные межклеточные взаимодействия в микроокруже-
нии опухоли и быть гетерогенной, то есть содержать
не только опухолевые клетки. Гетерогенные 3D сфе-
роиды, сформированные опухолевыми и стромаль-
ными клетками, далее называются 3D-2-сфероиды
по аналогии с моделями, описанными в литературе
(Osswald et al., 2019). 3D-2 является наиболее репре-
зентативной моделью опухоли, в которой может
происходить взаиморегуляция метаболических про-
цессов при паракринной секреции цитокинов и
факторов роста клетками с различным гистологиче-
ским происхождением.

В настоящей работе в качестве опухолевых клеток
для формирования 3D-культур использовали им-
мортализованные культуры РМЖ: клетки гормон-
зависимой аденокарциномы MCF7, клетки гормон-
независимой HER2-положительной аденокарцино-
мы SK-BR-3 и трижды негативной аденокарциномы
MDA-MB-231. Первичную клеточную культуру фиб-
робластов BN120f, полученную из ткани здоровой
молочной железы использовали для создания 3D-2-
модели РМЖ. Основная задача исследования заклю-
чалась в сравнении пролиферативного ответа на сти-
муляцию Е2 и TGF-β в клеточных моделях 2D, 3D и
3D-2 на основе опухолевых клеток, имитирующих три
типа РМЖ (ER+/PR+, HER2+ и ER−/PR−/HER2−).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Реактивы и материалы. Использовали следующие
реактивы: культуральные среды Iscove`s Modified
Dulbecco`s Medium (IMDM), Dulbecco`s Modified
Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) и
Leibovitz`s L-15 (L-15), эмбриональная бычья сыво-
ротка (FBS), раствор антибиотиков-антимикотиков
(пенициллин, стрептомицина сульфат, амфотери-
цин) и TrypLETM Express Enzyme (GIBCO, Life Tech-
nologies, США), GlutaMAXTM (GIBCO, Invitrogen,
Франция), зеоцин (Thermo Fiesher, США), натрий-
фосфатный буфер (PBS), бычий сывороточный аль-
бумин (BSA; Amresco, США), Trypan Blue Stain 0.4%
(Logos Biosystems, Южная Корея), B-27™ Plus Sup-
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plement, рекомбинантный белок человека FGF-basic
(LifeTechnologies, США), EGF человека, инсулин
человека, 17-β-эстрадиол, трансформирующий фак-
тор роста бета (TGF-β) (Sigma-Aldrich, Германия),
(Amresco, США), гистологический гель Tissue-Tek
O.C.T. Compound (Electron Microscopy Sciences,
США), монтирующая среда для гистологических
препаратов Витрогель, гематоксилин и эозин водно-
спиртовой концентрированный (Biovitrum, Россия);
флаконы для культивирования с площадью поверх-
ности 25 см2 (TPP, Швейцария), 96-луночные план-
шеты с U-образными лунками (Thermo Scientific,
Япония), электронные планшеты E-plate RTCA
(ASEA Biosciences, США).

Оборудование. Использовали центрифугу Minisp-
in (Eppendorf, Германия), СО2-инкубатор (Heraeus,
Германия), инвертированный микроскоп Axio Skope
2 Plus (Carl Zeiss, Германия) и Eclipse Ti2 (Nikon Cor-
poration, Япония), криотом NX 70 (Thermo FS, Гер-
мания) и систему iCELLigence Real Time Cell Analyz-
er (RTCA; ASEA Biosciences, США).

Клетки и культивирование. В качестве опухолевых
клеток для формирования сфероидов 3D-культур
(моно-культивирование) использовали иммортали-
зованные коллекционные культуры: клетки адено-
карциномы молочной железы человека линии
MCF7, клеточную линию аденокарциномы молоч-
ной железы человека SK-BR-3, любезно предостав-
ленную С.М. Деевым (Институт биоорганической
химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Ов-
чинникова РАН, Москва), клеточную линию адено-
карциномы молочной железы человека MDA-MB-
231 (Российская коллекция клеточных культур, ЦВТ
ХИМРАР, Москва) и эмбриональные клетки надпо-
чечников человека HEK-293T (Российская коллек-
ция клеточных культур позвоночных, Институт ци-
тологии РАН, Санкт-Петербург) для сборки
вирусных частиц и проведения трансдукции. В
табл. 1 приведена сводная характеристика опухоле-
вых клеток по экспрессии рецепторов фактора роста
и гормонального статуса. В качестве модели стро-
мальных клеток для последующего получения гете-
рогенных моделей 3D-2 использовали первичную
культуру фибробластов BN120f, полученную из здо-
ровой ткани молочной железы по методологии, опи-
санной ранее (Nushtaeva et al., 2018).

Клетки линии MCF7 и BN120f культивировали в
среде IMDM, клетки линии MDA-MB-231 – в среде
L-15, клетки линии SK-BR-3 и HEK-293T – в среде

DMEM/F-12, содержащей 10% эмбриональной
бычьей сыворотки (FBS) (Gibco™, США), 2 мМ
L-глутамина, раствор антибиотиков-антимикоти-
ков (100 ед/мл пенициллина, 0.1 мг/мл стрептоми-
цина и 0.25 мкг/мл амфотерицин).

Клетки снимали с подложки с помощью TripLE ™
при достижении монослоя, открепленные клетки
разбавляли полной ростовой средой в соотношении
объемов 1 : 3–1 : 4 для продолжения культивирова-
ния. Все клетки культивировали в в условиях
стандартной влажности при температуре 37.0 ± 1.0°С
в атмосфере СО2 (5.0 ± 0.5%).

Культивирование сфероидов проводили при
стандартных условиях в планшетах c U-образным
дном Nunclon™ Sphera (Thermo Scientific™, Япония)
в питательной среде DMEM/F-12 в присутствии
EGF (20 нг/мл), bFGF (20 нг/мл), инсулина
(5 мкг/мл), 2% B27 и 0.4% BSA (Yuan, 2011). Форми-
рование и культивирование сфероидов проводили в
двух режимах – моно-культивирования (3D), при
котором сфероид формировался только из культур
опухолевых клеток (103 клеток на 1 лунку) и со-культи-
вирования опухолевых и стромальных клеток (3D-2;
соотношение клеток на 1 лунку 1 : 1 или 1 : 4 клеток).

Получение лентивирусных частиц и трансдукция
эукариотических клеток для получения линий, проду-
цирующих флуоресцентные белки mKate2 и eGFP.
Сборку вирусных частиц, псевдотипированных по-
верхностным белком G вируса везикулярного стома-
тита (VSV), проводили в клетках линии HEK-293T, ис-
пользуя стандартный протокол кальций-фосфатной
трансфекции (Kingston et al., 2003). В качестве лен-
тивирусного вектора использовали систему из трёх
плазмид: psPAX2 (12260; Addgene, США) – пакую-
щий вектор; pMD2.G (12259; Addgene, США) – век-
тор оболочки, и векторные лентивирусные плазми-
ды с необходимым для встройки геном: CDH-EF1a-
Luc2-IRES-mKate2, кодирующая флюоресцентный
белок mKate2 (λEx = 588 нм, λEm = 633 нм), или pLVX-
CMV-Fluc-P2A-EGFP-PGK-Puro, кодирующая зе-
леный флюоресцентный белок eGFP (λEx = 488 нм,
λEm = 509 нм). Клетки HEK-293T заранее рассаживали
в лунки 6-луночного планшета. Векторные плазмиды
psPAX2, pMD2.G, CDH-EF1a-Luc2-IRES-mKate2
(или pLVX-CMV-Fluc-P2A-EGFP-PGK-Puro) инку-
бировали с буфером HBS (50 мM Hepes, 10 мM KCl,
12 мM декстрозы, 1.5 мM NaH2PO4, 280 мM NaCl, pH
7.05 ± 0.05). Полученный раствор добавляли по кап-
лям к растущим клеткам HEK-293T. Через 48 ч куль-

Таблица 1. Характеристика опухолевых клеток

Клетки, 2D-модели Гормональный статус Наличие рецепторов факторов роста Тип РМЖ

MCF7 Гормон-зависимая HER2−/HER3−/EGFR− Люминальный тип А

MDA-MB-231 Гормон-независимая HER2−/HER3−/EGFR+, − Трижды негативный тип

SK-BR-3 Гормон-независимая HER2high/HER3−/EGFR+ Тип HER2
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туральную среду от клеток HEK-293T пропускали
через фильтр с размером пор 0.45 мкм. Вирусные ча-
стицы концентрировали центрифугированием при
20000 g в течение 90 мин при 4°С (Simmons, Alberola-
Ila, 2016). К осадку вируса добавляли 100 мкл культу-
ральной среды, инкубировали 40 мин при 4°С, пери-
одически перемешивая, после чего добавляли вирус к
клеткам MCF7, SK-BR-3 и MDA-MB-231, растущим в
24-луночных планшетах, добавляли среду с концен-
трированным вирусом в присутствии полибрена
(8 мкг/мл). Планшет с клетками центрифугировали
40 мин при 37°С, после чего клетки с вирусом инку-
бировали в течение 24 ч в стандартных условиях. Че-
рез 48 ч после трансдукции к клеткам добавляли ан-
тибиотик пуромицин (1 мкг/мл) для селекции кле-
ток, экспрессирующих целевые нуклеотидные
последовательности и продолжали культивирова-
ние. Эффективность селекции оценивали методом
флуоресцентной микроскопии.

Морфологический анализ 3D-моделей опухолевых
сфероидов и 3D-2-моделей опухолево-стромальных
сфероидов. Микроскопический анализ формирова-
ния и роста сфероидов проводили с помощью мик-
роскопа Nikon Eclipse Ti-S (Nikon, Япония). Изобра-
жения анализировали с помощью программного
обеспечения NIS-Elements. Размеры сфероидов вы-
считывали по формуле объема сферы V = 0.5LW2, где
L определяется как диаметр, соединяющий пару са-
мых дальних точек на контуре сфероида, а W – наи-
больший диаметр, перпендикулярный L (Chen et al.,
2014). По полученным данным строили гистограм-
мы роста сфероидов.

Для гистологического анализа сфероиды 3D-
культур и гетерогенных 3D-2-культур РМЖ заклю-
чали в гистологический водорастворимый реагент
гель Tissue-Tek O.C.T. Compound (Electron Microsco-
py Sciences, США) на основе гликоля и смол, созда-
ющий идеальную среду для заморозки тканей и при-
готовления криосрезов на криотомах. Срезы толщи-
ной 5 мкм изготавливали на криотоме NX 70
(Thermo FS, Германия), окрашивали гематоксили-
ном и эозином по стандартной схеме. Окрашенный
срез заключали в монтирующую среду для гистологи-
ческих препаратов Витрогель (Biovitrum, Россия).
Окрашенные срезы визуализировали с использовани-
ем микроскопа Axio scop 2 Plus (Carl Zeiss, GmbH).

Определение жизнеспособности клеток в режиме
реального времени на системе iCELLigence. Клетки
(3 × 106 на 1 флакон) выращивали в культуральных
флаконах площадью 25 см2 в стандартных услови-
ях. Клетки открепляли от подложки с помощью
TripLE™. Пролиферацию и жизнеспособность кле-
ток контролировали в режиме реального времени
через систему iCELLigence Real Time Cell Analyzer
(RTCA) (ASEA Biosciences), которая позволяет ис-
следовать динамику роста адгезивных культур кле-
ток в режиме реального времени по описанной ранее
методологии (Koval et al., 2015). Действие прибора

основано на том, что в подложку E-plate для роста
клеток встроены электроды, и присутствие клеток
на поверхности электородов влияет на локальное со-
противление на границе электрода с раствором: чем
больше клеток прикрепляется к электродам, тем вы-
ше будет сопротивление. Сопротивление является
измеряемой величиной (Cell Index, CI) при оценке
скорости пролиферации, числа клеток, изменения
морфологии и жизнеспособности клеток. Кле-
точный индекс (CI) рассчитывали для каждой лунки
E-планшета с помощью программного обеспечение
RTCA 1.2 (Roche Diagnosis, Франция). Кривые роста
были сгенерированы в реальном времени из систе-
мы iCELLigence.

Клетки высаживали (30 тыс. клеток на 1 лунку) на
8-луночные E-plate со встроенной матрицей микро-
электронных датчиков в общем объеме 500 мкл пол-
ной культуральной среды. На первом этапе экспери-
мента измеряли 100 мкл полной культуральной сре-
ды для анализа фона.

Статистическая обработка. Обработку полученных
результатов проводили в программе STATISTICA 10.0.
Для определения групповых средних и ошибок сред-
него использовали описательную статистику (Descrip-
tive statistic). Данные по изменению объема опухолевых
сфероидов анализировали с использованием Repeated
Measures ANOVA с градациями факторов “экспери-
ментальное воздействие” (стимуляция трансформи-
рующим фактором роста бета (TGF-β), Е2 или от-
сутствие стимуляции) с последующей оценкой меж-
групповых различий с помощью апостериорного
критерия (Post-hoc) Ньюмана-Кеулса (Newman-
Keuls test).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Морфологический анализ моделей 3D и 3D-2
РМЖ. Перекрестное взаимодействие между опухо-
левыми клетками и фибробластами в микроокруже-
нии опухоли влияет на секрецию факторов роста и
цитокинов (хемокинов), которые, в свою очередь,
поддерживают рост или жизнеспособность опухоле-
вых клеток, индуцируют неоваскуляризацию и им-
муносупрессию клеток в микроокружении при
РМЖ (Majety et al., 2015). Чтобы понять механизмы,
лежащие в основе перекрестного взаимодействия
между опухолевыми клетками и фибробластами
in vitro, необходима система совместного культиви-
рования, в которой опухолевые клетки могут взаи-
модействовать с фибробластами, подобно взаимо-
действию in situ.

Для получения 3D и гетерогенных 3D-2-моделей
РМЖ использовали пластик с низкими адгезивными
свойствами и среду DMEM/F12 с добавлением росто-
вых факторов, как указано в разделе “Материал и
методика”. На рис. 1 представлены фотографии по-
лученных сфероидов в проходящем свете на 10-е сут
культивирования. Наиболее крупные сфероиды с
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четкой границей были сформированы клетками
культуры SK-BR-3. Уплотнение в центре сфероида
указывало на наличие некротического ядра. Самые
мелкие сфероиды были получены из клеток культу-
ры трижды негативного РМЖ MDA-MB-231 и были
представлены в виде организованного сфероида из
клеток-колоний. Размер сфероидов из клеток гор-
мон-зависимой культуры MCF7 был сопоставим с
размером сфероида, сформированного клетками
культуры SK-BR-3, но не имел четко очерченной
границы и плотного некротического ядра.

При добавлении фибробластов BN120f к опухоле-
вым клеткам и последующем со-культивировании
тенденция к различию размеров сфероидов сохраня-
лась: самыми крупными оставались сфероиды из кле-
ток SK-BR-3, а самыми мелкими – MDA-MB-231.
Можно предположить, что опухолевые клетки с вы-
сокой скоростью пролиферации вносят основной
вклад в размер сфероидов, тогда как медленно про-
лиферирующие здоровые клетки BN120f растут с
одинаковой скоростью в составе различных культур
3D-2 (рис. 1).

Динамика изменений морфологии сфероидов 3D
и 3D-2 показала, что добавление фибробластов к
опухолевым клеткам в модели 3D-2 ведет к более
раннему формированию плотных структур с более
округлой формой, чем при моно-культивировании в
режиме 3D (рис. 2, со-культивирование с BN120f).
Для клеток SK-BR-3 этот эффект был отмечен на
ранних стадиях культивирования (1–3 сут), а для
клеток MDA-MB-231 – на протяжении всего наблю-
дения (7 сут).

Для визуализации взаимного расположения опу-
холевых и стромальных клеток в сфероидах были по-
лучены линии опухолевых клеток MCF7, SK-BR-3 и
MDA-MB-231, стабильно экспрессирующие крас-
ный флуоресцентный белок mKate2 (рис. 3). Фиб-
робласты BN120f экспрессировали зеленый флуо-
ресцентный белок eGFP (рис. 3). При смешивании
опухолевых клеток и здоровых фибробластов в соот-
ношении 1 : 4 внутренней каркас формировали фиб-
робласты, а эпителиальные опухолевые клетки обра-
зовывали внешний слой 3D-2-структур (рис. 4).
Формирование внутреннего каркаса из фибробла-
стов не зависело от типа используемых опухолевых
клеток.

Анализ препаратов образцов сфероидов, окра-
шенных гематоксилин-эозином, показал, что при
со-культивировании опухолевых и стромальных
клеток в модели 3D-2 происходит формирование
внутренних стромальных прослоек среди эпители-
альных долек, подобных строению опухолевой ткани
РМЖ in vivo (рис. 5). Можно видеть, что сфероиды SK-
BR-3 формируют более плотные межклеточные кон-
такты как в случае моно-культивирования, так и в мо-
дели 3D-2. В случае культуры MDA-MB-231 добавле-
ние фибробластов к опухолевым клеткам в 3D-2-мо-
дели ведет к уплотнению межклеточных контактов с
прослойкой стромальных клеток (рис. 5).

Пролиферация клеток РМЖ в двумерной (2D) мо-
дели при воздействии гормоном Е2 и фактором роста
TGF-β. Для анализа влияния экзогенных стимулов
на пролиферацию клеток иммортализованных куль-
тур MCF7, SK-BR-3 и MDA-MB-231, а также клеток

Рис. 1. Сравнительный анализ размеров, формы и плотности сфероидов РМЖ трех клеточных линий, культивируемых в ре-
жиме моно-культивирования (3D) и со-культивирования с фибробластами (3D-2). 10-е сут культивирования. Микроскопия
в проходящем свете. Увел. об.: 10×.
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первичной культуры фибробластов, полученной из
здоровой ткани молочной железы BN120f, проводи-
ли мониторинг роста клеток в режиме реального
времени на приборе iCelligence. К клеткам, находя-
щимся в логарифмической фазе роста добавляли Е2
(1 нМ) или TGF-β (5 нг/мл) и продолжали культиви-
рование в стандартных условиях (Tian, Schiemann
2017). К контрольным образцам добавляли физиоло-
гический раствор. Величина клеточного индекса CI
(Cell Index) отражает относительное количество кле-
ток в лунке в каждый момент времени.

Можно видеть, что E2 оказывает стимулирующее
влияние на пролиферацию всех исследуемых клеток
РМЖ – как гормон-зависимых, так и гормон-неза-
висимых (рис. 6). При этом минимальный стимули-

рующий эффект отмечен для клеток гормон-незави-
симого типа MDA-MB-231. В то же время E2 не вли-
яет на пролиферацию здоровых фибробластов
BN120f.

Существенную симуляцию пролиферации ока-
зывало добавление TGF-β к клеткам трижды нега-
тивного типа РМЖ MDA-MB-231 – значение CI уве-
личивалось в 4 раза по сравнению с контрольными
клетками (рис. 6). В случае клеток MCF7 эффект уси-
ления пролиферации под действием TGF-β был не-
продолжительным (рис. 6), а в случае клеток SK-BR-3
(рис. 6) наблюдали незначительное снижение про-
лиферации. Таким образом, клетки гормон-зави-
симой линии РМЖ MCF7 и гормон-назависимой
SK-BR-3 менее чувствительны к TGF-β. Пролифе-

Рис. 2. Динамика роста сфероидов РМЖ трех клеточных линий при моно-культивировании (3D) и со-культивировании с
фибробластами BN120f (3D-2). Данные ежедневного мониторинга в течение 7 сут культивирования. Микроскопия в прохо-
дящем свете. Увел. об.: 10×.
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Рис. 3. Репрезентативные изображения клеток трех клеточных линий РМЖ, продуцирующих красный флуоресцентный бе-
лок mKate2 и фибробластов BN120f, продуцирующих зеленый флуоресцентный белок eGFP. Увел. об.: 10×.

BN120f

MCF7 MDA-MB-231 SK-BR-3

Рис. 4. Распределение опухолевых (красное свечение) и стромальных (зеленое свечение) клеток в гетерогенной модели 3D-2.
Формирование сфероидов в течение 1, 3 и 7 сут культивирования. Увел. об.: 10×.
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рация здоровых фибробластов BN120f незначитель-
но усиливалась при добавлении TGF-β.

Можно сделать вывод, что клетки, имитирующие
гормон-зависимый тип РМЖ и тип HER2+ более
чувствительны к Е2, а клетки трижды негативного
РМЖ – к TGF-β в используемых концентрациях.

Пролиферация клеток в составе полученных моде-
лей РМЖ 3D и 3D-2 при стимуляции Е2 и TGF-β.
Пролиферативную способность клеток в составе
сфероидов оценивали по динамике изменения их
размера, выраженного через изменение объема сфе-
роида в процессе культивирования, предполагая,
что увеличение объема сфероида отражает жизне-
способность делящихся клеток.

Формирование сфероидов анализировали каж-
дые 24 ч на протяжении 9 сут. При анализе размеров
сфероидов в первые и последние сут эксперимента и
для оценки различий влияния стимулирующего фак-
тора использовали t-критерий Стьюдента (рис. 7). Раз-
личия считали достоверно значимыми при P < 0.05. На
рис. 7 представлены данные о размерах сфероидов
при моно-культивировании (3D) и со-культивиро-
вании (3D-2) для культур опухолевых клеток MCF7,
SK-BR-3 и MDA-MB-231 при стимуляции E2 и
TGF-β. Из представленных данных видно, что ни
E2, ни TGF-β не снижали жизнеспособности сферо-
идов в исследуемых моделях.

Мы обнаружили, что при стимуляции E2 проис-
ходит увеличение объема сфероидов как при моно-
культивировании опухолевых клеток, так при со-

культивировании с фибробластами BN120f вне зави-
симости от использованных опухолевых клеток. Мы
предполагаем, что положительный эффект E2 на
рост сфероидов может объясняться тем, что E2 спо-
собствует самоорганизации сфероида на начальных
стадиях. Добавление TGF-β эффективно стимули-
ровало рост сфероидов SK-BR-3 как при моно-куль-
тивировании, так и в режиме 3D-2-моделей, но не
влияло на сфероиды MCF7 и MDA-MB231.

Суммируя полученные данные, можно заклю-
чить, что вектор влияния Е2 и TGF-β на рост сферо-
идов при моно-культивировании сохраняется и при
культивировании в формате 3D-2 культуры с фиб-
робластами BN120f. Сравнение роста культур в ре-
жимах 2D- и 3D-культивирования опухолевых кле-
ток при воздействии Е2 и TGF-β выявило различия
и сходство в ответе на стимуляцию. Так, стимуляция
17β-эстрадиолом вела к увеличению пролиферации
клеток как в составе 2D-, так и 3D-культур. Эффект
от добавления TGF-β различался для 2D и 3D куль-
тур: отсутствовала стимуляция роста MDA-MB-231
(рис. 7) и появлялась стимуляция роста клеток
SK-BR-3 (рис. 7) в составе 3D-клеточных моделей.

Таким образом, мы показали, что стимуляция Е2
опухолевых и опухолево-стромальных сфероидов
ведет к увеличению их объема, что позволяет сделать
вывод о позитивном влиянии гормонального фактора
на жизнеспособность сфероидов как гормон-зависи-
мых, так и гормон-независимых клеточных культур.
Мы предполагаем, что положительный эффект сти-
муляции Е2 сфероидов при моно-культивировании

Рис. 5. Гистологические срезы сфероидов РМЖ трех клеточных линий при моно-культивировании (3D) и со-культивирова-
нии с фибробластами BN120f (3D-2) через 6 сут. Световая микроскопия. Окрашивание гематоксилин-эозином. Черным
квадратом выделен участок формирования стромальной прослойки (стрелки). Увел. об.: 40×.
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может объясняться тем, что 17β-эстрадиол способ-
ствует самоорганизации сфероида. Кроме того, сле-
дует отметить, что ни Е2, ни TGF-β не снижали жиз-
неспособности сфероидов в исследуемых моделях.

Более того, показано, что чувствительность опухо-
левых клеток в 2D- и 3D-моделях РМЖ по отношению
к гормональным и ростовым стимулам отличается, что
указывает на важность применения 3D-культур при
тестировании опухолевых клеток на чувствитель-
ность к различным препаратам.

ОБСУЖДЕНИЕ
Создание 3D-клеточной модели РМЖ предпола-

гает формирование близких к сферическим струк-
тур, представляющих собой самоорганизованные
кластеры-колонии клеток с тканеподобной архитек-
турой (Weiswald et al., 2015). Разработка оптимизиро-
ванного, воспроизводимого и дешевого метода по-
лучения 3D-сфероидов все еще является актуальной
задачей. В нашей работе предложены единообраз-
ные условия 3D-культивирования для трех культур
клеток РМЖ – MCF7, MDA-MB-231 и SK-BR-3,
позволяющие получать пролиферирующие сферои-
ды. Среди указанных линий, получение сфероидов
клеток SK-BR-3 можно отнести к наиболее слож-
ным задачам. Так, при сравнении 42-х методов полу-
чения сфероидов из тех же опухолевых клеток РМЖ
(MCF7, MDA-MB-231 и SK-BR-3) авторы отмечали
значительные отличия способности к сферообразо-

ванию между ними (Froehlich et al., 2016). Культура
клеток MCF7 позволяла получить сфероиды при
всех исследуемых способах получения, клетки
MDA-MB-231 формировали сфероиды только в од-
ном случае – при наслоении клеток на 3.5%-ный
матригель, – а культура клеток SK-BR-3 не позволи-
ла получить сфероиды ни при каких из исследуемых
условий (Froehlich et al., 2016). В другой работе (Boy-
er et al., 2021) авторам удалось получить 3D-культуру
клеток SK-BR-3 при использовании культурального
пластика Nunclon™ Sphera™ (Thermo Fisher Scientif-
ic, США), однако полученные структуры они опи-
сывали как рыхлые разветвленные агрегаты без чет-
кой внешней границы. Поэтому предложенный в
нашей работе метод получения крупных сфероидов
SK-BR-3 с четкой округлой границей позволяет в
дальнейшем воспроизводимо получать 3D модель
SK-BR-3, а также формировать гетерогенные сферо-
иды на их основе.

Гетерогенные сфероиды, состоящие из опухоле-
вых клеток и клеток, имитирующих опухоль-ассо-
циированные фибробласты, позволяют изучать вза-
имодействие опухоли с внеклеточным матриксом
(Majety et al., 2015). Такие 3D-2-структуры также по-
лезны для изучения побочных эффектов при химио-
и радиотерапии, например, фиброза молочной же-
лезы, который является основным непрямым токси-
ческим последствием радиотерапии при РМЖ (Ya-
kavets et al., 2020). В нашей работе для получения ге-
терогенных 3D-2-моделей РМЖ, состоящих из

Рис. 6. Влияния гормона Е2 и TGF-β на жизнеспособность клеток MCF7, SK-BR-3, MDA-MB-231 и BN120f (2D-модели) в
режиме реального времени на приборе iCelligence. Через 48 ч после культивирования в стандартных условиях к клеткам до-
бавляли 1 нМ/мл Е2 или 5нг/мл TGF-β (TGF) и продолжали культивирование. В качестве контроля использовали физиоло-
гический раствор. Представлены кривые пролиферации в режиме реального времени. Момент добавления препаратов обо-
значен стрелкой. CI (Cell Index) – относительная величина пролиферации клеток.
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опухолевых клеток и фибробластов, мы использова-
ли тот же метод, как и для 3D культур. Добавление
фибробластов ускоряло процесс формирования опу-
холево-стромальных сфероидов, что согласуется с

данными из литературы (Yakavets et al., 2020; Pal,
2020), в которых показано, что добавление фиброб-
ластов MRC-5 или мезенхимальных стволовых кле-
ток к клеткам MCF7 в условиях сферообразования

Рис. 7. Влияния Е2 и TGF-β на размеры сфероидов РМЖ трех клеточных линий в модели 3D (левые гистограммы) и 3D-2 (со-
культивирование с клетками BN120f, правые гистограммы) при стимуляции Е2 и TGF-β в первые и девятые сутки культиви-
рования. К – контроль. Результаты представлены как среднее значение и его ошибка. Различия достоверны при *P < 0.05,
**P < 0.01 и ***P < 0.001 по критерию Ньюман–Кеулса.
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вело к получению более крупных и хорошо оформ-
ленных гетерогенных клеточных структур, когда
опухолевые клетки формировали внешний слой, а
внутреннее ядро формировали фибробласты. Эти
данные согласуются с полученными нами результа-
тами, демонстрирующими формирование фиброб-
ластами внутреннего ядра в гетерогенных сферои-
дах. Тем не менее, обнаруженного нами эффекта
ускорения самоорганизации в плотные сфероиды
при со-культивировании клеток SK-BR-3 и фиброб-
ластов ранее описано не было.

Мы показали, что стимуляция 17-β эстрадиолом и
TGF-β по-разному влияла на пролиферацию клеток
в 2D и 3D культурах одних и тех же линий. В 2D-
культурах клетки, имитирующие гормон-зависимый
тип РМЖ и тип HER2+ были более чувствительны к
Е2, а клетки трижды негативного РМЖ – к TGF-β в
используемых концентрациях. Положительный эф-
фект стимуляции Е2 как сфероидов гормон-зависи-
мых, так и гормон-независимых клеток MDA-MB-231
невозможно объяснить только наличием рецепторов
и активацией рецептор-опосредованного механизма
пролиферации. В случае сфероидов, наиболее веро-
ятно, что Е2 способствует их самоорганизации, фор-
мированию правильных межклеточных 3D-контак-
тов и взаимообмену сигнальными молекулами. Та-
кими сигнальными молекулами, стимулирующими
клеточное деление, могут быть (в том числе) малые
некодирующие РНК, выполняющие функции акти-
ваторов или ингибиторов экспрессии определенных
генов. Известно, например, что miR-22 подавляет
экспрессию ERα в опухолях молочной железы и сти-
мулирует пролиферацию клеток в 3D-, но не в 2D-
моделях (Vesuna et al., 2021). Экспрессия miR-203,
напротив, характерна именно для ER-положитель-
ных опухолей молочной железы (Ru et al., 2011).

На основе данных по изменению транскриптома
клеток MCF7 в составе 2D- и 3D-культуры в агароз-
ном гидрогеле было показано, что добавление Е2 к
3D-структурам приводило к активации не только из-
вестных эстроген-чувствительных генов, таких как
рецептор прогестерона (PR), белок PDZK1, участву-
ющий в метаболизме холестерола, и лиганд EGFR
амфирегулин (AREG), но и множества других генов,
в том числе генов, кодирующих белки адгезии, по
сравнению с 2D-культурой (Vantangoli et al., 2016).
Поэтому обнаруженные нами эффекты ставят новые
научные задачи поиска межклеточных регуляторных
молекул в 3D-культурах.

Другим важным фактором, влияющим на чув-
ствительность опухолевых клеток в 2D- и 3D-куль-
турах может быть гипоксия (Nushtaeva et al., 2019).
При формировании крупных сфероидов изменяется
градиент концентрации кислорода от наружных сло-
ев клеток к внутренним, формируя в последних ло-
кальную гипоксию. Показано, что состояние гипо-
ксии ведет к подавлению экспрессии рецепторов
ERα в ER-положительных опухолях на примере ли-
нии клеток T47D (Whitman et al., 2019). Таким обра-

зом, целый ряд факторов может изменять чувстви-
тельность опухолевых клеток к гормональным сти-
мулам в 3D-моделях опухолей молочной железы по
сравнению с 2D-моделями помимо исходного ре-
цепторного статуса. Учитывая стимулирующий эф-
фект 17β-эстрадиола на рост 3D-культур РМЖ вне
зависимости от рецепторного статуса, можно пред-
положить, что адьювантная гормон-супрессирую-
щая терапия, например, с использованием тамокси-
фена, может быть в некоторой степени полезна не
только для гормон-зависимых типов РМЖ, но и для
гормон-независмых.

Действие TGF-β на пролиферацию клеток тоже
различно для 2D- и 3D-культур: в составе клеточных
моделей 3D отсутствовала стимуляция роста MDA-
MB-231 и появлялась стимуляция роста клеток SK-
BR-3. TGF-β является лигандом для рецепторов се-
мейства ErbB, к которым относятся HER2, HER3 и
рецептор эпидермального фактора роста EGFR
(Roskoski, 2014). Среди используемых в нашей рабо-
те клеточных линий РМЖ, клетки SK-BR-3 являют-
ся HER2-положительной культурой, а MDA-MB-231
высоко положительна по EGFR, и только линия
клеток MCF7 негативна как по HER2, так и по
EGFR (Brockhoff et al., 2001; Oh et al., 2015). В срав-
нении с TGF-β, для которого не показана про-онко-
генная роль на ранних стадиях опухолевой прогрес-
сии, связывание лиганда EGF с рецептором EGFR
выраженно стимулирует про-онкогенную транс-
формацию, активируя митозы в большинстве типов
клеток (Wee et al., 2015). В то же время для многих ти-
пов рака показано, что взаимная регуляция сигналь-
ных путей TGF-β и EGFR активирует опухолевую
прогрессию: TGF-β и EGF могут активировать зло-
качественный фенотип, действуя синергично (Rich-
ter et al., 2011). Показано, что TGF-β в эпителиаль-
ных опухолевых клетках с экспрессией HER2/EGFR
усиливает пролиферацию опухолевых клеток
(Huang et al., 2021).

Таким образом, наиболее вероятно, что обнару-
женная нами стимуляция роста HER2−/EGFR+ кле-
ток MDA-MB-231 при добавлении TGF-β в 2D-мо-
дели и HER2+/EGFR+ клеток SK-BR-3 в 3D-модели
происходит в результате усложнения регуляторных
механизмов сигнального каскада HER2/EGFR при
формировании 3D-сфероидов. Отсутствие рецепто-
ров HER2/EGFR в клетках MCF7 объясняет отсут-
ствие чувствительности этих клеток к TGF-β как в
моделях 2D, так и 3D (Troitskaya et al., 2021).
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Breast Cancer Cells in 3D Models Changes Their Response to Hormonal 
and Growth Factors

A. A. Nushtaevaa, *, M. M. Savinkovaa, b, M. S. Ermakova, M. E. Varlamova, b, D. D. Novaka, b,
V. A. Richtera, and O. A. Kovala, b

aInstitute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,
Novosibirsk, 630090 Russia

bNovosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia
*e-mail: nushtaeva.anna@gmail.com

The aim of this study was to investigate the formation and growth of mono- (3D) and heterogeneous (3D-2) spher-
oids consisting of stromal cells and tumor cells simulating three types of BC: ER+/PR+; HER2+; ER–/PR–/HER2–

including under exposure to 17-β estradiol and TGFβ. MCF7, MDA-MB-231 and SK-BR-3 BC cell lines were used
as a models for 3D cultures, and BN120f fibroblasts of healthy breast tissue were used for 3D-2 spheroids. In this
work, we proposed uniform 3D culturing conditions for all three cultures of breast cancer cells, which produce pro-
liferating spheroids. In 3D-2 structures the inner core was composed of fibroblasts while external layer was formed
by epithelial cancer cells when tumor cells and fibroblasts were mix in in proportion 1 : 4. Morphological analysis of
the spheroids showed that co-culture of tumor and stromal cells in 3D-2 model leads to the formation of more
rounded and structured spheroids than in 3D monoculture, imitating self-organization into microtissue. It was
found that 17β-estradiol stimulates cell proliferation in 3D and 3D-2 spheroids regardless tumor type simulation by
cells used, whereas in the 2D model MDA-MB-231 cells are not sensitive to 17β-estradiol. Then incorporated into
spheroids, MDA-MB-231 cells have lost the sensitivity to TGFβ while SK-BR-3 cells become TGFβ-sensitive.
Thus, 3D and 3D-2 cell models of breast cancer are shown to be essential tools in studying tumor progression and
important in testing new antitumor approaches, despite the existing 2D models.

Keywords: breast cancer, 17-β estradiol, transforming growth factor beta (TGFβ), epidermal growth factor
receptor type 2 (HER2), tumor cells, stromal cells, cell lines, 3D cell cultures
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В связи с агрессивностью мультиформной глиобластомы (MГБ) существует острая необходимость поиска
биомаркеров, которые могут быть использованы для ранней диагностики и для тераностики заболевания.
В настоящей работе с помощью мультиплексного метода анализа гистологических препаратов МГБ выяв-
лена экспрессия белка теплового шока Hsp70 и сделана количественная оценка его колоколизации с мар-
керами клеток опухоли, подобных стволовым (КПС). Равномерное распределение в опухоли клеток, экс-
прессирующих Hsp70, а также его колоколизация с маркерами КПС (Nestin и Sox2) свидетельствуют о
перспективности использования Hsp70 в качестве мишени для таргетной терапии злокачественных ново-
образований головного мозга.
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Мультиформная глиобластома (MГБ) представ-
ляет собой злокачественную опухоль головного моз-
га и характеризуется низкой выживаемостью паци-
ентов. Медиана выживаемости при МГБ составляет
14–15 мес. с 10% вероятностью 5-летней выживае-
мости (Gallego, 2015). Из-за невозможности преодо-
ления препаратами гематоэнцефалического барьера
и существующих анатомических ограничений си-
стемное введение многих противоопухолевых пре-
паратов имеет низкую эффективность лечения (Ra-
zavi et al., 2016). Стандартным лечением пациентов
является хирургическая резекция опухоли с после-
дующей лучевой терапией, введением темозоломида
и для облегчения симптомов дексаметазона (Parlato
et al., 2006). В связи с агрессивностью заболевания
существует острая необходимость поиска биомарке-
ров, которые могут быть использованы как для ран-
ней диагностики в качестве мишеней, так и для тера-
ностики заболевания. Несмотря на десятилетия иссле-
дований по разработке биомаркеров для выявления и
прогнозирования МГБ, лишь немногие из них дали

многообещающие результаты и оценка их эффектив-
ности, по-прежнему, представляет собой очень
сложную задачу. На основе подробного генетиче-
ского анализа изменения профиля экспрессирую-
щихся белков МГБ была создана огромная база дан-
ных биомаркеров различных классов. Однако, к со-
жалению, это также пока не привело к
значительным прорывам в лечении МГБ, что, веро-
ятно, связано с молекулярной гетерогенностью опу-
холи (Muir et al., 2020).

Основными изучаемыми биомаркерами МГБ,
имеющими клиническое значение, являются O6-ме-
тилгуанин-ДНК-метилтрансфераза (MGMT), ре-
цепторы эпидермального фактора роста (EGFR),
факторы роста тромбоцитов (PDGFRA) и эндотелия
сосудов (VEGF), а также белок p16Ink4a, включенный
в регуляцию клеточного цикла (Phillips et al., 2006;
Sasmita et al., 2017). Другой перспективной мишенью
для таргетной терапии опухоли головного мозга яв-
ляются белки теплового шока (heat shock proteins –
HSP), которые составляют большое семейство кон-
сервативных белков, действующих как молекуляр-
ные шапероны и играющих ключевую роль во внут-
риклеточном белковом гомеостазе, регуляции апо-
птоза, защите от различных стрессовых факторов
(гипоксии, теплового и окислительного). Помимо

Принятые сокращения: ИГХ – иммуногистохимия; ИФ – им-
мунофлуоресценция; МГБ – мультиформная глиобластома;
КПС – клетки, подобные стволовым; DAB – 3,3′-диамино-
бензидин; HSP – белки теплового шока; PBS – фосфатно-со-
левой буферный раствор.

УДК 57.085.1;57.085.23
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внутриклеточной локализации, члены различных
семейств HSP экспонированы на плазматической
мембране злокачественно трансформированных, но
не нормальных клеток, что делает их привлекатель-
ными в качестве возможных мишеней для терапии и
диагностики рака (Kumar et al., 2016; Shevtsov et al.,
2020). Одним из таких белков является белок тепло-
вого шока с мол. массой 70 кДа (Hsp70). Белок Hsp70
обнаружен на плазматической мембране клеток раз-
личных опухолей, включая первичные глиобласто-
мы (Thorsteinsdottir et al., 2017), клеточную карциному
головы и шеи, карциному легкого (Breuninger et al.,
2018), колоректальный рак и рак желудка (Pfister et al.,
2007), остеосаркомы (Uozaki et al., 2000) и др. Hsp70
также может играть роль в ассоциации опухолевых
клеток с внеклеточным матриксом, влияя на их по-
движность и инвазию, что также делает его привле-
кательным в качестве мишени для лечения МГБ
(Barreca et al., 2017).

Известно, что MГБ, как и другие виды опухолей,
обладает клеточной гетерогенностью, в частности в
ней присутствуют клетки опухоли, подобные ство-
ловым (КПС), которые считаются аналогами здоро-
вых стволовых клеток. КПС в значительной степени
ответственны за прогрессирование и рецидив забо-
левания, а также опосредуют резистентность к прово-
димой терапии (Vargas-Toscano et al., 2021). Молеку-
лярными биомаркерами, связанными с плюрипотент-
ностью стволовых клеток являются такие маркеры, как
Myc, Oct, Nanog, Sox-2 и Nestin. Они представляют те-
рапевтический интерес в качестве молекулярных био-
маркеров и мишеней для разработки новых многоце-
левых стратегий лечения рака и предотвращения реци-
дивов заболевания (Mimeault et al., 2014).

В настоящее время в диагностике золотым стан-
дартом по-прежнему остается иммуногистохимиче-
ское (ИГХ) исследование биопсии, которое позволяет
выявлять молекулярные биомаркеры и различать раз-
личные типы МГБ на основе ее молекулярной характе-
ристики. Одним из наиболее информативных методов
ИГХ-исследования является мультиплексный анализ,
который позволяет изучать гистологические препа-
раты на более высоком качественном и количе-
ственном уровнях. Подбор оптимальных реагентов и
оборудования в тандеме с программным обеспече-
нием позволяет получать количественные данные
по оценке колоколизации биомаркеров в тканях,
фенотипированию и распределению клеток, опреде-
лению их функций и др. (Mori et al., 2020; Sidi et al.,
2021; Taube et al., 2021). Использование системы
Opal Multiplex выполняют аналогично методу стан-
дартной ИГХ. Однако данная система имеет ряд пре-
имуществ: одновременное многоцветное окрашива-
ние препарата, высокая проникающая способность
реагентов, выявление различных фенотипов клеток
и др. Уникальное программное обеспечение позво-
ляет выполнять анализ мультиплексных изображе-
ний и получать статистически достоверные количе-
ственные данные.

В настоящей работе проведен анализ гистологи-
ческих препаратов МГБ человека с целью выявле-
ния и количественной оценки колоколизации белка
теплового шока Hsp70 с маркерами КПС с использо-
ванием системы мультиплексного анализа Opal Mul-
tiplex.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Материал. Работа проведена с использованием

послеоперационного материала от пациентов с диа-
гнозом МГБ (Центр персонализированной медици-
ны Национального медицинского исследователь-
ского центра им. В.А. Алмазова). Протокол клини-
ческого исследования был одобрен Комитетом по
этике Федерального медицинского исследователь-
ского центра им. В.А. Алмазова и соответствовал
принципу Хельсинкской декларации. Все пациенты
подписали форму информированного добровольно-
го согласие на предоставление гистологического ма-
териала для проведения научных исследований.

Послеоперационный материал фиксировали в
10%-ном формалине. Гистологические препараты
готовили в соответствии со стандартным протоко-
лом, толщина срезов составляла 3–5 мкм. После
процедуры депарафинизации препаратов и демас-
кировки антигенов препараты окрашивали с помо-
щью набора Opal 3-Plex Manual Detection Kit (Akoya
Biosciences, США).

ИГХ-окрашивание. Препараты последовательно
инкубировали с первичными антителами: Anti-
Hsp70 (Аbcam, USA), Anti-Nestin (Satna-Cruz, США)
и Anti-Sox2 (Chemicon, США). Разведение первич-
ных антител выполняли в соотношении 1 : 100. В ка-
честве вторичных использовали универсальные ан-
титела с полимером, конъюгированные с перокси-
дазой хрена (Opal™ Polymer anti-Rabbit HRP Kit),
инкубирование с которыми выполняли в течение
30 мин. Затем после трехкратной отмывки препара-
тов раствором PBS наносили на 10 мин Opal (флуо-
рохром). Каждому первичному антителу (Anti-
Hsp70, Anti-Nestin и Anti-Sox2) соответствовал опре-
деленный флуорохром (Opal 520, Opal 570 и Opal 690
соответственно). После инкубации с флуорохромом
Opal 520 (с целью удаления антител и для сохранения
только флуоохрома) стекла помещали в раствор ЭДТА
(версен) и нагревали в течение 20 мин на водяной бане
при 98.5°С. Обработку выполняли последовательно для
каждого флуорохрома. На последнем этапе ядра клеток
окрашивали 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Ab-
cam, Великобритания), монтировали препараты в сре-
де Mounting medium (Abcam, Великобритания).

Окрашенные препараты анализировали с ис-
пользованием системы конфокальной микроскопии
Mantra 2 Quantitative Pathology Workstation с наличи-
ем программного обеспечения Pathology Views™ для
анализа флуоресцентных изображений в традицион-
ном режиме светлого поля и DAB (3,3′-диаминобен-
зидин), который является субстратом пероксидазы
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хрена. Ядра детектировали с помощью диодного ла-
зера (405 нм), флуорохромы (Opal 520, Opal 570 и
Opal 690) – с помощью лазеров с соответствующей
длиной волны. Выявление маркеров и оценка коло-
колизации двух маркеров выражена в %. Клетки (с
маркерами и их отсутствием) считали на всем сним-
ке и принимали за 100%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
С помощью системы Opal Multiplex на гистологи-

ческих препаратах ткани МГБ человека (n = 4) была

выявлена экспрессия белка теплового шока Hsp70 и
маркеров КПС (Nestin и Sox2) (рис. 1). Для количе-
ственной оценки колоколизации Hsp70 с выявлен-
ными биомаркерами были построены карты фено-
типирования препарата. В соответствии с окраской
ядер DAPI (рис. 2а) выделяли ядра клеток (рис. 2б).
Затем препарат условно сегментировали на зону не-
кроза (синий цвет) и зону окружающей жизнеспо-
собной ткани (коричневый цвет) (рис. 2в). Клетки,
содержащие Hsp70, Nestin и Sox2 (рис. 2г) отмечали
красным, маджента и зеленым цветами соответ-

Рис. 1. Конфокальная микроскопия гистологических срезов МГБ человека. Иммунофлуоресценция (ИФ) препаратов, окра-
шенных с использованием соответстующих антител к Hsp70 (маджента), Nestin (зеленый цвет), Sox2 (желтый цвет), DAPI
(циан). Окрашивание DAB (3,3′-диаминобензидин): Hsp70, Nestin, Sox2 (коричневый цвет). Ядра (DAPI) (синий цвет). Мас-
штабный отрезок: 400 мкм.

Hsp70/DAPI

ИФ

Nestin/DAPI  Sox2/DAPI

DAB

Совмещение

Рис. 2. Последовательность построения карты фенотипирования для гистологических срезов МГБ человека. а – Окраска
ядер DAPI; б – фенотипирование ядер (зеленый цвет); в – сегментация ткани на зону некроза (синий цвет) и жизнеспособную
(ЖС) ткань (коричневый цвет); г – фенотипирование клеток по маркерам Hsp70, Nestin и Sox2: красный, маджента и зеленый
соответственно; д – карта фенотипирования по зонам ткани (некроза и ЖС) и клеткам, содержащим Hsp70, Nestin, Sox2.
Масштабный отрезок: 400 мкм.

a б

г д

в
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ственно. Полученная карта фенотипирования пред-
ставлена на рис. 2д.

На основе карты фенотипирования с помощью
программного обеспечения Pathology Views™ для
анализа флуоресцентных изображений количе-
ственно оценивали колоколизацию Hsp70 с Nestin и
Hsp70 с Sox2 в зонах некроза и жизнеспособной тка-
ни (рис. 3, табл. 1). Полученные количественные
данные не выявили существенных различий в рас-
пределении клеток, экспрессирующих Hsp70, в зо-
нах некроза и жизнеспособной ткани (36 и 41% соот-
ветственно), что может свидетельствовать об их рав-
номерном распределении в опухоли.

Ранее было показано, что белок теплового шока
Hsp70 в изобилии присутствует в опухолях, обеспе-
чивая избирательное преимущество злокачествен-

ных клеток за счет подавления множественных пу-
тей апоптоза, регуляции некроза, обхода программы
клеточного старения, вмешательства в опухолевый
иммунитет, стимулирования ангиогенеза и под-
держки метастазирования. Hsp70 присутствует в
большинстве различных видов рака. Выживаемость
пациентов и рост опухоли часто коррелирует с изме-
нением уровня его экспрессии. Действие Hsp70 в
различных состояниях его каталитического цикла
позволяет предположить, что он может многофунк-
ционально воздействовать на злокачественные клет-
ки (Albakova et al., 2020). Известно, что во всех орга-
низмах белки теплового шока обеспечивают древ-
нюю защитную систему, действуя как молекулярные
шапероны и способствуя правильному фолдингу и
рефолдингу неправильно свернутых белков, а также

Таблица 1. Оценка содержания и колоколизации биомаркеров (Hsp70, Nestin, Sox2) на гистологических препаратах
МГБ человека

Примечание. Число клеток на снимке (с маркерами и их отсутствием) принимали за 100%. ЖС – жизнеспособная ткань.

Зона
Наличие маркера, % Отсутствие

маркера, %
Колоколизация

Hsp70 Nestin Sox2 Hsp70/Nestin Hsp70/Sox2

Некроз 36 18 0 46 18 0
ЖС-ткань 41 10 10 39 57 30

Рис. 3. Выявление и оценка колоколизации биомаркеров. Верхний ряд – зона некроза, нижний ряд – зона жизнеспособной
(ЖС) ткани. Hsp70 – красный цвет, Nestin и Sox2 – зеленый; колоколизация Hsp70 c Nestin и Hsp70 с Sox2 – желтый цвет; от-
сутствие маркеров – синий цвет.

Hsp70/Nestin Hsp70/Sox2Зона некроза

Hsp70/Nestin Hsp70/Sox2Зона жс-ткани
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устранению старых и поврежденных клеток. Через
свои субстрат-связывающие домены Hsp70 взаимо-
действует с широким спектром молекул, от развер-
нутых до нативно свернутых и агрегированных бел-
ков, и обеспечивают цитопротекторную роль против
различных клеточных стрессов. В патофизиологиче-
ских условиях высокая экспрессия Hsp70 приводит к
ингибированию апоптоза и позволяет клеткам вы-
живать даже при летальных повреждениях. Кроме
того, повышенная экспрессия Hsp70 в опухолевых
клетках может быть ответственна за онкогенез и
прогрессирование опухоли, обеспечивая устойчи-
вость к химиотерапии (Kumar et al., 2016).

Достаточно высокая колоколизация Hsp70 с фак-
торами Nestin и Sox2 была выявлена преимуще-
ственно в зоне жизнеспособной ткани (57 и 30% со-
ответственно, табл. 1). Фактор транскрипции Sox2,
так же, как и Nestin (маркер нейрональных стволо-
вых клеток/клеток-предшественников), необходи-
мы для эмбрионального развития и играют решаю-
щую роль в поддержании стволовости эмбриональ-
ных клеток и различных популяций взрослых
стволовых клеток. С другой стороны, нарушение ре-
гуляции экспрессии Sox2 связано с множеством ти-
пов рака (Novak et al., 2020) и влияет на пролифера-
цию, миграцию, инвазию и метастазирование. Так-
же было показано, что нокдаун экспрессии Nestin в
клетках глиобластомы человека приводит к снижению
пролиферации, миграции и инвазии (Matsuda et al.,
2011, 2015). Таким образом, Nestin и Sox2 также пред-
ставляют интерес в качестве терапевтических мише-
ней при некоторых опухолях, включая глиобластому.

Достижения в области геномики и протеомики
позволяют обнаружить и протестировать огромное
количество биомаркеров, однако этого по-прежне-
му недостаточно для создания полнофункциональ-
ной коммерчески доступной терапии МГБ. Поиск
эффективных биомаркеров МГБ необходимо прово-
дить, рассматривая сложные молекулярные пути за-
болевания в целом. Полученные нами данные поз-
воляют предполагать перспективность дальнейших
исследований белков теплового шока, в частности
Hsp70, и использования его в качестве мишени для
таргетной терапии злокачественных новообразова-
ний головного мозга.
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There is an urgent need to identify biomarkers for early diagnosis and as targets for theranostics of multiforme glio-
blastoma (GBM). In the current study, histological samples of GBM were qualitatively and quantitatively analyzed
to detect Hsp70 protein expression and its colocalization with biomarkers of tumor stem-like cells (SLCs) employing
the Multiplex analysis system. Сells expressing Hsp70 were evenly distributed in the viable tumor mass and colocal-
ized with SLC markers (Nestin and Sox2). The obtained data suggest the prospects of using Hsp70 as a target for
therapy of brain tumors, in particular, the multiforme glioblastoma.
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В связи с высокой актуальностью изучения субфорникального органа, его тканевых компонентов и меди-
аторных систем, целью настоящей работы являлось исследование морфологических особенностей катехо-
ламинергической иннервации данной области. С применением методов иммуногистохимии и конфо-
кальной микроскопии были изучены препараты субфорникального органа крыс на сроках: 14-е, 30-е сут
постнатального развития и в возрасте 4–6 мес. Определено главное направление врастания катехолами-
нергических волокон в субфорникальный орган на ранних сроках. Установлено, что отростки катехола-
минергических клеток контактируют с клетками, покрывающими субфорникальный орган, и могут про-
ходить сквозь эпендимный пласт, что позволяет им напрямую контактировать с цереброспинальной жид-
костью, и, предположительно, влиять на ее состав. Выявлено, что часть волокон идет параллельно
базальным отросткам специализированных эпендимных клеток – таницитов, что позволяет предполо-
жить их возможное функционирование в роли скэффолда для развивающейся в процессе онтогенеза ка-
техоламинергической иннервации. В работе впервые получено свидетельство существования в субфорни-
кальном органе собственных катехоламинергических нейронов.

Ключевые слова: тирозингидроксилаза, головной мозг, субфорникальный орган, развитие, иммуногисто-
химия
DOI: 10.31857/S004137712204006X

Субфорникальный орган (СФО) представляет со-
бой небольшой, полушаровидной или овальной
формы бугорок, вдающийся в просвет третьего же-
лудочка на уровне Монроева (или межжелудочково-
го) отверстия (Dellmann, Simpson, 1979). В первую
очередь эта область мозга примечательна тем, что
относится к циркумвентрикулярным органам нерв-
ной системы. Такие органы не отделены от перифе-
рического кровообращения гематоэнцефалическим
барьером (ГЭБ) из-за наличия в их сосудистой сети
фенестрированных капилляров и, таким образом, со-
ставляющие их ткани и клетки оказываются чувстви-
тельны к изменениям состава крови (McKinley et al.,
2003). Путем обработки поступающих гуморальных
сигналов клетки СФО обеспечивают регуляцию
энергетического и водно-солевого баланса организ-
ма (Pulman et al., 2006; Zimmerman et al., 2016, 2019).
В основном, исследования СФО сосредоточены на
изучении обеспечения физиологических функций
органа, связанных с водно-солевым балансом, и, на-
ряду с этим, исследовании влияния гуморальных

факторов крови на клеточные популяции СФО
(Hicks et al., 2021). Таким образом, организация от-
дельных популяций нейронов СФО, их взаимодей-
ствие друг с другом, а также с глиальными и васку-
лярными элементами остаются малоизученными.

Катехоламинергическая система головного мозга
представлена дофаминергическими, адренергиче-
скими и норадренергическими нейронами и их тер-
миналями, определенным образом пространственно
организованными в нервной системе. Традиционно
считается, что катехоламинергическая иннервация
СФО обеспечивается с помощью отростков дофа-
мин- и норадреналинергических нейронов ядер ги-
поталамуса (группы А11–А14) (Tanaka, Seto, 1988;
Rosas-Arellano et al., 1996), и ядра одиночного пути
продолговатого мозга (группа A2) (Tanaka et al.,
1997), однако, в связи с недостаточной изученно-
стью как общего строения СФО, так и его структур-
ных единиц, их пространственных и биохимических
взаимоотношений, нельзя с уверенностью утвер-
ждать, что эта медиаторная система в данной обла-
сти охарактеризована во всей своей полноте. Как
предполагают, основная функция катехоламинов в
СФО заключается в поддержании водно-солевого
баланса и контроле пищевого поведения: так, вы-

Принятые сокращения: ГЭБ – гематоэнцефалический барьер;
СФО – субфорникальный орган; ТГ – тирозингидроксилаза;
ЦСЖ – цереброспинальная жидкость.

УДК 611.811.018

EDN: NLALOY
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брос норадреналина происходит в ответ на ангио-
тензин-зависимую активацию нейронов (Tsukashi-
ma et al., 1996; Takahashi, Tanaka, 2017), а дофамин,
через постсинаптический D4 рецептор, ингибирует
активность нейронов в чувствительных к ангиотен-
зину II (Miyahara et al., 2012), что является причиной
подавления ангиотензин-зависимого потребления
воды. К сожалению, несмотря на то, что присутствие
катехоламинов в СФО не подвергают сомнению,
значение и пространственная организация этих
структур остаются неясными.

В связи с высокой актуальностью изучения СФО
и исследования взаимодействий его тканевых ком-
понентов, целью настоящей работы стало исследо-
вание катехоламинергической иннервации СФО с
применением методов иммуногистохимии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
В качестве материала для исследования исполь-

зовали фронтальные срезы, проходящие через об-
ласть локализации СФО, головного мозга крыс-сам-
цов породы Вистар, полученные на разных сроках
постнатального онтогенеза: 14-е (P14), 30-е (P30)
постнатальные сутки и половозрелые (4–6 мес.) жи-
вотные (n = 4 для каждого срока). При содержании и
умерщвлении животных соблюдали основные прин-
ципы Европейской конвенции о защите позвоноч-
ных животных, используемых для экспериментов
или в иных научных целях (Страсбург, 1986 г.) и
“Правила надлежащей лабораторной практики”
(приказ № 199н от 01.04.2016 г. Минздрава России).
Исследование одобрено локальным этическим ко-
митетом ФГБНУ ИЭМ (заключение № 1/22 от
18.02.2022). Материал фиксировали в цинк-этанол-
формальдегиде (Korzhevskii et al., 2015) и заливали в
парафин по общепринятой методике. Срезы толщи-
ной 5 мкм наклеивали на предметные стекла с адге-
зивным покрытием “Superfrost Ultra Plus” (Menzel
Gläser, Германия). После депарафинирования и ре-
гидратации препаратов проводили ингибирование
эндогенной пероксидазы путем обработки срезов
3%-ным водным раствором перекиси водорода в те-
чение 10 мин. Для выявления катехоламиергических
структур использовали кроличьи поликлональные
антитела к тирозингидроксилазе (ab112, Abcam, Ве-
ликобритания) в разведении 1 : 1000. В качестве вто-
ричных реагентов использовали козьи антитела про-
тив иммуноглобулинов кролика, конъюгированные
с пероксидазой хрена из набора Mouse and Rabbit
Specific HRP/DAB IHC Detection Kit (ab236466, Ab-
cam, Великобритания). Для визуализации продукта
реакции использовали хромоген 3'3-диаминобензи-
дин из набора DAB+ (Agilent, США). Часть срезов
подкрашивали квасцовым гематоксилином. Полу-
ченные препараты анализировали с использованием
микроскопа Leica DM750 (Германия) и фотографи-
ровали с помощью фотокамеры ICC50 (Leica, Гер-
мания).

Для постановки двойной иммунофлуоресцент-
ной реакции использовали кроличьи поликлональ-
ные антитела к тирозингидроксилазе (ab112, Abcam,
Великобритания) в разведении 1 : 500 и мышиные
моноклональные антитела к виментину (клон V9,
M0725, Agilent, США) в разведении 1 : 100. В каче-
стве вторичных реагентов применяли меченный
биотином-SP Fab-фрагмент иммуноглобулина осла
против иммуноглобулинов мыши (715-067-003, Jack-
son ImmunoResearch, США) и козьи антитела против
иммуноглобулинов кролика, конъюгированные с
пероксидазой хрена из набора Mouse and Rabbit Spe-
cific HRP/DAB IHC Detection Kit (ab236466, Abcam,
Великобритания). После инкубации во вторичных
антителах срезы обрабатывали конъюгатом стрепта-
видина с флуорохромом Cy5 (Jackson ImmunoRe-
search, США; разведение 1 : 100), а также раствором
козьих антител против пероксидазы хрена, конъ-
югированных с флуорохромом Cy3 (Jackson Immu-
noResearch, США; разведение 1 : 100). Подкраску
ядер осуществляли с использованием ДНК-связываю-
щего красителя SYTOX Green в разведении 1 : 100 (In-
vitrogen, США). Полученные препараты исследовали
при помощи конфокального лазерного сканирующего
микроскопа Zeiss LSM 800 (Zeiss, Германия). Исполь-
зовали объективы Plan-Apochromat 20×/0.8 M27 и
Plan-Apochromat 63×/1.40 Oil DICM27 (масляная
иммерсия). Для возбуждения флуоресценции
SYTOX Green применяли лазер с длинной волны
488 нм, для Cy3 – 561 нм, Cy5 – 640 нм. Анализ полу-
ченных изображений проводили при помощи ком-
пьютерной программы Zen-2012 (Zeiss, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Чтобы проследить становление катехоламинер-

гической иннервации СФО, было предпринято
сравнительно-морфологическое исследование сре-
зов головного мозга крыс на разных сроках постна-
тального онтогенеза. На 14-е постнатальные сутки
ТГ-позитивные волокна наблюдали в основном в
латеральных зонах органа. Такие горизонтально рас-
положенные волокна с варикозными утолщениями
формируют пучки на краях субфорникального орган
и выходят за его пределы в контакте с выстилкой
эпендимного слоя (рис. 1а). Отдельные отростки ка-
техоламинергических клеток контактируют и с клет-
ками, покрывающими субфорникальный орган. Не-
многочисленные тонкие редковетвящиеся волокна
располагаются в центральной зоне. Реакцию на ТГ
отмечали также вблизи эндотелия капилляров и сеп-
тальных вен. Также отростки катехоламинергиче-
ских нейронов присутствуют в близлежащем сосу-
дистом сплетении (рис. 2в).

Интенсивную реакцию на ТГ в латеральных зо-
нах субфорникального органа в связи с расположе-
нием в этой области плотного скопления отростков
катехоламинергических нейронов в настоящем ис-
следовании отмечали и к концу 1-го мес. постна-
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тального развития. Однако на этом сроке различия в
распределении катехоламинергических структур
между центральной и латеральной зонами выраже-
ны не так ярко, как на 14-е постнатальные сутки
(рис. 1б). На исследуемом сроке в центральной зоне
наблюдали интенсивно ветвящиеся яркоокрашен-
ные волокна с многочисленными четкообразными

утолщениями. Заметно, что часть волокон находит-
ся в субэпендимной зоне (рис. 2а). В каудальной же
части органа отростки сконцентрированы вблизи
выстилки желудочка. Отдельно следует отметить
ТГ-иммунопозитивные волокна, которые проходят
сквозь выстилку желудочка и напрямую контактиру-
ют с цереброспинальной жидкостью (ЦСЖ).

Рис. 1. Распределение катехоламинергических волокон в СФО на разных этапах постнатального развития. а – 14-е постна-
тальные сутки, б – 30-е постнатальные сутки, в – взрослое животное. Иммуногистохимическая реакция на ТГ с подкраской
квасцовым гематоксилином. Объектив Plan-Apochromat 20×/0.45. Масштабные отрезки – 50 мкм.
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50 мкм

50 мкм
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У половозрелых животных плотность распреде-
ления катехоламинергических волокон в централь-
ной зоне субфорникального органа сравнима с тако-
вой в латеральной зоне. Возрастает плотность распре-
деления ТГ-положительных волокон центральной
зоны, отростки активно ветвятся (рис. 1в). Значитель-
ная часть отростков занимает субэпендимное поло-
жение. Как и на P30, отдельные катехоламинергиче-
ские волокна у взрослых животных находятся в пря-
мом контакте с ЦСЖ (рис. 2б). В составе септальных
вен отмечены ТГ-иммунопозитивные периваску-
лярные клетки (рис. 3а). Двигаясь ростральнее,
можно заметить, что интенсивность реакции на ТГ
снижается, и в этой области наблюдается малое ко-
личество катехоламинергических волокон. Однако
здесь отмечали наличие слабоокрашенных ТГ-поло-
жительных клеток (рис. 3б).

С целью изучить пространственную организацию
катехоламинергических волокон в СФО была по-
ставлена двойная иммунофлуоресцентная реакция
на виментин и тирозингидроксилазу. В результате
иммуногистохимической реакции четко выявляют-
ся ТГ-положительные волокна и виментин-положи-
тельные эпендимоциты и танициты, и их удлинен-

ные отростки (рис. 4). Эти отростки прослеживают-
ся на большом расстоянии и проходят через весь
СФО. Часть отростков оканчивается на кровенос-
ных сосудах внутри СФО. ТГ-положительные во-
локна направляются параллельно отросткам эпен-
димоцитов и таницитов и часто идут совместно с ни-
ми (см. рис. 4б, г).

ОБСУЖДЕНИЕ

Для того чтобы проследить становление катехо-
ламинергической иннервации и, возможно, устано-
вить ее источники, были проанализированы препа-
раты СФО крыс на разных сроках постнатального
онтогенеза. Как считается, у крыс формирование
СФО продолжается от 17-х сут эмбрионального раз-
вития до 5-х постнатальных суток. Предполагается,
что к 5-м постнатальным суткам все клеточные эле-
менты СФО уже дифференцированы, и дальнейшие
структурные изменения носят преимущественно ко-
личественный характер (Dellmann, Stahl, 1984). Тем не
менее, наши результаты показывают, что на 14-е пост-
натальные сутки наблюдается довольно скудное обо-
гащение СФО катехоламинергическими волокнами

Рис. 2. Особенности локализации ТГ-положительных волокон в СФО. а – 30-е постнатальные сутки, стрелки указывают на
субэпендимные волокна, б – взрослое животное, стрелки указывают на волокна в контакте с цереброспинальной жидкостью,
в – ТГ-положительная реакция в сосудистом сплетении. Стрелка указывает на катехоламинергические волокна. Иммуноги-
стохимическая реакция на тирозингидроксилазу с подкраской квасцовым гематоксилином. Объектив Plan-Apochromat
100×/1.25 Oil (масляная иммерсия). Масштабные отрезки – 20 мкм.
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за исключением латеральной зоны органа, по срав-
нению с одномесячными и половозрелыми живот-
ными. В качестве путей врастания волокон катехо-
ламинергических нейронов на ранних сроках можно
предположить три: идущие через свод мозга, белое
вещество спайки свода или вдоль кровеносных сосу-
дов. Сообщалось, что на активность нейронов СФО
влияют норадренергические волокна, исходящие из
ядра одиночного пути (NTS) (Tanaka et al., 1997). Эти
волокна идут в составе медиального переднемозго-
вого пучка (Kawai, 2018), в составе которого, как из-
вестно, проходят и дофаминергические волокна ме-
золимбического пути (Moini, Piran, 2020). Показано
также, что многие афферентные волокна, идущие к
СФО, проходят в субэпендимном пространстве
вдоль стенок желудочка через спайку свода (Lind et
al., 1982). Таким образом, опираясь на литературные
данные, и также на полученные нами результаты,
можно предположить, что одним из основных путей
катехоламинергических волокон в СФО является
ветвь переднемозгового пучка, проходящая через
спайку свода.

Поскольку СФО относится к циркумвентри-
кулрярным органам головного мозга, для него ха-
рактерно наличие специализированных эпендим-
ных клеток – таницитов – которые отличаются от кле-
ток эпендимы своей морфологией, цитохимической и
ультраструктурной организацией (Langlet et al., 2013;
Суфиева и др., 2018; Korzh, Kondrychyn, 2020). Од-
ной из морфологических особенностей таких клеток
является наличие длинного базального отростка,
концами которого танициты оплетают кровеносные
сосуды подлежащей нервной ткани и, благодаря это-
му, могут участвовать в транспорте сигнальных моле-
кул из крови к клеткам СФО, влияя на метаболиче-
скую функцию органа. При этом результаты проведен-

ной конфокальной сканирующей микроскопии
показали, что ход отдельных катехоламинергиче-
ских волокон в СФО параллелен виментин-положи-
тельным отросткам таницитов. Несмотря на то, что
значение этого факта до конца не понятно, можно
предположить, что танициты, принимая во внима-
ние их схожесть с радиальной глией (Bolborea, Dale,
2013; Goodman, Hajihosseini, 2015), могут выступать в
качестве скаффолда для растущих катехоламинерги-
ческих нервных волокон.

Что касается отмеченной реакции на ТГ вблизи
эндотелия капилляров и септальных вен, то данное
наблюдение согласуется с данными Кавано и Масу-
ко (Kawano, Masuko, 2001), полученными при ис-
пользовании методов электронной микроскопии.
Согласно им, окончания ТГ-иммунопозитивных ак-
сонов обращены в сторону перикапиллярных про-
странств кровеносных сосудов СФО, в том числе фе-
нестрированных капилляров. Данный факт пред-
ставляется важным рассматривать в совокупности с
еще одним результатом нашего исследования, а
именно тем, что ТГ-позитивные волокна СФО крыс
часто занимают субэпендимное положение, непо-
средственно под телами таницитов, и направлены
вдоль покрывающего СФО слоя, а отдельные от-
ростки проникают сквозь эпендимный слой и кон-
тактируют с ЦСЖ. В виду отсутствия данных о нали-
чии на мембране таницитов рецепторов к катехола-
минам, можно было бы предположить, что эти
клетки напрямую не являются мишенью субэпен-
димных волокон. Однако, исследование другого
циркумвентрикулярного органа – медиобазального
гипоталамуса, предпринятое Мейстером с сотруд-
никами (Meister et al., 1988), показало, что отдельные
популяции таницитов экспресируют нейрональный
фосфопротеин, регулируемый дофамином и цАМФ

Рис. 3. Клетки в составе СФО, содержащие тирозингидроксилазу. Стрелки указывают на ТГ-положительные клетки, головка
стрелки – катехоламинергические волокна. а – Периваскулярная клетка рядом с септальной веной.
Иммуногистохимическая реакция на тирозингидроксилазу. б – ТГ-положительная клетка СФО. Иммуногистохимическая
реакция на тирозингидроксилазу с подкраской квасцовым гематоксилином. Объектив Plan-Apochromat 100×/1.25 Oil (масля-
ная иммерсия). Масштабные отрезки – 20 мкм.
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(32-kD dopamine and cAMP regulated phosphoprotein,
DARPP-32). Двойное иммуномечение антителами
против ТГ и DARPP-32 выявило тесную связь между
ТГ-положительными волокнами и DARPP-32-со-
держащими таницитами, что, в совокупности, дает
основание считать, что дофамин контролирует ак-
тивность таницитов (Hökfelt et al., 1988). Как и мы в
СФО, Мейстер с сотрудниками в области медиоба-
зального гипоталамуса выявляли ТГ-иммунопози-
тивные отростки, проникающие между эпендимны-
ми клетками в просвет желудочка. Высказывается
предположение, что большинство нервных клеток,
контактирующих с ЦСЖ, могут выступать в каче-
стве хеморецепторов и отвечать за несинаптическое
восприятие сигналов и дальнейшую их передачу в
различные области головного мозга (Vígh et al.,
2004). Существует вероятность, что роль этих кон-
тактов не ограничивается хеморецепцией. Отмеча-
ется, что присутствующие в ликворе моноамины, а
именно: дофамин, норадреналин и серотонин, пре-
имущественно имеют нейрональное происхожде-
ние, а не поступают из кровотока. Еще одно важное

наблюдение состоит в том, что эти вещества обнару-
живаются в ЦСЖ на физиологически активных
уровнях (Муртазина и др., 2021). Таким образом, ка-
техоламинергические волокна СФО, по всей види-
мости, могут выделять в ЦСЖ биологически актив-
ные вещества, действующие как нейрогормоны. Из
этого следует, что катехоламинергические волокна
СФО могут двунаправленно влиять на состав крови
и ЦСЖ как напрямую, так и опосредованно, через
воздействие на танициты, и могут быть задействова-
ны в регуляции энергетического гомеостаза орга-
низма.

Известно также, что в СФО находится особая по-
пуляция нейронов, локализованных на поверхности
краевых клеток – супраэпендимные нейроны (Dell-
mann, Simpson, 1979). Несмотря на то, что, ряд авто-
ров предполагает серотонинергическую медиатори-
ку супраэпендимных клеток (Richards et al., 1981; Lo-
rez, Richards, 1982), это предположение относится к
областям, отличным от СФО, а именно к клеткам
дна IV-го желудочка. Наше исследование показало,
что ТГ-положительные нейроны СФО не находятся

Рис. 4. Пространственное распределение виментина и тирозингидроксилазы в тканях субфорникального органа. Двойная
иммунофлуоресцентная реакция на виментин и ТГ, визуализация с помощью флуорохромов Cy3 (голубой цвет) и Cy5 (крас-
ный цвет) с окраской ядер SYTOX Green (зеленый цвет). Конфокальная лазерная микроскопия. Объектив Plan-Apochromat
63×/1.40 Oil DICM27 (масляная иммерсия). а – Общий вид. Двухмерная проекция 3х оптических срезов панорамы из 12-ти
кадров. Величина Z-серии – 1 мкм. Рамки ограничивают области, представленные на б, в. Масштабный отрезок – 50 мкм. б,
в – области интереса на большом увеличении. Стрелки указывают на совместно расположенные отростки эпендимоцитов
СФО и ТГ-положительные волокна. Масштабные отрезки – 20 мкм.
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на поверхности, а ТГ-положительные отростки за-
нимают субэпендимное положение, также могут
проникать сквозь эпендимоциты и танициты, и кон-
тактировать с ЦСЖ. Таким образом, среди супра-
эпендимных нейронов СФО катехоламинергиче-
ские не обнаружены.

Еще одним важным структурным компонентом
СФО являются периваскулярные клетки – перици-
ты (Hicks et al., 2021). Перициты располагаются сна-
ружи эндотелиального слоя кровеносных сосудов и
являются составной частью ГЭБ (Zheng et al., 2020).
Мы показали, что в СФО по крайней мере некото-
рые периваскулярные клетки дают положительную
иммуногистохимическую реакцию на ТГ. Распола-
гаются такие клетки вблизи эндотелия крупных со-
судов, расположенных в латеральных зонах СФО.
Как утверждается в литературе, кровоснабжение
СФО в основном обеспечивается системой субфор-
никальной артерии, ветви передней мозговой арте-
рии. Разветвления субфорникальной артерии фор-
мирует в СФО плотное капиллярное сплетение из
фенестрированных и нефенестрированных капил-
ляров, которые поступают в крупные тонкостенные
сосуды, расположенные латерально – септальные
вены, впадающие в систему большой вены Галена
(McKinley et al., 2003). Таким образом, ТГ-иммунопо-
зитивные перициты СФО оказываются структурными
единицами ГЭБ септальных вен. Было обнаружено,
что эндотелиальные клетки и перициты являются пер-
вым местом поглощения предшественника катехола-
минов – L-ДОФА, а также экспрессируют высокие
уровни декарбоксилазы ароматических аминокис-
лот (ДАА) (Bertler et al., 1966; Cenci, 2014). В допол-
нение к этому, следует упомянуть о наличии в голов-
ном мозге моноферментных, ТГ или ДАА-содержа-
щих, нейронов, экспрессирующих только один из
ферментов синтеза дофамина (Угрюмов, 2009). При-
нимая во внимание вышесказанное, можно предполо-
жить, что перициты, как и моноферментные нейро-
ны, способны участвовать в комплементарном син-
тезе дофамина, а в СФО могут оказаться также и
сайтом синтеза L-ДОФА.

У взрослого животного в пределах СФО была об-
наружена клетка с ТГ-иммунопозитивной реакцией
средней интенсивности. До настоящего времени
считалось, что в СФО отсутствует собственная попу-
ляция катехоламинергических нейронов. Ввиду не-
достаточной изученности, физиологическая роль
этих клеток остается неизвестной. Принимая во
внимание то, что в СФО наблюдались лишь одиноч-
ные ТГ-положительные клетки и только у взрослых
животных, можно говорить о том, что популяция ка-
техоламинергических нейронов в СФО немногочис-
ленна и появляется на более поздних сроках.

Таким образом, в настоящей работе были охарак-
теризованы катехоламинергические структуры
СФО. Исследование препаратов на разных сроках
постнатального онтогенеза показало, что существу-

ет главное направление врастания катехоламинер-
гических волокон в СФО и особенно отчетливо это
наблюдается на ранних сроках. Полученные данные
позволяют полагать, что волокна катехоламинерги-
ческих нейронов на ранних сроках поступают в СФО
от переднемозгового пучка через спайку свода. Па-
раллельный отросткам эпендимоцитов и таницитов
ход ТГ-положительных волокон можно трактовать в
пользу того, что танициты играют роль таницитов
скэффолда для развивающейся в процессе онтогене-
за катехоламинергической иннервации. Локализо-
ванные в субэпендимном слое катехоламинергиче-
ские волокна проходят сквозь эпендимный пласт и
контактируют напрямую с ЦСЖ. В работе впервые
получено свидетельство существования в СФО соб-
ственных катехоламинергических нейронов.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Исследование выполнено при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 22-25-00105,
https://rscf.ru/project/22-25-00105/).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

При проведении исследования были соблюдены все
применимые международные принципы использования
животных. Исследование было одобрено Локальным эти-
ческим комитетом ФГБНУ “ИЭМ” (заключение № 1/22
от 18.02.2022).

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
Муртазина А.Р., Бондаренко Н.С., Пронина Т.С.,

Чандран К.И., Богданов В.В., Дильмухаметова Л.К.,
Угрюмов М.В. 2021. Сравнительный анализ содержа-
ния моноаминов как нейрогормонов в ликворе и кро-
ви крыс в онтогенезе. Acta Naturae. Т. 13. № 4. С. 89.
(Murtazina A.R., Bondarenko N.S., Pronina T.S., Chan-
dran K.I., Bogdanov V.V., Dilmukhametova L.K., Ugrumov
M.V. 2021. A comparative analysis of CSF and the blood
levels of monoamines as neurohormones in rats during on-
togenesis. Acta Naturae. V. 13. № 4. P. 89.)
https://doi.org/10.32607/actanaturae.11516

Суфиева Д.А., Кирик О.В., Коржевский Д.Э. 2018. Нуклео-
лин и ядрышки в эпендимоцитах и таницитах третье-
го желудочка головного мозга крысы. Цитология.
2018. Т. 60. № 1. С. 30. (Sufieva D.A., Kirik O.V., Kor-
zhevskii D.E. 2018. Nucleolin and nucleoli in ependymo-
cytes and tanycytes of the third ventricle of the rat brain.
Cell Tiss. Biol. (Tsitologiya). V. 12. № 2. P. 167.) 
https://doi.org/10.31116/tsitol.2018.01.04
https://doi.org/1134/S1990519X18020116

Угрюмов М.В. 2009. Синтез моноаминов немоноаминер-
гическими нейронами: иллюзия или реальность? Рос-
сийский физиологический журн. им. И.М. Сеченова.
Т. 95. № 3. С. 273. (Ugrumov M.V. 2009. Monoamine syn-



ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 4  2022

КАТЕХОЛАМИНЕРГИЧЕСКИЕ СТРУКТУРЫ СУБФОРНИКАЛЬНОГО ОРГАНА 379

thesis by non-monoaminergic neurons: illusion or reality.
Rossiiskii fiziologicheskii zhurnal imeni I.M. Sechenova.
V. 95. P. 273.)

Cenci M.A. 2014. Presynaptic mechanisms of l-DOPA-induced
dyskinesia: the findings, the debate, and the therapeutic
implications. Front. Neurol. V. 5. Article 242.
https://doi.org/10.3389/FNEUR.2014.00242

Bertler A., Falck B., Owman C., Rosengrenn E. 1966. The local-
ization of monoaminergic blood-brain barrier mecha-
nisms. Pharmacol. Rev. V. 18. P. 369. https://pubmed.nc-
bi.nlm.nih.gov/5904153/

Bolborea M., Dale N. 2013. Hypothalamic tanycytes: potential
roles in the control of feeding and energy balance. Trends
Neurosci. V. 36. P. 91. 
https://doi.org/10.1016/J.TINS.2012.12.008

Dellmann H.D., Simpson J.B. 1979. The subfornical organ. Int.
Rev. Cytol. V. 58. P. 333. 
https://doi.org/10.1016/S0074-7696(08)61479-5

Dellmann H.D., Stahl S.J. 1984. Fine structural cytology of the
rat subfornical organ during ontogenesis. Brain Res. Bull.
V. 13. P. 135. 
https://doi.org/10.1016/0361-9230(84)90015-7

Goodman T., Hajihosseini M.K. 2015. Hypothalamic tanycytes-
masters and servants of metabolic, neuroendocrine, and
neurogenic functions. Front. Neurosci. V. 9. P. 387. 
https://doi.org/10.3389/FNINS.2015.00387/BIBTEX

Hicks A.I., Kobrinsky S., Zhou S., Yang J., Prager-Khoutorsky M.
2021. Anatomical organization of the rat subfornical organ.
Front. Cell. Neurosci. V. 15, № 691711. 
https://doi.org/10.3389/FNCEL.2021.691711

Hökfelt T., Foster G., Schultzberg M., Meister B., Schalling M.,
Goldstein M., Hemmings H.C., Ouimet C., Greengard P.
1988. DARPP-32 as a marker for D-1 dopaminoceptive
cells in the rat brain: Prenatal development and presence in
glial elements (tanycytes) in the basal hypothalamus. Adv.
Exp. Med. Biol. V. 235. P. 65. 
https://doi.org/10.1007/978-1-4899-2723-1_6

Kawai Y. 2018. Differential ascending projections from the male
rat caudal nucleus of the tractus solitarius: an interface be-
tween local microcircuits and global macrocircuits. Front.
Neuroanat. V. 12. P. 63. 
https://doi.org/10.3389/FNANA.2018.00063/BIBTEX

Kawano H., Masuko S. 2001. Tyrosine hydroxylase-immunore-
active projections from the caudal ventrolateral medulla to
the subfornical organ in the rat. Brain Res. V. 903. P. 154. 
https://doi.org/10.1016/S0006-8993(01)02435-0

Korzh V., Kondrychyn I. 2020. Origin and development of cir-
cumventricular organs in living vertebrate. Semin. Cell
Dev. Biol. V. 102. P. 13. 
https://doi.org/10.1016/J.SEMCDB.2019.10.010

Korzhevskii D.E., Sukhorukova E.G., Kirik O. V., Grigorev I.P.
2015. Immunohistochemical demonstration of specific an-
tigens in the human brain fixed in zinc-ethanol-formalde-
hyde. Eur. J. Histochem. V. 59. P. 5. 
https://doi.org/10.4081/EJH.2015.2530

Langlet F., Mullier A., Bouret S.G., Prevot V., Dehouck B. 2013.
Tanycyte-like cells form a blood-cerebrospinal f luid barrier
in the circumventricular organs of the mouse brain. J.
Comp. Neurol. V. 521. P. 3389. 
https://doi.org/10.1002/CNE.23355

Lind R.W., van Hoesen G.W., Johnson A.K. 1982. An HRP study
of the connections of the subfornical organ of the rat. J.

Comp. Neurol. V. 210. P. 265. 
https://doi.org/10.1002/CNE.902100306

Lorez H.P., Richards J.G. 1982. Supra-ependymal serotoninergic
nerves in mammalian brain: morphological, pharmacological
and functional studies. Brain Res. Bull. V. 9. P. 727. 
https://doi.org/10.1016/0361-9230(82)90179-4

McKinley M.J., McAllen R.M., Davern P., Giles M.E., Penschow J.,
Sunn N., Uschakov A., Oldfield B.J. 2003. The sensory cir-
cumventricular organs of the mammalian brain. Adv. Anat.
Embryol. Cell Biol. V. 172. P. 1. 
https://doi.org/10.1007/978-3-642-55532-9

Meister B., Hökfelt T., Tsuruo Y., Hemmings H., Ouimet C.,
Greengard P., Goldstein M. 1988. DARPP-32, a dopamine-
and cyclic AMP-regulated phosphoprotein in tanycytes of
the mediobasal hypothalamus: distribution and relation to
dopamine and luteinizing hormone-releasing hormone
neurons and other glial elements. Neuroscience. V. 27.
P. 607. 
https://doi.org/10.1016/0306-4522(88)90292-8

Miyahara N., Ono K., Hitomi S., Hirase M., Inenaga K. 2012.
Dopamine modulates neuronal excitability pre- and post-
synaptically in the rat subfornical organ. Brain Res.
V. 1447. P. 44. 
https://doi.org/10.1016/J.BRAINRES.2012.01.063

Moini J., Piran P. 2020. Limbic, olfactory, and gustatory sys-
tems. In: Functional and Clinical Neuroanatomy. London:
Academic Press. P. 467. 
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-817424-1.00015-X

Pulman K.J., Fry W.M., Cottrell G.T., Ferguson A. V. 2006. The
subfornical organ: a central target for circulating feeding
signals. J. Neurosci. V. 26. P. 2022. 
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.3218-05.2006

Richards J.G., Lorez H.P., Colombo V.E., Guggenheim R., Kiss D.,
Wu J.Y. 1981. Demonstration of supra-ependymal 5-HT
nerve fibres in human brain and their immunohistochemical
identification in rat brain. J. Physiol. (Paris, 1946–1992).
V. 77. P. 219. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/7026769/

Rosas-Arellano M.P., Solano-Flores L.P., Ciriello J. 1996. Arcu-
ate nucleus inputs onto subfornical organ neurons that re-
spond to plasma hypernatremia and angiotensin II. Brain
Res. V. 707. P. 308. 
https://doi.org/10.1016/0006-8993(95)01368-7

Takahashi M., Tanaka J. 2017. Noradrenaline receptor mecha-
nisms modulate the angiotensin II-induced water intake in
the subfornical organ in rats. Exp. Brain Res. V. 235. P. 833. 
https://doi.org/10.1007/S00221-016-4844-9

Tanaka J., Hayashi Y., Shimamune S., Nomura M. 1997. As-
cending pathways from the nucleus of the solitary tract to
the subfornical organ in the rat. Brain Res. V. 777. P. 237. 
https://doi.org/10.1016/S0006-8993(97)01211-0

Tanaka J., Seto K. 1988. Neurons in the lateral hypothalamic
area and zona incerta with ascending projections to the
subfornical organ area in the rat. Brain Res. V. 456. P. 397. 
https://doi.org/10.1016/0006-8993(88)90247-8

Tsukashima A., Tsuchihashi T., Abe I., Nakamura K., Uchimura H.,
Fujishima M. 1996. Angiotensin II increases norepineph-
rine turnover in the anteroventral third ventricle of sponta-
neously hypertensive rats. Hypertension. V. 28. P. 224. 
https://doi.org/10.1161/01.HYP.28.2.224

Vígh B., Manzano e Silva M.J., Frank C.L., Vincze C., Czirok S.J.,
Szabó A., Lukáts A., Szél A. 2004. The system of cerebro-
spinal f luid-contacting neurons. Its supposed role in the



380

ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 4  2022

РАЗЕНКОВА, КОРЖЕВСКИЙ

nonsynaptic signal transmission of the brain. Histol. His-
topathol. V. 19. P. 607. 
https://doi.org/10.14670/HH-19.607

Zheng Z., Chopp M., Chen J. 2020. Multifaceted roles of peri-
cytes in central nervous system homeostasis and disease. J.
Cereb. Blood Flow Metab. V. 40. P. 1381. 
https://doi.org/10.1177/0271678X20911331

Zimmerman C.A., Huey E.L., Ahn J.S., Beutler L.R., Tan C.L.,
Kosar S., Bai L., Chen Y., Corpuz T. V., Madisen L., Zeng H.,

Knight Z.A. 2019. A gut-to-brain signal of f luid osmolarity
controls thirst satiation. Nature. V. 568. P. 98. 
https://doi.org/10.1038/S41586-019-1066-X

Zimmerman C.A., Lin Y.C., Leib D.E., Guo L., Huey E.L., Da-
ly G.E., Chen Y., Knight Z.A. 2016. Thirst neurons antici-
pate the homeostatic consequences of eating and drinking.
Nature. V. 537. P. 680. 
https://doi.org/10.1038/NATURE18950

Catecholaminergic Structures of Rat’s Subfornical Organ
V. A. Razenkovaa, * and D. E. Korzhevskiia

aInstitute of Experimental Medicine, St. Petersburg, 197376 Russia
*e-mail: valeriya.raz@yandex.ru

Due to the fact that the studies of subfornical organ’s tissue components and neurotransmitter systems have a high
relevance nowadays, the aim of this research was to investigate morphological features of the catecholaminergic in-
nervation of this area. Brain samples of rat’s subfornical organ were studied at the different stages: at postnatal days
14 and 30, and at the age of 4–6 months, using immunohistochemical and confocal scanning microscopy methods.
The main direction of ingrowing into the subfornical organ catecholaminergic fibers at the early stages of postnatal
development was determined. It has been established that the processes of catecholaminergic cells can contact with
the cells covering the subfornical organ, and can also pass through the ependymal layer. This allows processes to con-
tact the cerebrospinal f luid directly and, presumably, to influence its compositions. It was revealed that some of the
catecholaminergic fibers have a parallel arrangement with the basal processes of specialized ependymal cells – tany-
cytes. Such finding suggests possible function of tanycytes as a scaffold for growing catecholaminergic fibers. Previ-
ously unidentified catecholaminergic cell population of subfornical organ was obtained.

Keywords: tyrosine hydroxylase, forebrain, subfornical organ, development, immunohistochemistry
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В работе охарактеризованы связанные с преждевременным старением изменения ионного гомеостаза в
эндометриальных мезенхимных стволовых клетках (эМСК) человека. Методом пламенной фотометрии
исследованы изменения внутриклеточного содержания калия и натрия и потоков калия через плазмати-
ческую мембрану и установлено, что в процессе индуцированной окислительным стрессом остановки
клеточного цикла и развития преждевременного старения эМСК сохраняют высокий ионный гетерогени-
тет, характерный для функционально активных клеток животных. Преждевременное старение клеток со-
провождается возрастанием внутриклеточного содержания натрия и трансмембранных потоков калия,
сопряженных с функционированием Na/K-насоса, но не сказывается на пассивном транспорте калия че-
рез плазматическую мембрану. Отличительной особенностью стресс-индуцированных остановленных
эМСК является сниженное удельное внутриклеточное содержание калия (500–600 мкмоль на 1 г белка) по
сравнению с пролиферирующими эМСК (800–900 мкмоль на 1 г белка). Высказывается предположение,
что связанное с развитием преждевременного старения снижение внутриклеточного содержания калия
отражает участие ионов калия в регуляции объема клеток и может свидетельствовать о снижении гидрата-
ции стареющих эМСК.

Ключевые слова: внутриклеточное содержание калия, входные потоки калия, Na/K насос, окислительный
стресс, преждевременное старение, эндометриальные мезенхимные стволовые клетки человека
DOI: 10.31857/S0041377122040101

Общепризнано, что моновалентные ионы участ-
вуют в регуляции пролиферации и дифференциров-
ки, а также гибели клеток, однако механизмы их уча-
стия в этих важных клеточных процессах изучены
недостаточно. Ионные каналы и ионные транспор-
теры плазматической мембраны вовлечены в систе-
му внутриклеточной сигнализации, и такие ионы
как калий, натрий, хлор важны для поддержания
мембранного потенциала и внутриклеточных кон-
центраций кальция и водорода (рН). Показано, на-
пример, что изменение концентрации натрия в
клетке контролирует скорость клеточного цикла по-
средством изменений внутриклеточного pH, что, в
свою очередь, влияет на экспрессию циклина B1 и
активность cdk2 (Putney, Barber, 2003; Darborg et al.,
2007; Pedersen et al., 2007). Предполагается, что внут-
риклеточный хлор участвует в гиперполяризации
плазматической мембраны, которая сопровождает
пререпликативную фазу и переход G1/S в клеточном

цикле (Klausen et al., 2010). Наряду с сигнальной
функцией, моновалентные ионы играют важную
роль в регуляции объема клетки (Tosteson, Hoffman,
1960; Hoffman et al., 2009; Hoffmann, Pedersen, 2011).
Движение ионов через плазматическую мембрану и
связанные с ним потоки воды и изменения клеточ-
ного объема рассматриваются в качестве важного
фактора в регуляции клеточного цикла (Lang et al.,
1998, 2005, 2006).

При исследовании трансформированных клеток
различного происхождения, а также мезенхимных
стволовых клеток человека нами были выявлены из-
менения внутриклеточного содержания калия, свя-
занные с замедлением пролиферации клеток и приуро-
ченные к фазе G1 клеточного цикла (Марахова и др.,
1985а, 1985б; Marakhova et al., 2019a). Последующий
анализ связанных с пролиферацией изменений со-
держания калия в активированных лимфоцитах че-
ловека позволил нам предположить, что калий, яв-
ляясь основным ионом, который участвует в регуля-
ции содержания воды в клетках, вовлечен в
процессы, контролирующие клеточный рост при пе-
реходе из состояния покоя (quiescence) к пролифера-
ции (Веренинов и др., 1991; Marakhova et al., 2019b).

Принятые сокращения: эМСК – эндометриальные мезенхим-
ные стволовые клетки; Kв/Naв – отношение содержания ка-
лия к содержанию натрия в клетке; PBS – фосфатно-солевой
буферный раствор.

УДК 581.17:57.085.23

EDN: GJAWSY
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В последние годы ионные транспортеры, в част-
ности Na/K насос, предлагаются в качестве терапев-
тических мишеней преждевременного клеточного
старения. Преждевременное старение (senescence)
клеток определяется как необратимая остановка
клеточного цикла в ответ на различные внешние и
внутренние воздействия (Fridlyanskaya et al., 2015;
Hernandez-Segura et al., 2018; Davan-Wetton et al.,
2021). Преждевременное старение играет физиоло-
гическую роль при нормальном развитии клеток,
оно лежит в основе старения стволовых клеток, а
также предлагается в качестве механизма подавле-
ния злокачественного роста (Ermolaeva et al., 2018;
Rhinn et al., 2019; Wang et al., 2020). Такие маркеры
старения как повреждение ДНК, повышенная экс-
прессия ингибиторов клеточного цикла (p53, р16,
p21,), а также фенотипические изменения, включая
метаболическое репрограммирование и изменения
хроматина, используются для идентификации ста-
реющих клеток, хотя и не являются универсальны-
ми. Несмотря на глубокие изменения в клеточном ме-
таболизме, нарушение синтеза белка, изменения фи-
зиологии митохондрий и лизосом, стареющие клетки
длительное время остаются жизнеспособными.

Неизвестно, участвуют ли моновалентные ионы,
которые являются важными регуляторами клеточ-
ного гомеостаза, в развитии преждевременного ста-
рения и поддержании жизнеспособности стареющих
клеток. Показано, что стареющие клетки имеют более
высокую концентрацию кальция по сравнению с нор-
мальными циклирующими клетками (Fine et al., 2013;
Yu et al., 2013). Имеются данные, свидетельствующие
об активации Na/H+-обменника во время индуци-
рованной стрессом остановки пролиферации (Ped-
ersen, 2006). С помощью флуоресцентных зондов об-
наружено повышенное содержание калия, натрия,
кальция в стареющих фибробластах легкого челове-
ка IMR90 по сравнению с нормальными фибробло-
стами (Guerrero et al., 2019). Количественный анализ
содержания калия и натрия в клетках во время старе-
ния не проводился.

В настоящей работе мы исследовали изменения
ионного гомеостаза эндометриальных мезенхимных
стволовых клеток (эМСК) человека во время разви-
тия преждевременного старения, вызванного субле-
тальным окислительным стрессом. Используя метод
пламенной фотометрии для оценки как содержания
калия и натрия в клетках, так и трансмембранных
потоков калия, мы обнаружили специфические из-
менения внутриклеточного содержания калия во
время индуцированного стрессом старения эМСК
человека.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки, их культивирование и обработка. В работе

использовали мезенхимные стволовые клетки, по-
лученные из эндометрия здорового донора (Земель-
ко и др., 2011). Клетки культивировали в среде

DMEM/F12 (Gibco), содержащей 10% эмбриональ-
ной сыворотки (HyClone), в атмосфере 5% СО2 при
37°С, во флаконах 25 cм2. Для экспериментов клетки
рассевали на чашки диаметром 35 мм по 10–15 тыс. кле-
ток на 1 см2. В работе использовали клетки 2–15-ого
пассажей.

Преждевременное старение клеток индуцирова-
ли с помощью окислительного стресса по методике,
предложенной ранее (Burova et al., 2013). Окислитель-
ный стресс вызывали добавлением в среду культиви-
рования Н2О2 (конечная концентрация 200 мкМ) на
1 ч при 37°С в атмосфере 5% СО2. После обработки
клетки промывали 2 раза раствором PBS и далее
культивировали в свежей ростовой среде, проводя ее
смену на свежую через 2–3 сут.

Измерение внутриклеточного содержания катионов
и входных потоков калия. Содержание калия и на-
трия в клетках измеряли с помощью метода пламен-
но-эмиссионной фотометрии (Веренинов и др.,
1982). Входной поток калия оценивали по накопле-
нию его физиологического аналога рубидия, добав-
ляя в ростовую среду RbCl на 30 мин в конечной
концентрации 2.5 мМ. Поток рубидия, относящийся
к переносу с участием Na/K-насоса, детектировали
по разнице между общим накоплением рубидия и
его входом в клетку в присутствии 0.05 мМ уабаина в
течение 20 мин. Для оценки содержания катионов
клетки осаждали центрифугированием в течение 3–
5 мин при 600 g. Осадок пятикратно промывали
охлажденным раствором MgCl2 (85 мМ), не ресус-
пендируя, и заливали 5%-ой трихлоруксусной кис-
лотой (1 мл). Содержание катионов в надосадочной
жидкости определяли на атомно-абсорбционном
фотометре Perkin-Elmer AA-306. Далее осадок рас-
творяли в 1 мл 0.1 N NaOH для последующего опре-
деления содержания общего белка по методу Лоури.
Внутриклеточную концентрацию катионов выража-
ли в мкмолях на 1 г общего клеточного белка.

Проточная цитофлуориметрия. Для флюоримет-
рического анализа клетки дважды промывали PBS и
переводили в суспензию путем трипсинизации, по-
сле чего осаждали центрифугированием и суспенди-
ровали в PBS. Подготовленные далее по соотетству-
ющему протоколу образцы анализировали с помо-
щью проточного цитометра CytoFLEX или
CytoFLEX S (Beckman Coulter, США).

Для определения жизнеспособности клеток ис-
пользовали окрашивание йодидом пропидия (PI).
Непосредственно перед анализом к каждому образ-
цу добавляли PI (50 мкг/мл). Полученные двумер-
ные цитограммы (или диаграммы) (соответствую-
щие точечные графики) позволяли различать PI-от-
рицательные живые клетки и PI-положительных
погибших клеток.

Для анализа клеточного цикла каждый образец кле-
ток суспендировали в 300 мкл PBS среды, содержащей
200 мкг/мл сапонина (Fluka, США), 250 мкг/мл РНКа-
зы А (Sigma-Aldrich, США) и 50 мкг/мл PI, инкуби-
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ровали от 30 до 60 мин при комнатной температуре в
темноте.

Для оценки изменения размера клеток, которое
сопровождает преждевременное клеточное старе-
ние, отслеживали сигнал прямого светорассеяния
(FS). Для обнаружения накопления липофусцина
образцы анализировали на аутофлуоресценцию
(АФ, лазер 488 нм). Краситель тетраметилродамин
(TMRM; Invitrogen, США) использовали в качестве
индикатора потенциала митохондриальной мембра-
ны (Scaduto, Grotyohann, 1999; Creed, McKenzie,
2019). Для приготовления окрашивающего раствора
1-кратный (100 нМ) исходный раствор TMRM
(100 мкМ) разбавляли в 1000 раз питательной сре-
дой, которую добавляли к клеткам.

В работе использовали уабаин, сапонин, РНКазу,
PI (Sigma, США), а также реактивы отечественного
производства квалификации “х. ч.” или “ос. ч.”.

Статистическая обработка данных. Использовали
программу Microsoft Excell (Microsoft Corporation,
США). Статистическую значимость оценивали с по-
мощью либо критерия ANOVA-Тьюки в случае мно-
жественных сравнений, либо t-критерия Стьюдента
в случае парных сравнений. Данные представлены в
виде средних значений и их ошибок из 3–8 незави-
симых серий экспериментов (n): суммировали сред-
ние значения из трех измерений в каждом экспери-
менте.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сублетальная доза H2O2 индуцирует преждевре-

менное старение в эМСК. Ранее было показано, что
сублетальный окислительный стресс вызывает необ-
ратимую остановку клеточного цикла эМСК, кото-

рая сопровождается такими характерными призна-
ками преждевременного старения, как гипертрофия
клеток, усиленное окрашивание клеточной β-галак-
тозидазы, повышенная экспрессия супрессоров кле-
точного цикла p53, p21, повреждение ДНК (Burova
et al., 2013; Borodkina et al., 2016). В настоящем исследо-
вании культуры эMCК человека, которые были об-
работаны перекисью водорода (200 мкМ H2O2, 1 ч), на
3-и сут прекращали рост, останавливаясь в фазах G2
и М клеточного цикла (рис. 1а, в). К этому времени
увеличивался размер клеток, о чем свидетельствова-
ло как повышение прямого светорассеяния клеток,
так и возрастание содержания белка в каждой от-
дельной клетке (рис. 2а и рис. 1б). В остановленных
культурах эМСК отмечали повышение автофлуорес-
ценции, обусловленное накоплением в клетках ли-
пофусцина, что является общепризнанным марке-
ром клеточного старения (рис. 2б) (Bertolo et al.,
2019; Shatrova et al., 2021). У клеток, обработанных
Н2О2, мембранный потенциал митохондрий был
снижен, о чем свидетельствовало возрастание флуо-
ресценции тетраметилродамина (рис. 2в) (Creed,
McKenzie, 2019). Важно, что после обработки субле-
тальной дозой H2O2 эМСК сохраняли высокую жиз-
неспособность. По данным проточной цитометрии
на 5-е сут после окислительного стресса количество
жизнеспособных (неокрашенным йодистым пропи-
дием) клеток в остановленной культуре составляло
91 ± 7% (n = 3), тогда как в растущей пролиферирую-
щей культуре эМСК оно составляло 96 ± 5% (n = 3).
Совокупность полученных данных позволила далее
использовать эМСК человека, обработанные субле-
тальной дозой H2O2, в качестве модели для изучения
изменений ионного гомеостаза при развитии преж-
девременного клеточного старения.

Рис. 1. Окислительный стресс останавливает рост культур эМСК человека. Клетки стимулировали добавлением Н2О2 на 1 ч,
затем отмывали и измеряли их ростовые характеристики. а – Рост численности клеток, б – изменение удельного содержания
массы белка в клетке в процессе культивирования пролиферирующих (кривая 1) и подвергнутых окислительному стрессу
(кривая 2) эМСК; в – доля клеток (%) в культуре, находящихся в фазах G0/G1 (1), S (2) и G2/M (3), на 5-е сут после стресса.
К – контрольные клетки, необработанные Н2О2. Приведены средние значения и их ошибки из 4–6 независимых серий экс-
периментов, проведенных по одной схеме; отличия от К достоверны при Р < 0.05.
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ШАТРОВА и др.

Изменение внутриклеточного содержания калия и
натрия в процессе преждевременного старения эМСК.
Короткий кратковременный окислительный стресс
(200 мкМ H2O2, 1 ч) вызывает снижает содержание
калия и увеличивает содержание натрия в пролифе-
рирующих эМСК (рис. 3, темные столбики). В резуль-
тате реципрокного изменения содержания калия и на-
трия в клетках, обработанных H2O2, отношение содер-
жания этих катионов (Kв/Naв) снижается с 7–8 до 3–
3.5, что свидетельствует о нарушении ионного гетеро-
генитета, характерного для клеток животных. После
замены среды на свежую, не содержащую H2O2, ион-
ные градиенты постепенно восстанавливаются.

В течение первых 2-х сут после окислительного
стресса культуры эМСК, находящиеся в полноцен-
ной питательной среде, продолжают расти, хотя и
медленнее, чем пролиферирующие культуры, не
подвергавшиеся стрессу, но к 3-м сут они прекраща-
ют пролиферировать и останавливаются, накапли-
ваясь в фазах G2/M и S клеточного цикла (рис. 1а, в).
В течение этого времени содержание калия снижает-
ся как в пролиферирующих, так и в стресс-индуци-
рованных клетках (рис. 3а). Такое изменение содер-
жания калия отражает общую закономерность, обу-
словленную тем, что независимо от типа клеток
возрастание плотности культуры и снижение ее проли-
феративной активности приводит к снижению внут-

Рис. 2. Показатели эМСК человека, индуцированных окислительным стрессом (действиe Н2О2, 1 ч). а – Прямое светорассе-
яние (FS), б – автофлюоресценция (АФ), в – митохондриальный мембраннй потенциал (ММП). Приведены средние значе-
ния и их ошибки из 3-x экспериментов, проведенных по одной схеме; различия по сравнению с контролем (К) считали до-
стоверными при *Р < 0.005.
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Рис. 3. Изменение внутриклеточного содержания калия и натрия в эМСК по ходу их преждевременного старения, индуци-
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в растущих (кружки) и остановленных (светлые столбики) эМСК; б – внутриклеточное содержание натрия в растущих (тре-
угольники) и остановленных (светлые столбики) эМСК. Темные столбики – содержание калия (а) и натрия (б) после обра-
ботки клеток H2O2 в течение 1 ч. Приведены средние значения и их ошибки (n = 3) из 4–8 экспериментов, проведенных по
одной схеме. Достоверность различий между стресс-индуцированными и пролиферирующими клетками рассчитывали с ис-
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риклеточного содержания калия (Марахова и др.,
1985а, 1985б; Marakhova et al., 2019a). Далее, в стресс-
индуцированных клетках содержание калия достигает
постоянного уровня, который ниже (652 ± 41 мкмоль
на 1 г белка), чем в пролиферирующих культурах
эМСК (795 ± 39 мкмоль на 1 г белка) (рис. 3а).

Важно отметить, что в наших исследованиях для
оценки внутриклеточного содержания катионов из-
меряемое количество катионов нормировали на
массу клеточного белка, определяемого в той же
пробе. В клеточной биологии такая оценка измене-
ний содержания внутриклеточных ионов широко
используется. Действительно, существуют значи-
тельные трудности в оценке внутриклеточных кон-
центраций ионов (когда содержание ионов рассчи-
тывается на содержание воды в клетке) из-за отсут-
ствия надежных методов оценки объемов клеток в
асинхронно растущих культурах. Наиболее адекват-
ный метод оценки содержания воды в нативных
клетках – измерение плавучей плотности клеток –
успешно используется при исследовании клеток,
культивируемых в суспензии, но неприменим для
клеток, растущих в монослое. Следует заметить, что
предпринимаются попытки оценки ионных и других
физиологических параметров у клеток в монослой-
ных культурах после их снятия с субстрата, на кото-
ром прикрепляются и функционируют клетки.

Наш опыт показал, что клетки, кратковременно
обработанные трипсином (0.05%) для отделения их
от адгезионной поверхности, сохраняют нормаль-
ное, высокое содержания калия (624 ± 28 мкмоль на
1 г белка), но имеют повышенное содержание на-
трия (663 ± 23 мкмоль на 1 г белка) и близкое к 1 от-
ношение внутриклеточных катионов Kв/Naв. Выяс-
нилось также, что Kв/Naв сохраняется низким, если
клетки отмыть от трипсин-содержащей среды в све-
жей среде и далее подержать в суспензии 3 ч (более
длительные наблюдения не проводили). Примеча-
тельно, что только после прикрепления к адгезив-
ной поверхности в клетках постепенно восстанавли-
вается низкое содержание натрия (108 ± 9 мкмоль на
1 г белка) и высокое отношение Kв/Naв. На основа-
нии этих данных мы полагаем, что пламенно-эмис-
сионный метод измерения внутриклеточного содер-
жания ионов является наиболее адeкватным для изу-
чения ионного гомеостаза клеток в монослойных
культурах (Веренинов, Марахова, 1986). Метод поз-
воляет определять как внутриклеточное содержание
катионов в клетках, так и трансмембранные потоки
ионов, используя ионы-аналоги (например, руби-
дий для оценки потоков калия), в монослойных
культурах без снятия клеток с субстрата. Важно и то,
что нормирование количества ионов на количество
белка в каждом образце позволяет получить данные,
способствующие пониманию механизма участия
ионов (в нашем случае калия) в процессах роста и
пролиферации клеток.

После окислительного стресса эМСК сохраняют
жизнеспособность в культуре в течение длительного
времени. Представлялось важным выяснить, как долго
стареющие клетки способны поддерживать нормаль-
ные ионные градиенты. Как видно на рис. 3а, при дли-
тельном культивировании (до 22 сут) в стареющих
эМСК содержание калия оставалось на постоянном
уровне, который соответствовал содержанию калия
в “ранних” стареющих клетках.

В течение первых 2-х сут после окислительного
стресса внутриклеточное содержание натрия снижа-
лось (рис. 3б, столбики). Однако по ходу культиви-
рования стресс-индуцированных эМСК содержание
натрия нарастало, оно увеличивалось от 120 ± 10 до
160 ± 19 мкмоль на 1 г белка, и в “поздних” старею-
щих эМСК содержание натрия оставалось повы-
шенным. В совокупности, полученные данные сви-
детельствуют о том, что при длительном культиви-
ровании стресс-индуцированные эМСК сохраняют
высокое внутриклеточное соотношение Kв/Naв, ха-
рактерное для функционально активных клеток в
культуре, но имеют сниженное удельное содержание
калия, рассчитанное на клеточный белок.

Транспорт рубидия (калия) и стресс-индуцирован-
ное старение эМСК. Изменения транспорта калия
через плазматическую мембрану по ходу преждевре-
менного старения оценивали, измеряя кратковре-
менный вход рубидия в клетки (Marakhova et al.,
1998). В пролиферирующих эМСК ингибируемый
уабаином поток рубидия, который характеризует пе-
ренос калия через Na/K-насос, составляет более по-
ловины общего потока рубидия в клетку. Как и в
пролиферирующих культурах эМСК, в первые сутки
после окислительного стресса в условиях замедлен-
ного роста культуры, ингибируемый уабаином поток
рубидия снижается (рис. 4а, столбики).

Как было показано ранее, снижение трансмем-
бранных потоков рубидия (калия) в растущей кле-
точной культуре обуcловлено плотностым торможе-
нием размножения клеток (Marakhova et al., 2019a). В
первые сутки после стресса снижение ингибируемо-
го уабаином потока рубидия является следствием
постепенного замедления роста культуры эМСК.
Далее, в процессе старения клеток, поток рубидия
начинает нарастать, и на 22-е сут после стресса инги-
бируемый уабаином вход рубидия составляет 65 ± 4
(n = 4) против 40 ± 4 мкмоль на 1 г белка за 30 мин
(n = 6) у клеток в 1-е сут после стресса (рис. 4а, стол-
бики). Наблюдаемое увеличение ингибируемого уа-
баином входа рубидия свидетельствуют о возраста-
нии активности Na/K-насоса по ходу преждевре-
менного старения.

Для того чтобы выяснить, чем обусловлена высо-
кая активность ионного насоса в стареющих клет-
ках, мы оценили коэффициенты скорости активно-
го переноса ионов, которые рассчитывали как отноше-
ние ингибируемого уабаином входа рубидия в клетку к
внутриклеточному содержанию натрия во время преж-
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девременного старения эМСК (Jakobsson et al., 1980;
Lew et al., 1986; Vereninov et al., 2008). Оказалось, что
коэффициенты скоростей переноса ионов составля-
ют 0.012–0.013 мин–1 и не различаются для клеток в
ранних и поздних стресс-индуцированных культурах
эМСК. Таким образом, повышение входных потоков
рубидия в процессе преждевременного старения
эМСК не связано с изменением кинетических
свойств Na/K-насоса, а является следствием нарас-
тания содержания натрия в стареющих клетках.

В процессе старения, индуцированного окисли-
тельным стрессом, не ингибируемый уабаином пас-
сивный транспорт рубидия (калия) через плазмати-
ческую мембрану не изменяется (рис. 4б).

Сравнительное исследование основных характе-
ристик ионного гомеостаза в процессе индуцирован-
ной окислительным стрессом остановки клеточного
цикла в эМСК человека показало, что стареющие
эМСК сохраняют высокий ионный гетерогенитет, ха-
рактерный для функционально активных клеток жи-
вотных. Развитие преждевременного старения сопро-
вождается возрастанием внутриклеточного содержа-
ния натрия и трансмембранных потоков калия,
сопряженных с функционированием Na/K-насоса.
Индуцированная стрессом остановка клеточного цик-
ла не влияет на пассивный транспорта калия через
плазматическую мембрану. Отличительной особен-
ностью стареющих эМСК по сравнению с пролифе-
рирующими является сниженное внутриклеточное
содержание калия в расчете на массу клеточного
белка.

Преждевременное старение клеток связано с
остановкой клеточного цикла, и выявляемое в на-

стоящей работе низкое удельное содержания калия в
расчете на массу белка в стареющих клетках хорошо
согласуется с представлением о том, что снижение
этого показателя отражает прекращение клеточной
пролиферации (Трошин и др., 1985). Наше недавнее
исследование активации лимфоцитов человека по-
казало также, что переход покоящихся клеток к про-
лиферации сопровождается нарастанием содержа-
ния в клетках не только калия, но и воды в расчете на
массу клеточного белка (Marakhova et al., 2019b). Та-
кое согласованное изменение содержания в клетках
и калия, и воды приводит к тому, что в условиях ин-
тенсивного роста лимфоцитов, когда клеточный
объем существенно увеличивается, концентрация
калия в клетках поддерживается на постоянном
уровне. Эти данные позволяют считать, что калий
вовлечен в регуляцию пролиферации клеток в каче-
стве того внутриклеточного иона, который, прини-
мая участие в водно-осмотическом балансе клетки,
контролирует изменение клеточного объема и спо-
собствует сохранению постоянства ионного состава
клеток в условиях интенсивного роста при запуске
пролиферации клеток или их трансформации.

Принимая во внимание исследования, в которых
оценки внутриклеточного содержания калия и воды,
а также объема клеток проводились одновременно
на суспензионных покоящихся и пролиферирую-
щих клетках (Yurinskaya et al., 2005; Marakhova et al.,
2019b) и опираясь на теоретический анализ ионного
и водного баланса у животных клеток (Jentsch, 2016;
Vereninov et al., 2016; Yurinskaya et al., 2020), мы пола-
гаем, что низкое удельное содержание калия в стресс-
индуцированных эМСК свидетельствует о снижен-
ном содержании воды в стареющих клетках. Чтобы

Рис. 4. Изменение уабаин-чувствительного (а) и уабаин-резистентного (б) входа рубидия в процессе преждевременного ста-
рения эМСК, индуцированного окислительным стрессом. а – Уабаин-чувствительный поток рубидия в растущих (кружки)
и остановленных (столбики) эМСК; б – уабаин-резистентный поток рубидия в растущих (треугольники) и остановленных
(столбики) культурах эМСК. Приведены средние значения и их ошибки из 4–8 экспериментов, проведенных по одной схеме.
Достоверность различий между стресс-индуцированными и пролиферирующими клетками рассчитывали с использованием
теста Тьюки, *P < 0.05.

20

40

60

80

100

0
1 2 43 65 87 16 18 20 22

У
аб

аи
н-

чу
вс

тв
ит

ел
ьн

ы
й 

по
то

к 
R

b,

Время, сут

а

*

* * *

м
км

ол
ь/

г,
 3

0 
м

ин

10

20

30

40

50

0
1 2 43 65 87 18 20 22

У
аб

аи
н-

ре
зи

ст
ен

тн
ы

й 
по

то
к 

R
b,

Время, сут

б

* * * *

м
км

ол
ь/

г,
 3

0 
м

ин



ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 4  2022

ИОННЫЙ ГОМЕОСТАЗ И СТРЕСС-ИНДУЦИРОВАННОЕ СТАРЕНИЕ 387

проверить данное предположение, необходимо про-
вести надежные измерения изменений объема старе-
ющих клеток в условиях монослойной культуры.

Экспериментальных данных об изменениях гид-
ратации клеток, связанных с пролиферативным ста-
тусом клеток, немного. Основываясь на данных о
высоком содержании воды в эмбриональных и рако-
вых клетках, повышенная гидратация клеток пред-
ложена в качестве важного фактора в поддержании
злокачественного роста клеток и канцерогенеза
(McIntyre, 2006, 2007). Предполагается, что связь
между гидратацией клеток и их пролиферацией может
отражать влияние макромолекулярного краудинга на
метаболизм клетки и внутриклеточную сигнализацию
(Lang et al., 1998; Burg, 2000; Burg et al., 2007; Zhou et al.,
2008; Hoffman, Pedersen, 2011; Matsuda et al., 2014;
Mourao et al., 2014; Wang et al., 2014; Rana et al., 2020).
Данные, которые получены при измерении содер-
жания воды в стареющих эритроцитах, указывают на
то, что снижение содержания воды в клетках и мак-
ромолекулярный краудинг могут быть общим меха-
низмом клеточного старения (Minton, 2020).
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Ion Homeostasis and Stress-Induced Senescence in Human Mesenchymal Stem Cells
A. N. Shatrovaa, A. P. Domninaa, N. A. Pugovkinaa, and I. I. Marakhovaa, *
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Human endometrial mesenchymal stem cells (hMESC) subjected to sublethal oxidative stress enter the premature
senescence. Here, we studied the changes in ionic homeostasis associated with the premature senescence progres-
sion in human eMSCs. Using the method of f lame photometry to assess the intracellular content of potassium and
sodium as well as the potassium fluxes across the plasma membrane, it is shown that during the oxidative stress-in-
duced cell cycle arrest and the premature senescence progression, eMSCs retain high ionic heterogeneity, which is
characteristic of functionally active animal cells. The senescence progression is accompanied by an increase in in-
tracellular sodium content and in potassium fluxes associated with the Na/K pump, but does not affect the passive
transport of potassium across the plasma membrane. A peculiar feature of senescent eMSCs is a low intracellular
potassium content (500–600 μmol./g) compared to proliferating eMSCs (800–900 μmol./g). It is suggested that the
decrease in intracellular potassium content associated with the premature senescence progression reflects the involvement
of potassium ions in the regulation of cell volume and may indicate a reduced hydration of senescent eMSCs.

Keywords: cell potassium content, potassium fluxes, Na/K pump, oxidative stress, premature senescence, human
endometrial mesenchymal stem cells
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Квантификация перестроек фибриллярного актина с использованием микрофотографий возможна не
только с помощью стандартного измерения относительной интенсивности флуоресценции, но и с помо-
щью разработанного нами нового подхода на базе расчета фрактальной размерности Минковского. Для
вычисления фрактальной размерности использовали плагин FracLac для ImageJ. Перестройки фибрил-
лярного актина выявляли в мезенхимных стволовых клетках человека линии FetMSC после воздействия
ингибитора полимеризации актина латрункулина Б или предсердного натрийуретического пептида, вли-
яние которого на актиновый цитоскелет мезенхимных стволовых клеток было обнаружено нами ранее.
Проведенный в данной работе анализ изображений выявил изменения параметра фрактальной размерно-
сти, отражающие реорганизацию микрофиламентов в нативных клетках. Полученные результаты демон-
стрируют, что фрактальная размерность Минковского является удобным инструментом для оценки пере-
строек фибриллярного актина и может использоваться, дополняя или заменяя результаты измерения от-
носительной интенсивности флуоресценции.

Ключевые слова: фибриллярный актин, фрактальная размерность Минковского, мезенхимные стволовые
клетки человека
DOI: 10.31857/S0041377122040071

Многие биологические структуры и клеточные
органеллы, такие как цитоскелет, комплекс Гольд-
жи, дендриты нейронов, внутренние мембраны ми-
тохондрий (кристы) обладают сложной геометриче-
ской формой. В ряде случаев количественная мор-
фометрическая оценка таких объектов практически
невозможна, что накладывает ограничения на при-
менение сравнительного анализа состояния данных
структур, например, при оценке действия различ-
ных биологически активных соединений. Одним из
решений может быть использование фрактальной
геометрии, в рамках которой изображения таких
структур рассматриваются как геометрические фи-
гуры, и далее проводится их количественная оценка
с применением фрактальной размерности Минков-
ского (ФРМ, или box-counting алгоритм; Karperien,
2004). Понятие “фрактал” впервые ввел Бенуа Ман-
дельброт (Mandelbrot, 1983), и по его определению
фрактал – это самоподобная структура, а фракталь-
ная размерность – это мера ее геометрической слож-

ности. Для проведения вычислений фрактальной
размерности изображений были созданы различные
программные продукты, среди которых можно вы-
делить плагин FracLac (Karperien, 2004) как допол-
нение для свободно распространяемого программ-
ного обеспечения ImageJ. Его преимуществами яв-
ляются бесплатный доступ, понятный интерфейс и
настройки, позволяющие точно подобрать парамет-
ры вычисления для интересующего набора изобра-
жений.

Одним из объектов в клеточной биологии, кото-
рые нуждаются в качественной и количественной
оценке, является фибриллярный (F) актин. F-актин
(состоящий из глобулярного G-актина) и актин-
связывающие белки формируют актиновый цитос-
келет клетки (Fletcher, Mullins, 2010). В структуре
цитоскелета нативных клеток F- и G-актин находят-
ся в постоянном динамическом балансе: с плюс-
конца нити происходит сборка филамента, а с ми-
нус-конца его разборка (Neuhaus et al., 1983). Акти-
новый цитоскелет имеет критическое значение для
клеточной подвижности и миграционного потенци-
ала немышечных клеток как в норме, так и при раз-
личных патологиях, включая метастазирование и

Принятые сокращения: ИФ – интенсивность флуоресценции;
ПНП – предсердный натрийуретический пептид; ФРМ –
фрактальная размерность Минковского; DMSO – диметил-
сульфоксид; Lat B – латрункулин Б.
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EDN: MCTLFH



ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 4  2022

АНАЛИЗ ПЕРЕСТРОЕК ФИБРИЛЛЯРНОГО АКТИНА В МЕЗЕНХИМНЫХ 391

диссеминацию раковых клеток. Наиболее широко
распространенным методом выявления F-актина в
клетках является флуоресцентная микроскопия. В
препаратах клеток F-актин окрашивают специфиче-
скими антителами, или с помощью фаллоидина,
природного актин-связывающего соединения рода
фаллотоксинов, конъюгированного с флуоресцент-
ными красителями. Важно отметить, что фаллоидин
специфически связывается с нитями F-актина, и, в
то же время, не способен присоединяться к G-акти-
ну (Cooper, 1987).

Ранее нами было обнаружено, что предсердный
натрийуретический пептид (ПНП) способен влиять
на организацию F-актина и подвижность мезенхим-
ных стволовых клеток линии FetMSC (Ревитцер и
др., 2019). Цель настоящей работы заключается в
проведении количественной оценки состояния
структур F-актина в клетках FetMSC, обработанных
ПНП или латрункулином Б (Lat B), с помощью вы-
числения фрактальной размерности Минковского
(Revittser et al., 2021).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки. Мезенхимные стволовые клетки, выде-
ленные из костного мозга 5–6 недельного эмбриона
человека (FetMSC) получены из Центра коллектив-
ного пользования ИНЦ РАН (Санкт-Петербург)
“Коллекция культур клеток позвоночных” (Согла-
шение № 075-15-2021-683) (Крылова и др., 2012). Пе-
ред экспериментами клетки высевали на покровные
стекла, помещенные в чашки Петри, плотность со-
ставляла 104 клеток/см2. В качестве питательной сре-
ды использовали DМЕМ/F12 (Биолот, Россия), со-
держащую 10% сыворотки плодов коровы (HyClone,
США), 2 мМ L-глутамина, смесь пенициллина
(50 Ед/мл) и стрептомицина (50 мкг/мл) (Биолот,
Россия). Клетки культивировали в инкубаторе при
37°С, 5% СО2 и 90%-ной влажности, смену среды
проводили каждые 2–3 сут, эксперименты проводи-
ли на клетках, достигших субконфлюентности.

Обработка модификаторами актинового цитоске-
лета. В работе использовали хорошо изученный мо-
дификатор актинового цитоскелета токсин биологи-
ческого происхождения Lat B (Spector et al., 1989).
Lat B растворяли в DMSO (25 мг/мл). Механизм дей-
ствия Lat B на актиновый цитоскелет клетки известен:
связываясь с мономерами актина в стехиометрии 1 : 1
он ингибирует его полимеризацию, что препятствует
образованию новых актиновых филаментов. Обра-
ботку клеток Lat B в концентрации 10 или 1000 нМ в
среде культивирования проводили в течение 30 мин
в СО2-инкубаторе; в качестве контроля использова-
ли клетки без обработки или клетки после действия
1 мкМ диметилсульфоксида (DMSO, растворителя
для Lat B). Во второй серии экспериментов клетки
обрабатывали ПНП в концентрации 10 или 1000 нМ
в течение 24 ч в СО2-инкубаторе; контрольными

служили клетки без обработки (растворитель для
ПНП − дистиллированная вода).

Выявление F-актина в клетках FetMSC. После
культивирования с исследуемыми веществами клет-
ки фиксировали 10 мин при 25°С 5%-ным раствором
формальдегида в однократном фосфатно-солевом
буферном растворе (PBS). Затем проводили пермеа-
билизацию клеточной мембраны с помощью 0.5%-но-
го раствора Triton Х-100 (10 мин в PBS). Для флуорес-
центного мечения F-актина образцы инкубировали
с фаллоидином, конъюгированным с родамином
(TRITC-phalloidin, 1 мкг/мл; Sigma-Aldrich, Германия)
в течение 15 мин при 37°С. Ядра окрашивали с помо-
щью красителя Hoechst 33342 (Sigma, США; 2 мкг/мл в
PBS). Далее покровные стекла крепили к предмет-
ному стеклу, используя среду Vectashield Mounting
Media (Vector Labs, США), препятствующую “выгора-
нию” образцов. Микрофотографии получали с ис-
пользованием лазерного сканирующего конфокально-
го микроскопа Olympus FV3000 (Оlympus Сorporation,
Япония), укомплектованного лазерами с длиной вол-
ны возбуждения 561 и 350 нм (для выявления родамин-
фаллоидина и красителя Hoechst 33342 соответствен-
но). Параметры мощности лазеров, апертурной диа-
фрагмы, свойства регистрирующих фотоумножителей
были постоянными при визуализации всех препара-
тов.

Измерение относительной интенсивности флуорес-
ценции (ИФ) и фрактальной размерности Минковско-
го. Использовали программу ImageJ (NIH, США).
Предварительно в меню Analyze → Set measurements
устанавливали измерение “среднее значение серо-
го” (Mean gray value). Далее в микрофотографии вы-
деляли слой, содержащий изображение F-актина, и
переводили его в 8-битный формат, содержащий толь-
ко оттенки серого (функция Image → Type → 8-bit).
После этого с помощью курсора выделяли область
клетки “свободное выделение” (Freehand selection) и
получали значение ИФ выделенного участка с помо-
щью функции Analyze → Measure. Данные заносили
в таблицу Microsoft Excel (Microsoft Ofiice, США),
итоговые значения ИФ представлены средними из
10 измерений (n) и их стандартной ошибки, досто-
верность различий оценивали с помощью дисперси-
онного анализа с уровнем значимости Р < 0.05.

Измерение ФРМ проводили с помощью плагина
FracLac (NIH, США). Предварительно в плагине
устанавливали тип измерений Box-counting. Далее с
помощью функции Image → Color → Split Channels в
микрофотографии выделяли канал, содержащий
изображение F-актина. После этого полученное
изображение переводили в черно-белый формат с
помощью функции Process → Binary → Make Binary
и возвращали “скелет” фигуры с помощью Process →
→ Binary → Skeletonize. Затем с помощью курсора
(Freehand selection) выделяли область клетки и в пла-
гине FracLac проводили расчет ФРМ с помощью
функции Scan. Полученные данные вносили в таб-
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лицу Exсel, итоговые значения ФРМ представлены
средними из 10 измерений (n = 10) и их стандартной
ошибки, достоверность различий оценивали с помо-
щью дисперсионного анализа с уровнем значимости
Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Окрашивание F-актина в клетках FetMSC после
действия Lat B. Известно, что фаллоидин специфич-
но связывается с F-актином, поэтому качественная
и количественная оценка окрашенных нитей актина
может отражать сборку или разборку актинового ци-
тоскелета (Cooper, 1987). Мы окрашивали F-актин
клеток FetMSC родамин-фаллоидином в контроле
(рис. 1а), и в образцах, обработанных 1000 нМ DMSO
(растворителем Lat B; рис. 1б) и Lat B в концентра-
ции 50 нМ (рис. 1в) и 1000 нМ (рис. 1г). В контроль-
ных условиях, как и в присутствии DMSO или 50 нМ
Lat B все клетки имеют фибробластоподобную мор-
фологию и выраженные стресс-фибриллы, что ти-
пично для меземхимных стволовых клеток. Как и
следовало ожидать, после обработки клеток 1000 нМ
Lat B мы не наблюдали выраженных стресс фиб-
рилл, а само окрашивание было дисперсным и не
имело четко выраженной организации. Полученные
результаты согласуются с описанным ранее в лите-
ратуре действием Lat B: при малых концентрациях
(менее 50 нМ) вещество не оказывает влияния на ак-
тиновые структуры, а при концентрациях 500 нМ и
выше ингибирует сборку актиновых фибрилл в клет-
ке (Wakatsuki et al., 2001), что приводит к паттерну
флуоресцентного окрашивания, схожему с наблюда-
емым нами в FetMSC. Процессы формирования ни-

тей актина в клетке динамичны, а именно включают
в себя постоянную сборку нити с одного конца и ее
разборку с другого; по этой причине ингибирование
сборки нитей при инкубации Lat B вызывает ее по-
следующую разборку (Spector et al., 1989).

Численная оценка разборки F-актина после дей-
ствия Lat B. Оценку (в каждой крупе было по 10 кле-
ток) проводили двумя методами: с помощью вычис-
ления ИФ или ФРМ (рис. 2 и табл. 1). Применяя
дисперсионный анализ, мы не выявили отличий
между контрольной группой клеток и группой, об-
работанной 1000 нМ DMSO ни по параметру ИФ, ни
по параметру ФРМ, что указывает на отсутствие
влияния растворителя DMSO на F-актин FetMSC.
Кроме того, не было выявлено различий между кон-
трольной группой и группой, обработанной 10 нМ
Lat B. Мы предполагаем, что этой концентрации ве-
щества, по-видимому, недостаточно для детектируе-
мого ингибирования полимеризации актина и раз-
рушения цитоскелета за 30 мин действия. Наши ре-
зультаты согласуются с данными из литературы. Так,
показано, что при воздействии Lat B в концентра-
ции 10 нМ на клетки линии NIH/3T3 в течение
30 мин перед фиксацией не выявлено значимых раз-
личий в структуре F-актина по сравнению с контролем
ни с помощью визуального анализа микрофотогра-
фий, ни с помощью сравнения значений ИФ (Liu et al.,
2020). Другие авторы также не наблюдали измене-
ний свойств клеток при воздействии Lat B в концен-
трациях ниже 50 нМ (Wakatsuki et al., 2001). Мы об-
наружили достоверные различия средних значений
ИФ и ФРМ между контрольной группой и группой,
обработанной 1000 нМ Lat B, что совпадает с визу-

Рис. 1. Флуоресценция F-актина (красный цвет) клеток FetMSC, окрашенных родамин-фаллоидином в контроле (а) и после
30-минутного действия Lat B в концентрации 50 нМ (в) и 1000 нМ (г). б – После 30-минутного действия 1000 нМ DMSO (рас-
творителя Lat B). Ядра окрашены Hoechst (синий цвет). Масштабная линейка: 50 мкм.

а б в г
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альной оценкой микрофотографий окрашенного
F-актина (рис. 1).

Таким образом, наблюдаемые изменения струк-
туры F-актина были подтверждены при численной
оценке как с помощью измерений ИФ, так и при рас-
чете ФРМ, при этом уровни достоверной значимости
различий составили P < 0.05 для ИФ и Р < 5 × 10–7 для
ФРМ, которые свидетельствуют о том, что оценка
значений ФРМ является более чувствительным по-
казателем, чем ИФ в данной серии экспериментов.

Оценка изменений структуры F-актина в FetMSC
после действия ПНП. В настоящей работе, как и ра-
нее (Ревитцер и др., 2019), мы наблюдали сборку
F-актина при воздействии ПНП в концентрации
10 нМ в течение 24 ч перед фиксацией (рис. 3а–в).
Эти результаты подтверждаются анализом литерату-
ры: показано, что добавление 10 нМ ПНП в культу-
ральную среду эндотелиальных клеток аорты вызы-
вает сборку F-актина (Kook et al., 2003; Chen et al.,

2008). В то же время мы не обнаружили различий ор-
ганизации F-актина между контрольными клетками
и клетками, обработанными 1000 нМ ПНП, что тоже
согласуется с нашими предыдущими результатами
(Ревитцер и др., 2019). Этот факт вызывает особый
интерес, а анализ литературы позволяет обнаружить,
что существует несколько примеров веществ, кото-
рые оказывают действие только в малых концентра-
циях, а при ее повышении эффекта нет. Среди таких
веществ можно выделить трансформирующий фак-
тор роста β1 (Pepper et al., 1993) и бортезамиб (Veschi-
ni et al., 2007). Подобный тип влияния называется
U-образным (u-shape) или bell-образным (bell-
shape) (Reynolds et al., 2010).

Численная оценка перестроек F-актина после дей-
ствия ПНП. Мы оценили ФРМ F-актина для клеток,
обработанных ПНП в различных концентрациях в те-
чение 24 ч перед фиксацией и окрашиванием (рис. 3,
табл. 1). В табл. 1 показано сопоставление значений
ФРМ, полученных в настоящей работе, со значениями
ИФ, рассчитанными нами ранее (Ревитцер и др., 2019).
Выявленные в настоящей работе значения ФРМ со-
ставили для контрольной группы 1.45 ± 0. 05 отн. ед.;
для клеток, обработанных 10 или 1000 нМ ПНП,
1.56 ± 0.05 и 1.43 ± 0.04 отн. ед. соответственно.

Применяя дисперсионный анализ, мы выявили
различия значений как ФРМ, так и в ИФ между кон-
трольной группой и группой клеток, обработанных
10 нМ ПНП. Однако мы не выявили различий между
контролем и группой клеток, обработанных ПНП в
большей концентрации (1000 нМ). Уровни значимо-
сти составили P < 0.05 как для ИФ, так и для ФРМ,
что указывает на схожий уровень чувствительности
используемых методов и оценок в данной серии экс-
периментов. Полученные результаты согласуются с
визуальной оценкой микрофотографий и данными,
опубликованными ранее (Ревитцер и др., 2019), в
том числе показывающими изменение подвижности
FetMSC при воздействии только 10 нМ ПНП.

Качественная оценка изменений F-актина не
всегда является надежным методом, так как во мно-

Рис. 2. Интенсивность флуоресценции (ИФ) (а) и фрактальная размерность Минковского (ФРМ) (б) F-актина в контроле и
при действии Lat B в разной концентрации. Представлены средние значения и стандартная ошибка среднего. Отличия от
контроля (К) достоверны при *Р < 0.05 или **Р < 5 × 10−7.
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Таблица 1. Значения показателей ИФ и ФРМ в клетках
FetMSC контрольных и после обработки Lat B или ПНП
в различных концентрациях

Примечание. Приведены средние значения и их стандартные
ошибки. Различия по сравнению с контролем достоверны при
аP < 0.05 и бР < 5 × 10−7 (n = 10 в каждой группе). Значения ИФ
при действии ПНП взяты из: Ревитцер и др. 2019.

Условия ИФ, отн. ед. ФРМ, отн. ед.

Lat B в течение 30 мин
Контроль 1624 ± 438 1.54 ± 0.06
DMSO, 1000 нМ 1633 ± 336 1.52 ± 0.08
Lat B, 10 нМ 1625 ± 325 1.57 ± 0.08
Lat B, 1000 нМ *1177 ± 350а 1.40 ± 0.07б

ПНП в течение 24 ч
Контроль 1824 ± 237 1.45 ± 0. 05
10 нМ ПНП 2408 ± 292а 1.56 ± 0.05а

1000 нМ ПНП 1751 ± 201 1.43 ± 0. 04
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гом зависит от личного мнения исследователя, осу-
ществляющего эту оценку. Чтобы обеспечить объек-
тивность оценки результатов экспериментов, следует
прибегнуть к количественным методам. В настоящей
работе были рассмотрены два метода квантификации:
измерение относительной ИФ и ФРМ. Оба метода по-
казали себя способными выявлять и подтверждать
изменения организации F-актина при действии
биологически активных веществ (Lat B и ПНП),
причем в случае с Lat B достоверность измеряемых
значений различий была существенно выше в случае
ФРМ, чем ИФ. В настоящее время чаще оценивают
ИФ, чем ФРМ для квантификации изменений, что
можно связать с простотой регистрации в ходе рас-
чета ИФ. Однако необходимо заметить, что ФРМ, в
отличие от ИФ, позволяет учитывать не саму интен-

сивность свечения флуоресцентных изображений F-
актина, а именно форму и расположение актиновых
фибрилл. Таким образом, разные принципы получе-
ния численных значений делают ФРМ и ИФ взаи-
модополняющими методами при квантификации
изображений F-актина.
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Клетки FetMSC получены из Центра Коллективного
Пользования “Коллекция культур клеток позвоночных”
Института цитологии РАН (Санкт-Петербург), поддержан-
ного Минобрнауки РФ (Соглашение № 075-15-2021-683).

Рис. 3. Флуоресцентное окрашивание F-актина клеток FetMSC в контроле и после 24-часового действия ПНП. а – Контроль
(К); б – 10нМ ПНП; в – 1000 нМ ПНП; г – ФРМ изображений F-актина, приведены средние значения и стандартная ошибка
среднего, различия достоверны при *Р < 0.05. Масштабная линейка: 100 мкм.
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The Analysis of F-Actin Rearrangement in FetMSC Human Mesenhymal Stem Cell Line 
Using Minkovsky Fractal Dimension

A. V. Revittsera, *, V. I. Chubinskiy-Nadezhdina, and Y. A. Negulyaeva

aInstitute of Cytology Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
*e-mail: eetytnet@gmail.com

Quantification of fibrillar actin rearrangements using cell microphotographs is possible not only with the routine
measurement of the relative f luorescence intensity, but also using Minkowski’s fractal dimension. Here, the FracLac
plugin for ImageJ was used to calculate the fractal dimension. Fibrillar actin rearrangements were detected in FetM-
SC human mesenchymal stem cell line after incubation of the cells with actin polymerization inhibitor latrunculin
B or atrial natriuretic peptide, whose effect on the actin cytoskeleton was recently revealed. The analysis of the im-
ages allowed us to reveal the changes in fractal dimension that reflected the reorganization of microfilaments in the
native cells. The results have demonstrated that the Minkowski fractal dimension is a convenient tool for evaluating
the changes in F-actin structure, and can be successfully used as supplement or replacement for measuring the rel-
ative f luorescence intensity.

Keywords: fibrillar actin, Minkowski fractal dimension, human mesenchymal stem cells
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В медицине, в том числе ветеринарной, интенсивно развивается направление, которое рассматривает приме-
нением низких температур в лечении различных заболеваний человека и животных. Конкретные механизмы
устойчивости различных типов клеток к холоду до сих пор остаются неясными и требуют дальнейшего изуче-
ния. Ранее была получена линия клеток с фенотипом, подобным мезенхимным стволовым клеткам (МСК), из
подкожно-жировой ткани (ПЖТ) человека, замороженной без криопротектора (–70°С). Представляло инте-
рес сравнить in vitro реакцию этих клеток на действие низких температур (–70 и –196°С при времени экс-
позиции 15, 30 и 60 с), с реакцией МСК, выделенными из свежеизолированной ПЖТ. Анализ результатов
продемонстрировал, что МСК из ПЖТ устойчивы к воздействию изученных параметров низких темпера-
тур. Температура –70°С не оказывала отрицательного действия на клетки обоих вариантов ни в одном из
указанных временных параметров. После пребывание в жидком азоте и оттаивания во всех вариантах на-
блюдали разрыв монослоя и высокую долю клеток с поврежденной цитоплазматической мембраной.
Клетки формировали монослой, но с различной скоростью, размножались, сохраняли иммунофенотип
(CD29+, CD44+, CD49a+, CD90+, CD105+, HLA ABC+) и способность при индукции формировать клетки
жировой ткани in vitro. Наиболее устойчивыми к действию низких температур являются МСК, выделен-
ные ранее из замороженной ПЖТ человека. Полученные результаты могут быть полезными для дальней-
шего изучения процессов и механизмов, лежащих в основе адаптации клеток млекопитающих к холоду.

Ключевые слова: подкожно-жировая ткань, человек, собака, мезенхимные стволовые клетки, низкие тем-
пературы, жизнеспособность, влияние на функцию

DOI: 10.31857/S0041377122040095

Изучение действия низких температур на молеку-
лярно-клеточные изменения биологических объек-
тов и их функцию позволяет создать новейшие
криотехнологии и внедрять в медицину методы
улучшения здоровья людей и животных. Исследова-
ния патофизиологических, биохимических, морфо-
логических и иммунологических процессов на кле-
точном, тканевом и организменном уровнях позво-
лили научно обосновать применение криохирургии,
криотерапии и гипотермии в медицинской практи-
ке, а также обеспечить развитие нового направления
в современной медико-биологической науке – био-
медицинские клеточные продукты и их потенциаль-
ные возможности для медицины (Федеральный за-
кон № 180-ФЗ от 23 июня 2016 г. “О биомедицин-
ских клеточных продуктах”).

Все существующие подходы к лечению болезней
с помощью криохирургии и криотерапии сформиро-
вались на основе данных классической криобиоло-
гии и методов, разработанных для криоконсервации
клеток (Ревишвили и др., 2019). Криобиология обес-
печила длительное хранение клеток и тканей раз-
личного происхождения (Грищенко, 2008). Вместе с
тем конкретные механизмы, лежащие в основе разной
устойчивости клеток и тканей организма к действию
низких температур, остаются невыясненными до сих
пор и требуют дальнейшего изучения. Вопрос о реак-
ции клеток раннего гистогенеза (эмбрионального,
плодового), стволовых и их потомков на охлаждение и
криоконсервирование и характере изменений в био-
логических структурах разного срока развития при
этом остается недостаточно изученным. Использо-
вание лечебного действия холода на организм невоз-
можно без углубленного понимания явлений и про-
цессов, которые происходят в охлаждаемых и замо-

Принятые сокращения: МСК – мезенхимные стволовые клет-
ки; ПЖТ – подкожно-жировая ткань; СК – стволовые клетки;

УДК 57.085.23:57.043

EDN: DHFULX
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раживаемых клетках и тканях (Gao, Crister, 2000;
Fowler, Toner, 2005).

В криотерапии воспаления забрюшинной (пара-
панкреатической) жировой ткани, которая окружает
поджелудочную железу, используют обработку жид-
ким азотом. Ранее мы показали, что в жировой тка-
ни человека, подвергнутой низкотемпературному
шоку (–70°С без криопротектора) сохраняется кле-
точная популяция со свойствами мезенхимных ство-
ловых клеток (МСК) (Савченкова, Коржикова,
2009). Поэтому мы предположили, что после крио-
терапии жировой клетчатки поджелудочной железы
в ней могут сохраняться популяции клеток, подоб-
ные полученной нами, которые не теряют свои
свойства, в том числе способность к регенерации.

Представляло интерес предварительно изучить
действие низких температур, в том числе жидкого
азота, на клетки с фенотипом мезенхимных стволо-
вых, выделенных из подкожно-жировой ткани
(ПЖТ) человека in vitro. Клетки, выделенные из
стромальной фракции ПЖТ человека обладают
свойствами, схожими с МСК, полученными из кост-
ного мозга человека (Тепляшин и др., 2005). В насто-
ящий момент МСК из ПЖТ человека рассматрива-
ются как перспективный материал для регенератив-
ной и восстановительной медицины, который требует
стандартизации и безопасности. Не менее важным яв-
ляется изучение молекулярно-генетических свойств
МСК в условиях хранения при низких температурах,
которые могут оказывать существенноe влияние на ка-
чество клеточного материала (Erol et al., 2021).

Кроме того, использование низких температур
представляет собой усовершенствованный подход к
краткосрочному сохранению для обеспечения гото-
вых источников клеток для стремительно развиваю-
щейся клеточной медицины и биоинженерии
(Huang et al., 2020). Биологический метаболизм в
живых клетках резко снижается при низких темпе-
ратурах, что позволяет долгосрочно сохранять жи-
вые клетки и ткани in vitro, как для научных исследо-
ваний, так и для многих медицинских и промыш-
ленных применений, например, переливания крови,
трансплантации костного мозга, искусственного
оплодотворения. Выживаемость клеток связана с
физическими реакциями всей клетки в ответ на фи-
зико-химические события, вовлеченные в процесс
действия низких температур (Cusker, 2020). Поэтому
адаптация клеток к холоду, в том числе стволовых,
представляет интерес.

Цель данной работы заключалась в изучении ре-
акции клеток с фенотипом, подобным мезенхим-
ным стволовым, выделенным из подкожно-жировой
ткани млекопитающих, в том числе ранее подверг-
нутой низкотемпературному шоку, на быстрое охла-
ждение в отсутствие криопротектора.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки и культивирование. Эксперименты прово-
дили на клетках с фенотипом, подобным МСК, ко-
торые были выделены из стромально-васкулизиро-
ванной фракции свежеизолированной ПЖТ челове-
ка и собак, а также из ПЖТ, подвергнутой ранее
низкотемпературному шоку (–70°С без криопротек-
тора). Клетки были взяты из криобанка лаборатории
стволовых клеток при ФНЦ ВИЭВ РАН.

Все МСК культивировали в среде DMEM с низ-
ким (1 г/л) содержанием глюкозы, с 10% сыворотки
крови плодов коровы (СКПК) (HyClone, Perbio,
Бельгия) и с однократным раствором заменимых
аминокислот и антибиотиков. Конечная концентра-
ция стрептомицина в среде составляла 50 мкг/мл, а пе-
нициллина – 50 ед/мл. Для культивирования клетки
пассировали в плотности 5 × 103 кл./см2. Все перечис-
ленные реактивы от фирмы ПанЭко (Россия).

Быстрое охлаждение клеток. Для изучения дей-
ствия низких температур один из двух культураль-
ных флаконов (площадь 25 см2) с монослоем одних и
тех же клеток на 3-м пассаже, помещали в холодиль-
ник при –70°С (Haier, Китай), а второй – в жидкий
азот при –196°С. Время нахождения клеток при ука-
занных температурах составляло 15, 30 и 60 с. Оценку
клеток проводили сразу после оттаивания (при ком-
натной температуре), через 24 ч, 3, 5, 7 и 9 сут культи-
вирования. Эксперименты повторяли трижды.

Жизнеспособность и морфология клеток. Жизне-
способность (целостность мембраны) определяли
по стандартной методике окраской трипановым си-
ним (0.02% раствор), который проникает в клетки с
поврежденной плазматической мембраной и окра-
шивает их в синий цвет. Неокрашенные клетки счи-
тали жизнеспособными и оценивали их как отноше-
ние числа жизнеспособных клеток к общему числу
клеток в суспензии (в %). Далее МСК оценивали ви-
зуально по морфологии, адгезии к дну культураль-
ного пластика, скорости и качеству формируемого
клеточного монослоя, способности клеток к раз-
множению.

Проточная цитометрия. Наличие поверхностных
антигенов анализировали с помощью проточной ци-
тофлуориметрии на цитометре Epics Elite Cоulter
(США). Для этого МСК человека на 2-ом пассаже
после воздействия низких температур снимали с
субстрата 0.25%-ным раствором трипсина, подсчи-
тывали, отмывали и аликвоты по 2 × 105 клеток ин-
кубировали с мышиными антителами против следу-
ющих антигенов человека: CD29, CD31, CD34,
CD44, CD49a, CD90, CD105, CD166, HLA ABC
(Becton Dickinson, США), в разведении 1 : 30 (фос-
фатно-солевой раствор, дополненный 2% СКПК)
при 4ºС в течение 45 мин в темноте. В качестве вто-
рых антител использовали анти-мышиные IgG, ме-
ченые фикоэритрином (Becton Dickinson, США).
Анализ повторяли несколько раз. Контролем были
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МСК из ПЖТ человека без воздействия низких тем-
ператур.

Дифференцировка МСК. Способность МСК чело-
века к индукционной дифференцировке в адипоген-
ном направлении in vitro изучали с использованием
набора StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit
фирмы Gibco, США. Для этого МСК на 2-ом пасса-
же высевали в 6-луночные планшеты в плотности
105 клеток на лунку. По достижении клетками 80%-но-
го монослоя, рабочую питательную среду удаляли и до-
бавляли индукционную среду по рекомендации произ-
водителя. Индукционную среду меняли каждые 4 сут.
Анализ дифференцировки МСК человека и собаки
проводили на 21-е сут культивирования. Клетки
фиксировали метанолом при –20°С в течение 10 мин
и окрашивали специфическим красителем жировым
красным О (Oil Red O; Sigma-Aldrich, США).

Клетки визуализировали с помощью инвертиро-
ванного фазово-контрастного микроскопа Axio Ob-
server D.1 (Carl Zeiss, Германия), используя объектив с
увеличением 10, 20, 40 и 63× и программное обеспече-
ние AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss, Германия).

Статистическая обработка. Результаты выражали
значениями среднего арифметического и его стан-
дартной ошибки. Достоверность различий оценива-
ли по t-критерию Стьюдента при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Помещение всех экспериментальных клеток в хо-

лодильник при –70°С не оказывало отрицательного
действия ни на один из указанных параметров. Во
всех экспериментальных группах наблюдали це-
лостность клеточного монослоя. Окраска образцов
полученных клеточных суспензий трипановым си-
ним выявила высокую витальность, которая при са-
мой длительной экспозиции (1 мин) составляла
98.5 ± 0.3; 99.5 ± 0.01; 99.1 ± 0.01 для МСК из ПЖТ
человека, МСК из ранее замороженной (–70°С без
криопротектора) ПЖТ человека и МСК-ПЖТ собак
соответственно. Окраска клеток продемонстрирова-
ла целостность плазматической мембраны после
воздействия холода во всех образцах. Клетки остава-
лись не только жизнеспособными, но и сохраняли
способность к делению и размножались после низ-
котемпературного воздействия не зависимо от вре-
мени охлаждения до 3-го пассажа включительно,
после чего они были заморожены. Морфологиче-
ских изменений в клетках после воздействия холо-
дом и при пассировании не было выявлено. При по-
мещении их в среду с индукторами через 21 сут куль-
тивирования все МСК человека и собаки сохраняли
способность к дифференцировке в адипогенном на-
правлении.

После изъятия клеток из жидкого азота на 15, 30
или 60 с сразу после оттаивания наблюдали разрыв
монослоя во всех культуральных флаконах. Большая
часть клеток отделялась от субстрата клеточными

пластами, переходя в суспензионное состояние.
Другая часть клеток (меньшая) оставалась прикреп-
ленной к поверхности культурального флакона. На
рис. 1 представлены результаты реакций МСК-ПЖТ
человека (рис. 1а), МСК из ранее замороженной ПЖТ
человека (рис. 1б) и МСК из ПЖТ собак (рис. 1в) в от-
вет на самое длительное криовоздействие (60 с).
Окраска трипановым синим клеток, которые нахо-
дились в суспензии, продемонстрировала наличие
среди них большой доли клеток с криотравмой плаз-
матической мембраны при воздействии холодом в
течение 15, 30 и 60 с, которая составляла соответ-
ственно 70 ± 0.1, 76 ± 0.01 и 79.5 ± 0.3 для МСК-ПЖТ
человека, 77 ± 0.6, 80 ± 0.2 и 88. 5± 0.1 для МСК ПЖТ
человека с предварительным низкотемпературным шо-
ком (–70°С без криопротектора) и 67 ± 0.5, 69 ± 0.01, и
83.1 ± 0.04 для МСК-ПЖТ собак соответственно.
Известно, что клеточная выживаемость в низкотем-
пературных условиях, в первую очередь, зависит от
целостности ее мембраны после оттаивания − основ-
ного места криотравмы.

Очевидно, что целостность плазматической мем-
браны необходима для функционального выжива-
ния клеток. Однако во многих случаях, например,
для гранулоцитов (Armitage, Mazur, 1984), неповре-
жденной плазматической мембраны недостаточно
для клеточной витальности с сохранением функцио-
нальных особенностей. В пределах плазматической
мембраны находятся другие связанные с ней струк-
туры и органеллы, необходимые для функций клет-
ки. Мало что известно о том, как эти внутриклеточ-
ные структуры и органеллы реагируют на холод и за-
мораживание из-за сложности оценки их состояния
и функции in situ (McGann et al., 1988; Reardon et al.,
2015). Поэтому важно оценить способность клеток
после низкотемпературного шока к последующему
росту и развитию. Для этого культуральные флако-
ны после оттаивания и подсчета числа жизнеспособ-
ных клеток в суспензии переносили для дальнейше-
го культивирования в инкубатор при 37°С и 5% СО2
без смены среды.

На третьи сутки в культуральных матрасах с клет-
ками, подвергнутых обработкой жидким азотом, ви-
зуализировались живые прикрепленные ко дну
культурального пластика клетки, которые размно-
жались (рис. 1г–е). Как видно (оценивали спонтан-
но выбранные по диагоналям 10 полей зрения мик-
роскопа в трех повторах), наибольшее число клеток
было в популяции МСК, которые были выделены из
ПЖТ человека, претерпевшей заморозку ранее (–70°С
без криопротектора). Оставшиеся жизнеспособны-
ми клетки формировали монослой, но с различной
скоростью. На 5-е сут культивирования МСК, выде-
ленные из ПЖТ собак и ПЖТ человека (–70°С без
криопротектора) формировали субконфлуентный
монослой (рис. 1з, и), в то время как МСК, выделен-
ные из ПЖТ человека (рис. 1ж) достигали 30%-ного
монослоя. В МСК собак визуализировали клетки,
которые округлялись и откреплялись (рис. 1и), но
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оставались жизнеспособными. Сравнительный ана-
лиз скорости формирования монослоя клетками
представлен на рис.  1к–м и демонстрирует незначи-
тельное отставание МСК из ПЖТ человека, которые
формировали монослой на 9-е сут (рис. 1к), в то вре-
мя как МСК из ПЖТ человека, ранее подвергшейся
низкотемпературному шоку и из ПЖТ собак форми-
ровали его на 7 сут.

Следует отметить, что доля клеток, открепивших-
ся от субстрата и перешедших в суспензию (окраши-
ваемых трипановым синим), была выше у клеток,

выделенных из ранее замороженной ПЖТ, чем из
свежеизолированного жира человека и собаки. С од-
ной стороны, этот факт может свидетельствовать о
недостаточной оценке жизнеспособности клеток
только по окраске трипановым синим; оценивать
жизнеспособность надо дополнительно еще други-
ми методами, в том числе по способности размно-
жаться в культуре. С другой стороны, это наблюде-
ние можно объяснить тем, что окрашивали трипано-
вым синим только клетки, которые были в суспензии
(т.е. открепились после нахождения в жидком азоте). А

Рис. 1. Монослои клеточных популяций, подвергшихся воздействию низких температур (–196°С) в течение 1 мин. а – МСК
из ПЖТ человека. б – МСК из ПЖТ человека, ранее подвергнутой низкотемпературному шоку при –70°С без криопротек-
тора. в – ММСК из ПЖТ собаки сразу после оттаивания. г, д, е – эти же клетки на 3 сут (г), на 5 сут (ж, з, и) и на 7 сут (к, л,
м) после оттаивания соответственно. Увел. об.: 20×.
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г д е

ж з и
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визуальный анализ показал, что число клеток, не от-
крепившихся от культурального пластика после экс-
тремального охлаждения в группе МСК из заморо-
женной ПЖТ человека, было выше во всех вариан-
тах воздействия холодом. Чтобы лучше понять
влияние низких температур на фенотип МСК-ПЖТ
человека, мы исследовали присутствие некоторых
антигенов на их поверхности до и после воздействия
холода. В табл. 1 представлены результаты окраски
МСК из ПЖТ человека с помощью антител против
8-ми антигенов. Цитофлуориметрический анализ
(данные по 3-м образцам) показал, что клетки поло-
жительно окрашивались на следующие антигены:
CD29, CD44, CD49a, CD90, CD105, HLA ABC. На
клетках не были выявлены CD34 (маркер клеток
крови) и СD31 (маркер эндотелиальных клеток).

Считается, что МСК, выделенные из костного
мозга, а также других соединительных тканей чело-
века, характеризуются высокой экспрессией антиге-
нов СD29, CD44, CD49a-f, CD51, CD73, CD105,
CD106, CD166 и Stro-1 (Tepliashin et al., 2005; Domi-
nici et al., 2006). Наши результаты показывают, что
нет статистически значимой разницы (P > 0.1) между
контрольными клетками и клетками, подвергшими-
ся воздействию заданных низких температур (–70
или –196°C) по доле клеток положительно окрашен-
ных против этих антигенов (табл. 1). Однако в кле-
точной популяции, подвергшейся обработке жид-
ким азотом в течение 1 мин, снижалась доля клеток,
окрашенных против CD29 (интегрин β) и СD49a
(интегрин α-1) по сравнению с контролем (табл. 1).
Это может свидетельствовать о влиянии холода на
адгезивные способности МСК человека (Савченко-
ва, Савченкова, 2015).

Представляло интерес изучить влияние холода на
одну из функциональных характеристик этих клеток –
способность при индукции образовывать клетки
других тканей, имеющих то же происхождение. В ка-
честве контроля использовали эти же клетки без воз-

действия низких температур. Результаты представ-
лены на рис. 2. Окраска жировым красным демон-
стрирует обильные липиды в МСК-ПЖТ человека и
собак при индукции (рис. 2а–в). Все клетки, под-
вергшиеся охлаждению, также были способны фор-
мировать клетки жировой ткани in vitro (рис. 2г–е).
При культивировании в среде, индуцирующей
адипогенную дифференцировку, морфологические
изменения в клетках, выделенных как из ПЖТ чело-
века, так и из ПЖТ собаки, наблюдали на 21 сут.
Адипогенная дифференцировка сопровождалась по-
явлением клеток округлой формы с липидными вези-
кулами в цитоплазме, которые выявлялись окраской
специфическим красителем жировым красным O. Как
видно из результатов, представленных на рис. 2г,
МСК, полученные из свежеизолированной ПЖТ че-
ловека, помещенные в жидкий азот (–196°C в течение
1 мин), демонстрируют способность к дифференци-
ровке, но степень дифференцировки была снижена
по сравнению с другими группами (рис. 2д, е). Нель-
зя исключить, что процессы и степень дифференци-
ровки стволовых клеток также регулируются други-
ми факторами, такими как уровень напряжения
кислорода или микросреда культивирования.

Анализ данных по вопросу о влиянии низких тем-
ператур на реакцию клеток в культуре, представлен-
ных в научной литературе, показывает, что их не так
много. Возможно, это связано с тем, что резистент-
ность клетки к холоду зависит от многих факторов и,
в первую очередь, от особенностей метаболизма
клетки в ткани, в том числе в зависимости от степе-
ни дифференцировки и анатомотопографических
свойств. Райданом с соавторами (Райдан и др.,
2011б) были описаны фенотипические изменения в
МСК, выделенных из костного мозга крыс, в про-
цессе обработки их парами азота до 5 мин с макси-
мальной температурой охлаждения (–40°С). Наши
данные согласуются с данными, полученными этой
группой исследователей, которые выявили устойчи-

Таблица 1. Поверхностные антигены МСК, выделенных из ПЖТ человека до (контроль) и после воздействия низких
температур

Даны средние значения и их стандартные ошибки (n = 3).

Антиген

Доля положительно окрашенных клеток, %

из свежеизолированной ПЖТ из ранее замороженной ПЖТ без криопротектора (–70°С)

контроль –70°С –196°С контроль –70°С –196°С

СD29 97.9 ± 0.2 98.8 ± 0.01 79.7 ± 07 97.6 ± 0.1 99.2 ± 0.2 77.3 ± 0.5
CD31 4.3 ± 0.5 3.0 ± 0.4 2.0 ± 0.1 0.6 ± 0.02 0.0 0.1 ± 0.01
CD34 8.2 ± 0.7 4.2 ±.01 3.9 ± 0.1 0.8 ± 0.01 0.1 ± 0.01 0.8 ± 0.01
CD44 99.1 ± 0.4 98.2 ± 0.5 98.9 ± 0.3 99.0 ± 0.2 98.8 ± 0.6 98.6 ± 0.5
CD49a 96.2 ± 0.2 94.1 ± 0.6 45.2 ± 0.3 95.9 ± 0.2 96.2 ± 0.6 30.1 ± 0.5
CD90 99.4 ± 0.5 98.4 ± 0.3 99.8 ± 0.1 99.3 ± 0.6 99.1 ± 0.4 99.5 ± 0.7
CD105 98.8 ± 0.1 99.8 ± 0.2 99.2 ± 0.7 98.5 ± 0.3 97.5 ± 0.01 92.8 ± 0.2
HLA ABC 99.6 ±0.8 99.6 ± 0.3 99.4 ± 0.5 99.3 ± 0.1 98.4 ± 0.2 98.3 ± 0.5
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вость недифференцированных стволовых клеток
костного мозга (СК-КМ) к действию низких темпера-
тур до и после их направленной дифференцировки в
адипо- и остеогенном направлениях и продемонстри-
ровали, что степень дифференцировки у клеток СК-
КМ играет важную роль в их устойчивости к кратко-
временному воздействию низких температур.

Ранее было обнаружено, что СК и транзиторные
кератиноциты обладают большей устойчивостью к
действию низких температур по сравнению с кера-
тиноцитами и клетками постоянной линии А431, по-
лученной из эпидермоидной карциномы человека, а
также с клетками, выделенными из саркомы мыши
(Райдан и др., 2011а). В отличие от этих работ мы
подвергали кратковременному воздействию холо-
дом клетки в монослое в питательной среде, а не
подвергали клетки дополнительному стрессу, чтобы
снять их с субстрата ферментативной обработкой и
перевести в суспензию, или в осадок низкоскорост-
ным центрифугированием. Имеется сообщение о со-
хранении СК, полученных из ПЖТ человека, при глу-
боком переохлаждении (до низких температур без за-
мораживания) для длительного хранения (Huang et al.,
2020). Авторами показано, что клеточная суспензия
может храниться в жидком состоянии при темпера-
туре –13 и –16°C в течение 7 сут, сохраняя высокую
жизнеспособность, адгезивные способности и муль-
типотентность in vitro. Авторы предполагают, что
проблема для клеток во время замораживания за-
ключается не в сохранении ими способности к дол-
гому выдерживанию очень низких температур (ме-
нее –180°C), а скорее, в летальном действии проме-
жуточной температурной зоны (от –15 до –60°C),
которую клетка должна пройти дважды – один раз

во время охлаждения и второй раз во время нагрева-
ния (Huang et al., 2020).

Таким образом, в ходе проведенных нами иссле-
дований было обнаружено, что наиболее устойчивы-
ми к действию низких температур являются МСК,
которые были выделены нами из ПЖТ человека, за-
мороженной при –70°С без криопротектора (Са-
вченкова, Коржикова, 2010) по сравнению с МСК,
выделенными из нормальной ПЖТ человека. Их
устойчивость была сопоставима со степенью крио-
резистентности МСК, выделенных из ПЖТ собак
(Савченкова и др., 2019). Собаки по сравнению с че-
ловеком легко переносят низкие температуры, по-
этому МСК из ПЖТ этого вида были включены в на-
ши эксперименты. МСК из ПЖТ человека и собак
обладают схожими свойствами: сильной адгезией к
поверхности дна культурального флакона, высокой
клонообразующей способностью, наличием или от-
сутствием на поверхности клеточной мембраны
определенных поверхностных молекул и способно-
стью при индукции формировать в культуре клетки
костной, жировой и хрящевой ткани. Все эти пара-
метры согласуется с критериями, которым должны
соответствовать МСК млекопитающих в культуре
(Dominici et al., 2006; Murray et al., 2014).

Полученные результаты по изучению комплекса
морфо-функциональных особенностей МСК, выде-
ленных из ПЖТ человека при кратковременных хо-
лодовых воздействиях, особенно ранее подвергших-
ся криошоку, могут подтвердить наше предположе-
ние о возможности сохранения в жировой ткани
человека после криотерапии клеточной популяции с
фенотипом, подобным МСК. Полученные новые
данные могут быть полезными для дальнейшего изу-

Рис. 2. Сохранение МСК, выделенными из ПЖТ, способности к дифференцировке в адипогенном направлении. а – ММСК
из ПЖТ человека; б – ММСК из ПЖТ человека ранее подвергнутой низкотемпературному шоку при –70°С без криопротек-
тора; в – МСК из ПЖТ собаки до воздейстия; г–е – те же клетки после воздействия –196°С в течение 1 мин соответственно.
Увел. об.: 20×.
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чения процессов и механизмов, лежащих в основе
адаптации клеток млекопитающих к холоду и быть
рекомендованы к использованию при дальнейшей
разработке вопросов экологической физиологии, а
также в качестве обоснования роли холодового фак-
тора в стимуляции терморегуляционной функции
организма. Эти клетки могут иметь и особое значе-
ние для идентификации генов (гена), ответственных
за гипотермию клеток млекопитающих.
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Cryoresistance of Mesenchymal Stromal Cells Isolated 
from Human Subcutaneous Adipose Tissue

I. P. Savchenkovaa, *, E. A. Savchenkovaa, and M. I. Gulyukina

aFederal State Budget Scientific Institution “Federal Scientific Centre VIEV” (FSC VIEV), Moscow, 109428 Russia
*e-mail: s-ip@mail.ru

In medicine, including veterinary medicine, a direction is intensively developing, which considers the use of low
temperatures in the treatment of various diseases in humans and animals. The specific mechanisms of resistance of
various cell types to cold are still unclear and require further study. Previously, cells with the phenotype of multipo-
tent mesenchymal stromal cells (MMSC) were obtained from human subcutaneous adipose tissue (SAT) frozen
without cryoprotectant (–70°C). It was of interest to compare the in vitro response of these cells to low temperatures
(–70 and –196°C, exposure time: 15, 30 and 60 s) with MMSC isolated from freshly isolated SAT. Analysis of the
results showed that MMSCs are resistant to the influence of the studied parameters of low temperatures. Placement
of all cells at –70°C did not have a negative effect in any of these time parameters. In liquid nitrogen, monolayer
rupture and a high proportion of cells with a damaged cytoplasmic membrane after thawing were observed. The cells
formed a monolayer, but at different rates, divided, retained the immunophenotype (CD29+, CD44+, CD49a+,
CD90+, CD105+ HLA ABC+) and the ability to form adipose tissue cells in vitro upon induction. The most resistant
to low temperatures are MMSCs previously isolated from frozen human SAT. The results obtained may be useful for
further study of the processes and mechanisms underlying the resistance of mammalian cells to cold.

Keywords: subcutaneous adipose tissue, human, dog, mesenchymal stromal cells, low temperatures, viability, effect
on function
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В СОМАТИЧЕСКОЙ МУСКУЛАТУРЕ ДОЖДЕВОГО ЧЕРВЯ Lumbricus terrestris
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Методами иммунофлуоресцентной конфокальной микроскопии исследовали наличие и распределение
семейства мускариновых ацетилхолиновых рецепторов М1–М5 подтипов в соматических мышечных
клетках и холинергических синапсах кожно-мускульного мешка дождевого червя Lumbricus terrestris. Уста-
новлено, что рецепторы всех подтипов неравномерно распределены в экстрасинаптических зонах мышеч-
ных клеток, а также присутствуют в зоне концевых пластинок. Рецепторы подтипов М2, М3, М4 и М5, за
исключением подтипа М1, определяются и на пресинаптических мембранах двигательных нервных окон-
чаний.
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ские синапсы, аннелиды
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Двигательная иннервация соматической муску-
латуры аннелид имеет холинергическую природу
(Rozkova, 1973; Walker et al., 1993). Аппликация аце-
тилхолина (АХ) на мембрану соматических клеток
кожно-мускульного мешка дождевого червя вызы-
вает ее деполяризацию. В то же время применение
Н-холиноблокаторов (d-тубокурарина, α-бунгаро-
токсина, гексаметония), а также М-холинолитиков
(атропина) не препятствует деполяризующему эф-
фекту экзогенного АХ (Volkov et al., 2001). Последнее
указывает на некоторые фармакологические осо-
бенности постсинаптических АХ-рецепторов сома-
тических клеток (Walker et al., 1993; Volkov et al.,
2007). При этом их принадлежность к каноническим
АХ-рецепторам никотинового или мускаринового
типов остается до конца неясной. Также известно,
что квантовая секреция в холинергических нервно-
мышечных синапсах позвоночных модулируется
при участии АХ-рецепторов М-типа (Minic et al.,
2002; Nikolsky et al., 2004).

В этой связи, несомненный интерес представляет
задача по идентификации мускариновых рецепто-
ров семейства подтипов М1–М5 в соматических мы-

шечных клетках и двигательных холинергических
нервно-мышечных синапсах аннелид на примере
клеток кожно-мускульного мешка дождевого червя
с учетом принципиально важного обстоятельства,
что данная соматическая двигательная мускулатура
является эволюционно-первичной в длинном фило-
генетическом ряду животных.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Объект и приготовление препаратов. Выделенные
препараты фрагментов кожно-мускульного мешка
дождевого червя Lumbricus terrestris закрепляли с по-
мощью иголок на дне чашек Петри, залитых смолой
Sylgard, и перфузировали раствором Древеса–Пакса
(состав (мМ): 77 NaCl, 4 KCl, 43 Na2SO4, 6 CaCl2,
2 триса и 167 сахарозы; pH 7.4) около 30 мин при
комнатной температуре (22 ± 1°С). Далее в течение
30 мин препараты фиксировали в 2%-ном растворе
p-формальдегида, отмывали 3 раза по 30 мин в фос-
фатно-солевом буфере (ФБ, состав (мМ): 137 NaCl,
2.7 KCl, 4.3 Na2SO4, 1.4 KH2PO4, pH 7.2). Мышцы по-
следовательно инкубировали: 30 мин в 0.5%-ном
растворе Triton X-100; 15 мин в растворе, содержа-
щем 5% козьей сыворотки, 1% бычьего сывороточ-
ного альбумина (БСА) и 0.5% Triton X-100; 15 мин в

Принятые сокращения: АХ – ацетилхолин; БСА – бычий сыво-
роточный альбумин; TMR – тетраметилродамин; TMR-α-Б –
тетраметилродамин-α-бунгаротоксин; ФБ – фосфатно-соле-
вой буферный раствор.

УДК 612.816:612.815.2:576.5:577.25

EDN: RHVYIE
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растворе 1% БСА и 0.5% Triton X-100 (раствор А). Все
эти растворы были приготовлены на основе ФБ.

Окрашивание препаратов. Препараты инкубиро-
вали в течение 12 ч при температуре 4°С в растворе А
с поликлональными антителами к мускариновым АХ-
рецепторам подтипов M1, M2, M3, M4, M5 (1 : 200) и
синаптофизину (1 : 200). Препараты отмывали в рас-
творе А 3 раза по 30 мин и инкубировали 1 ч при ком-
натной температуре с соответствующими вторичны-
ми антителами, конъюгированными с Alexa 488 или
647 (1 : 800) в растворе А. Окрашивание постсинап-
тических никотиновых АХ-рецепторов производили
с помощью тетраметилродамин-α-бунгаротоксина
(TMR-α-Б, 20 мкг/мл; время инкубации 30 мин).
Для подтверждения специфичности связывания по-
ликлональных антител с соответствующими белками
проводили контрольные эксперименты. Для негатив-
ного контроля препарат инкубировали с вторичными
антителами без предшествующей инкубации с пер-
вичными антителами. Для позитивного контроля
производили инкубацию препарата с первичными
антителами в присутствии иммуногенного пептида,
на который вырабатывались первичные антитела.
Отсутствие окрашивания в контрольных экспери-
ментах указывает на специфичность связывания ан-
тител с соответствующими пептидами.

Микроскопия. После отмывки в ФБ, препараты
помещали в раствор ФБ с глицерином (1 : 1) и разме-
щали на предметном стекле для проведения
микроскопического исследования на лазерном
сканирующем конфокальном микроскопе Leica TCS
SP5 MP (Leica Microsystems, США). Использовали
масляный иммерсионный объектив 63×/1.4. Для воз-
буждения эмиссии флуорофоров применялся аргоно-
вый и гелий-неоновый лазеры. Длины волн возбуж-
дения для флуорофоров: Alexa 488 – 488 нм, TMR –
543 нм, Alexa 647 – 633 нм. Анализ полученных кон-
фокальных изображений проводили в программе
ImageJ (NIH, США).

Реактивы. В работе использовали p-формальде-
гид, трис, Тритон X-100, нормальную козью сыво-
ротку, БСА, TMR-α-Б, глицерин (Sigma-Aldrich);
первичные поликлональные антитела и соответству-
ющие им иммуногенные пептиды (Santa Cruz Bio-
technologies, США); антитела вторичные Alexa 488 и
Alexa 647 (Invitrogen, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для локализации двигательных нервных оконча-

ний использовали окрашивание на синаптофизин –
интегральный мембранный гликопротеин синапти-
ческих везикул (Valtorta et al., 2004; Kwon, Chapman,
2011), а для маркирования никотиновых АХ-рецеп-
торов постсинаптической мембраны – TMR-α-Б
(Krause, Wernig, 1985; Nurullin et al., 2011).

Иммуногистохимическое окрашивание фрагмен-
тов соматической мускулатуры дождевого червя с
целью выявления АХ-рецепторов М1-подтипа носит
диффузный характер, встречаясь по всей поверхно-
сти мембран соматических клеток (рис. 1а), сочета-
ясь с наличием ограниченных мест более интенсивно-
го окрашивания (рис. 1а). При этом необходимо отме-
тить, что данные зоны не перекрываются с районами
окрашивания, маркированными на присутствие белка
синаптофизина (рис. 1а, б, г). В то же время окрашива-
ние на АХ-рецепторы М1-подтипа совпадает с локаль-
ным окрашиванием TMR-α-Б никотиновых АХ-ре-
цепторов (рис. 1а, в, д). Полученные данные позволя-
ют считать, что мускариновые АХ-рецепторы М1-
подтипа присутствуют как в синаптических, так и во
внесинаптических зонах мембран соматических мы-
шечных клеток. Наличие АХ-рецепторов М1-подти-
па в двигательных нервных окончаниях не подтвер-
ждается.

Иммуногистохимическое определение АХ-ре-
цепторов подтипа М2 показало неоднородное окра-
шивание всей поверхности мембран соматических
мышечных клеток (рис. 2а). При этом участки с вы-

Рис. 1. Флуоресцентное тройное окрашивание препарата соматических мышечных волокон дождевого червя Lumbricus terres-
tris. а – Окрашивание антителами к М1-мускариновому АХ-рецептору; б – окрашивание антителами к пресинаптическому
белку синаптофизину; в – окрашивание TMR-α-Б никотиновых АХ-рецепторов. Здесь и на рис. 2–5: г – программно-обра-
ботанное изображение, полученное при совмещении изображений а и б (мускариновый рецептор и синаптофизин), демон-
стрирующее только совпадающие при наложении изображений светлые пиксели; д – программно-обработанное изображе-
ние, полученное при совмещении изображений а и в (мускариновый рецептор и TMR-α-Б), показывающее только совпада-
ющие при наложении изображений светлые пиксели. При наложении двух изображений, светлые пиксели, присутствующие
только на одном из изображений, на итоговых изображениях не учитывались. Таким образом, можно увидеть места совпаде-
ния окрашивания на указанные маркеры. Масштабная линейка на рис. 1–5: 10 мкм.

a б в г д
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явленным присутствием синаптофизина (рис. 2а, б,
г) и TMR-α-Б (рис. 2а, в, д) совпадали с наличием
метки на АХ-рецепторы М2-подтипа. Полученные
результаты показывают присутствие в соматических
мышечных клетках мускариновых АХ-рецепторов
М2-подтипа, причем последние присутствуют как
на постсинаптической мембране, так и, возможно, в
двигательных нервных окончаниях.

Идентификация АХ-рецепторов подтипа М3 вы-
явила их неравномерное окрашивание по всей поверх-
ности мышечных клеток (рис. 3а). В ряде районов
окрашивание на М3-рецепторы перекрывалось с зона-
ми выявления белка синаптофизина (рис. 3а, б, г), а
также постсинаптических никотиновых АХ-рецеп-
торов (рис. 3а, в, д). Можно думать, что АХ-рецепто-
ры подтипа М3 присутствуют как в двигательных

нервных окончаниях, так и во вне- и постсинаптиче-
ских регионах мембраны мышечных клеток кожно-
мускульного мешка.

Иммунофлуоресцентная идентификация муска-
риновых АХ-рецепторов подтипа М4 показала их
присутствие в экстрасинаптической зоне мембран
мышечных клеток (рис. 4а). При этом М4-рецепто-
ры четко фиксировались в областях окрашивания на
синаптофизин (рис. 4а, б, г) и никотиновые АХ-ре-
цепторы (рис. 4а, в, д). Полученные результаты поз-
воляют считать, что рецепторы М4-подтипа присут-
ствуют как на пре-, так и на постсинаптических мем-
бранах нервно-мышечных синапсов.

Мускариновые АХ-рецепторы М5-подтипа обна-
руживаются в виде протяженных структур свечения

Рис. 2. Присутствие М2-мускариновых АХ-рецепторов при флуоресцентном тройном окрашивании препарата соматических
мышечных волокон дождевого червя. а – Окрашивание антителами к М2-мускариновому АХ-рецептору; б – окрашивание
антителами к пресинаптическому белку синаптофизину; в – окрашивание никотиновых рецепторов к АХ при помощи TMR-
α-Б. г, д: см. подпись к рис. 1.

a б в г д

Рис. 3. Выявление М3-мускариновых АХ-рецепторов при тройном флуоресцентном окрашивании препарата соматических
мышечных волокон дождевого червя. а – Окрашивание антителами к М3-мускариновому АХ-рецептору; б – окрашивание
антителами к пресинаптическому белку синаптофизину; в – окрашивание никотиновых рецепторов к АХ при помощи TMR-
α-Б. г, д: см. подпись к рис. 1.

a б в г д

Рис. 4. Наличие М4-мускариновых АХ-рецепторов при тройном флуоресцентном окрашивании препарата соматических мы-
шечных волокон дождевого червя. а – Окрашивание антителами к М4-мускариновому АХ-рецептору; б – окрашивание анти-
телами к пресинаптическому белку синаптофизину; в – окрашивание никотиновых рецепторов к АХ при помощи TMR-α-Б.
г, д: см. подпись к рис. 1.

a б в г д
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(рис. 5а), которое в некоторых районах сопряжено
одновременно с окрашиванием на белок синапто-
физин (рис. 5а, б, г) и никотиновые АХ-рецепторы
(рис. 5а, в, д). При этом окрашивание на М5-рецеп-
торы наблюдается и в экстрасинаптических зонах
(рис. 5а). Также отмечается окрашивание на АХ-ре-
цепторы М5-подтипа, совпадающее только с зонами
выявления TMR-α-Б (рис. 5а, в, д). Таким образом,
мускариновые АХ-рецепторы М5-подтипа широко
представлены на вне-, пре- и постсинаптических
мембранах мышечных клеток. Можно предполагать,
что существуют два типа синапсов. Первые – имеют
на пресинаптической мембране рецепторы типа М5,
тогда как вторые – нет. Либо это одни и те же двига-
тельные терминали, но находящиеся на разных ста-
диях своего формирования. Однако данные гипоте-
зы требуют экспериментального подтверждения.

Проведенные исследования позволяют сделать
следующее заключение. Мембраны соматических
мышечных клеток кожно-мускульного мешка дож-
девого червя Lumbricus terrestris содержат семейство
мускариновых АХ-рецепторов подтипов М1–М5.
При этом мускариновые АХ-рецепторы всех подти-
пов присутствуют как во внесинаптических зонах,
имея при этом неоднородный характер распределе-
ния, так и в мембранах концевых пластинок двига-
тельных нервно-мышечных холинергических си-
напсов, тогда как никотиновые АХ-рецепторы лока-
лизуются исключительно в зоне нервно-мышечного
контакта (Нуруллин, Волков, 2020). АХ-рецепторы
подтипов М2, М3, М4 и М5, за исключением подти-
па М1, определяются и в нервных двигательных тер-
миналях.
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The presence and distribution of the family of muscarinic acetylcholine receptors M1–M5 subtypes in somatic mus-
cle cells and cholinergic synapses of a body wall of earthworm Lumbricus terrestris was studied using immunofluo-
rescent confocal microscopy. It has been established that receptors of all subtypes are non-uniform distributed in the
extrasynaptic zones of muscle cells, and are also present in the zone of end plates. Receptors of the subtypes M2,
M3, M4 and M5, with the exception of the M1 subtype, are determined on the presynaptic membranes of motor
nerve endings.
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