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Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) происходят из ранних эмбрионов на этапе предимплан-
тационной бластоцисты и способны дифференцироваться во все типы соматических клеток. От-
крытые позднее индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (иПСК), имеющие схожие с
ЭСК характеристики, также представляют собой удобную модель для изучения раннего эмбрио-
нального развития млекопитающих и также перспективны для клеточной терапии различных забо-
леваний, связанных с клеточной и тканевой дисфункцией. Понимание механизмов, лежащих в ос-
нове самообновления и дифференцировки, а также репрограммирования соматических клеток в
плюрипотентное состояние, крайне важно для успешного и безопасного использования ЭСК и
иПСК в терапии. Одним из ключевых молекулярных механизмов, лежащих в основе обеспечения
жизнедеятельности клетки, является деградация белков, опосредованная убиквитин-протеасомной
системой (УПС). Настоящий обзор посвящен роли УПС в поддержании плюрипотентности и его
индукции посредством регуляции ключевых факторов.

Ключевые слова: плюрипотентные стволовые клетки, протеасома, протеолиз, убиквитин-протеа-
сомная система, эмбриональные стволовые клетки
DOI: 10.31857/S047514502206009X

ВВЕДЕНИЕ
Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) –

это один из первых охарактеризованных типов
плюрипотентных стволовых клеток (ПСК), обла-
дающие способностью дифференцироваться во
все типы соматических клеток организма. ЭСК
выделяют на этапе предимплантационной бла-
стоцисты из внутренней клеточной массы (ВКМ)
(Thomson et al., 1998). В настоящее время при со-
блюдении определенных условий ЭСК возможно
культивировать неограниченное время in vitro.
При этом они сохраняют свои свойства к само-
поддержанию в недифференцированном состоя-
нии и к дифференцировке. Известно, что ЭСК
обладают способностью противостоять повре-
ждающим факторам (Vilchez et al., 2014) и имеют
повышенную устойчивость к повреждениям ге-
нома и пониженную частоту мутаций, продуци-
руют гораздо меньше радикалов кислорода по
сравнению с дифференцированными клетками
(Sinenko et al., 2021). Такие свойства ЭСК обеспе-
чиваются усиленной активностью защитных си-
стем клетки, включая системы поддержания про-
теостаза, одной из которых является убиквитин-

протеасомная система (УПС) деградации белков.
На долю УПС приходится большая часть регули-
руемого протеолиза в клетке и, тем самым, УПС
является участником многих клеточных процес-
сов, включая поддержание и индукцию плюрипо-
тентности (Buckley et al., 2012; Okita, Nakayama,
2012; Vilchez et al., 2012; Selenina et al., 2017; Choi,
Baek, 2018; Noormohammadi et al., 2018). В данной
обзорной работе обобщены имеющиеся на сего-
дняшний день данные о роли компонент УПС в
поддержании клеточной плюрипотентности и ее
индукции в результате соматического репрограм-
мирования. Также обсуждаются механизмы регу-
ляции экспрессии и активности четырех репро-
граммирующих факторов Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc
в результате их убиквитинирования и последую-
щей деградации посредством УПС.

ПЛЮРИПОТЕНТНЫЕ СТВОЛОВЫЕ 
КЛЕТКИ (ПСК)

Научившись “удерживать” ЭСК в плюрипо-
тентном состоянии in vitro, исследователи полу-
чили новые возможности для изучения этих кле-
ток и более подробного изучения механизмов
поддержания плюрипотентности, равно как и#  Авторы внесли равный вклад в подготовку статьи.

УДК 576.53
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выхода из нее, в том числе с помощью модуляции
функций отдельных генов. Помимо этого, ЭСК
активно используют при разработке лекарств
и/или моделировании заболеваний человека, по-
скольку комплексное представление о биологи-
ческих процессах, лежащих в основе той или
иной патологии человека, имеет решающее зна-
чение для разработки стратегии их профилактики
и лечения. Существует, однако, много практиче-
ских проблем, которые ограничивают использо-
вание ЭСК в клеточной терапии (Yamanaka,
2020), главная из которых связана с их получени-
ем, а именно с этическими вопросами использо-
вания человеческих эмбрионов для получения
ЭСК. Еще одна сложность в использовании ЭСК
в медицине связана с иммунным отторжением
аллогенных ЭСК после трансплантации в повре-
жденную ткань пациента (Swijnenburg et al., 2008),
а также с риском образования опухолей (тератом)
(Amariglio et al., 2009). Решением этического во-
проса и проблемы отторжения аллогенных ЭСК
виделось создание ЭСК-подобных клеток из соб-
ственных соматических клеток пациента за счет
переноса ядра (Wilmut et al., 1997) или слияния
соматических клеток с ЭСК (Ying et al., 2002). Одно-
временно с попытками получения ЭСК-подобных
клеток возникла идея об индукции клеточной плю-
рипотентности в соматических клетках, основан-
ная на обратимости дифференцировки клеток
животных, поскольку ДНК клеток взрослого ор-
ганизма по-прежнему содержит всю необходи-
мую генетическую информацию (Gurdon, 1962).
На основе данной гипотезы среди факторов, под-

держивающих клеточную плюрипотентность в
ЭСК мыши, был произведен поиск и были выяв-
лены четыре фактора (Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc),
сверхэкспрессия которых была способна индуци-
ровать плюрипотентность у эмбриональных фиб-
робластов мышей (Takahashi, Yamanaka, 2006).
Клетки, полученные при помощи ретровирусной
трансдукции данных факторов, во многих аспек-
тах напоминали ЭСК, включая морфологию,
пролиферацию, экспрессию маркеров плюрипо-
тентности, профили экспрессии генов, эпигене-
тический статус. Также как и ЭСК, полученные
клетки обладали способностью дифференциро-
ваться в производные трех зародышевых листков
(эктодерму, мезодерму и энтодерму) (рис. 1) и, в
конечном итоге, во все клеточные типы взрослого
организма. Данные клетки получили название
“индуцированные плюрипотентные стволовые
клетки”, иПСК (Takahashi, Yamanaka, 2006). Спу-
стя год после получения иПСК мыши были получе-
ны иПСК человека (Takahashi et al., 2007; Yu et al.,
2007).

Технология генетического репрограммирова-
ния оказалась легче и качественнее, чем ядерное
клонирование, и, тем самым, сильно повысила
ожидания в отношении применения иПСК в
биомедицине. Во-первых, использование соб-
ственных соматических клеток пациента для по-
лучения иПСК обусловливает высокий уровень
персонификации данных клеток для клеточной
терапии, в том числе и для тестирования различных
лекарственных препаратов in vitro. Во-вторых,
иПСК можно получить из любых жизнеспособных

Рис. 1. Потенциал дифференцировки плюрипотентных стволовых клеток (ПСК).
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клеток с функционирующим ядром, включая пери-
ферические клетки крови, которые легко замора-
живать и хранить долгое время (Loh et al., 2009).
На сегодняшний день самая востребованная об-
ласть, в которой используются иПСК, это тести-
рование лекарств и моделирование заболеваний
человека. В частности, удалось смоделировать не-
которые типы опухолей (глиомы) (Stricker et al.,
2013; van Pel et al., 2018), несколько моногенных кар-
диозаболеваний (Moretti et al., 2010; Ma et al., 2013) и
других заболеваний человека (Miyazaki et al., 2018;
Stoddard-Bennett, Reijo Pera, 2019). Кроме того, с
использованием иПСК были успешно смодели-
рованы многие генетические нарушения, включая
хромосомные и моногенные заболевания, такие
как синдром Дауна (Briggs et al., 2013) и синдром
Тернера (Li et al., 2012), а также сложные рас-
стройства, включая расстройства аутистического
спектра (DeRosa et al., 2012) и шизофрению
(Brennand et al., 2011). Использование иПСК поз-
воляет получать специфический для заболевания
фенотип и тестировать на нем лекарственные пре-
параты как на положительный эффект, так и на
токсичность, например, на кардиотоксичность.

В области применения иПСК для клеточной
терапии, как и в случае ЭСК, на данный момент
имеется ряд проблем, препятствующих их широ-
кому использованию в биомедицине. Во-первых,
получение иПСК – это времязатратная технология,
что исключает применение этих клеток в ситуации,
когда пациенту требуется срочная помощь. Второй
проблемой является туморогенность, которая ассо-
циирована как с присутствием остаточных иПСК,
так и с появлением туморогенного дифференци-
рованного потомства. Последняя проблема обу-
словлена тем что у части иПСК, которые подвер-
гаются направленной дифференцировке в какой
либо клеточный тип может сформироваться не-
правильный паттерн генов, приводящий к злока-
чественным образованиям при трансплантации
(Lee et al., 2013). Еще один аспект туморогенности
иПСК обусловлен возникновением мутаций в
процессе культивирования и/или дифференци-
ровки иПСК еще до их трансплантации в ткани
пациента (Rouhani et al., 2016; Merkle et al., 2017).
Кроме того, проблема ассоциирована с онкоген-
ной активностью самих факторов репрограмми-
рования (Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc), особенно c-
Myc, который является одним из наиболее часто
мутирующих генов при раке человека и часто дей-
ствует как драйвер мутации (Okita et al., 2007;
Miller et al., 2012). Другая проблема в использова-
нии иПСК связана с тем что каждая линия иПСК
не идентична другой: они отличаются морфологи-
ей, кривыми роста, паттернами экспрессии генов и
склонностью к дифференцировке в различные ти-
пы клеток (Osafune et al., 2008). Даже при аутологич-
ной трансплантации иПСК существуют проблемы
с иммунологическим отторжением (Deuse et al.,

2019). К тому же иПСК на данный момент более
эффективны для моногенных заболеваний и их
сложно применять для лечения полигенных и за-
болеваний неизвестной природы (Doss, Sachi-
nidis, 2019).

Для реализации потенциала иПСК в клеточ-
ной терапии необходимо всестороннее исследо-
вание самой природы клеточной плюрипотент-
ности, в том числе роли внутриклеточных систем,
поддерживающих это состояние, одной из кото-
рых является регулируемый протеолиз. Убикви-
тин-протеасомная система (УПС) деградации
белков осуществляет большую часть регулируе-
мого протеолиза в клетке, осуществляя регуля-
цию многих клеточных процессов, включая под-
держание и индукцию плюрипотентности (Buck-
ley et al., 2012; Okita, Nakayama, 2012; Vilchez et al.,
2012; Selenina et al., 2017; Choi, Baek, 2018; Noor-
mohammadi et al., 2018).

УБИКВИТИН-ПРОТЕАСОМНАЯ
СИСТЕМА (УПС)

Жизнеспособность и функционирование
клетки напрямую зависит от качества клеточного
протеома, которое определяется строгой регуля-
цией равновесия между синтезом и деградацией
белковых молекул. Неправильно сложенные, по-
врежденные или уже отыгравшие свою роль бел-
ки должны быть распознаны и удалены. Удаление
белков осуществляется посредством протеолити-
ческой деградации в ходе работы лизосомной
(Delevoye et al., 2019) и убиквитин-протеасомной
(Chondrogianni, Gonos, 2012) систем. В то время
как основной задачей лизосомной системы явля-
ется деградация внутриклеточных органелл и
крупных белковых структур, убиквитин-протеа-
сомная система (УПС) является наиболее важной
в отношении распознавания и удаления повре-
жденных и короткоживущих белков. Предполага-
ется, что от 70 до 90% неправильно свернутых,
поврежденных или отработанных белков дегра-
дирует через протеасомный путь (Jung, Grune,
2012). Протеасомная система является эволюци-
онно-древним механизмом протеолитической
внутриклеточной системы регуляции протеома
клетки и присутствует у некоторых архей (напри-
мер, Thermoplasma acidophilum), а также у всех жи-
вотных и растений.

Центральным компонентом УПС является муль-
тисубъединичный протеолитический комплекс –
20S-протеасома, – а также несколько различных
регуляторов, которые могут изменять активность
и специфичность 20S-протеасомы (Konstantinova
et al., 2008). 20S-протеасома имеет форму полого
бочонка, состоящего из семи различных α- и
β-субъединиц, расположенных в виде четырех
гептамерных колец (7α,7β,7β,7α), общей массой
700 кДа (рис. 1). Внешние α-кольца образуют
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своего рода ворота, которые отвечают за регуля-
цию входа субстрата во внутреннюю протеолитиче-
скую камеру. Именно внутренние β-кольца отвеча-
ют за протеолитическую активность протеасомы,
формируя протеолитическую камеру с каталитиче-
скими центрами на трех различных β-субъедини-
цах: β1, β2 и β5 (Glickman, Ciechanover, 2002).
Субъединица β1 обладает каспазаподобной ак-
тивностью, расщепляя белки после кислых ами-
нокиcлот, β2 имеет трипсин-подобную актив-
ность и расщепляет белки после основных ами-
нокислот и β5 обладает химотрипсин-подобной
активностью, расщепляя пептиды после гидро-
фобных аминокислот (Jung, Grune, 2012).

У млекопитающих при индукции IFN-γ про-
исходит замена конститутивных каталитических
субъединиц β1, β2 и β5 индуцибельными субъеди-
ницами β1i, β2i и β5i, и в результате формируется
специфическая 20S-протеасома – иммунопроте-
асома, что приводит к эффективной генерации
пептидов, представляемых комплексами MHC
класса I. В дополнение к стандартным 20S-проте-
асомам и иммунопротеасомам было идентифи-
цировано несколько тканеспецифичных видов
20S-комплексов, в том числе тимопротеасома и
сперматопротеасома (Kniepert, Groettrup, 2014).
20S-частицы в тимусе преимущественно содер-
жат специфическую субъединицу β5t и, как пола-
гают, в первую очередь это связано с генерацией
антигенных пептидов для положительной селек-
ции Т-лимфоцитов (Murata et al., 2007). Специ-
фическая 20S-протеасома семенников млекопи-
тающих содержит альтернативные субъединицы
α4s и участвует в деградации ацетилированных
гистонов при сперматогенезе и репарации ДНК
(Zhong, Belote, 2007; Qian et al., 2013).

Наиболее важным регулятором 20S-протеасо-
мы является 19S-комплекс (или PA700). Схемати-
чески 19S-регулятор можно представить в виде
кольцеобразного основания и крышки (рис. 2).
Основание связывается с внешними α-кольцами
20S-коровой частицы и его основной функцией
является открытие ворот, сформированных
α-кольцом, разворачивание белка и пропускание
его в каталитическую полость 20S-протеасомы.
Крышка 19S-регулятора распознает и связывает
полиубиквитинированные белки, с последующим
деубиквитинированием (Tanaka, 2009). 20S-ча-
стица может взаимодействовать с одним или дву-
мя 19S-регуляторами и, таким образом, форми-
ровать 26S- или 30S-протеасому соответственно.

Другой регуляторной частицей, способной
связываться с 20S-протеасомой является PA28-
регулятор (или 11S). PA28 состоит из трех различ-
ных субъединиц (PA28α, PA28β и PA28γ), которые
могут располагаться между собой в различных
комбинациях, однако, в клетках существует лишь
две формы PA28: PA28α4/β3, и PA28γ7 (Huber,

Groll, 2017; Stohwasser, 2018). Данные комплексы
PA28 способны связываться с внешними α-коль-
цами 20S-протеасомы и изменять свойства дегра-
дации субстрата (рис. 2). Однако, как и протеолиз
свободной 20S-протеасомой, деградация субстра-
тов протеасомным комплексом РА28–20S не за-
висит от АТФ. Функции PA28αβ способствуют
высвобождению пептидных продуктов протеасо-
мами, оптимизируя процесс презентации антиге-
на MHC-I для поддержки адаптивных иммунных
реакций организма. Интересно, что PA28γ имеет
преобладающую ядерную локализацию и участ-
вует в регуляции нескольких важных клеточных
процессов, включая рост и пролиферацию кле-
ток, апоптоз, структуру и организацию хромати-
на, а также ответ на повреждение ДНК. Кроме то-
го, PA28αβ и, в меньшей степени, PA28γ значи-
тельно повышают способность 20S-протеасомы
селективно расщеплять окисленные белки (Pick-
ering, Davies, 2012).

Существует еще один регулятор активности
протеасом – белок PA200 массой около 200 кДа,
имеющий слегка асимметричную куполообраз-
ную структуру с внутренней полостью, которая
находится на одном или обоих α-кольцах 20S-
протеасомы (Ortega et al., 2005) (рис. 2). Точные
функции PA200 до сих пор не ясны, однако из-
вестно, что PA200 преимущественно находится в
ядре, и может играть роль в инициации репарации
ДНК, а также при сперматогенезе (Ustrell et al.,
2002; Khor et al., 2006).

Описан также адаптерный белок Ecm29
(рис. 2) с мол. массой около 200 кДа, который
связываясь с 26S-протеасомой, может присоеди-
нять ее к различным клеточным компартментам,
включая эндосомы, эндоплазматический ретику-
лум и везикулярно-тубулярный кластер, играя
роль в элиминации неправильно сложенных бел-
ков посредством деградации, ассоциированной с
эндоплазматическим ретикулумом (ERAD)
и/или в другом протеолизе (Gorbea et al., 2004).
Интересно, что Ecm29 также ответственен за ре-
моделирование 26S-протеасомы в клетках чело-
века в ответ на окислительный стресс (Wang et al.,
2017).

Еще один адаптерный белок PI31 (PSMF1) с
массой порядка 30 кДа играет важную роль в кон-
троле за функционированием протеасомы (рис. 2).
Показано, что PI31 ингибирует 20S-протеасомы
in vitro (McCutchen-Maloney et al., 2000), но спо-
собствует расщеплению белка in vivo (Bader et al.,
2011; Yang et al., 2016). PI31 блокирует также АТФ-
зависимую сборку 26S-протеасомы in vitro, но не
оказывает влияния на активность in vitro уже со-
бранной 26S-протеасомы (Li et al., 2014b). Соглас-
но другим данным, рибозилирование PI31 спо-
собствует сборке 26S-протеасомы (Cho-Park,
Steller, 2013). Важно отметить, что показана роль
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PI31 в транспорте протеасом в аксонах, и что он
необходим для развития синапсов (Liu et al.,
2019).

Помимо связывания с каким-то определен-
ным регулятором 20S-протеасома может связы-
ваться сразу с различными регуляторами и обра-
зовывать гибридную протеасому (рис. 2). Хотя
точная клеточная функция гибридных протеасом
до сих пор неизвестна, предполагается, что про-
теолитическая специфичность 20S-протеасомы,
связанной с одной 19S-частицей, изменяется за
счет связывания дополнительного регулятора,
что приведет к формированию другого набора
олигопептидных продуктов.

Протеасомная деградация опосредуется в ос-
новном полиубиквитинированием субстрата на
основе лизина в 48 положении в качестве конъ-
югированного остатка, хотя цепи, основанные на

лизинах в других положениях, также могут участво-
вать в нацеливании белков на протеасому (Saeki
et al., 2009; Xu et al., 2009b). Мечение белков путем
ковалентного присоединения убиквитина к белко-
вым субстратам представляет собой многоступен-
чатый процесс, управляемый последовательным
действием трех типов ферментов: убиквитин-акти-
вирующих ферментов (E1), убиквитин-конъюгиру-
щих ферментов (E2) и убиквитин-лигаз (E3)
(Chondrogianni, Gonos, 2012). Реакция начинает-
ся с фермента, активирующего убиквитин (E1),
который первоначально аденилирует C-конце-
вой остаток глицина молекулы убиквитина, и за-
тем образует тиоэфирную связь между активиро-
ванным остатком глицина и остатком цистеина на
каталитическом сайте E1 посредством АТФ-зави-
симого механизма с получением реакционноспо-
собного промежуточного тиоэфира E1-убиквити-

Рис. 2. Схематическое изображение протеасомы и протеасомных регуляторов.
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на. Активированный убиквитин впоследствии
передается одному из ряда отдельных убиквитин-
конъюгирующих ферментов (E2) путем тран-
стиоляции в консервативный цистеин активного
центра E2. Третий этап включает специфическую
убиквитин-лигазу (E3), которая рекрутирует це-
левой белок и опосредует перенос активирован-
ного убиквитина от фермента E2 к субстрату. По-
лиубиквитиновая цепь наращивается добавлени-
ем другой молекулы убиквитина к лизину в
48 положении уже присоединенной молекулы
убиквитина. В то время как Е1 фермент является
высоко консервативным белком, Е2 представле-
ны в большом количестве, а Е3 очень вариатив-
ны, что обеспечивает высокую адаптивность си-
стемы убиквитинирования под различные белки-
мишени (Dikic, Robertson, 2012). Следующим эта-
пом является узнавание и транспортировка мече-
ного белка к 26S протеасоме, после чего убикви-
тиновые мономеры высвобождаются с помощью
деубиквитинирующих ферментов (DUB) и далее
рециркулируются, а белковый субстрат разворачи-
вается и проталкивается во внутреннюю протеоли-
тическую полость 20S-протеасомы. В протеолити-
ческой полости 20S-протеасомы субстрат расщеп-
ляется на короткие пептиды, которые могут
отображаться на поверхности клетки для иммун-
ного надзора или подвергаться окончательному
протеолизу до свободных аминокислот различ-
ными аминопептидазами и, таким образом, ис-
пользоваться для синтеза других белков (Glick-
man, Ciechanover, 2002) (рис. 3).

УПС В КЛЕТОЧНОЙ 
ПЛЮРИПОТЕНТНОСТИ

ЭСК и иПСК, как было отмечено выше, де-
монстрируют поразительную способность к не-
прерывной репликации при отсутствии старения.
Несмотря на имеющиеся у нас знания о ПСК, ме-
ханизмы, которые регулируют их плюрипотент-
ность и дифференцировку, а также репрограммиро-
вание, остаются в значительной степени неизвест-
ными. Накопленные за последние годы данные
подчеркнули важность протеостаза в поддержа-
нии плюрипотентности ПСК и выхода из нее в
процессе дифференцировки, а следовательно, и
роль УПС, как одного из ключевых игроков про-
теостаза в клетке.

Появляется все больше свидетельств того, что
перекрестная регуляция ключевых факторов
транскрипции за счет Е1-E2-E3 и DUB-фермен-
тов контролирует такие функции стволовых кле-
ток, как плюрипотентность, дифференцировка и
репрограммирование. Е1-E2-E3 ферменты убик-
витинируют ключевые белки, связанные со ство-
ловостью, и, тем самым, регулируют дифферен-
цировку ПСК, тогда как DUB-ферменты, удаляя
молекулы убиквитина у этих белков, удерживают

их от протеасомной деградации и, тем самым,
предотвращают дифференцировку (Ramakrishna
et al., 2014). Таким образом, баланс между убик-
витинированием и деубиквитинированием клю-
чевых регуляторов ПСК определяет судьбу этих
клеток.

Известно, что E2-убиквитин-конъюгирую-
щий фермент Ube2S напрямую взаимодействует с
Sox2, регулируя его уровень посредством убиквити-
нирования и поддерживая, таким образом, недиф-
ференцированное состояние ЭСК мыши (Wang
et al., 2016). Кроме того, E2-фермент поддержи-
вал недифференцированное состояние ЭСК мы-
ши посредством индукции еще одного ключевого
маркера самообновления – Esrrb. Сверхэкспрес-
сия Ube2s в ЭСК мыши в дополнение к Esrrb так-
же приводила к повышению уровней Nanog,
Lin28 и Sall4, что наводит на мысль, что индуциро-
ванная экспрессия данных факторов может ком-
пенсировать сниженный уровень Sox2 для поддер-
жания клеток в плюрипотентном состоянии.

Е3-убиквитин-лигаза Wwp2 убиквитинирует
белок плюрипотентности Oct4 в ЭСК как мыши,
так и человека (Xu et al., 2004; Xu et al., 2009a). Ин-
тересно, что нарушение опосредованного Wwp2
убиквитинирования Oct4 значительно повышало
эффективность репрограммирования эмбрио-
нальных фибробластов мыши (Li et al., 2018).
Также лигаза Wwp2 специфически взаимодей-
ствует с Set7-метилированным Sox2 и индуцирует
убиквитинирование и деградацию Sox2 в ЭСК
мыши, которым может противодействовать Akt1-
опосредованное фосфорилирование (Fang et al.,
2014). Активность Akt1 доминирует над Set7, под-
держивая стабильность экспрессии Sox2 и плю-
рипотентность в ЭСК (Fang et al., 2014; Wang et al.,
2019).

В исследовании с использованием скрининга
интерферирующих РНК, нацеленных на компо-
ненты УПС, было показано, что благодаря работе
УПС поддерживается некий баланс, в котором
DUB-ферменты Rpn11 (PSMD14) и Usp9X, а так-
же E3-убиквитин-лигазы Rbx1, Rfwd2, Rnf12,
Ubr5, Ddb1, Trim28 и Phf5a способствуют самооб-
новлению ЭСК, тогда как другие убиквитин-ли-
газы – Fbw7, Rnf152, Rnf31, Rnf8, SOCS3, Topors,
Rnf36, DR3/TNFRSF25 и убиквитин-подобный
белок Ubl5 – регулируют раннюю дифференци-
ровку ЭСК (Buckley et al., 2012). Нарушение ак-
тивности DUB Rpn11 в составе протеасомы ведет
к выходу из состояния плюрипотентности ЭСК, в
то время как его сверхэкспрессия ингибирует
дифференцировку этих клеток, поддерживая их
плюрипотентное состояние (Buckley et al., 2012).
Другая DUB, Usp21, поддерживает устойчивость
ЭСК за счет стабилизации Nanog (Jin et al., 2016;
Kwon et al., 2017). Для DUB Usp22 также показана
критическая функция в раннем эмбриональном
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развитии мышей за счет стабилизации NAD-за-
висимой гистондеацетилазы Sirt1, которая вызы-
вает снижение уровней ацетилирования p53 и по-
давление функций, опосредованных p53 (Lin et al.,
2012). E3-лигаза Fbw7/Fbxw7 действует как клю-
чевой регулятор плюрипотентности и дифферен-
цировки ЭСК посредством регуляции стабильно-
сти c-Myc. Интересно, что нокдаун Fbxw7 в ЭСК
мыши, вызывал стабилизацию c-Myc, но не ока-

зывал эффект на факторы плюрипотентности
Oct4, Nanog и Sox2 (Buckley et al., 2012). Также
было продемонстрировано, что Ddb1, компонент
E3-лигазного комплекса Cul4-Ddb1, вносит
вклад в регуляцию плюрипотентности, так как
нокдаун Ddb1 приводил к понижению уровней
факторов плюрипотентности Nanog и Oct4, а так-
же к усилению регуляции генов, связанных с
дифференцировкой ЭСК (Buckley et al., 2012; Gao

Рис. 3. Схематичное изображение убиквитин-зависимой деградации белкового субстрата протеасомой после кова-
лентного присоединения убиквитина (Ub) АТФ-зависимым каскадом убиквитин-активирующих ферментов (Е1),
убиквитин-конъюгирущих ферментов (Е2) и убиквитин-лигаз (Е3).
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et al., 2015). E3-лигаза March5 также участвует в
поддержании плюрипотентности ЭСК мыши (Gu
et al., 2015). Лигаза Rnf12/RLIM контролирует
судьбу ЭСК мыши, помечая негативный регулятор
TGF-β сигналинга Smad7 для протеасомной де-
градации (Zhang et al., 2012). Лигаза Rnf12/RLIM
инициирует инактивацию импринтированной
Х-хромосомы, осуществляя убиквитинирование
Rex1 и его последующую деградацию (Shin et al.,
2010; Gontan et al., 2012).

Высокий уровень экспрессии компонент УПС
в ЭСК человека и его снижение во время диффе-
ренцировки данных клеток предполагает важную
роль УПС в регуляции плюрипотентности (Szu-
torisz et al., 2006). Анализ транскриптома ЭСК
при нокдауне Oct4 выявил значительные измене-
ния в экспрессии более 1000 генов, из которых
18 генов были связаны с УПС (Babaie et al., 2007).
Результаты некоторых исследований указывают
также на усиленную протеасомную активность в
ЭСК, которая характеризуется повышенными
уровнями белка субъединицы 19S протеасомы
Rpn6 (PSMD11) и соответствующей усиленной
сборкой 26S/30S-протеасом (Vilchez et al., 2012).
Интересно, что в ЭСК мыши мишенями протеа-
сом являются РНК-полимераза II и факторы
транскрипции, связывающиеся с тканеспецифи-
ческими регуляторными участками генов, с тем
чтобы ограничивать транскрипцию этих генов в
ЭСК и способствовать их быстрой активации при
дифференцировке (Szutorisz et al., 2006). По ре-
зультатам анализа транскрипционного профиля
ЭСК человека, ген индуцибельной субъединицы
протеасомы β5i был выявлен среди наиболее ак-
тивно экспрессирующихся генов (Sato et al.,
2003). В дальнейших исследованиях была обнару-
жена повышенная экспрессия и других генов
УПС в ЭСК по сравнению с дифференцирован-
ными клетками, что может говорить о важности
участия данной системы в поддержании плюри-
потентности (Baharvand et al., 2006; Assou et al.,
2009). Ингибирование протеасом вызывает пре-
кращение самообновления и выход из плюрипо-
тентного состояния (Assou et al., 2009; Atkinson et al.,
2012; Vilchez et al., 2012). Замечено, что ингибиро-
вание протеасом приводило к подавлению экс-
прессии связанных с плюрипотентностью генов,
таких как POU5F1, NANOG, C-MYC, SOX2, SSEA3,
TRA-1-81 и TRA-1, а также к активации генов
дифференцировки, таких как FGF5 и GATA4. Ин-
тересно, что селективное ингибирование актив-
ности иммунопротеасомных субъединиц β1i
(UK-101) и β5i (PR-957) в ЭСК человека также со-
провождается индукцией экспрессии соматиче-
ских маркеров, таких как FGF5 и GATA4, что ука-
зывает на важность активности иммунопротеа-
сом в поддержании клеточной плюрипотетности
(Atkinson et al., 2012).

Транскрипционный фактор Nrf2, известный
ключевой ген плюрипотентности, действует как
регулятор активности протеасом в ЭСК человека
частично через шаперон POMP (Jang et al., 2014).
O-GlcNA-цилирование регулятора протеасомы
PA28γ поддерживает плюрипотентность ЭСК мы-
ши посредством контроля гомеостаза P-телец
(Pecori et al., 2021). Эта модификация спобствует де-
градации Ddx6, который важен для сборки P-телец,
и, напротив, потеря O-GlcNA-цилирования PA28γ
стабилизирует Ddx6, повышая уровни P-телец и
приводя к спонтанному выходу ЭСК мыши из
плюрипотентного состояния.

В совокупности, существующие в литературе
данные подтверждают, что повышенная актив-
ность протеасом является неотъемлемой характе-
ристикой идентичности ЭСК. Почему эти клетки
нуждаются в усиленной протеасомной активно-
сти? Одна из возможностей заключается в том,
что ЭСК не могут переносить токсичные, непра-
вильно свернутые белки, имеют повышенные
требования к УПС, позволяя этим клеткам под-
держивать интактный протеом для самообновле-
ния и производства предшественников трех заро-
дышевых листков. Показано, например, что вме-
сте с регуляторной частицей PA28, протеасомный
комплекс удаляет большое количество повре-
жденных окислением белков при дифференци-
ровке ЭСК (Hernebring et al., 2006, 2013). Также,
УПС в ПСК активно задействована в регуляции
стабильности различных регуляторных белков,
особенно тех, которые участвуют в регуляции
транскрипции и сигнальных каскадов (Naujokat,
Saric, 2007). УПС модулирует судьбу ПСК по-
средством убиквитинирования/деубиквитиниро-
вания и последующей деградацией основных регу-
ляторов плюрипотентности, таких как транскрип-
ционные факторы Oct4, Nanog, c-Myc, Klf4 и Sox2
(Buckley et al., 2012; Hernebring et al., 2013), а также
участники сигнальных путей LIF/JAK/STAT3,
Nodal/TGFβ/Activin, Wnt/β-catenin, Notch, и
BMP (James et al., 2005; Ogawa et al., 2006; Greber
et al., 2008; Powers et al., 2009; Hatakeyama, 2012;
Tanaka, 2013). Регуляция времени жизни регуля-
торных белков посредством УПС позволяет этим
клеткам быстро реагировать на сигналы, поступа-
ющие из внешней среды, сохраняя при этом свои
плюрипотентные свойства и способность реали-
зовывать конкретные программы клеточной диф-
ференцировки.

УПС В РЕПРОГРАММИРОВАНИИ
Изменение уровня экспрессии транскрипци-

онных факторов, особенно Oct4, Nanog, Klf4,
Sox2 и c-Myc, является важным регулирующим
событием в судьбе ПСК (Lengner et al., 2007;
Tolkunova et al., 2007; Xu et al., 2009b; DeVeale et al.,
2013; Fang et al., 2014; Liu et al., 2020). Самые не-



ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 6  2022

УБИКВИТИН-ПРОТЕАСОМНАЯ СИСТЕМА 409

значительные изменения в уровне экспрессии
данных транскрипционных факторов в ПСК мо-
гут приводить к выходу из плюрипотентного со-
стояния, дифференцировке или онкогенезу
(Gidekel et al., 2003; Fang et al., 2014; Liu et al.,
2020). Исследования показали, что УПС участву-
ет в регуляции сложного процесса клеточного ре-
программирования и что как ЭСК, так и иПСК
используют УПС сходными способами для регу-
ляции уровней и активности ключевых факторов
плюрипотентности (Buckley et al., 2012). Среди
этих транскрипционных факторов находятся и
четыре транскрипционных фактора Яманаки,
Oct4, Sox2, c-Myc, Klf4, которые репрограмми-
руют соматические клетки в иПСК (Takahashi,
Yamanaka, 2006).

Oct4 является транскрипционным фактором,
имеющим POU-домен (Scholer et al., 1989; Choi,
Baek, 2018), и специфично экспрессируется в
ЭСК, ранних эмбрионах и в клетках зародыше-
вой линии. Данный транскрипционный фактор
играет важную роль в поддержании самообновле-
ния и плюрипотентности ЭСК, и является одним
из факторов репрограммирования при получении
иПСК (Takahashi, Yamanaka, 2006; Liu et al., 2020).
Oct4 может образовывать димеры c транскрипции
факторами POU-, HMG-box и других семейств (см.
обзор (Bakhmet, Tomilin, 2021)). POU-домен необ-
ходим для цитоплазматической локализации белка
Oct4 в клетке (Oka et al., 2013). Важно отметить, что
экспрессия Oct4 необходима для регуляции плю-
рипотентности и ранней дифференцировки
ЭСК, однако, уровень экспрессии Oct4 очень
тонко регулируется в ЭСК, так как повышение
или понижение может приводить к дифференци-
ровке клеток. Так, показано, что сверхэкспрессия
Oct4 индуцирует дифференцировку ЭСК в энто-
дерму и мезодерму, в то время как подавление
экспрессии Oct4 приводит к дифференцировке
этих клеток в трофэктодерму (Niwa et al., 2000).
Oct4 имеет относительно короткий период полу-
жизни, быстро деградируя в клетке посредством
УПС (Li et al., 2018). Убиквитинирование Oct4
осуществляет Е3-убиквитин-лигаза Wwp2, несу-
щая карбоксильный конец (HECT), и нокдаун
Wwp2 в ЭСК мыши приводил к повышению уров-
ня Oct4 (Xu et al., 2004). При этом было показано,
что моноубиквитинирование инактивировало
транскрипционную активность Oct4, тогда как
полиубиквитинирование (преимущественно по
К63) снижало уровень данного транскрипцион-
ного фактора в клетке (Liao, Jin, 2010). Другая
HECT-лигаза Itch негативно регулирует актив-
ность Oct4 в клетке и, таким образом, поддержи-
вает самообновление ЭСК (Liao et al., 2013). Не-
смотря на то, что Wwp2 и Itch принадлежат к од-
ному семейству HECT-убиквитин-лигаз, они по-
разному взаимодействуют с Oct4. Itch нацелен на
определенный ДНК-связывающий домен Oct4, а

Wwp2 может взаимодействовать с любым доме-
ном Oct4 (Liao, Jin, 2010; Liao et al., 2013). Также,
поддерживать состояние плюрипотентности
ЭСК, регулируя уровень Oct4, могут E3-лигазы
Rnf2 (RING-убиквитин лигаза) и Dpf2 (PHD-
убиквитин-лигаза) (van der Stoop et al., 2008; Liu
et al., 2015). При нокдауне Dpf2 повышался уро-
вень Oct4, что приводило к индукции дифферен-
цировки ЭСК человека (Liu et al., 2015). Помимо
убиквитин-лигаз, в контроле уровня Oct4 в клет-
ке задействованы DUB ферменты, например,
Usp44 и Usp34 (Fuchs et al., 2012; Oh et al., 2017;
Rhie et al., 2021). Замечено, что во время диффе-
ренцировки наблюдается снижение количества
Usp44 и Usp34, что свидетельствует об их специ-
фичности для ЭСК. Дефицит Usp34 приводил к на-
коплению Oct4, что поддерживало состояние плю-
рипотентности (Oh et al., 2017). Однако, отсутствие
Usp44, напротив, вызывало снижение уровня Oct4
при дифференцировке ЭСК (Fuchs et al., 2012).

Sox2 (SRY box-containing gene 2) – транскрип-
ционный фактор из семейства Sox, который экс-
прессируется в клетках половой линии, на ранних
стадиях эмбриогенеза и в нейрональных стволо-
вых клетках (НСК), а также является ключевым
фактором при получении иПСК (Koopman et al.,
2004; Liu et al., 2020). Sox2 содержит HMG-бокс
(High Mobility Group-box), который взаимодей-
ствует с AT-богатыми мотивами ДНК цепи и ин-
дуцирует активацию транскрипции на данном
участке. HMG-домен имеет несколько участков,
связанных с трансактивационной активностью
на С-конце. Sox2 необходим для регуляции фак-
торов транскрипции, которые влияют на экс-
прессию Oct4, и считается, что работа транскрип-
ционного фактора Sox2 важна для сохранения
плюрипотентного состояния ЭСК за счет поддер-
жания необходимого уровня экспрессии Oct4
(Masui et al., 2007). Интересно, что как подавле-
ние экспрессии Sox2, так и его повышенная экс-
прессия, вызывали снижение экспрессии Oct4 и
Nanog, что приводило к активации трофэктодер-
мальных генов и к трофэктодермальной диффе-
ренцировке ЭСК человека (Adachi et al., 2010). За-
мечено также, что повышенная экспрессия Sox2 в
ЭСК и иПСК снижает экспрессию мезододер-
мальных генов и индуцирует дифференцировку в
нейроэктодермальные, мезодермальные и троф-
эктодермальные клетки (Suresh et al., 2016). Та-
ким образом, как и в случае с Oct4, для определе-
ния судьбы ЭСК важен определенный уровень
Sox2 (Strebinger et al., 2019). Уровень белка Sox2
регулируется в ЭСК посредством УПС, причем
оказалось, что фосфорилирование Sox2 усилива-
ет способность ЭСК мыши к самообновлению за
счет стабилизации Sox2, предотвращая его убик-
витин-зависимую деградацию (Ouyang et al.,
2015). Ингибирование киназы Akt1, для которой
показана способность фосфорилировать Sox2,
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вызывало снижение уровня Sox2 в клетке и по-
давляло способность ЭСК мыши к самообновле-
нию (Jeong et al., 2010). Е3-лигаза Ubr5 индуциру-
ет деградацию Sox2 посредством его убиквитини-
рования, а фосфорилирование Sox2 с помощью
Akt ингибирует взаимодействие Ubr5 с Sox2, что
стабилизирует Sox2 (Wang et al., 2019). Последую-
щее исследование показало сложную регуляцию
уровня Sox2 в ЭСК, в основе которой лежит сба-
лансированное переключение между метилиро-
ванием и фосфорилированием этого белка (Fang
et al., 2014). Метилтрансфераза Set7 монометили-
рует Sox2 по K119, что ведет к его убиквитиниро-
ванию E3-лигазой Wwp2 и к последующей проте-
асомной деградации. Напротив, киназа Akt1 фос-
форилирует Sox2 по T118, что приводит к
стабилизации Sox2, предотвращая его метилиро-
вание с помощью Set7 (Fang et al., 2014). В стаби-
лизации Sox2 также задействованы деметилаза
Lsd1 и белок Phf20l1, а их нокдаун ухудшает само-
обновление ЭСК мыши (Zhang et al., 2018). С ме-
тилированным Sox2 также связывается белок
L3mbtl3, что приводит к рекрутированию другой
лигазы Crl4-Dcaf5 и убиквитин-зависимому про-
теолизу Sox2 (Zhang et al., 2019). Sox2 является
также мишенью для DUB фермента Usp22 (Suss-
man et al., 2013). Помимо Usp22, DUB фермента-
ми для Sox2 могут являться Usp7 (Cox et al., 2013;
Huang et al., 2021), Usp9x (Oishi et al., 2016; Chen
et al., 2020; Potu et al., 2021), Usp15, Usp24 (Wueb-
ben, Rizzino, 2017), Usp25, Usp37 (Qiu et al., 2017),
Usp34 (Oh et al., 2017), Usp44 и Usp49 (Boyer et al.,
2005). Идентифицирован еще один RING-лигаз-
ный комплекс Cul4a-Det1-Cop1 и DUB фермент
Otud7b, которые регулируют стабильность белка
Sox2 во время дифференцировки нервных кле-
ток-предшественников (Cui et al., 2018). Так, нок-
даун Cop1 стабилизировал Sox2, предотвращая
дифференцировку этих клеток, тогда как нокдаун
Otud7b, напротив, дестабилизировал Sox, запус-
кая дифференцировку.

Klf4 (Krüppel-like factor 4, также имеет назва-
ние GKLF (Gut-enriched Krüppel- like factor)) –
это цинк-фингерный транскрипционный фактор
подсемейства Klf, которое относится к большому се-
мейству транскрипционных факторов Sp1 (Kaczyns-
ki et al., 2003). Klf4 вовлечен в контроль таких биоло-
гических процессов как пролиферация, клеточная
дифференцировка и апоптоз (Jiang et al., 2008).
Помимо этого, Klf4 используют как один из фак-
торов репрограммирования в ходе получения
иПСК. Интересно, что в отличии от Oct4 и Sox2,
Klf4 очень стабилен в ЭСК (период полужизни
более 24 ч), однако, эта высокая стабильность за-
метно снижается при дифференцировке (Dhaliw-
al et al., 2019). Высокая стабильность Klf4 в ЭСК
поддерживается за счет взаимодействия с факто-
рами Nanog, Sox2 и Stat3. Пост-трансляционная
модификация (убиквитинирование) Klf4 деста-

билизирует белок, когда клетки выходят из плю-
рипотентного состояния, что указывает на роль
пост-трансляционных механизмов в поддержа-
нии стабильности белка и плюрипотентного со-
стояния. Обнаружено, что снижение уровня бел-
ка Klf4 связано с функцией протеасом (Chen et al.,
2005). Erk1/2-опосредованное фосфорилирова-
ние по Ser123 подавляет активность Klf4, вызывая
дифференцировку ЭСК (Kim et al., 2012). Это
фосфорилирование является меткой для узнавания
Klf4 E3-лигазы Scf-Trcp и последующей протеа-
сомной деградации, что впоследствии и приводит к
дифференцировке ЭСК. С другой стороны, Klf4
транскрипционно активирует экспрессию Е3-ли-
газы RING-типа March5, которая регулирует
плюрипотентность, старение, генерацию актив-
ных форм кислорода (АФК) и деление митохон-
дрий (Shiiba et al., 2020). В ЭСК мыши March5
действует как незаменимый фактор для поддер-
жания плюрипотентности, полиубиквитинирует
PRKAR1A при активации PKA, что в конечном
итоге приводит к ингибированию сигнального
пути Raf/MEK/ERK (Gu et al., 2015). Интересно,
что фосфорилирование Klf4 с помощью другой
киназы Plk1 вызывало рекрутирование E3-лигазы
Traf6, что приводило к убиквитинированию Klf4
и его стабилизации в раковых клетках (Mai et al.,
2019). Полногеномный скрининг E3-лигаз также
определил еще одну лигазу Scf-Fbxo32, которая
отвечает за убиквитинирование и деградацию
Klf4 (Zhou et al., 2017).

c-Myc – транскрипционный фактор из семей-
ства Myc, регулирующий многие клеточные про-
цессы, включая пролиферацию, апоптоз, диффе-
ренцировку и онкогенез (Dang, 2013). Важно, что
c-Myc поддерживает плюрипотентность ЭСК
мыши и также является фактором репрограмми-
рования при генерации иПСК (Schmidt, Plath,
2012; Takahashi, Yamanaka, 2016). Сверхэкспрес-
сия c-Myc поддерживает плюрипотентное состо-
яние ЭСК мыши, в то время как подавление ак-
тивности c-Myc вызывает дифференцировку этих
клеток (Cartwright et al., 2005). В случае ЭСК че-
ловека, активация c-Myc не поддерживала плю-
рипотентность, а, напротив, приводила к диффе-
ренцировке и апоптозу этих клеток (Sumi et al.,
2007). c-Myc функционирует совместно с Oct4,
Sox2 и Klf4, избирательно повышая эффектив-
ность транскрипции генов, специфичных для
ЭСК; также он увеличивает эффективность обра-
зования иПСК (Nakagawa et al., 2008). Убиквити-
нирование и протеолиз важны для регуляции ста-
бильности и правильного функционирования c-
Myc. Известно, что c-Myc обладает малым перио-
дом полужизни, что обеспечивается УПС (Farrell,
Sears, 2014). В структуре c-Myc выделяют два до-
мена гомологии MBI и MBII, для которых пока-
зана связь с убиквитинированием и протеолизом
c-Myc (Flinn et al., 1998). Кроме того, за убиквити-
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нирование c-Myc также отвечает N-концевая
часть данного белка (Salghetti et al., 1999). Поми-
мо этого, c-Myc имеет PEST-мотив, который так-
же играет роль в быстрой деградации c-Myc, но не
в его убиквитинировании (Gregory, Hann, 2000).
Убиквитинирование c-Myc в клетке осуществля-
ют несколько E3-убиквитин-лигаз, первой из ко-
торых была идентифицирована Skp2 (Kim et al.,
2003). Оказалось, что Skp2 убиквитинирует c-Myc
в разных доменах, являясь транскрипционным
кофактором для c-Myc (von der Lehr et al., 2003).
E3-убиквитин-лигаза Fbxw7 также убиквитини-
рует c-Myc и способствует его протеасомой дегра-
дации (Welcker et al., 2004). Важно отметить, что
на уровень белка c-Myc влияют два последова-
тельных и взаимозависимых пролин-направлен-
ных фосфорилирования S62 и Т58, при этом фос-
форилирование в каждом из этих двух сайтов вли-
яет на взаимодействие с-Myc с изомеразой Pin1 и
его изомеризацию в положении P63 (Farrell et al.,
2013; Helander et al., 2015). Инициирующее фос-
форилирование S62 с помощью киназ MAPK,
c-JUN или CDK1 задействует с-Myc для последу-
ющего фосфорилирования T58 с помощью кина-
зы GSK3 (Gregory et al., 2003). Фосфорилирова-
ние T58 приводит к удалению активирующего
фосфата S62 за счет действия пролин-направлен-
ной транс-специфической фосфатазы PP2A-B56α
(Arnold, Sears, 2006), что способствует дальней-
шему полиубиквитинированию с помощью убик-
витин-лигазы Fbw7 и протеасомной деградации
c-Myc (Welcker et al., 2004). Показано, что STAT3-
зависимая регуляция транскрипции c-Myc и по-
давление его фосфорилирования T58 имеют ре-
шающее значение для регуляции его активности в
ЭСК мыши, и, следовательно, для поддержания
самообновления ЭСК (Cartwright et al., 2005). Ин-
тересно, что лигаза Rnf12/RLIM полиубиквити-
нирует c-Myc независимо от фосфорилирования
по S62 и T58, однако это убиквитинирование не
влияет на стабильность c-Myc, но подавляет
транскрипционную активность c-Myc (Gao et al.,
2016). Также были выявлены DUB-ферменты,
взаимодействующие с c-Myc – Usp13, Usp22,
Usp28, Usp36 и Usp37. DUB Usp13 стабилизирует
c-Myc посредством антагонизма с Fbxl14-опосре-
дованным убиквитинированием, что важно для
самообновления стволовых клеток глиомы (Fang
et al., 2017). Другая DUB, Usp22, также способ-
ствует деубиквитинизации c-Myc, что приводит к
увеличению уровня c-Myc в нескольких линиях
раковых клеток (Kim et al., 2017). В регуляции ак-
тивности c-Myc обнаружена петля обратной свя-
зи c-Myc–Sirt1, поскольку c-Myc индуцирует экс-
прессию Sirt1, который в свою очередь деацети-
лирует c-Myc, понижая стабильность c-Myc
(Yuan et al., 2009). Однако, сверхэкспрессия Sirt1
также связана с c-Myc-индуцированной экспрес-
сией Usp22, а это приводит к снижению убикви-

тинирования Sirt1 и повышению стабильности
последнего (Li et al., 2014a). Предполагалось, что
DUB Usp28 не может взаимодействовать с c-Myc
напрямую, но может регулировать данный белок
через взаимодействие с Fbxw7 (Popov et al., 2007).
Однако, другое исследование показало, что Usp28
не зависит от присутствия Fbw7, при этом распо-
знает и деубиквитилирует те же субстраты, что и
лигаза Fbw7. Взаимодействие Fbw7 с c-Myc про-
исходит через связывание с фосфорилированным
мотивом, так называемым фосфодегроном
(Welcker et al., 2004). Usp28 также взаимодейству-
ет с этим же мотивом, но только когда он не фос-
форилирован (Diefenbacher et al., 2015). Usp36 и
Usp37 деубиквитинируют и стабилизируют c-Myc
в ядре клетки; при подавлении активности Usp36
и Usp37 повышается протеасомная деградация
c-Myc, и пролиферация ЭСК значительно снижа-
ется (Pan et al., 2015; Sun et al., 2015).

Важно отметить, что репрограммирование со-
матических клеток с помощью транскрипцион-
ных факторов Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc индуциру-
ет окислительный стресс и значительно повыша-
ет уровни АФК как in vitro (Banito et al., 2009), так
и in vivo (Mosteiro et al., 2018). Высокий уровень
АФК приводит к повреждению клеток, старению
и апоптозу, в то время как добавление антиокси-
дантов, таких как N-ацетилцистеин или вита-
мин C, предотвращает вызванное АФК повре-
ждения иПСК (Zhou et al., 2016; Cieślar-Pobuda
et al., 2017; Lee et al., 2018). Как чрезмерная про-
дукция АФК, так и снижение уровня АФК анти-
оксидантами на раннем этапе репрограммирова-
ния снижают эффективность получения иПСК
(Zhou et al., 2016). Помимо этого, показано повы-
шение уровня синтеза антиоксидантов в клетке
на поздней стадии репрограммирования (Zhou
et al., 2016). Также, было продемонстрировано,
что для эффективного получения иПСК необхо-
дима активация врожденного иммунитета (Lee
et al., 2012). В ходе соматического репрограмми-
рования индуцируются NF-kB- и IRF3-опосре-
дованные изменения в экспрессии эпигенетиче-
ских модификаторов, которые обеспечивают от-
крытое состояние хроматина (Lee et al., 2012).
Исследования показывают, что повышение АФК-
сигналинга активирует процессы врожденного им-
мунитета в соматических клетках (Nathan, Cun-
ningham-Bussel, 2013; Panday et al., 2015).

Замечено, что ингибирование активности
протеасом, как и иммунопротеасом, значительно
снижало эффективность генерации иПСК (Atkin-
son et al., 2012; Buckley et al., 2012), что происходи-
ло несмотря на усиление экспрессии генов Oct4 и
Nanog (Floyd et al., 2015). Одной из функций УПС
является деградация поврежденных, в том числе,
окисленных белков (Margulis et al., 2020). Показа-
но, что в условиях окислительного стресса, про-
теолитической активности АТФ-зависимой 26S-
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протеасомы недостаточно для деградации быстро
образующихся поврежденных белков (Seifert et al.,
2010). Во время дифференцировки в условиях
окислительного стресса количество 26S-протеа-
сом практически не изменяется, тогда как резко
повышается уровень иммунопротеасом и регуля-
торной частицы PA28α/β (Hernebring et al., 2013).
Предполагают, что АТФ-независимый комплекс
иммунопротеасомы с двумя регуляторными части-
цами PA28, а также АТФ-зависимая гибридная про-
теасома, состоящая из иммунопротеасомы и регуля-
торов 19S и PA28, ответственны, преимущественно,
за снижение количества окислительно-модифи-
цированных белков в процессе окислительного
стресса (Hernebring et al., 2006, 2013). По сравне-
нию с конститутивными субъединицами, инду-
цибельные субъединицы протеасом обладают
более быстрым ответом и протеолитической ак-
тивностью, что повышает эффективность дегра-
дации окисленных белков (Seifert et al., 2010).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

УПС регулирует протеостаз, осуществляя мо-
ниторинг стабильности и активности белка в
клетке, и, следовательно, функционирует во всех
белок-зависимых клеточных процессах, включая
регуляцию клеточного цикла, транскрипции и
трансляции, и работу ключевых сигнальных пу-
тей. Кроме того, известно, что УПС участвует в
деградации поврежденных белков и большей ча-
сти окисленных белков, обеспечивая усиленную
защиту клеток от последствий окислительного и
других стрессов. ЭСК, как и иПСК, характеризу-
ются уникальными транскриптомными, эпиге-
номными и протеомными сигнатурами, которые
организованы высокоточной регуляторной се-
тью, а также обладают повышенной активностью
защитных систем клетки. Учитывая это, неудиви-
тельно, что в ЭСК сильно активированы гены, ас-
социированные с УПС (Ramalho-Santos et al., 2002).
Исходя из имеющихся на сегодняшний день дан-
ных, становится очевидно, что УПС играет важней-
шую роль в становлении и поддержании плюрипо-
тентности и в выборе направления специализации
ПСК как через модуляцию экспрессии, активно-
сти и субстратной специфичности протеасомных
комплексов, так и посредством перекрестной ре-
гуляции основных транскрипционных факторов
плюрипотентности и участников регуляторной
сети с помощью Е1-E2-E3 и DUB-ферментов
УПС. Каждый год идентифицируют все новые
E3-убиквитин-лигазы и ферменты DUB, связан-
ные с поддержанием плюрипотентности ЭСК и
их дифференцировкой. Совместная работа эти
компонентов УПС в ПСК обеспечивает баланс
между убиквитинированием и деубиквитиниро-
ванием основных регуляторов плюрипотентно-
сти Oct4, Sox2, Nanog, Klf4 и других ключевых

факторов и, тем самым, определяет судьбу этих
клеток. Так, например, Е3-лигазы катализируют
убиквитинирование белков, связанных со “ство-
ловостью”, а также их последующую деградацию
в протеасомах, что приводит к выходу ЭСК из со-
стояния плюрипотентности посредством диффе-
ренцировки. Напротив, когда ассоцированные с
плюрипотентностью белки деубиквитинируются
DUB, дифференцировка ЭСК ингибируется.
Возможность получения иПСК из соматических
клеток в процессе репрограммирования также
поставила вопрос о роли УПС в индукции кле-
точной плюрипотентности. Как уже упомина-
лось, репрограммирующие факторы Oct4, Klf4,
Sox2, и с-Myc убиквитинируются и подвергаются
протеолизу в протеасомах. С другой стороны, ин-
гибирование протеасомной активности вызывает
сильное снижение эффективности репрограмми-
рования (Atkinson et al., 2012; Buckley et al., 2012;
Floyd et al., 2015). Интересно, что селективное ин-
гибирование активности иммунопротеасомы
также приводит к снижению клонообразования в
процессе репрограммирования (Atkinson et al.,
2012), однако, функциональное значение имму-
нопротесом в становлении плюрипотентности
остается неисследованным.

Несмотря на бурное развитие данной темы,
всестороннее понимание роли УПС в регуляции
плюрипотентности, дифференцировки и репро-
граммирования невозможно без ответов на такие
вопросы, например, как УПС динамически регу-
лирует разные этапы репрограммирования. Как
координируется работа различных E3-лигаз в от-
ношении своих мишеней – факторов плюрипо-
тентности и других регуляторов – в равновесных
состояниях ЭСК/иПСК и в процессах репро-
граммирования и дифференцировки? Более того,
крайне фрагментарно понимание того как убик-
витинирование сопряжено с другими пост-транс-
ляционными модификациями белков, такими
как метилирование, ацетилирование и фосфори-
лирование, в контексте организации молекуляр-
ных сигнатур плюрипотентности. Ответы на эти и
другие вопросы позволят в будущем лучше по-
нять биологию ПСК, а следовательно, прибли-
зят их дальнейшее применение в клинической
практике.
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Embryonic stem cells (ESCs) are derived from cells in the early-stage pre-implantation embryo and have the
potential to differentiate to all three embryonic germ layers. Induced pluripotent stem cells (iPSCs), which
have features similar to ESCs, can also provide important insights into mammalian development and be
found wide applications in cell therapy and disease modeling. Understanding the mechanisms of self-renewal
and differentiation, as well as cell reprogramming, is a central issue in using ESCs and iPSCs for cell therapy.
The ubiquitin-proteasome system (UPS) plays one of the key roles in most of cellular processes by tightly reg-
ulating protein degradation. The review focuses on the regulatory role of UPS in cell pluripotency and repro-
gramming.
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Гемопоэтические стволовые клетки (ГСК) долгое время оставались одними из самых хорошо изу-
ченных стволовых клеток. Многочисленные экспериментальные и клинические исследования поз-
волили охарактеризовать основные свойства ГСК, разработать методические подходы к их анализу
и в конечном итоге привели к формированию иерархической теории кроветворения. Согласно
иерархической теории кроветворения ГСК рассматриваются как основа разветвленного дерева кро-
ветворных предшественников, в процессе дифференцировки которых теряется способность клеток
к самообновлению (т.е. к поддержанию собственной популяции), происходит переход от мультипо-
тентности к олиго- и унипотентности и образуются дифференцированные клетки крови различной
линейной принадлежности. Во многом благодаря разработке и внедрению новых высокотехноло-
гичных методов анализа дифференцировки клеток, представления о строгой последовательности
дифференцировки ГСК в последнее время изменились. В частности, получены доказательства гете-
рогенности и частичной коммитированности ГСК, новые данные о взаимоотношениях между от-
дельными популяциями мультипотентных предшественников, значительно расширены представ-
ления о молекулярных механизмах, обеспечивающих поддержание и дифференцировку ГСК. На-
стоящий обзор посвящен рассмотрению основных характеристик ГСК, методических подходов,
используемых для их изучения и рассмотрению современных взглядов на ранние стадии гемопоэза.

Ключевые слова: гемопоэтические стволовые клетки, гемопоэз, гетерогенность, иерархия
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ВВЕДЕНИЕ

Гемопоэтические стволовые клетки (ГСК) –
тканеспецифичные стволовые клетки, характе-
ризующиеся способностью дифференцироваться
во все типы клеток крови – эритроциты, тромбо-
циты, лейкоциты. Процесс образования клеток
крови из относительно небольшого числа гемо-
поэтических стволовых и прогениторных клеток
(ГСПК) называется гемопоэзом. Как и для других
стволовых клеток, основными характеристиками
ГСК являются способность к самообновлению и
способность давать начало разным типам клеток
(мультипотентность) (Гордеев и др., 2021). Отличи-
тельной характеристикой ГСПК является интен-
сивность процесса образования из них дифферен-
цированных клеток: по последним оценкам в
сутки в организме человека образуется 0.33 ±
± 0.02 × 1012 клеток, из которых более 85% со-
ставляют клетки крови (Sender, Milo, 2021). Соче-
тание указанных характеристик обуславливает
высокую репопулирующую способность ГСК

(т.е. способность восстанавливать гемопоэз после
трансплантации реципиенту) и высокий клини-
ческий потенциал их применения.

Долгое время считалось, что гемопоэз доста-
точно хорошо изучен. Существовала детальная
общепринятая иерархическая модель гемопоэза,
в которой каждая отдельная популяция крове-
творных предшественников была функциональ-
но и фенотипически охарактеризована (рис. 1-I).
Однако в последнее десятилетие, во многом бла-
годаря появлению технологий анализа на уровне
единичных клеток, устоявшиеся взгляды на пути
дифференцировки и однородность клеток внутри
популяций ГСК и ГСПК стали меняться. Во мно-
гих исследованиях была показана гетерогенность
считавшейся ранее однородной популяции ГСК
(Paul et al., 2015; Haas et al., 2018; Zhang et al.,
2022). При этом применение ГСК в клинической
практике требует понимания биологии этих кле-
ток, механизмов их образования, поддержания и
дифференцировки, наличия и совершенствова-
ния методов их идентификации и выделения. В
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настоящее время основные проблемы в исследо-
вании ГСК связаны с их распознаванием и изоля-
цией, поиском подходов к их изучению, не при-
водящих к получению артефактов, идентифика-
цией молекулярных регуляторов, связанных с их
функционированием, и соотнесением новых дан-
ных с принятой парадигмой. Настоящий обзор
посвящен рассмотрению биологии ГСК, методи-
ческих подходов, используемых для их изучения
и рассмотрению современных взглядов на ранние
стадии гемопоэза.

ОБРАЗОВАНИЕ ГСК В ЭМБРИОГЕНЕЗЕ

Представления о становлении гемопоэза и об-
разовании ГСК в эмбриогенезе основаны, глав-
ным образом, на экспериментальных исследова-
ниях на мышах. В эмбриогенезе кроветворение
устанавливается в три этапа, которые называют
“волнами” гемопоэза – примитивный гемопоэз,
предифинитивный и дефинитивный (Dzierzak et al.,
2018). Примитивный гемопоэз происходит вне-
эмбрионально в желточном мешке (начиная со
стадии E7.0–Е7.5 у мышей и на 16–18.5 сут после
оплодотворения у человека) и характеризуется
образованием примитивных эритроидных кле-
ток, содержащих крупные ядра и эмбриональный
гемоглобин, мегакариоцитов, отличающихся от
взрослых мегакариоцитов размером и полиплои-
дией, и эмбриональных макрофагов (Kennedy
et al., 2007; Canu et al., 2021). В настоящее время
единой точки зрения о природе предшественника
этих клеток нет. Среди возможных источников
этих клеток называют гемангиобласт (клетка-пред-
шественник, обладающая как гемопоэтическим,
так и эндотелиальным потенциалом), гемогенный
эндотелий (эндотелий, обладающий способностью
давать начало гемопоэтическим клеткам) или непо-
средственно клетки мезодермы (Lacaud, Kouskoff,
2017; Wittamer, Bertrand, 2020). На стадии предефи-
нитивного гемопоэза, происходящей также в жел-
точном мешке, образуется гемогенный эндотелий,
а из него – единый эритромиелоидный предше-
ственник (EMP), дающий начало эритроидным
клеткам, мигрирующим в фетальную печень, мега-
кариоцитам и макрофагам (начиная со стадии E8.25
у мышей и на 28–35 сут после оплодотворения у
человека). Помимо EMP, на этой стадии образу-
ется лимфоидный предшественник, способный
давать начало В-лимфоцитам (Palis et al., 2001;
McGrath et al., 2015; Wittamer, Bertrand, 2020).
ГСК как единая клетка-предшественник, спо-
собная давать начало всем линиям клеток крови,
на данной стадии эмбрионального развития еще
отсутствует. ГСК образуются в третью волну ге-
мопоэза (начиная со стадии E10.5 для мыши, 26–
42 сут после оплодотворения для человека) из гемо-
генного эндотелия в области аорто-гонадо-мезоне-
фроса (АГМ) в результате эндотелиально-крове-

творного перехода (Medvinsky et al., 2011). Клетки
этой области постепенно теряют эндотелиальные
характеристики и приобретают фенотип и мор-
фологию ГСК (Lange et al., 2021). Происхождение
ГСК именно из эндотелиальных клеток дорсаль-
ной аорты, входящей в состав АГМ, а не из лежа-
щей в его основе мезенхимы, было убедительно
показано с помощью покадровой визуализации
под конфокальным микроскопом и внесения ге-
нетической метки в эндотелиальные клетки с ис-
пользованием мышей с репортерным геном LacZ
(Zovein et al., 2008; Boisset et al., 2010). ГСК АГМ
неспособны к дифференцировке in situ. При этом
способность к самообновлению у зародышевых
ГСК существенно превышает такую способность
у ГСК из костного мозга взрослых особей (Ivanovs
et al., 2011). Помимо АГМ в зародыше существуют
и другие области, по-видимому, способные гене-
рировать ГСК – это желточные и пуповинные ар-
терии, плацента и голова зародыша (Marella et al.,
2000; Gekas et al., 2005; Ivanovs et al.; 2011; Li et al.,
2012). Как соотносятся между собой ГСК из раз-
ных областей зародыша еще предстоит выяснить.
Для дифференцировки ГСК необходима их ми-
грация из области АГМ в печень плода, где про-
исходит экспансия и образование кроветворных
предшественников (Godin et al., 1999; Ema et al.,
2000). Миграция в эмбриональную печень проис-
ходит начиная с 11-го дня развития у мыши и
28рго дня развития у человека. После колониза-
ции печени ГСПК мигрируют в тимус и селезенку
(стадия E11–12), а затем, незадолго до рождения
ГСК из фетальной печени заселяют костный мозг
(Mazo et al., 2011). Одна из функций костномозго-
вого микроокружения, ниши, заключается в под-
держании пула ГСК в состоянии покоя. Таким
образом происходит становление постнатального
гемопоэза.

ОСНОВНЫЕ СВОЙСТВА ГСК
И ПРЕДСТАВЛЕНИЯ ОБ ИЕРАРХИЧЕСКОЙ 

СИСТЕМЕ ГЕМОПОЭЗА
Положение о существовании единой стволо-

вой кроветворной клетки, дающей начало всем
кроветворным клеткам, берет свое начало из ра-
бот А.А. Максимова и его унитарной теории кро-
ветворения (Maximow et al., 1924). В настоящее
время ГСК считаются одними из самых хорошо
охарактеризованных тканеспецифических ство-
ловых клеток.

Основными свойствами ГСК являются способ-
ность длительное время находиться в покоящемся
состоянии, способность к самоподдержанию
(самообновлению), дифференцировке в различ-
ные клеточные типы (мультипотентность), а так-
же способность к мобилизации для пополнения
пула кроветворных клеток в условиях стресса.
Эти свойства позволяют ГСК постоянно поддер-
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Рис. 1. Изменение представлений о кроветворении и модели гемопоэза. I – Иерархическая модель гемопоэза. Дис-
кретные популяции, ступенчатая дифференцировка. LT-HSC дифференцируются в ST-HSC, которые дифференциру-
ются в MPP. Первая точка бифуркации происходит при дифференцировке MPP по двум возможным направлениям –
CMP и CLP. По ходу дифференцировки кроветворных предшественников снижается способность к самообновлению
и дифференцировочные потенции, усиливается пролиферативная активность. II – Появление первых данных о гете-
рогенности ГСК. 1 – Классическая модель гемопоэза с введением промежуточной популяции ГСК (IT-HSC) (Ben-
veniste et al., 2010). 2 – “My-Bi и Ly-Bi” модель, в которой демонстрируется присутствие трех разных популяций ГСК,
прекоммитированных к дифференцировке в большей степени в миелоидном направлении (My-bi), в лимфоидном
(Ly-Bi) и “сбалансированные” ГСК (Ba) (Muller-Sieburg et al., 2002). 3 – Модель “α, β, γ, δ” ГСК, демонстрирующая
присутствие четырех разных популяций ГСК, отличающихся по своим дифференцировочным потенциям, коммити-
рованности к дифференцировке по лимфоидному или миелоидному пути и способностям к самообновлению (Dykstra
et al., 2007). III – Изменение представлений о точках бифуркации в раннем гемопоэзе и мультипотентных кроветвор-
ных предшественниках. 4 – Идентификация нового предшественника – LMPP, который утрачивает способность
дифференцироваться в мегакариоцитарно-эритроидном направлении (Adolfsson et al., 2005). 5 – Модель “миелоидно-
го шунтирования”, показывающая ранее ответвление миелоидно-ограниченных репопулирующих предшественни-
ков (Yamamoto et al., 2013). 6 – Модель, демонстрирующая ранее ответвление мегакариоцитарного предшественника
(Notta et al. 2016). 7 – Модель гетерогенности популяции MPP. MPP подразделены на MPP1-, 2-, 3-, 4-. MPP1 дает на-
чало всем линиям, MPP2/3 коммитированы в миелоидном направлении, а MPP4 – в лимфоидном (Pietras et al., 2015).
IV (8) – Модель непрерывной дифференцировки, “континуума кроветворных стволовых клеток и клеток-предше-
ственников”. Дискретные популяции отсутствуют, кроветворные предшественники постепенно приобретают комми-
тированность к дифференцировке в определенном направлении (Quesenberry et al., 2017; Velten et al., 2017; Cheng et al.,
2020). LT-HSC – длительно репопулирующие ГСК, ST-HSC – коротко репопулирующие ГСК, IT-HSC – промежуточ-
ные ГСК, MPP – мультипотентные предшественники, CMP – общие миелоидные предшественники, CLP – общие
лимфоидные предшественники, MEP – мегакариоцитарно-эритроидные предшественники, GMP – гранулоцито-
моноцитарные предшественники, My-bi – миелоид-смещенные ГСК, Ba – сбалансированные ГСК, Ly-bi – лимфо-
ид-смещенные ГСК, MP-миелоидные предшественники, LP – лимфоидные предшественники, LMPP – лимфоид-
праймированные мультипотентные предшественники, MKEP – мегакариоцитарно-эритроидные предшественники,
MyRP – миелоидно-ограниченные репопулирующие предшественники, MkRP – репопулирующие предшественники
мегакариоцитов, CMRP – репопулирующие предшественники миелоидных клеток, MERP – мегакариоцитарно-
эритроидные репопулирующие предшественники, OPP – олигопотентные предшественники, олиго- и унипотентные
предшественники мегакариоцитов (Mk), эритроцитов (Er), клеток миелоидной (My) и лимфоидной (Ly) линий. Круг-
лыми стрелками показана способность к самообновлению.
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живать кроветворение и восстанавливать его по-
сле трансплантации. Важно отметить, что “умение”
ГСК одновременно восполнять собственную по-
пуляцию и дифференцироваться, давая разные
типы клеток, характерное для стволовых клеток,
обеспечивается их способностью к ассиметрич-
ному делению (Терских и др., 2007). В процессе
гемопоэза, по мере дифференцировки ГСК, у
клеток исчезает способность к самообновлению,
увеличивается пролиферативная активность,
происходит переход от мульти- к олиго- и унипо-
тентности, что приводит к снижению (исчезнове-
нию) репопулирующей способности. Указанные
изменения сопровождаются изменением эпигено-
ма, транскриптомного и протеомного профилей
клеток, а также поверхностного фенотипа клетки.

Изучение ГСК на мышиных моделях привело
к созданию иерархической модели кроветворе-
ния, выделению и детальной характеристике раз-
личных популяций кроветворных клеток. Клас-
сическая иерархическая модель, общепринятая
до недавнего времени, представляет гемопоэз,
как пошаговый процесс перехода от ГСК и муль-
типотентных предшественников к олиго- и уни-
потентным предшественникам и, наконец, к зре-
лым клеткам крови (рис. 1-I). Обычно схему ге-
мопоэза представляют в виде разветвленного
дерева, на вершине которого находятся длительно
репопулирующие ГСК (LT-HSCs), характеризую-
щиеся высокой способностью к самообновлению и
долгосрочному (не менее 16 недель) восстановле-
нию кроветворения при трансплантациях, далее
следуют коротко репопулирующие ГСК (ST-HSCs),
обладающие ограниченными способностями к
самообновлению и восстановлению кроветворе-
ния (как правило, меньше, чем на 4 нед.) и затем –
мультипотентные предшественники (MPP), не
обладающие способностью к самообновлению и
восстановлению кроветворения после транс-
плантации летально облученным животным (Bry-
der et al., 2006; Challen et al., 2010). Некоторые ав-
торы, учитывая разную динамику восстановле-
ния миелоидных и лимфоидных клонов после
трансплантации, предлагают анализировать пе-
риферическую кровь реципиентов трижды, на-
пример, через 1–2, 4–6 и 8–12 мес. после транс-
плантации или через 1–2 и 4–6 мес. после пер-
вичной трансплантации и через 4–6 мес. после
вторичной. В этом случае LT-HSCs определяются
как ГСК, поддерживающие восстановление грану-
лоцитов от 2 до 12 мес. и более, ST-HSCs – до 2-х
мес. после трансплантации (как обсуждается ниже,
клетки, поддерживающие кроветворение до 8 мес.,
относят к отдельной популяции “промежуточных”
ГСК (intermediate-term HSCs, IT-HSC) (Ema et al.,
2014). В ряду LT-HSCs → ST-HSCs → MPPs на-
блюдается снижение способности к репопуляции
и повышение пролиферативного потенциала. От
MPPs начинаются разветвления (бифуркации) и

снижение дифференцировочных потенций кле-
ток (Doulatov et al., 2012). MPPs дают олигопо-
тентные общие миелоидные предшественники
(CMPs) и общие лимфоидные предшественники
(CLPs) (табл. 1, рис. 1-I). В последние годы с по-
явлением новых методов исследований происхо-
дит пересмотр “классической” иерархической
модели.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ ГСК
Существует несколько методических подходов

к исследованию ГСК. Основными являются –
клональный анализ, проточная цитометрия,
трансплантация, в последние годы – анализ на
уровне единичных клеток (single-cell). Поскольку
для обеспечения кроветворения и для клиниче-
ского применения ГСК репопулирующая способ-
ность является ключевой, ее оценке уделяется
наибольшее внимание исследователей.

Клональный анализ

Одним из самых первых методов анализа ГСК
стал клональный анализ. В его основу легли экс-
перименты Тилла и Мак Куллоха, в которых было
показано образование колоний разного типа кро-
ветворных клеток в селезенке летально облучен-
ных мышей-реципиентов при трансплантации
им клеток сингенного костного мозга. Мультипо-
тентные предшественники, дающие начало раз-
ным типам кроветворных клеток, были названы
авторами КОЕ-С (колониеобразующие единицы
селезенки) (Till and McCulloch, 1961). По мере
развития методов культивирования ГСК, кло-
нальный анализ стал проводиться и в системах
in vitro. Для получения культур кроветворных кле-
ток in vitro были разработаны методы культивиро-
вания на агаровом покрытии и фидерном слое из
клеток периферической крови, что позволяло
стимулировать образование колоний и миними-
зировать их слияние (Pike, Robinson, 1970). Даль-
нейшее развитие метода шло по пути использова-
ния различных смесей цитокинов и разных фи-
дерных слоев, в том числе – из стромальных
клеток, и привело к увеличению эффективности
и чувствительности метода (Dexter, Lajtha, 1974;
McNiece et al., 1989; Itoh et al., 1989; Koller et al.,
1998; Majumdar et al., 2000; Kadereit et al., 2002). На
современном этапе при проведении клонального
анализа, как правило, используют готовые ком-
мерческие среды на основе метилцеллюлозы, со-
держащие различные комбинации цитокинов
(SCF, IL-6, IL-3, EPO и др.). Цитокины обеспе-
чивают пролиферацию и дифференцировку гемо-
поэтических прогениторных клеток, приводя к
образованию колоний, а метилцеллюлозная осно-
ва предупреждает слияние одиночных колоний. В
зависимости от состава среды, клональный анализ
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позволяет идентифицировать эритроидные
(BFU-E и CFU-E), гранулоцитарно-макрофагаль-
ные (CFU-GM, CFU-G и CFU-M), мультипотент-
ные гранулоцитарные, эритроидные, макрофа-
гальные и мегакариоцитарные предшественники
(CFU-GEMM), а также В-лимфоидные прогени-
торные клетки. Например, среда MethoCultTM
Optimum подходит для идентификации CFU-E,
BFU-E, CFU-GM, CFU-GEMM, а такая же среда
без эритропоэтина только для идентификации
CFU-GM (https://www.stemcell.com/media/files/
wallchart/WA10002Colonies_Derived_Human_He-
matopoietic_Progenitors.pdf). При учете результа-
тов (как правило, через 9–14 дней) анализируют
морфологию образовавшихся колоний (возмож-
но сочетание с фенотипированием) и определяют
число каждого типа колоний (Canete et al., 2017;
Husa et al., 2018; Ruiz et al., 2019; Kronstein-Wiede-
mann, Tonn, 2019) Для упрощения анализа разра-
ботаны среды, обеспечивающие ускоренное об-
разование колоний (MethoCultTM express – https://
www.stemcell.com/methocult-express.html), а также
система визуализации (STEMvisionTM –
https://www.stemcell.com/stemvision.html, Velier
et al., 2019).

Клональный анализ позволяет определить ко-
личество мультипотентных и коммитированных
линейных предшественников, оценить мульти-
потентность исследуемой клеточной популяции,
может быть использован для изучения влияния
различных факторов на кроветворение (Gordon,
1993; Pessina et al., 2003, 2005; Pereira et al., 2007;
Nishikawa et al., 2016; Canete et al., 2017; Kronstein-
Wiedemann, Tonn, 2019), однако, он не позволяет
судить о способности исследуемых клеток к само-
поддержанию и не отражает их репопулирующей
способности.

Для оценки способности исследуемых клеток
к длительному самоподдержанию были разрабо-
таны так называемые длительные культуры (long-
term cultures, LTC). LTC основаны на длительном
(в течение нескольких (4–5) нед.) культивирова-
нии исследуемой популяции клеток на монослое
стромальных клеток или стромальных клеточных
линий (Kadereit et al., 2002; Carreras et al., 2021).
Клетки, исследуемые в LTC, называют клетками,
способными инициировать длительные культуры
(LTC-initiating cells, LTV-ICs). Клетки, образован-
ные в культурах LTC, в дальнейшем переносят в
метилцеллюлозные среды и оценивают образова-
ние колоний различного типа. В другом варианте
длительных культур образованные в них клетки
анализируют морфологически in situ, без помеще-
ния в новые культуры – по образованию так на-
зываемой “области булыжника”. Для понимания
того, каким образом проводилась детекция кле-
ток, клетки, идентифицируемые в этом тесте, на-
зывают клетками, образующими области булыж-
ника, а сам тест – тестом на клетки, образующие

область булыжника (cobblestone area-forming cell
(CAFC) assay) (Amarachintha, Pang, 2018).

Для получения более точных результатов при
проведении клонального анализа используют ме-
тод лимитирующих разведений или культивиру-
ют единичные клетки (одна клетка на лунку) в
микроплатах (Gordon, 1993; Kent et al., 2013). Для
изначального выделения определенных предше-
ственников необходима тщательная предвари-
тельная сортировка клеток.

Проточная цитометрия 
и сортировка клеток

Проточная цитометрия позволяет идентифи-
цировать ГСК, различные популяции прогени-
торных и дифференцированных клеток на основе
их поверхностного фенотипа – совокупности
экспрессируемых на поверхности клетки марке-
ров. Одного надежного маркера ГСК не суще-
ствует, их идентифицируют по совокупности фе-
нотипических маркеров. При этом маркеры, ис-
пользуемые для идентификации ГСК мыши и
человека, существенно различаются. Поскольку
ГСК мыши охарактеризованы более детально, в
дальнейшем нами будет преимущественно рас-
сматриваться фенотип ГСК, мультипотентных и
олигопотентных предшественников мыши; све-
дения об основных маркерах этих популяций у
человека приведены в табл. 1. Общей характери-
стикой ГСК является отсутствие экспрессии на
них маркеров зрелых гемопоэтических клеток –
CD2 (Т-лимфоциты и NK-клетки), CD3 (Т-лифо-
циты), CD4 (Т-лимфоциты, моноциты, макрофаги,
дендритные клетки и др.), CD8 (Т-лифоциты и
NK), NK1.1 (NK), B220 (В-лифоциты), TER-119
(эритроидные клетки), CD19 (В-лимфоциты),
Mac-1 (гранулоциты, NK, макрофаги) и Gr-1
(гранулоциты, макрофаги) для мыши и CD2,
CD3, CD14 (моноциты), CD16 (NK, гранулоци-
ты), CD19, CD20 (В-лифоциты), CD56 (NK-клет-
ки), CD11b (гранулоциты, макрофаги, моноци-
ты) и CD235a (эритроидные клетки) для человека
(Reitsma et al., 2002; Forraz et al., 2004; Frascoli
et al., 2012; Norhaiza et al., 2013). В связи с этим к
ГСК применяют термин “lineage negative cells”
(Lin–). Помимо отсутствия экспрессии “линей-
ных” маркеров, для ГСК мыши характерна экс-
прессия c-Kit (CD117, рецептор фактора роста
тучных и стволовых клеток, рецепторная тиро-
зинкиназа III) и Sca-1 (“stem cell antigen-1”, анти-
ген стволовых клеток-1). Клетки Lin-c-Kit+ Sca-
1+ содержат LT-HSCs, ST-HSCs и MPPs; для
идентификации LT-HSCs используют дополни-
тельные маркеры: CD34 и CD135 (фенотип LT-
HSC CD34–CD135–) и/или CD150 и CD48 (фено-
тип CD150+CD48–, однако такой же фенотип име-
ют и ST-HSCs), а также детекцию так называемой



ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 6  2022

ГЕМОПОЭТИЧЕСКАЯ СТВОЛОВАЯ КЛЕТКА И НАЧАЛЬНЫЕ СТАДИИ ГЕМОПОЭЗА 425

“боковой” популяции после обработки клеток
ДНК-связывающим красителем Hoechst 33342
(ГСК обладают высокой способностью к его эли-
минации). ST-HSCs имеют фенотип CD34+

CD135–CD150+ CD48–, а МРРs – CD34+ CD135+

CD150+/–CD48– (табл. 1) (Yang et al., 2005; Kiel
et al., 2005; Adolfsson et al., 2005; Challen et al.,
2009; Oguro et al., 2013; Eich et al., 2019). Для иден-
тификации более дифференцированных олиго-
потентных популяций используют другие панели
маркеров, их подробное рассмотрение выходит за
рамки настоящего обзора (Kondo et al., 1997; Giebel,
Punzel, 2008; Challen et al., 2009; Mayle et al., 2013).
С целью использования в исследованиях опти-
мальных наборов маркеров для точной иденти-
фикации популяций гемопоэтических клеток, а
также для сокращения времени на поиск марке-
ров и отработку метода, рекомендуется примене-
ние оптимизированных многоцветных панелей,
предложенных в OMIP (Eich et al., 2019).

ГСК человека идентифицируют на основе дру-
гого набора маркеров, в большинстве исследова-
ний – по фенотипу Lin–CD34+ CD38–CD45RA–

CD90+ CD49f+ (Majeti et al., 2007; Notta et al.,
2011). Важно отметить, что экспрессия CD34 отли-
чает ГСК человека от LT-HSCs мыши (последние
имеют фенотип CD34–), что может быть связано
как с межвидовыми различиями и отсутствием у че-
ловека популяции ГСК CD34–, так и с тем, что до-
ступные подходы к изучению ГСК человека не
позволяют идентифицировать у человека мало-
численную популяцию ГСК CD34– аналогичную
мышиным LT-HSC. Косвенным подтверждением
второго объяснения являются данные о присут-
ствии в пуповинной крови человека клеток
CD34–, обладающих высоким репопулирующим
потенциалом (Doulatov et al., 2012; Sumide et al.,
2018).

Преимуществами проточной цитометрии яв-
ляется относительная простота метода и быстрое
получение результата, проведение анализа на
уровне единичных клеток, возможность многопа-
раметрической оценки фенотипа клеток (с допол-
нительным анализом пролиферативной активно-
сти или внутриклеточного содержания отдельных
факторов). Однако проведение многопараметри-
ческой проточной цитометрии характеризуется
высокими рисками получения артефактов, в свя-
зи с чем требуется соответствующий уровень под-
готовки исследователя. Кроме того, данный ме-
тод не позволяет оценить ни мультипотентность,
ни репопулирующую способность клеточных по-
пуляций – характеристики, являющиеся основ-
ными для подтверждения природы ГСК.

Трансплантация

Трансплантационный метод основан на пере-
носе исследуемой популяции клеток летально об-
лученным реципиентам с последующей детек-
цией и фенотипированием клеток донора, оцен-
кой линейной принадлежности их потомков,
скорости и длительности восстановления гемо-
поэза. Определение этих показателей позволяет
судить о репопулирующей способности клеток
донора и их мультипотентности – т.е. оценить ос-
новные критерии ГСК. Сочетание транспланта-
ционного метода с предварительной сортировкой
переносимых клеточных популяций позволяет
делать выводы о репопулирующем и дифферен-
цировочном потенциале отдельных клеточных
субпопуляций и является основой для уточнения
путей гемопоэза.

При применении трансплантационного мето-
да важным является точная идентификация до-
норских клеток в организме реципиента. Метод
трансплантации костного мозга летально облу-
ченным реципиентам был детально разработан в
лаборатории Н.Г. Хрущова еще в 70-х гг. прошло-
го века для создания ксеногенных радиационных
химер (Васильева и др., 1978). Разработка методов
точной идентификации донорских клеток в орга-
низме реципиента позволила применять его для
анализа, в том числе, при переносе сингенных
клеток донора. Используемые в настоящее время
подходы включают работу с трансгенными жи-
вотными, у которых во всех кроветворных клет-
ках стабильно экспрессируется флуоресцентный
белок, использование доноров, отличающихся от
реципиента по аллельным вариантам одного из
генов (преимущественно Ptprc, имеющего ал-
лельные варианты CD45.1 и CD45.2), а также бар-
кодирование клеток с использованием ретрови-
русных конструкций (Osawa et al., 1996; Gerrits et al.,
2010; Yamamoto et al., 2013). Метод идентифика-
ции клеток по аллелям CD45 подходит для оценки
количества донорских клеток в популяциях мие-
лоидных клеток, Т- и В-лимфоцитов, но не под-
ходит для оценки донорского вклада в эритропоэз
и тромбопоэз (в связи с отсутствием экспрессии
CD45 на этих популяциях). В последних двух слу-
чаях в качестве донора используют трансгенных
мышей с экспрессией флуоресцентных белков,
например, мышей KuO с экспрессией красного
флуоресцентного белка Kusabira-Orange, или мы-
шей с экспрессией зеленого флуоресцентного
белка – Pdzk1ip1-GFP или Vwf-GFP (Yamamoto
et al., 2013; Sanjuan-Pla et al., 2013; Sawai et al.,
2016).

Для более точного анализа применяют моди-
фикации трансплантационного метода, основ-
ными являются: серийные трансплантации (се-
рийный перенос) и конкурентный перенос. При
серийной трансплантации клетки донора вводят
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первичным реципиентам, через 4–8 мес. выделя-
ют клетки костного мозга и переносят их вторич-
ным реципиентам (возможен дальнейший пере-
нос третичным реципиентам) с последующей
идентификацией и характеристикой потомков
клеток первичного донора. Поскольку восстанов-
ление кроветворения у вторичных (третичных)
реципиентов возможно только в случае присут-
ствия LT-HSCs в исходной популяции донорских
клеток (ST-HSCs не способны восстанавливать
кроветворение у вторичного реципиента (Wilkin-
son et al., 2020)), метод используется для точной
идентификации LT-HSCs и является основным
методом оценки репопулирующей способности
исследуемых клеток.

Конкурентный перенос позволяет отслежи-
вать судьбу единичных клеток донора в организ-
ме реципиента. Поскольку перенос единичных
клеток не может защитить летально-облученного
реципиента от гибели (для защиты необходим пе-
ренос не менее 2–3 × 105 гемопоэтических кле-
ток), одновременно с исследуемыми клетками
переносят клетки-конкуренты, которые отлича-
ют от потомков исследуемых индивидуальных
клеток с использованием вышеупомянутых под-
ходов (Carrelha et al., 2020).

Метод трансплантации является основным
при изучении ГСК на мышиных моделях. Для изу-
чения гемопоэза человека проводят ксенотранс-
плантации, перенося исследуемые популяции кле-
ток иммунодефицитным мышам. В качестве реци-
пиентов в разных работах использовались мыши с
нарушенной функцией Т-лимфоцитов (мыши
Nude, мутация в гене Foxn1), Т- и В-лимфоцитов
(мыши SCID, мутации в генах Rag, В-лимфоци-
тов (мыши xid c мутацией в гене тирозинкиназы
Btk), Т-лимфоцитов и фагоцитов (NOD-SCID),
NK-клеток (мыши Bg с мутацией beige), Т-лим-
фоцитов, макрофагов и NK-клеток (NOD-SCID-
β2m–/–; NOD-Scid-IL2Rnull (NSG), Nu/Bg/XID
(BNX) (Bosma et al., 1983; Ito et al., 2008; Pearson
et al., 2008; Doulatov et al., 2012). Проведенные ис-
следования показали, что относительно высокого
уровня приживления клеток человека можно до-
стичь только при использовании реципиентов,
имеющих нарушение ответа одновременно лим-
фоцитов, макрофагов и NK-клеток (Arakawa-
Hoyt et al., 1999; Dick et al., 1997; Doulatov et al.,
2012; Shultz et al., 2005). Для дальнейшего повы-
шения приживления ксеногенных клеток челове-
ка в последнее десятилетие применяют иммуно-
дефицитных гуманизированных мышей с введен-
ными фрагментами фетальных тимуса, селезенки
или костей человека или чаще со встроенными
генами, кодирующими цитокины человека, что
способствует поддержанию и дифференцировке
гемопоэтических клеток человека. У таких мы-
шей наблюдается поддержание человеческого
кроветворения более 12 нед. и образуются крове-

творные колонии всех типов (Fraser et al., 1995;
Willinger et al., 2011; Doulatov et al., 2012; Theocha-
rides et al., 2016; Shan et al., 2022).

Появляются вопросы к применению транс-
плантации как метода исследования нативного
кроветворения и выявления истинных LT-HSCs,
поскольку уже сама трансплантация может вли-
ять на статус этих клеток. Например, с помощью
технологии генетического мечения in situ, показа-
но, что в нативных, физиологических, в отличие
от стрессовых, трансплантационных, условиях
LT-HSCs имеют весьма ограниченный вклад в
кроветворение в течении большей части жизни, в
отличии от долгоживущих предшественников
(Sun et al., 2014). Такие работы ставят под сомне-
ние производство всех типов кроветворных кле-
ток из небольшого числа ГСК на протяжении
всей жизни человека и открывают новые пер-
спективы в изучении старения и заболеваний
кроветворной системы. Несмотря на это, транс-
плантационный метод, по-прежнему остается
“золотым стандартом” для идентификации ГСК,
доказательства наличия у клеток репопулирую-
щей способности и оценки их мультипотентно-
сти. Ограничениями метода являются высокая
трудоемкость и времязатратность, а также полу-
чение информации об относительно небольшом
количестве клеток. Тем не менее, именно иссле-
дования с использованием трансплантационного
метода (в сочетании с сортировкой клеток и ана-
лизом единичных клеток) привели к существен-
ному прорыву в изучении биологии ГСК и кор-
рекции наших представлений о начальных этапах
гемопоэза.

Анализ на уровне единичных клеток

Огромный вклад в изучение гемопоэза вносят
методы геномного, транскриптомного, эпигенети-
ческого и протеомного профилирования. Детали,
преимущества и ограничения различных методов
обобщены в серии недавно опубликованных обзор-
ных статей и выходят за рамки настоящего обзора
(Lee et al., 2020; Slovin et al., 2021; Pham et al.,
2021). Относительно недавний переход этих мето-
дов на уровень анализа единичных клеток, в
первую очередь – разработка методов РНК-се-
квенирования единичных клеток (scRNA-seq),
создают уникальные, ранее недоступные, воз-
можности в области изучения гемопоэза. Доступ-
ные в настоящее время платформы scRNA-seq
представлены двумя типами: на основе капель
(Drop-seq, inDrop, 10× Genomics, Seq-well) и на
основе планшетов (STRT-seq, SmartSeq, MARS-
Seq). Секвенирование на основе капель обладает
большей пропускной способностью, позволяет
анализировать большое разнообразие клеток.
Методы на основе планшетов обладают меньшей
пропускной способностью, эффективны для про-
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филирования меньшего числа клеток, но обладают
большей чувствительностью. Для исследования
гемопоэза применяют обе эти платформы (Paul
et al., 2015; Zheng et al., 2018; Zhao et al., 2020; Hou
et al., 2020). Их использование уже привело к по-
лучению новых данных о гетерогенности ГСПК,
траекториях их дифференцировки, изменения
активности генов и генных сетей в процессе диф-
ференцировки, влияния различных факторов на
молекулярный статус и направление клеточной
дифференцировки. (см. раздел “Современные
представления о начальных стадиях гемопоэза”,
Rodriguez-Fraticelli et al., 2021).

Важной задачей в области изучения гемопоэза
является соотнесение молекулярного профиля
индивидуальных клеток с функциональной ак-
тивностью, в связи с чем применяют сочетанное
использование различных модификаций методов
РНК-секвенирования единичных клеток и
трансплантационного анализа. Например, объ-
единение функциональных анализов на уровне
единичных клеток с разными подходами к сорти-
ровке и анализом экспрессии генов позволило
разработать новую стратегию сортировки, надеж-
но отличающую не-ГСК и ГСК и позволяющую
успешно соотносить ключевые молекулы с их
функциями в этих клетках (Wilson et al., 2015).

СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ 
О НАЧАЛЬНЫХ СТАДИЯХ ГЕМОПОЭЗА
Использование новых высокотехнологичных

методов анализа привело к уточнению многих по-
ложений бифуркационной модели и ее коррекции.
Изменения касаются гетерогенности популяций
ГСК, выявлению новых популяций коммитирован-
ных (частично коммитированных) предшествен-
ников, данных о возможности образования неко-
торых популяций клеток непосредственно из ГСК,
минуя длинный путь дифференцировочной иерар-
хии и др.

Гетерогенность ГСК и ГСПК
Детальные исследования ГСК привели к на-

коплению данных о гетерогенности данной попу-
ляции клеток. Вопрос о гетерогенности ГСК уже
затрагивался нами при обсуждении двух популя-
ций ГСК – LT-HSСs и ST-HSCs, различающихся
по фенотипу и продолжительности восстановле-
ния ими кроветворения в летально облученных
реципиентах (см. раздел “Основные свойства
ГСК и представления об иерархической системе
гемопоэза” и Kiel et al., 2005; Adolfsson et al., 2005;
Passegue et al., 2005; Majeti et al., 2007; Challen et al.,
2009; Notta et al., 2011). В начале 2000-х годов была
определена еще одна популяция – IT-HSCs – клет-
ки, обладающие ограниченной способностью к са-
мообновлению, способные восстанавливать крове-

творение у реципиентов на “промежуточное”
(между LT-HSCs и ST-HSCs) время и отличающи-
еся от LT-HSCs выраженной экспрессией CD49b
(рис. 1-II, Benveniste et al., 2010; Ema et al., 2014).

Ключевым вопросом исследований последнего
десятилетия стал вопрос о механизмах, определяю-
щих путь клеточной дифференцировки и стадии, на
которой определяется клеточное развитие. Исходно
предполагалось, что все ГСК обладают сходным
дифференцировочным потенциалом, и развитие
клетки определяется на более поздней стадии кле-
точной дифференцировки. Однако исследования
последних лет убедительно показали частичную
прекоммитированность ГСК и их исходные раз-
личия по способности дифференцироваться пре-
имущественно в миелоидном или лимфоидном
направлениях.

Muller-Sieburg и соавторы (Muller-Sieburg et al.,
2002) культивировали ГСК мыши в условиях ли-
митирующих разведений, трансплантировали по-
лученные клетки с использованием конкурентного
и серийного переносов и оценивали принадлеж-
ность потомков клеток донора к лимфоидным или
миелоидным популяциям клеток. Авторам удалось
показать, что компартменте ГСК присутствуют
клетки, исходно частично прекоммитированные
к дифференцировке преимущественно в лимфо-
идном направлении (Ly-bi, “lymphoid-biased”,
лимфоид-смещенные или лимфоид-коммитиро-
ванные), клетки, которые эффективно диффе-
ренцируются в миелоидном направлении (Мy-bi,
“myeloid-biased”, миелоид-смещенные) и “сба-
лансированные” ГСК. При этом каждая субпопу-
ляция самообновлялась с образованием “себе по-
добных” клеток, не давая другие типы (рис. 1-II,
Muller-Sieburg et al., 2002; Muller-Sieburg et al.,
2006). Dykstra и соавторы (рис. 1-II, Dykstra et al.,
2007) трансплантировали единичные ГСК (клет-
ки CD45midlin–Rho–Hoechst33342–) и клоны,
полученные в результате их 4-дневного культиви-
рования in vitro. Анализ лейкоцитов донорского
происхождения в третичных реципиентах позво-
лил авторам выделить 4 субпопуляции ГСК – α,
β, γ и δ, обладающие способностью к длительной
репопуляции. Было показано, что путь диффе-
ренцировки популяции β определяется до момен-
та трансплантации, т.е. зависит не от внешних, а
от “внутренних” факторов. Кроме того, серий-
ные трансплантации продемонстрировали, что
наибольшим миелоидным потенциалом и способ-
ностью к самообновлению обладают α клетки, а в
ряду β, γ и δ снижается способность к самообновле-
нию и происходит смещение от образования пре-
имущественно миелоидных клеток (популяция β)
к преимущественно лимфоидным клеткам (δ).
Таким образом, авторы связали стадию актива-
ции ГСК с их дифференцировочным потенциа-
лом. Близкая интерпретация следует и из других
исследований. В частности, в работе Beerman и
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соавторов (Beerman et al., 2010) было показано,
что ГСК прекоммитированные к миелоидному
направлению дифференцировки (My-biased, ми-
елоид-уклоненные) имеют фенотип CD150+, а
так называемые “сбалансированные” ГСК (обла-
дающие одинаковым потенциалом к дифферен-
цировке в миелоидном и лимфоидном направле-
ниях) – фенотип CD150–.

Существование “смещенных по клонам” ГСК
было показано не только на моделях с трансплан-
тациями, т.е. в условиях экстренного гемопоэза,
но и с применением технологии штрих-кодиро-
вания in situ, т.е. в условиях нативного гемопоэза
(Rodriguez-Fraticelli et al., 2018). Данные по транс-
плантациям единичных стволовых клеток пока-
зали, что субпопуляции, выделенные разными
авторами в пределах компартмента ГСК, схожи.
Так, α-HSCs во многом пересекаются с My-bi и
LT-HSCs, β-HSCs – с Ba и IT-HSCs, а γ- и δ-HSCs –
c Ly-bi HSCs и ST-HSCs (Morita et al., 2010; Ema
et al., 2014).

Пересмотр основных точек бифуркации 
и модификации иерархической модели гемопоэза

Широкое распространение исследований на
уровне единичных клеток привело к сомнениям в
отношении предполагаемых в иерархической мо-
дели гемопоэза точек бифуркации, в том числе
первой дивергенции на уровне общих миелоид-
ных и общих лимфоидных предшественников
(CMPs и CLPs).

При проведении клонального анализа одиноч-
ных LSK Flt3+ мыши было обнаружено, что эти
клетки, обладая лимфоидным и миелоидным по-
тенциалом, практически утрачивали способность
к образованию мегакариоцитарных и эритроидных
предшественников, в отличие от LSK Flt3– (ГСК).
Эти клетки с фенотипом CD34+ Flt3+ TpoR–/
lowEpoR-GSFR+ IL7Rα+ PU.1+ GATA1–SCLlow были
названы авторами LMPPs (лимфоид-праймиро-
ванные мультипотентные предшественники). В
данной модели обнаруженная гетерогенность
ГСПК объясняется постепенной потерей кло-
нального потенциала при их дифференцировке,
что согласуется с классической моделью за ис-
ключением определения бифуркации уже на
уровне ST-HSCs, а не MPPs (рис. 1-III, Adolfsson
et al., 2005).

Последующие работы показывали расположе-
ние мегакариоцитарных и эритроидныех предше-
ственников в иерархии гораздо ближе к ГСК, чем
это считалось ранее (Notta et al. 2016; Miyawaki et al.,
2017). Так, исследования с применением техноло-
гии штрихкодирования ДНК показали, что об-
щий эритро-миелоидный предшественник может
быть обнаружен на уровне MPPs и тогда на этом
уровне, а не на уровне CMP находится первая

точка бифуркации (Perie et al., 2015). При исполь-
зовании метода парных дочерних клеток из ГСК
костного мозга мышей с применением флуорес-
центного красителя KuO, упомянутого ранее, и у
первичных, и у вторичных реципиентов были по-
лучены клетки-предшественники MyRP (миело-
идно-ограниченные репопулирующие предше-
ственники), которые обладали способностью к
долговременному восстановлению кроветворе-
ния, но с дифференцировочными потенциями,
ограниченными мегакариоцитарно-эритроидно-
миелоидным направлением. MyRP давали начало
репопулирующим предшественникам мегакарио-
цитов (MkRP), репопулирующим предшествен-
никам миелоидных клеток (CMRP) и мегакарио-
цитарно-эритроидным репопулирующим пред-
шественникам (MERP). Исходя из полученных
авторами данных, можно предположить, что кло-
нально-ограниченные клетки встречаются на са-
мых ранних стадиях среди наиболее примитив-
ных ГСК. Иерархическая модель гемопоэза при
которой предполагается наличие среди ГСК дли-
тельно репопулирующих предшественников,
способных продуцировать только миелоидные и
эритроидные клетки по независимому, “обход-
ному” пути, называется моделью “миелоидного
обхода (шунтирования)” (рис. 1-III, Yamamoto
et al., 2013).

В настоящее время признана гетерогенность
популяции MPPs. Предлагается разделение попу-
ляции на MPP1, MPP2, MPP3 и MPP4. MPP1
сходны с IT- и ST-HSCs, способны к самообнов-
лению и восстановлению кроветворения на срок
около 4 месяцев после трансплантации и характе-
ризуются фенотипом – LSK CD150+ Flk2– CD48–.
MPP2 (LSK CD150+ Flk2– CD48+) и МPP3 (LSK
CD150– Flk2– CD48+) демонстрируют смещенность
в миелоидном направлении, при этом MPP2 боль-
ше в тромбоцитарном, а MPP4 (LSK CD150–

Flk2+ CD48+) – в лимфоидном. Предполагается,
что все MPPs образуются из ГСК параллельно, но
в разном количестве, в зависимости от условий и
нужд кроветворной системы. Такая модель была
названа “динамической моделью кроветворения”
(рис. 1-III, Pietras et al., 2015).

Изменение взглядов 
на дискретность популяций

В 2015 г. было опубликовано крупномасштаб-
ное исследование кроветворных клеток с приме-
нением совокупности методов РНК-секвениро-
вания на уровне единичной клетки, FACS проточ-
ной цитометрии, различных функциональных
анализов, профилирования хроматина и компью-
терного моделирования. В результате этого иссле-
дования была составлена карта динамических со-
стояний транскрипции в основных популяциях
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миелоидных предшественников, показано, что
предполагаемые ранее дискретные группы предше-
ственников, например CMP, содержат несколько
отдельных групп клеток с разной степенью родства
и обнаружены клеточные кластеры, не вписыва-
ющие в иерархическую модель гемопоэза (Paul
et al., 2015). Данное исследование привело к появ-
лению большого количества работ по изучению
транскриптома единичных кроветворных клеток
и реконструкции отношений между ними (Ma-
caulay et al., 2016; Velten et al., 2017; Karamitros et al.,
2018; Dahlin et al., 2018). Был накоплен ряд дан-
ных об изменениях потенциала и фенотипа кро-
ветворных клеток в зависимости от стадии кле-
точного цикла. Однако эксперименты с отсорти-
рованными по фазам клеточного цикла и
трансплантированными клетками, показали, что
50% долгоживущих репопулирующих клеток на-
ходятся в S, G2 или даже M фазах клеточного
цикла. Эксперименты с тимидиноми и бромдез-
оксиуридином подтверждали, что большинство
ГСК проходят S-фазу в течении 2 сут и при этом
при трансплантации облученным животным часть
этих клеток демонстрировала свойства LT-HSCs
(Goldberg et al., 2014; Quesenberry et al., 2014). Ре-
зультатом этих работ стала смена представлений о
кроветворных предшественниках, как о наборе
отдельных, фенотипически и функционально
разделяемых популяций и предложена новая мо-
дель непрерывного гемопоэза. Согласно этой мо-
дели, гетерогенность ГСК является следствием не
наличия разных субпопуляций в их составе, а по-
стоянно меняющейся природой самих стволовых
клеток (рис. 1-IV, Quesenberry et al., 2017). Пере-
ход через четкие мультипотентные и бипотент-
ные стадии в этой модели отсутствует, как и чет-
кая граница между стволовыми клетками и клет-
ками-предшественниками. Клетки конкретной
кроветворной линии непрерывно возникают не-
посредственно из континуума низкопраймиро-
ванных недифференцированных кроветворных
стволовых клеток и клеток-предшественников,
называемых CLOUD-HSPCs (Velten et al., 2017;
Cheng et al., 2020). Для наглядного представления
современного взгляда на гемопоэз так же использу-
ют ландшафт Уоддингтона, где ГСК могут “выби-
рать” один из множества возможных маршрутов с
помощью небольших различий в экспрессии генов,
все больше склоняясь к определенному направ-
лению, ведущему к одному из типов клеток
(Velten et al., 2017).

Пересмотр взглядов на гемопоэз привел к по-
иску новых факторов и условий, определяющих
выбор клетками дальнейшей судьбы и влияющих
на состояние клеток в условиях стресса. Было по-
казано, что ГСК, находящиеся на стадии G0 кле-
точного цикла, пребывают на разной “глубине”
покоя. Это положение подтверждается различия-
ми в экспрессии PAK4, CDK6 и CD112, определя-

ющих эпигенетические изменения и различные
состояния G0, в ответ на стрессовые воздействия
и наблюдениями после трансплантаций, которые
показывают, что отдельные клоны ГСК начина-
ют активироваться и участвовать в кроветворе-
нии после длительной латентной фазы в 1–2 года.
Для выхода LT-ГСК из латентного состояния тре-
буются сильные стрессовые стимулы, такие как
вторичная трансплантация или действие 5-фто-
рурацила (Kaufmann et al., 2021). Предполагают,
что такие позже активирующиеся ГСК могут слу-
жить резервом при стрессе и резкой потере одно-
го из типов кроветворных клеток (Haas et al.,
2018).

ГСК экспрессируют цитокиновые рецепторы,
связанные с кроветворением, такие, как рецептор
макрофагального колониестимулирующиего фак-
тора (M-CSF), рецептор эритропоэтина (EpoR), ре-
цепторная тирозинкиназа 3 класса (Flt3), рецептор
гранулоцитарного колониестимулирующего фак-
тора (G-CSF), рецептор тромбопоэтина (TpoR).
Было показано, что воздействие на ГСК M-CSF
способствует индукции главного миелоидного
регулятора PU.1 и направляет клетки по миелоид-
ному пути (Mossadegh-Keller et al., 2013). Дей-
ствие на мультипотентные предшественники ли-
ганда Flt3 стимулирует их развитие по миелоид-
но-лимфоидному пути, подавляя образование
мегакариоцитов и эритроидных предшественни-
ков (Tsapogas et al., 2014). А воздействие Epo на
ГСК и мультипотентные предшественники сдви-
гает дифференцировку в эритроидном направле-
нии (Grover et al., 2014). Повышающиеся в стрес-
совых условиях уровни цитокинов, могут влиять
на клональный выход кроветворных клеток. Опи-
раясь на результаты экспериментов с цитокина-
ми и на данные о гетерогенности ГСК некоторые
авторы предлагают модель “естественного отбора
гемопоэза”. Согласно этой модели ГСК выбира-
ют случайно один из возможных путей развития,
далее дочерние клетки развиваются в направле-
нии, к которому они “аффилированы”, выбирая
“подходящую” по цитокинам нишу. При этом
между цитокином и экспрессией его рецептора в
клетках имеется положительная обратная связь,
что еще больше “укрепляет” выбор (Brown et al.,
2020).

По-видимому, гетерогенность ГСК определя-
ется комбинацией внутренних (конфигурация
хроматина, эпигенетические факторы) и внеш-
них (определяемых преимущественно стромаль-
ными клетками и их продуктами, т.е. “нишей”
кроветворных клеток) факторов. Установление
причин гетерогенности должно быть предметом
дальнейших исследований.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На протяжении многих лет общепринятой
считалась иерархическая модель гемопоэза, со-
гласно которой все многообразие клеток крови
образуется из однотипных клеток предшествен-
ников – гемопоэтических стволовых клеток – в
результате процесса их иерархической дифференци-
ровки. Популяция ГСК представлялась как гомоген-
ная популяция однотипных клеток, характеризую-
щихся, с одной стороны, способностью длительное
время находиться в покое, а с другой – способно-
стью к самообновлению и дифференцировке. Ге-
мопоэтическая дифференцировка рассматрива-
лась как четко выстроенный процесс образова-
ния из ГСК дифференцированных унипотентных
клеток, основанный на ступенчатых бифуркациях,
каждая из которых постепенно сужает дальней-
ший дифференцировочный потенциал клетки, в
конечном итоге приводя к образованию всего
многообразия клеток крови. Основными положе-
ниями иерархической модели являются выделение
дискретных относительно гомогенных популяций
дифференцирующихся клеток и представление о
строго упорядоченном характере перехода одной
популяции клеток в другую.

Хотя иерархическая схема гемопоэза сохраня-
ет свое значение и в наши дни, исследования по-
следних лет внесли в нее значительные корректи-
вы. Показано, что ГСК не являются гомогенной
популяцией, а представляют собой гетерогенную
совокупность клеток, различающихся между со-
бой по экспрессии ряда поверхностных маркеров,
“глубине” покоя и репопулирующей способно-
сти; выделены субпопуляции LT-HSCs, IT-HSCs,
ST-HSCs, показана неоднородность каждой из
них. Обнаружено, что уже на уровне ГСК имеет
место частичная коммитированность клеток в
миелоидном или лимфоидном направлении. Вы-
делены новые субпопуляции мультипотентных
предшественников (ММР2-4), описана ранее не
включенная в схему популяция предшественни-
ков, способных дифференцироваться в лимфоид-
ном и миелоидном, но не мегакариоцитарно-
эритроидном направлении (LMPP). Описана воз-
можность образования непосредственно из ГСК
популяций предшественников, коммитированных
в миелоидным или мегакариоцитарном направле-
нии, сохраняющих репопулирующую способность.
Продемонстрировано существование континуума
дифференцировочных состояний ГСПК (в проти-
вовес четкому выделению отдельных популяций в
классической иерархической модели гемопоэза).
Совокупность полученных данных меняет усто-
явшиеся взгляды на гемопоэз и позволяет рас-
сматривать его как процесс, происходящий в
условиях динамического равновесия, чувстви-
тельный к факторам микроокружения, способ-
ный тонко, а не “скачкообразно”, реагировать на

изменения микроокружения. Эти представления
важны для разработки методов получения и нара-
щивания различных популяций гемопоэтических
клеток с целью клинического применения, для
выяснения механизмов и факторов, вызывающих
гемопоэтические сдвиги в условиях патологии
(например, при инфекционных заболеваниях),
разработки методов коррекции гемопоэза при
различных заболеваниях.

В настоящем обзоре нами были рассмотрены
только основы современных представлений о
кроветворении и методы, используемые при его
изучении. В последние годы внимание исследо-
вателей преимущественно уделяется изучению
молекулярных механизмов регуляции гемопоэза,
включая механизмы поддержания ГСК в покое,
инициации их дифференцировки, эпигенетиче-
ской регуляции, отработке методов генетической
коррекции и экспансии ГСК в условиях in vitro.
Рассмотрение этих вопросов является предметом
отдельного анализа и обобщения.

СОКРАЩЕНИЯ
BFU-E – erythroid burst-forming unit, взрыво-

образующая единица эритроцитов, ранний пред-
шественник эритроидных клеток.

CAFC-assay – cobblestone area-forming cell as-
say, тест на клетки, образующие область булыж-
ника.

CFU-E – erythroid colony-forming unit, коло-
ниеобразующая единица (унипотентный пред-
шественник) эритроцитов.

CFU-G – granulocyte colony-forming unit, ко-
лониеобразующая единица (полипотентный
предшественник) гранулоцитов.

CFU-GEMM – colony-forming unit – granulo-
cyte, erythroid, monocyte, megakaryocyte, мульти-
потентный предшественник гранулоцитов, эрит-
роцитов, моноцитов и мегакариоцитов.

CFU-GM – granulocyte-monocyte colony-form-
ing unit, колониеобразующая единица (полипо-
тентный предшественник) гранулоцитов и моно-
цитов.

CFU-M – monocyte colony-forming unit, коло-
ниеобразующая единица (унипотентный пред-
шественник) моноцитов.

CMPs – common myeloid progenitors, общие
миелоидные предшественники.

CMRP – репопулирующий предшественник
миелоидных клеток.

CLPs – common lymphoid progenitors, общие
лимфоидные предшественники.

G-CSF – гранулоцитарный колониестимули-
рующий фактор.

IL3 – interleukin 3, интерлейкин 3.
IL6 – interleukin 6, интерлейкин 6.
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LTC – long-term culture, длительные культуры.
LT-HSCs – long-term hematopoietic stem cells,

длительно репопулирующие ГСК.
LTV-ICs – LTC-initiating cells, клетки, иниции-

рующие длительные культуры.
LMPPs – lymphoid-primed multi-potential pro-

genitors, лимфоид-праймированные мультипо-
тентные предшественники.

M-CSF – макрофагальный колониестимули-
рующий фактор.

MDA – multiple displacement amplification,
множественная амплификация смещения.

MERP – мегакариоцитарно-эритроидный ре-
популирующий предшественник.

MPPs – multipotent progenitors, мультипотент-
ные предшественники.

MkRP – репопулирующий предшественник
мегакариоцитов.

MyRP – миелоидно-ограниченные репопули-
рующие предшественники.

NK – natural killer, естественные киллеры.
OMIP – optimized multicolor immunofluores-

cence panel, оптимизированная многоцветная
иммунофлуоресцентная панель.

SCID – severe combined immunodeficiency, тя-
желый комбинированный иммунодефицит.

EMP – erythro-myeloid progenitor, эритромие-
лоидный предшественник.

EPO – erythropoietin, эритропоэтин.
SCF – stem cell factor, фактор стволовых клеток.
ST-HSCs – short-term hematopoietic stem cells,

коротко репопулирующие ГСК.
WGA – whole genome amplification, полноге-

номная амплификация.
ГСК – гемопоэтические стволовые клетки.
ГСПК – гемопоэтические стволовые и проге-

ниторные клетки.
АГМ – аорто-гонадо-мезонефрос.
КОЕ-С – колониеобразующие единицы селе-

зенки.
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Hemapoietic Stem Cell and Initial Stages of Hemopoiesis:
Research Methods and Modern Concepts

O. N. Sheveleva1, * and I. V. Lyadova1

1Koltzov Institute of Developmental Biology of the Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 26, Moscow, 119334 Russia
*e-mail: on_sheveleva@mail.ru

Hematopoietic stem cells (HSCs) have long been one of the most well-studied type of stem cells. Multiple
experimental and clinical studies allowed to characterize the main HSC properties, elaborate methodological
approaches for their analyses and ultimately led to the formulation of hierarchical theory of hematopoiesis.
According to the hierarchical theory, HSCs stand at the root of the hematopoietic tree and are characterized
by high self-renewal and multipotent differentiation capacities. Following the differentiation, HSC succes-
sively give rise to diverse hematopoietic precursors that ultimately produce the whole variety of differentiated
blood cells. The concept on the strict sequence of HSC differentiation has recently changed, largely, due to
the development and implementation of new hi-tech methods of cell differentiation analysis. This review
summarizes classical views on HSC biology аnd early stages of their differentiation, outlines main method-
ological approaches used in HSC studies and discusses recent achievements and modern views on the early
stages of hematopoiesis.

Keywords: hematopoietic stem cells, hematopoiesis, heterogeneity, hierarchy
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Проблема критических периодов/стадий эмбриогенеза цветковых растений детально разработана с
позиции системного подхода к дифференциации зародыша, учитывающим значение морфогенети-
ческих и морфофизиологических корреляций для развития эмбриональных структур и окружаю-
щих тканей семени и плода (цикл работ Т.Б. Батыгиной и В.Е. Васильевой, 1983–2014). Особый ин-
терес вызывают критические стадии эмбриогенеза злаков, поскольку зародыш представителей это-
го семейства выделяется среди зародышей даже однодольных растений особым Graminad-типом
эмбриогенеза и формированием специфических органов (Т.Б. Батыгина, 1968–2014). В статье на
примере злаков приведен аналитический обзор литературных и собственных данных по периодиза-
ции многоступенчатого процесса эмбриогенеза, проанализированы дискуссионные вопросы, каса-
ющиеся как критериев выделения критических стадий эмбриогенеза, так и особенностей критиче-
ских стадий. Обсуждаются перспективы исследования стадийности эмбриогенеза злаков, а также
использования зародышей, находящихся на критических стадиях развития, в биотехнологических
и селекционных исследованиях.

Ключевые слова: зародыш, эмбриогенез, критические стадии развития, культурные злаки
DOI: 10.31857/S0475145022060040

ВВЕДЕНИЕ
Зиготический эмбриогенез цветковых расте-

ний представляет собой единый многоступенча-
тый процесс, в результате которого из исходной
клетки-зиготы, согласно определенным паттер-
нам клеточных делений, в зрелом семени форми-
руется зародыш со свойственными ему специфи-
ческими органами (Эмбриология цветковых…,
1997, 2000; Батыгина, 2014; de Vries, Weijers, 2017;
Chen et al., 2021). Сложный интегративный харак-
тер эмбриогенеза растений подтверждается дан-
ными молекулярно-генетических исследований
(Armenta-Medina et al., 2020; Tian et al 2020; Pa-
bon-Mora et al., 2022).

Стадии эмбриогенеза цветковых растений вы-
деляются на основании анализа основных мор-
фогенетических событий, их значения для даль-
нейшего развития зародыша, а также структурно-
функциональных изменений в клетках и органах
зародыша под действием генетических, физиоло-
гических и иных факторов. Ряд исследователей

расценивают некоторые стадии как критические,
однако при этом используют различные крите-
рии. Это и независимость зародыша от материн-
ского организма (автономность), и повышенная
чувствительность зародыша к воздействию внеш-
них неблагоприятных факторов, и способность
зародыша к смене программы развития на альтер-
нативные пути.

Важно подчеркнуть, что и в эмбриогенезе жи-
вотных критические стадии предложено выделять с
позиции повышенной чувствительности эмбриона
к неблагоприятным факторам внешней среды. Еще
в конце XIX в. А. Вейсман и М.-Р. Штандфус в ра-
ботах, посвященных изучению повреждающих
внешних факторов на развитие некоторых насе-
комых, выявили, что в их эмбриогенезе имеются
периоды развития, характеризующиеся особой
чувствительностью к этим факторам (Weismann,
1894; Standfuss, 1896, по: Severtsova, Severtsov,
2011). Такие периоды повышенной чувствитель-
ности, во время которых происходит нарушение
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темпов развития отдельных органов эмбриона,
позднее были названы “критическими” (Светлов,
1960 и др.). В современной эмбриологии животных
большое внимание уделяется “филотипическим”
стадиями развития, которые, по-видимому, соот-
ветствуют критическим периодам Светлова (Rich-
ardson, 1995, по: Severtsova, Severtsov, 2013). На этих
стадиях животные, входящие в филогенетиче-
скую группу, демонстрируют наибольшее морфо-
логическое сходство, и именно с ними ассоции-
рована экспрессия целого ряда генов, определяю-
щих план строения группы. Серьезные аномалии
развития также преимущественно возникают на
этих стадиях. Разрабатываются эволюционные
гипотезы, объясняющие возникновение критиче-
ских периодов и филотипических стадий развития в
эмбриогенезе животных (случайные процессы,
эпигенетические процессы, стабилизирующий от-
бор), предлагаются модели этого феномена (“hour-
glass model”, “phylotypic egg-timer model”) (по:
Severtsova, Severtsov, 2013). Высказано мнение,
что определенные критические фазы существуют
и в процессе регенерации животных (Lange et al.,
2018).

Таким образом, выявление критических ста-
дий эмбриогенеза различных организмов следует
рассматривать как фундаментальную проблему
биологии развития.

Значительный вклад в решение этой проблемы
внесли Т.Б. Батыгина и В.Е. Васильева (цикл работ
1983–2014). Они применили системный подход к
изучению дифференциации зародыша цветковых
растений, который базируется на использовании
морфогенетических и морфофизиологических
корреляций в развитии не только эмбриональных
структур, но и окружающих тканей семени и пло-
да. Этот подход далее был детально разработан в
работах И.И. Шамрова с соавторами (обобщение:
Шамров, 2008) по развитию семязачатка и семени
цветковых растений. Кроме того, он был применен
в экспериментальных исследованиях по культи-
вированию in vitro пыльников пшеницы (обобще-
ния: Круглова и др., 2005; Батыгина и др., 2010;
Круглова, 2019). Использование системного под-
хода позволило выявить критические стадии раз-
вития семязачатка и пыльника, что важно как для
понимания общих закономерностей морфогене-
за этих структур, так и для биотехнологии.

С этих позиций особый интерес вызывают
критические стадии эмбриогенеза злаков. Дей-
ствительно, представители семейства злаковых
характеризуются спецификой прохождения ран-
них этапов развития зародыша, его строения в
зрелом семени и контакта с тканью эндосперма
(обобщения: Батыгина, 1997а, 2014), что позволило
выделить отдельный Graminad-тип эмбриогенеза
(обобщения: Батыгина, 1997б, 2014). Выявление
критических стадий эмбриогенеза злаков имеет

значение не только для понимания механизмов
развития их зародыша, но и для решения ряда
теоретических проблем, в частности, для разра-
ботки некоторых вопросов систематики и фило-
гении цветковых растений (Цвелёв, 2005; Batygi-
na, 2012; Radoeva et al., 2019; Baskin, Baskin, 2021).
Практический интерес к этому вопросу обуслов-
лен бурным ростом биотехнологических исследо-
ваний хлебных злаков (по: Kruglova, Zinatullina,
2022).

Ранее авторами этой статьи был выполнен об-
зор данных литературы и собственных исследова-
ний, посвященных выявлению и характеристике
критической стадии автономности эмбриогенеза
злаков (Kruglova et al., 2020b). Цель настоящей ра-
боты состоит в аналитическом обзоре данных,
связанных с выявлением других возможных кри-
тических стадий эмбриогенеза злаков, а также с
применением этих данных в биотехнологической
практике (в свете развития представлений чл.-
корр. РАН Т.Б. Батыгиной по этому вопросу).

КРИТИЧЕСКИЕ СТАДИИ 
ЭМБРИОГЕНЕЗА ЗЛАКОВ

Структурно-функциональные особенности 
развивающихся зародышей злаков

Одной из первых обстоятельных работ по эм-
бриогенезу злаков является работа Р. Суэжа
(Souèges, 1924), в которой автор на основании
анализа паттернов клеточных делений в ходе ран-
них стадий развития зародыша у Роа аппиа сделал
вывод об отсутствии в них четких закономерно-
стей (иррегулярный тип эмбриогенеза).

Позднее эмбриогенез злаков детальнейшим об-
разом был изучен на примере пшеницы, в том числе
с использованием 3D-реконструкций (обобще-
ния: Батыгина, 1997а, 1997б; 2014). Выявлено, что
зигота характеризуется полярностью и дорсовен-
тральностью строения: первая проявляется в на-
личии в клетке морфологической оси с двумя
противоположными полюсами (апикальным и
базальным), вторая – в асимметрии ее строения.
Дорсовентральность строения усиливается в ходе
дальнейшего развития зародыша, получая все более
яркое морфологическое выражение. Как правило,
через сутки после сингамии зигота приступает к
первому делению, асимметричному вследствие по-
лярности этой клетки (рис. 1, 1), с образованием
двух неравных клеток: меньшей апикальной и бо-
лее крупной и сильновакуолизированной базаль-
ной (рис. 1, 2). В результате серии дальнейших
асимметричных делений апикальной и базальной
клеток и их производных (рис. 1, 2–8) формируется
многоклеточный проэмбрио (рис. 1, 8). Далее в
многоклеточном зародыше следуют дифференциа-
ция инициальных клеток тканей и органов, форми-
рование зачатков органов и их дифференциация.
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Разрастание апикально-латеральной области
приводит к образованию первого органа – щитка
(рис. 1, 9–13). В ходе сложных преобразований
щиток смещается из латерального в терминаль-
ное положение, свойственное зрелому зародышу.
В основании щитка дифференцируется прокам-
биальный тяж. После начала разрастания щитка
наблюдается увеличение количества митотически
делящихся клеток в зоне образования апекса побе-
га, который закладывается терминально, но посте-
пенно смещается в боковое положение (рис. 1, 14).
Дальнейшее развитие этой области приводит к
обособлению колеоптиля и точки роста почечки
(плюмулы) (рис. 1, 15). Заложение колеоптиля и
дифференциация прокамбиального тяжа в осно-
вании щитка совпадают по времени с началом об-
разования первого зародышевого корня эндогенно
в базальной части зародыша (рис. 1, 15–16). Кор-
невой чехлик и колеориза (корневое влагалище)
возникают и развиваются как единое образование,
но по завершении эмбриогенеза колеориза посте-
пенно обособляется от чехлика (рис. 1, 15–19).
Эпибласт дифференцируется позднее (рис. 1, 16)
и располагается на стороне, противоположной
щитку, образуя чешуевидный вырост, лишенной
проводящей системы (рис. 1, 17–19).

На апексе побега постепенно формируются за-
чатки листьев, закладывающиеся валиком; в ре-
зультате образуется зародышевая почечка (плю-
мула) (рис. 1, 15). Зачаточный побег зародыша
представляет собой ось, состоящую из узлов и
междоузлий, и в зрелом зародыше содержит не-
сколько зачатков листьев (рис. 1, 19).

В целом, в ходе эмбриогенеза в результате мно-
жественных делений определенных кластеров кле-
ток формируются органы зародыша пшеницы: щи-
ток (с выделяющейся на верхушке лигулой), эпиб-
ласт, колеоптиль, колеориза, плюмула (почечка,
представленная несколькими примордиями ли-
стьев) и корень (рис. 1, 19). Согласно обобщениям
Т.Б. Батыгиной, основанным на анализе данных
других авторов (Яковлев, 1946, 1950; Brown, 1959,
1960, 1965; Guignard, 1961; Соколовская, 1968; Че-
ботарь, 1972; Russell, 1979, приведено по: Батыгина,
1997а), эти органы характерны для зародышей
большинства других злаков. Выявлено лишь ва-
рьирование в числе зачатков листьев на апексе
побега зародыша (от 2 до 4), а также отсутствие
эпибласта в зародыше кукурузы (присутствует в
зародышах пшеницы, ржи, ячменя и овса).

Благодаря анализу данных многих авторов
(Eames, 1959, 1961; Guignard, Menstre, 1971; Nors-
tog, 1972; Stoddart et al., 1973; приведено по: Баты-
гина, 1997а; а также Itoh et al., 2005; Seldimirova
et al., 2017b; Xiang et al., 2019; Baskin, Baskin, 2021)
удалось выявить следующие функции органов за-
родыша злаков, уникальных даже среди однодоль-
ных. Роль эпибласта состоит в установлении связи

зародыша с эндоспермом (резорбция прилегающих
клеток эндосперма и поглощение из него питатель-
ных веществ), а также транспорте воды к зародышу
воды при прорастании. Главной функцией ко-
леоптиля является защита конуса нарастания при
“пробивании” почвы прорастающей зерновкой
(у некоторых видов злаков может выполнять фото-
синтетическую функцию). Функция колеоризы –
защита зародышевого корня и, вероятно, постав-
ка воды и питательных веществ при прорастании.

Анализ специфических особенностей эмбрио-
генеза пшеницы (дорсовентральность строения
зародыша, начиная с зиготы, проявляющаяся в
закономерном наклонном заложении клеточных
перегородок по отношению к оси проэмбрио,
раннее обособление щитка, наличие специфиче-
ских органов, присущих только зрелому зароды-
шу злаков) позволил Т.Б. Батыгиной выделить
особый тип эмбриогенеза злаков – Craminad-
тип1 (обобщения: Батыгина, 1997б, 2014).

Следует также подчеркнуть, что Т.Б. Батыгина
впервые рассмотрела зародыш злаков как единую
систему “яйцеклетка–зигота–зародыш–проро-
сток”, развивающуюся в материнских тканях се-
мязачатка и зародышевого мешка, и внесла зна-
чительный вклад в понимание вопроса о специ-
фической топографии его органов. В частности,
она доказала, что латеральное положение апекса
побега и терминальное положение щитка в зре-
лом зародыше злаков – явление вторичное как в
онтогенетическом, так и эволюционном плане.
Здесь имеется в виду отсутствие принципиальных
различий в происхождении точки роста побега в
зародыше двудольных и однодольных растений.
Также ею высказано мнение, что щиток, колео-
риза и эпибласт являются производными един-
ственной семядоли зародыша, приобретшими в
процессе эволюции различные функции (Баты-
гина, 1997а). Следует, однако, отметить, что во-
прос об эволюционном происхождении органов
зародыша злаков до сих пор остается дискуссион-
ным, и его рассмотрение не входит в задачи дан-
ной статьи.

Безусловно, исследования эмбриогенеза зла-
ков с различных позиций проводились и в после-
дующие годы (по: Kruglova et al., 2020а; Baskin,
Baskin, 2021). Современные исследования в ос-
новном ориентированы на выявление и анализ
генов, вовлеченных в последовательные стадии
развития зародышей злаков. Так, молекулярно-
генетические данные по раннему эмбриогенезу

1 Вопрос о выделении эмбриогенеза злаков в отдельный
Graminad- (Poad-) тип заслуживает специального внима-
ния: несмотря на широкое признание данного типа эм-
бриогенеза в русскоязычной литературе (см. Эмбриология
цветковых.., 1997, 2000), в современной англоязычной ли-
тературе его, как правило, относят к Asterad-типу Poa-ва-
риации, по классификации Д. Джохансена (Johansen, 1950)
(см., например, Baskin, Baskin, 2021).
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Рис. 1. Схема развития зародыша пшеницы согласно Graminad-типу эмбриогенеза. 1–19 – схема строения зародыша
в дорсовентральном сечении; 2а–6а – стереоскопическая схема строения зародыша. Условные обозначения: а –
апекс; abd – пазушная почка; aer – придаточный зародышевый корень; cl – колеоптиль; clr – колеориза; em – заро-
дыш; emb r – зародышевый корень; epb – эпибласт; l1, l2, l3 – первые листья плюмулы; lg – лигула; rc – корневой чех-
лик; sc – щиток; su – суспензор. По: Батыгина, 2014, с изменениями. Пояснения в тексте.
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кукурузы используются для решения вопроса об
активации зиготического генома растений (“zy-
gotic genome activation”, или ZGA). Используя за-
родыши кукурузы в качестве модельной системы,
исследователи провели секвенирование РНК га-
мет, зиготы, апикальной и базальной клеток дву-
клеточного зародыша с целью изучения их тран-
скриптомов. В результате скрупулезного анализа
временных паттернов экспрессии множества ге-
нов было установлено, что ZGA начинается уже
через 12 ч после опыления и происходит очень ди-
намично. Кроме того, анализ уровней экспрессии
генов сигнальных путей позволил выявить гены-
регуляторы семейства WOX, гомологичные генам
зародыша Arabidopsis thaliana. Были также иден-
тифицированы гены семейства MAB (ZmMAB1-3,
ZmMAB6 и ZmMAB24), экспрессируемые в базаль-
ной клетке двуклеточного зародыша этого злака,
и предположительно участвующие в позициониро-
вании веретена деления при первом асимметрич-
ном делении зиготы (Chen et al., 2017). Изучение
транскриптома активно применяется и по отноше-
нию к позднему эмбриогенезу кукурузы. Так, срав-
нительными исследованиями транскриптомов се-
мян кукурузы дикого типа и мутанта waxy1 с вос-
ковидностью зерновки выявлены 2457 генов,
дифференциально экспрессируемых в зрелых за-
родышах мутанта и участвующих в формирова-
нии восковидности (Gu et al., 2020). Транскрип-
томный анализ заложения апекса зародышевого
корня в позднем эмбриогенезе кукурузы дикого
типа в сравнении с поздним эмбриогенезом му-
танта rtcs, лишенного зародышевого корня, поз-
волил установить специфические изменения в
динамике активности генов в зародышах каждого
генотипа (Tai et al., 2017).

В литературе представлены и результаты моле-
кулярно-генетического анализа развивающихся
зародышей риса. Идентифицирован, например,
ген OsASGR-BBML1, вовлеченный в самый ранний
эмбриогенез, и оценено его влияния на индукцию
делений зиготы (Deushi et al., 2021). Также выделен
ген GLE4/MPK6, участвующий в ранней клеточной
дифференциации зародыша (Ishimoto et al., 2019).
У мутантов риса с гигантскими зародышами кло-
нирован ген GE, контролирующий размер заро-
дыша (Hu et al., 2021).

Молекулярно-генетические исследования эм-
бриогенеза пшеницы усложнены полиплоидно-
стью геномов представителей этого рода (гексап-
лоидный геном у видов мягкой пшеницы и тет-
раплоидный геном у видов твердой пшеницы, по:
Yu et al., 2020 и мн. др.). Были выполнены сравни-
тельные экспериментальные исследования собы-
тий альтернативного сплайсинга у этого расте-
ния. По их результатам было высказано мнение,
что усложнение геномов в ходе эволюции пшени-
цы, обусловленное полиплоидизацией, привело к
расхождениям в регуляции эмбриогенеза на уров-

не генов и транскриптов не только между тетра-
плоидной и гексаплоидной пшеницами, но и
между подгеномами одного вида (Gao et al., 2021).
В то же время, несмотря на сложную полиплоид-
ную архитектуру геномов, молекулярные иссле-
дования развивающихся зародышей пшеницы
также проводятся. Так, изолирован гомеобоксный
ген TaWOX5, участвующий в координации событий
в ходе раннего эмбриогенеза (Zhao et al., 2014), вы-
явлены гены CD913555, CD905348, AY148491.1
(Yu et al., 2016) и 179 генов группы TaLEA (Liu
et al., 2019), принимающие участие в синтезе ряда
белков ходе позднего эмбриогенеза.

Не оставлены без внимания исследователей и
гены, контролирующие связи между развиваю-
щимися зародышем и эндоспермом, например, у
кукурузы (Doll et al., 2020; Zheng, 2021; Wang Q. et al.,
2022) и пшеницы (Xiang et al., 2019; Gao et al.,
2021). Однако анализ этого интересного, но до-
статочно специфического направления исследо-
ваний не входит в наши задачи.

Заметим, что авторы рассмотренных выше ра-
бот, посвященных выявлению и анализу генов,
вовлеченных в развитие зародышей, не выделяют
стадии эмбриогенеза изученных злаков. В методи-
ческой части они сообщают о “незрелом/зрелом
зародыше”, “раннем/позднем эмбриогенезе”, без
указания каких-либо морфологических или вре-
менных показателей. В этой связи проанализиро-
вать представленные результаты с позиции кри-
тических стадий эмбриогенеза злаков – цели дан-
ной статьи – к сожалению, не представляется
возможным.

Следует подчеркнуть, что молекулярно-гене-
тические исследования эмбриогенеза злаков все
же относительно немногочисленны, в сравнении,
например, с аналогичными исследованиями дву-
дольного растения Arabidopsis thaliana (Kao et al.,
2021 и мн. др.). В то же время эмбриогенез злаков
изучен достаточно хорошо с позиций описательной
морфологии и структурно-функциональных осо-
бенностей специфических зародышевых органов.
Полученные данные позволили разработать не-
сколько периодизаций эмбриогенеза злаков.

Периодизации эмбриогенеза злаков

Одна из первых периодизаций развития заро-
дыша злаков приведена в работе У. Мизушимы с
соавторами (Mizushima et al., 1955), выделивши-
ми в эмбриогенезе риса два периода. Во время
первого периода, приходящегося на 9 сут после
оплодотворения (скорее всего, этот временной
интервал шире. – Авт.), происходит морфологи-
ческая и физиологическая дифференциация ор-
ганов зародыша, тогда как второй период, прихо-
дящийся на 10 сут до созревания зародыша (на
наш взгляд, и этот временной интервал шире. –
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Авт.), связан с проявлением функций дифферен-
цированных и развитых зародышевых органов.

Позднее были предложены более детальные
периодизации эмбриогенеза представителей это-
го семейства. В частности, Т.Б. Батыгина (обоб-
щение: 1997а), следуя терминологии Р. Суэжа
(Souèges, 1939), выделила в развитии зародыша
злаков две фазы: первичная дифференциация, или
бластомеризация (от формирования зиготы до
обособления эмбриодермы в многоклеточном за-
родыше) и органогенез (от дифференциации гисто-
генов в многоклеточном зародыше и обособления
зачатков органов до тканевой дифференциации
органов). Следует отметить, что термин “бласто-
меризация” в эмбриологии растений применяет-
ся достаточно условно, поскольку, в отличие от
животных (например, Gilbert, 2018), в ходе ранне-
го развития зародыша бластомеры как результат
дробления зиготы и производных клеток у расте-
ний не формируются. Подчеркнем мнение автора
о том, что во всех сложных преобразованиях, про-
исходящих в ходе эмбриогенеза, определяющую
роль играют последовательные изменения ритма
митотической активности и ориентация клеточных
делений в разных областях (кластерах) зародыша,
что и обусловливает как дорсовентральность строе-
ния, так и формирование специфических органов
зрелого зародыша злаков.

Н.Н. Круглова (2012), сопоставив морфомет-
рические и временные показатели (длина заро-
дыша, сутки после опыления), а также морфоги-
стологические данные по развитию зародыша,
предложила выделять в эмбриогенезе пшеницы
этап недифференцированного зародыша (стадии
зиготы, двуклеточного, четырехклеточного, мно-
гоклеточного зародыша), этап морфологической
дифференциации зародыша (стадии раннего,
среднего и завершения органогенеза) и этап диф-
ференцированного зародыша (стадии сформиро-
ванного зародыша и зрелого зародыша). Следует,
однако, отметить, что название стадии “много-
клеточный зародыш” не совсем удачно, посколь-
ку на всех последующих стадиях эмбриогенеза за-
родыши также являются многоклеточными.

Необходимо проанализировать немногочис-
ленные, но очень обстоятельные исследования,
связанные с выделением стадий эмбриогенеза ря-
да злаков при составлении пространственно-вре-
менных атласов экспрессии генов развивающих-
ся зерновок. Так, для кукурузы дикого типа был
проведен анализ транскриптомов зародышей, эн-
досперма и тканей семени на нескольких стадиях
развития зерновки: ранней (от 0 до 8 сут после
опыления), средней (от 10 до 28 сут после опыле-
ния) и поздней (от 30 до 38 сут после опыления).
Важно отметить, что в пределах стадий развития
зерновки авторы выделили фазу морфогенеза за-
родыша (от 10 до 20 сут после опыления) и фазу

созревания зародыша (от 22 до 38 сут после опы-
ления). Исследователи выявили, охарактеризова-
ли и внесли в атлас 26105 генов, специфически
экспрессирующихся на той или иной стадии раз-
вития зерновки. При этом было продемонстриро-
вано дифференциальное изменение транскрип-
тома в ходе развития у зародыша, эндосперма и
перикарпа. В то же время изучение паттерна ак-
тивации генов, специфически связанных именно
с фазами морфогенеза и созревания зародыша, не
входило в задачи авторов. Указывается лишь, что
фаза морфогенеза связана с активным синтезом
ДНК, клеточными делениями и дифференциацией
тканей и органов зародыша, а во время фазы со-
зревания происходит активный синтез запасных
веществ (Chen et al., 2014b). Позднее, используя
временное разрешение с интервалом в 4–6 ч, ат-
лас был уточнен данными о том, что 22790 генов
экспрессируются в ходе самого раннего развития
зерновки, уже в течение первых 6 суток после опы-
ления. При этом определенные гены специфически
экспрессируются при двойном оплодотворении
(160 генов), образовании ценоцита эндосперма
(22 гена), образовании клеток в эндосперме
(112 генов), дифференциации органов зародыша
(59 генов) (Yi et al., 2019).

Ближе к теме нашего обзора находятся статьи,
посвященные разработке атласа экспрессии генов в
ходе эмбриогенеза и развития зерновок 2-х видов
полиплоидных пшениц (гексаплоидной Triticum
aestivum и тетраплоидной T. turgidum var. durum), а
также 3-х видов диплоидных злаков (T. monococcum,
Aegilops speltoides, Ae. tauschii) – предполагаемых
предков полиплоидных пшениц (Xiang et al., 2019;
Gao et al., 2021). Основная цель этих работ состо-
яла в выявлении эволюционного расхождения
программ экспрессии генов, оценке вклада субге-
номов A, B и D в развитие зерновки полиплоид-
ных пшениц, а также анализе альтернативного
сплайсинга в развивающихся зерновках. В то же
время вызывает интерес разработанная авторами
периодизация эмбриогенеза злаков. На основе
анализа морфологических признаков зародышей,
проведенного методами световой и сканирующей
электронной микроскопии, в развитии зароды-
шей выделены семь стадий: двуклеточный заро-
дыш, проэмбрио, переход к органогенезу, “ран-
ний лист”, “средний лист”, “поздний лист”, зре-
лый зародыш. При этом возраст зародышей
исчислялся в сутках после опыления. Для каждо-
го изученного вида авторы выявили не только об-
щее количество генов, экспрессируемых на всех
стадиях развития зерновок (от 11129 до 27897, в
зависимости от вида), но и пул генов, специфич-
ных именно для зародышей (от 271 до 995, в зави-
симости от вида). Отметим тот интересный, на
наш взгляд, факт, что большинство специфичных
для зародышей генов выявлены на стадиях дву-
клеточного и зрелого зародышей. В ходе анализа
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транскриптомов продемонстрированы достовер-
ные различия в транскрипционных программах
во время каждой выделенной стадии эмбриогене-
за, в сопоставлении с развитием эндосперма и пе-
рикарпа. Как подчеркивают авторы, именно ста-
дия эмбриогенеза (а не конкретный геном/субге-
ном) важна для паттерна дифференциальной
экспрессии генов в развивающихся тканях зер-
новки изученных злаков. Частично эти работы
проанализированы ниже, в связи с выделением
критических стадий эмбриогенеза злаков.

Таким образом, стадийность развития зароды-
шей находит свое отражение во всех проанализи-
рованных периодизациях эмбриогенеза злаков,
различающихся критериями выделения стадий
эмбриогенеза.

В целом, среди покрытосеменных растений
злаки выделяются особенностями как процесса
эмбриогенеза (уникальный Graminad-тип), так и
строения зрелого зародыша, органы которого свой-
ственны только представителям этого семейства.
Предложены различные периодизации эмбрио-
генеза злаков, однако единая периодизация от-
сутствует (в отличие, например, от эмбриогенеза
двудольного растения Arabidopsis thaliana, по:
Harnvanichvech et al., 2021). По-видимому, во
многом это обусловлено не только спецификой
эмбриогенеза и оригинальной структурой заро-
дышей злаков, но и использованием различных
критериев для выделения стадий их развития:
время после опыления, морфометрические пара-
метры, структурные показатели (число клеток и
характер делений, гистологические изменения,
закладка и дифференциация тех или иных орга-
нов), экспрессия транскрипционных факторов и
других специфических генов и др. Методическая
правомерность использования этих критериев
подтверждается экспериментальными данными по
структурно-функциональной организации кле-
ток и органов развивающихся зародышей злаков,
а также данными по дифференциальной экспрес-
сии генов в ходе развития. Тем не менее, по нашему
мнению, более перспективна выработка единого
подхода к решению проблемы периодизации эм-
бриогенеза злаков. Такая периодизация должна
учитывать комплекс критериев. Однако базовы-
ми должны стать основные морфогенетические
события, происходящие в зародыше на каждой
стадии развития и на каждом уровне организа-
ции. При этом особое внимание следует уделить
такому важному критерию, как последователь-
ные изменения ритмов митотической активности
и ориентации клеточных делений в разных кла-
стерах зародыша. Именно этот критерий был по-
ложен в основу периодизации эмбриогенеза зла-
ков Т.Б. Батыгиной (обобщения: 1997а, 2014).

Критические стадии эмбриогенеза злаков

Проблема критических стадий эмбриогенеза
цветковых растений детально разработана Т.Б. Ба-
тыгиной и В.Е. Васильевой в 1983–2014 гг. (обоб-
щения: Batygina, Vasilyeva, 2003; Батыгина, 2014).
Исследователи полагали, что в эволюции зароды-
шей цветковых растений можно видеть становле-
ние двух общих фаз – проэмбриональной (бласто-
меризация) и эмбриональной (органогенез) –
включающих общие и специфические критические
периоды и стадии. Вопрос, чем можно объяснить
сходство организации зародыша у всех современ-
ных растений (например, результатом параллель-
ной эволюции или общностью происхождения,
по: Терехин, 1996), по мнению авторов, остается
открытым.

В основу выделения как общих, так и специ-
фических критических периодов эмбриогенеза
Т.Б. Батыгиной и В.Е. Васильевой положен подход,
учитывающий морфогенетические и морфофи-
зиологические корреляции в развитии зародыша.
Критическими стадиями авторы называли отрезки
времени, характеризующиеся сменой структур-
но-функциональных характеристик самого заро-
дыша и окружающих его тканей семени и плода.

Одной из важнейших критических стадий эм-
бриогенеза цветковых растений Т.Б. Батыгина и
В.Е. Васильева считали стадию автономности. В
данном случае автономность – это особое структур-
но-функциональное и морфофизиологическое со-
стояние развивающегося зародыша (нового споро-
фита), способного к саморегуляции, независимого
от окружающих тканей, способного завершить нор-
мальный эмбриогенез вне материнского организ-
ма и развиться при этом в нормальное растение
(обобщения: Vasilyeva, Batygina, 2006; Батыгина,
2014). В этих работах авторы подняли вопросы
эволюции автономности зиготического эмбрио-
генеза как этапа автономизации онтогенеза
(в свете идей И.И. Шмальгаузена, 1982), выделе-
ния понятий относительной и полной автоном-
ности зародышей цветковых растений. Отметим,
что термин “автономность” применительно к за-
родышу растений был впервые предложен
Т.Б. Батыгиной в 1975 г., а в дальнейшем неодно-
кратно обсуждался в литературе (подробнее см.:
Vasilyeva, Batygina, 2006).

Подробный анализ этого направления иссле-
дований дан в работе Н.Н. Кругловой с соавторами
(Kruglova et al., 2020b), в которой на примере зла-
ков проанализированы экспериментальные спо-
собы выявления критической стадии автономно-
сти зародыша на основе различных критериев, а
также морфологический, гистологический и фи-
зиологический (гормональный) статус автономных
зародышей. В то же время следует еще раз обратить
внимание на тот факт, что стадия автономности за-
родышей представителей этого семейства совпа-
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дает со стадией среднего органогенеза (согласно
периодизации: Круглова, 2012), что соответствует
15–17-м суткам после опыления. Эксперимен-
тально на обширной коллекции пшеницы разных
генотипов установлено, что зародыши этой ста-
дии эмбриогенеза в условиях in vitro завершают
свое развитие вне донорского растения и форми-
руют полноценные фертильные регенеранты
(Круглова, 2014). Гистологическими методами
выявлено, что у таких зародышей дифференциро-
ваны все органы (Круглова и др., 2018), а методами
иммуногистохимии в них выявлена локализация
эндогенных гормонов – индолил-3-уксусной
(ИУК) и абсцизовой (АБК) кислот (Сельдимиро-
ва и др., 2017).

Правомерность выделения стадии среднего
органогенеза в качестве автономной и критиче-
ской косвенно подтверждается данными литера-
туры по молекулярно-генетическим характери-
стикам зародышей пшеницы на стадии “средний
лист” (судя по представленным рисункам, соот-
ветствует стадии среднего органогенеза. – Авт.).
В таких зародышах выявлена повышенная экс-
прессия генов семейств MYB, BHLH, NAC,
WRKY, MADS и bZIP TF, связанных с синтезом
крахмала и запасных белков (Xiang et al., 2019).
Это сопровождается повышением частоты собы-
тий альтернативного сплайсинга в эндосперме,
что также может вносить вклад в регуляцию син-
теза крахмала и запасных белков (Yu et al., 2020;
Gao et al., 2021), а в целом свидетельствует о по-
вышенном метаболизме на данной стадии разви-
тия. Аналогичные данные представлены в работе,
посвященной ультраструктурным исследованиям
клеток формирующихся зародышей пшеницы.
Выявлено, что на стадии среднего органогенеза
клетки щитка содержат липидные капли и круп-
ные амилопласты, аккумулирующие крахмал
(Seldimirova et al., 2017b).

Важно подчеркнуть, что представления Т.Б. Ба-
тыгиной и В.Е. Васильевой о критических стадиях
развития зародыша цветковых растений своди-
лись не только к идее об автономизации эмбрио-
генеза. Они также внесли вклад в развитие теории
П.Г. Светлова (1960) о критических периодах эм-
бриогенеза, в основу выделения которых положен
критерий повышенной чувствительности клеток
зародыша (у автора – зародыша животных) к воз-
действию неблагоприятных факторов внешней
среды. Разработанное Т.Б. Батыгиной и В.Е. Ва-
сильевой положение о смене структурно-функ-
циональных характеристик клеток зародыша рас-
тений и детерминации процессов его развития в
ходе критических стадий эмбриогенеза логично
объясняло особую чувствительность эмбрио-
нальных структур к действию неблагоприятных
факторов (возникновение аномалий, остановка
развития зародыша, переключение программы
развития на альтернативные пути).

Это положение получило экспериментальные
подтверждения в работах, выполненных на заро-
дышах злаков в условиях как in vivo, так и in vitro.
Так, были проведены многолетние исследования
воздействия повышенных и пониженных темпе-
ратур на развивающиеся зародыши пшеницы. В
результате получены данные о частичном (а при
некоторых условиях и полном) блокировании эм-
бриогенеза на двух стадиях – глобулярного заро-
дыша и инициального органогенеза, которые ав-
торы расценивали как критические (Банникова
и др., 1991).

Особая чувствительность зародышей пшеницы
на этих стадиях подтверждается и результатами изу-
чения влияния ряда ингибиторов полярного транс-
порта ауксинов на становление билатеральной сим-
метрии (Fischer et al., 1997; Fischer-Iglesias et al.,
2001). Исследователи установили, что воздей-
ствие N-1-нафтилфталамовой кислоты и кверцети-
на на изолированные зародыши в условиях in vitro
приводит к формированию зародышей аномаль-
ных фенотипов, в том числе с множественными
органами различной топографии (“сиамские за-
родыши спина-к-спине”, “сердечковидные си-
амские зародыши” и др.). При этом была выявле-
на четкая зависимость частоты возникновения
аномалий не только от типа и концентрации ис-
пользованных ингибиторов, но и от глобулярной
и переходной к органогенезу стадий развития
инокулированных зародышей. Авторы предполо-
жили, что физиологический механизм формирова-
ния аномальных фенотипов состоит в нарушении
полярных потоков ауксинов при становлении би-
латеральной симметрии зародышей во время пе-
рехода от глобулярной стадии к органогенезу.
Сходные данные получены Г.Е. Титовой с соав-
торами (Titova et al., 2016), выявившими образо-
вание аналогичных аномальных фенотипов при
воздействии in vitro синтетического ауксина 2,4-Д
на микроспориальные эмбриоиды пшеницы на
глобулярной или переходной к органогенезу ста-
диях (все эти фенотипы были классифицирова-
ны как “полимерные зародыши”, или “полиэм-
бриоиды”).

“Критичность” глобулярной и переходной к
органогенезу стадий развития зародышей в отно-
шении полярного транспорта ауксинов подтвер-
ждена и для кукурузы. Был выполнен анализ дина-
мики локализации свободного эндогенного ауксина
ИУК и переносчика ауксина – трансмембранно-
го белка ZmPIN1 (использовались специфиче-
ские моноклональные антитела). Оказалось, что
становление активного полярного потока аукси-
нов в клетках зародыша происходит именно на
переходной к органогенезу стадии (при смене ра-
диальной симметрии зародыша на билатеральную),
в направлении от базального к апикальному полю-
су зародыша. При этом полярный перенос аукси-
нов коррелирует с дифференциацией тканей за-
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родыша (Forestan et al., 2010; Forestan, Varotto,
2012; Chen et al., 2014а). У мутантов кукурузы
Shai1, характеризующихся различными дефекта-
ми морфологии зародыша, также во время ранне-
го органогенеза выявлено изменение полярного
транспорта ауксина, приводящее к формирова-
нию крайне редуцированного щитка, бифурка-
ции оси побега и остановке развития зародыша
(к сожалению, авторы не конкретизируют стадию
эмбриогенеза) (Mimura et al., 2018). Сходные дан-
ные получены для ячменя: содержание эндоген-
ного ауксина в клетках соматических зародышей
in vitro повышалось по мере перехода от стадии
раннего проэмбрио к стадии закладки органов,
что коррелировало с экспрессией гена HvTAR2,
участвующего в биосинтезе ауксина (Perez-Perez
et al., 2019).

На наш взгляд, одним из важных перспектив-
ных направлений в биологии развития является
дальнейший анализ различных аномалий в эм-
бриогенезе цветковых растений при нарушении
полярного транспорта ауксинов. Этот анализ целе-
сообразно проводить с позиции теории критиче-
ских периодов эмбриогенеза. Также перспективны
и эксперименты по исследованию нарушений гор-
мональных связей зародыша и эндосперма на
критических стадиях эмбриогенеза, проявляющих-
ся. под действием внешних факторов. Значимость
для нормального эмбриогенеза координированных
связей в системе “зародыш–эндосперм” и их вза-
имных сигнальных влияний показана как для
злаков (An et al., 2020), так и для других цветковых
растений (Song et al., 2021).

В свете идей, заложенных в работах Т.Б. Баты-
гиной и В.Е. Васильевой, особый интерес пред-
ставляет способность зародышей цветковых рас-
тений на критических стадиях к переключению
программы развития на альтернативные пути
морфогенеза. К таким путям можно отнести кал-
лусогенез in vitro при воздействии адекватных
факторов культуральной среды.

Заметим, что в этой статье мы анализируем ра-
боты, связанные с изучением именно морфоген-
ных (в том числе эмбриогенных), каллусов, по-
скольку в различных условиях in vitro из разных
эксплантов могут быть получены и неморфоген-
ные каллусы (подробнее см.: Зинатуллина, 2020б).

Каллус традиционно определяется как проли-
ферирующая масса дедифференцированных кле-
ток (Feher, 2019; Chiam et al., 2019) или как масса
плюрипотентных клеток (Wang Y. et al., 2022a).
Т.Б. Батыгиной (2014 и ранее) принадлежит более
функциональное определение каллуса: это инте-
грированная система, образующаяся как экзоген-
но (в результате пролиферации поверхностных
клеток различных тканей растения), так и эндо-
генно (в глубине тканей растения), изначально
состоящая из однородных клеток, постепенно

преобразующихся в систему групп гетерогенных
клеток, которые имеют морфогенетические по-
тенции, реализуемые различными путями мор-
фогенеза.

Многочисленными исследованиями на при-
мере различных видов растений выявлено, что
клетки/группы клеток каллуса способны дать на-
чало полноценному растению-регенеранту (по:
Kruglova et al., 2018a; Bidabadi, Jain, 2020; Raspor
et al., 2021 и мн. др.). Каллусогенез in vitro оцени-
вается как проявление пластичности морфогене-
за растений (Christiaens et al., 2021 и др.). Меха-
низмы каллусообразования хорошо изучены на
примере Arabidopsis thaliana (подробнее см.: Ikeu-
chi et al., 2019), однако злаки в этом отношении
исследованы пока недостаточно.

В контексте данной статьи необходимо обра-
тить внимание на стадию эмбриогенеза незрелых
зародышей злаков, дающих начало каллусам in vitro.
Именно эту стадию можно рассматривать как
критическую, во время которой происходит пере-
ключение программы развития зародыша. Де-
тальными исследованиями растений пшеницы,
принадлежащих к разным группам генотипов,
установлено, что такие зародыши находились на
стадии раннего органогенеза (по периодизации:
Круглова, 2012), соответствующей 12–14-м суткам
после опыления. Гистологическими методами вы-
явлено, что каллусы формировались из меристема-
тических клеток эпидермиса щитка (Круглова
и др., 2019а). Отметим, что данные о формирова-
нии каллуса из эпидермальных клеток щитка не-
зрелых зародышей (без указания стадии эмбриоге-
неза) получены и для кукурузы (Du et al., 2019; Lo-
pez-Ruiz et al., 2019). Установлено, что клетки
щитка зародышей пшеницы на стадии раннего
органогенеза характеризуются высокой метабо-
лической активностью. Об этом свидетельствуют
особенности их ультраструктуры: значительное
количество свободных рибосом, амилопластов,
единичных развитых хлоропластов, митохондрий
с хорошо развитыми внутренними мембранами,
активный комплекс Гольджи и гранулярный эн-
доплазматический ретикулум (Seldimirova et al.,
2017b). У ячменя выявлено резкое увеличение со-
держания эндогенных гормонов – ИУК и цито-
кининов – в зародышах этой стадии по сравне-
нию с предыдущими стадиями эмбриогенеза
(Seldimirova et al., 2019).

Детальные исследования молекулярно-гене-
тических механизмов формирования каллусов
in vitro из незрелых зародышей злаков, находящихся
на критической стадии эмбриогенеза, проведены на
примере кукурузы. Одна из первых работ в этой об-
ласти выполнена И. Шеном с соавторами (Shen
et al., 2012). Исследователи инокулировали незре-
лые зародыши длиной 1.5–1.8 мм через 12 сут по-
сле опыления (стадию эмбриогенеза авторы не
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указали). В результате анализа дифференциаль-
ной экспрессии генов на трех последовательных
этапах культивирования in vitro (через 1–5, 6–10,
11–15 сут после инокуляции) авторы выявили
экспрессию 251, 324 и 313 генов, специфичных
для этих последовательных этапов и влияющих на
дедифференциацию зародышей и образование
эмбриогенных каллусов. Экспрессируемые гены
были связаны главным образом с транспортом и
метаболизмом аминокислот и углеводов, а также
развитием клеточных оболочек. Позднее был
проведен анализ транскриптомов незрелых заро-
дышей кукурузы, инокулированных через 10–
12 сут после опыления (авторы этой работы также
не указывали стадию эмбриогенеза). В течение
первых 8 сут культивирования in vitro были выяв-
лены 7525 генов, индуцированных действием эк-
зогенного ауксина 2,4-Д. Эти гены были связаны
преимущественно с трансмиссией и трансдукцией
сигналов, влияющих на формирование эмбрио-
генных каллусов (Du et al., 2019). Кроме того,
установлена важнейшая роль некоторых miРНК
(miR156, miR160 и miR166) в репрограммировании
развития незрелых зародышей кукурузы по пути
каллусогенеза in vitro (Lopez-Ruiz et al., 2019).

В последнее время опубликовано немало обзо-
ров, посвященных оценке компетентности клеток
различных эксплантов к формированию каллуса
in vitro (Kruglova et al., 2018а; Radhakrishnan et al.,
2018; Feher, 2019; Gordon-Camm et al., 2019; Ikeu-
chi et al., 2019; Sugimoto et al., 2019; Bidabadi, Jain,
2020; Kruglova et al., 2021; Raspor et al., 2021; Круг-
лова, 2022). В этой области получены и новые
экспериментальные данные по зародышам куку-
рузы (Du et al., 2019; Lopez-Ruiz et al., 2019;
Wang Y. et al., 2022b) и пшеницы (Seldimirova et al.,
2017b; Круглова и др., 2019а). Анализ этих работ
позволяет высказать мнение о роли экспланта в
индукции каллусообразования in vitro. Мы пола-
гаем, что к формированию каллусов in vitro ком-
петентны клетки определенного органа экспланта
(в частности, щитка зародыша злаков) на доста-
точно ранней стадии развития (в частности, ран-
ний органогенез зародыша). Компетентность та-
ких клеток к каллусообразованию in vitro зависит
не столько от внешних стимулов, сколько от их
статуса в момент инокуляции, а именно – мери-
стематичности, что обусловливает способность к
репрограммированию в плюрипотентное состоя-
ние на индукционной среде in vitro. Кроме того,
меристематические клетки таких эксплантов не
только морфогенетически компетентны и плю-
рипотентны, но и, по-видимому, тотипотентны,
поскольку являются исходными для клеток/групп
клеток каллусов, реализующих различные пути
морфогенеза in vitro на регенерационной среде.

Таким образом, стадию раннего органогенеза
можно определить как еще одну критическую в
эмбриогенезе злаков, наряду с рассмотренными

выше глобулярной стадией и стадией среднего
органогенеза. В данном случае критерием “кри-
тичности” является способность незрелого заро-
дыша к смене программы развития на альтерна-
тивную: формирование каллуса вместо заверше-
ния эмбриогенеза.

Следует отметить, что зиготические зародыши
злаков критических стадий эмбриогенеза могут
переключаться при определенных условиях in vitro
не только на каллусогенез, но и на другие альтер-
нативные пути морфогенеза. Примером могут
служить упомянутые выше фенотипы половых и
микроспориальных “сиамских зародышей” пше-
ницы, формирующиеся in vitro под действием ин-
гибиторов полярного транспорта ауксинов
(Fischer et al., 1997; Fischer-Iglesias et al., 2001; Ti-
tova et al., 2016), которые можно рассматривать
как результат смены программы развития полового
зародыша. С точки зрения Г.Е. Титовой с соавтора-
ми (Titova et al., 2016), формирование различных
фенотипов “сиамских зародышей” (полимерных
зародышей, или полиэмбриоидов) является резуль-
татом поздней, незавершенной кливажной поли-
эмбрионии, сопровождающейся радиальной, ли-
нейной и кольцевой фасциациями. При этом
проявление кливажной полиэмбрионии именно
на глобулярной стадии развития зародыша может
быть обусловлено более высокой чувствительно-
стью клеток к различным воздействиям, чем на
стадиях зиготы и раннего проэмбрио. Согласно
Т.Б. Батыгиной (см. Batygina, Osadtchiy, 2013),
кливажная полиэмбриония может рассматри-
ваться как способ образования соматических за-
родышей (эмбриоидов) на базе дочернего споро-
фита – из клеток зиготы или многоклеточного
зиготического зародыша. Другими словами, это
переключение программы развития “эмбриоге-
нез → соматический эмбриогенез (эмбриоидоге-
нез)”. В то же время, наличие непрерывных пере-
ходных состояний между разными фенотипами
сиамских зародышей и их трактовка как результа-
та перехода от одного типа фасциаций к другому
(Titova et al., 2016) может указывать и на более
глобальную смену программы развития зиготиче-
ского зародыша цветковых растений в процессе
эволюции. В частности, возникновение двух ос-
новных линий эволюции зародыша (дикотилия и
монокотилия) может быть связано с процессом
незавершенной кливажной полиэмбрионии и об-
разованием разных фенотипов сиамских зароды-
шей, а переход от ди- к монокотилии являться
следствием линейной фасциации органов двусе-
мядольного зародыша. При этом так называемая
“латеральность”, уникальная для апекса побега
однодольного зародыша, по сути, представляет
искривление его оси – один из характерных при-
знаков проявления линейных фасциаций у расте-
ний (Титова, 2019).
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Таким образом, в эмбриогенезе злаков доста-
точно достоверно можно выделить ряд критиче-
ских стадий на основании таких критериев, как
а) способность зародыша к саморегуляции и его
независимость от материнского организма (авто-
номность); б) повышенная чувствительность заро-
дыша к воздействию внешних неблагоприятных
факторов, вплоть до индуцирования аномалий, а
также частичного или полного блокирования раз-
вития; в) способность зародыша к смене програм-
мы развития на альтернативные пути. Согласно
различным периодизациям, к критическим стади-
ям эмбриогенеза злаков следует отнести глобу-
лярную стадию и органогенез (включая переход к
органогенезу, ранний (инициальный) органогенез
и средний органогенез, соответствующий диффе-
ренциации органов).

Перспективы использования 
критических стадий эмбриогенеза злаков 

в прикладных исследованиях в целях селекции

Выявление и изучение критических стадий
развития зародыша злаков важно не только в тео-
ретическом отношении, но и с позиций практи-
ческого использования в различных селекцион-
ных программах.

Перспективное прикладное направление со-
стоит в использовании зародышей злаков на кри-
тических стадиях эмбриогенеза в биотехнологии
для адаптивной селекции по признаку устойчи-
вости к действию абиотических стрессоров, в
частности, к засухе. Важность решения проблемы
засухоустойчивости растений трудно переоценить.
Физиологическая засуха приводит к значительным
потерям урожая хлебных злаков не только в засуш-
ливых, но и в полузасушливых регионах, вплоть до
возникновения угрозы продовольственной без-
опасности (Plant life.., 2020). Самими растениями
на разных уровнях организации выработаны мор-
фологические, физиологические, биохимические
и иные способы стратегической адаптации к это-
му стресс-фактору (обзоры: Liu et al., 2020; Kan-
del, 2021; Yadav et al., 2021). Несмотря на это, ис-
следователи активно разрабатывают различные
подходы к созданию засухоустойчивых сортов
хлебных злаков по способности формировать от-
носительно высокий уровень урожайности в
условиях дефицита воды (Зинатуллина, 2020а; Ali
et al., 2020; Mao et al., 2021 и др.). Привлекаются и
биотехнологические методы культуры in vitro
(Maleki et al., 2019; Pykalo et al., 2019 и др.). При
этом исследователи, как правило, исходят из того
базового принципа, что регенерация в культуре
in vitro определяется в первую очередь особенно-
стями генотипа донорского растения (Ibanez et al.,
2020 и др.).

Успех адаптивной селекции на устойчивость к
физиологической засухе в значительной степени

зависит от раннего диагностирования признака
“засухоустойчивость” у создаваемых генотипов
(Guo et al., 2021). Дать оценку засухоустойчивости
вновь созданных гибридных комбинаций на са-
мых ранних этапах их онтогенеза возможно на ос-
нове использования эмбриокультуры – метода
культивирования in vitro разновозрастных зиготи-
ческих зародышей (Plant Embryo Culture, 2011).
Безусловная перспективность этого метода в вы-
явлении стресс-устойчивых растений определя-
ется, на наш взгляд, тем, что зародыш обладает
всеми морфогенетическими потенциями взрос-
лого организма (Батыгина, 2014), в том числе спо-
собностью противостоять стрессам.

Многочисленными исследованиями выявлены
два пути формирования регенерантов в эмбрио-
культуре in vitro – прямой (регенеранты формиру-
ются непосредственно из зародышей согласно
схеме “один зародыш → один регенерант”) и не-
прямой (регенеранты формируются из зародыше-
вых каллусов согласно схеме “один зародыш →
→ один каллус → несколько регенерантов”).

По нашему мнению, биотехнологам следует
обратить особое внимание на использование пря-
мой эмбриокультуры in vitro именно автономных
зародышей злаков. Как показано выше, такие не-
зрелые зародыши, находящиеся на критической
стадии эмбриогенеза, по своему морфологиче-
скому, гистологическому и гормональному статусу
готовы к автономному развитию, не зависимому
от материнского организма. В то же время структур-
ная и функциональная дифференциация таких за-
родышей обусловлена не только их собственным
генотипом (тип эмбриогенеза, специфика разви-
тия), но и – опосредованно – генотипом всего ма-
теринского организма (Vasilyeva, Batygina, 2006),
в том числе способностью материнской особи
противостоять засухе. Автономные зародыши за-
сухоустойчивых генотипов, инокулированные
in vitro во время критической стадии эмбриогене-
за на селективные питательные среды, имитиру-
ющие дефицит влаги, в оптимальных условиях
могут дать начало засухоустойчивым регенерантам.
Перспективность использования прямой эмбрио-
культуры in vitro автономных зародышей злаков
определяется и тем, что выявление и селектив-
ный отбор толерантных к дефициту воды незре-
лых зародышей позволяет дать экспресс-оценку
засухоустойчивости вновь создаваемого гибрида.
Ускорение селекционных разработок в данном
случае достигается за счет того, что новый гено-
тип диагностируется на засухоустойчивость на
самой ранней стадии онтогенеза – зародыше, а не
путем лабораторной оценки зрелых зерновок или
полевой оценки растений, как это принято в ру-
тинной селекционной практике.

Несмотря на обоснованность и перспектив-
ность культивирования in vitro незрелых зароды-
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шей злаков на критической стадии автономности
с целью создания засухоустойчивых генотипов,
практических результатов таких исследований в
литературе представлено сравнительно немного
(по: Kruglova, Zinatullina, 2022). В качестве примера
можно привести итоги многолетних исследований
автономных зародышей обширной коллекции
пшеницы родительских сортов и гибридных линий,
полученных прямыми и реципрокными скрещи-
ваниями (Круглова и др., 2018, 2019б; Зинатуллина,
Никонов, 2021; Круглова, Сельдимирова, 2022). Ав-
торы применили комплексный критерий оценки
засухоустойчивости генотипов. Они воздейство-
вали на автономные зародыши, находящиеся на
критической стадии среднего органогенеза, услови-
ями, имитирующими дефицит влаги. Это воздей-
ствие достигалось введением в состав питательной
среды ряда осмотиков сублетальных концентраций.
Оценивалась способность таких зародышей дать
начало проросткам, развивающимся до фенофа-
зы кущения in vitro и фенофазы полной спелости
зерна в почвенных условиях ex vitro. Были про-
анализированы лабораторная всхожесть полу-
ченных зерновок и эмбриональные показатели
растений, выращенных из таких зерновок в поле-
вых условиях. В результате выявлены и включены
в селекционные программы засухоустойчивые гено-
типы, характеризующиеся следующими свойства-
ми: их автономные зародыши могут формировать
проростки нормальной морфологии в условиях
имитации засухи; достаточно высокая лаборатор-
ная всхожесть полученных зерновок; отсутствие
аномалий в эмбриогенезе полученных растений.

Непрямой путь образования регенерантов зла-
ков в эмбриокультуре in vitro также должен заслу-
живать внимания биотехнологов. Этот путь со-
стоит в получении каллусов из зародышей на
критической стадии раннего органогенеза, пере-
носе каллусов на регенерационную среду, полу-
чении из них регенерантов. Несмотря на то, что
дополнительный этап формирования зародыше-
вых каллусов и индуцирования в них регенерации
приводит к увеличению длительности экспери-
ментов, непрямая эмбриокультура in vitro имеет
ряд несомненных преимуществ для оценки засу-
хоустойчивости селекционных образцов. Так, для
культуры in vitro можно задать параметры селек-
тивных условий (точно так же, как задаются усло-
вия засухи), а затем детально проанализировать
реакции клеток и тканей каллусов на действие
стресс-фактора. Кроме того, в культуре in vitro
при добавлении стресс-агента в селективную сре-
ду происходит непосредственное взаимодействие
со стрессором практически всех клеток каллуса.
Тем самым создается возможность исследования
механизмов действия стрессоров на тканевом,
клеточном и молекулярном уровнях. Важно и то,
что культивирование in vitro зародышевых каллу-
сов на регенерационной селективной среде, ими-

тирующей засуху, позволяет не только получить,
но и тиражировать засухоустойчивые регенеран-
ты (по: Kruglova et al., 2018b; Зинатуллина, 2020б).
Основное же преимущество использования за-
родышевых каллусов состоит в сходстве морфо-
генетических процессов, протекающих в расте-
ниях in vivo и в культивируемых каллусах in vitro в
ответ на действие абиотических факторов. В таком
сходстве реакций можно видеть действие прин-
ципа универсальности путей морфогенеза растений
в естественных и экспериментальных условиях,
выдвинутого Т.Б. Батыгиной (2014 и ранее).

В то же время, данное направление биотехно-
логических исследований – использование кал-
лусных культур зародышевого происхождения
для оценки засухоустойчивости получаемых реге-
нерантов злаков – разработано крайне недоста-
точно. Помимо того, что таких работ сравнитель-
но немного, в качестве эксплантов для получения
каллусов используются зародыши, для которых
не определена стадия эмбриогенеза (по: Зинатул-
лина, 2020б). Разработки по получению засухо-
устойчивых регенерантов злаков в каллусной
культуре, в которых имеются сведения о примене-
нии в качестве эксплантов незрелых зародышей
критических стадий эмбриогенеза, единичны. Так,
успешное использование в качестве эксплантов
зародышей на критической стадии раннего органо-
генеза продемонстрировано в работе О.А. Сельди-
мировой с соавторами (Seldimirova et al., 2017a). Эта
работа посвящена исследованию влияния антис-
трессового регулятора роста растений 24-эпи-
брассинолида на формирование и рост каллусов,
а также регенерацию из них засухоустойчивых
проростков пшеницы.

Безусловно, возможны и другие направления
прикладного использования зародышей злаков,
находящихся на тех или иных критических стади-
ях эмбриогенеза. Большой интерес в этом отно-
шении вызывают зародыши на глобулярной и пе-
реходной к органогенезу стадиях эмбриогенеза.
Как было сказано выше, микроспориальные со-
матические зародыши пшеницы во время этих
стадий в определенных экспериментальных усло-
виях in vitro способны к переключению програм-
мы развития на альтернативные пути, ведущие к
формированию фенотипов полимерных “сиам-
ских” зародышей с множественными органами и
различной топографией их положения (Titova et al.,
2016). Как полагают авторы, использование та-
ких полимерных зародышей может оказаться
успешным в селекционных разработках новых
форм пшеницы с повышенной зерновой про-
дуктивностью.

В целом, применение экспериментальных си-
стем с использованием зародышей злаков, находя-
щихся на различных критических стадиях эмбрио-
генеза, весьма перспективно для биотехнологиче-
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ских селекционных разработок. Предпосылкой
для использования таких систем является сходство
ответных реакций растений in vivo и эксплантов/ре-
генерантов in vitro, основанное на универсальности
путей морфогенеза (Батыгина, 2014).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В биологии развития растений проблема крити-

ческих периодов и стадий эмбриогенеза разрабаты-
вается с позиций системного подхода к дифферен-
циации зародыша, который учитывает наличие
морфогенетических и морфофизиологических
корреляций в развитии эмбриональных структур
и окружающих тканей семени и плода.

Особый интерес вызывают критические стадии
эмбриогенеза злаков, поскольку зародыш пред-
ставителей этого семейства выделяется среди за-
родышей цветковых растений как особым Gram-
inad-типом эмбриогенеза, так и формированием
специфических органов.

Теоретически и экспериментально показано,
что в эмбриогенезе злаков можно выделить ряд
критических стадий на основании таких критериев,
как а) способность зародыша к саморегуляции и его
независимость от материнского организма (авто-
номность); б) повышенная чувствительность заро-
дыша к воздействию внешних неблагоприятных
факторов, вплоть до индуцирования аномалий, а
также частичного или полного блокирования раз-
вития (этот критерий во многом совпадает с кри-
терием выделения критических периодов в эм-
бриогенезе животных); в) способность зародыша
к смене программы развития на альтернативные
пути.

Согласно периодизациям эмбриогенеза, пред-
ложенным разными авторами, к таким критиче-
ским стадиям следует отнести глобулярную стадию
и органогенез (включая переход к органогенезу,
ранний (инициальный) органогенез и средний
органогенез, соответствующий дифференциации
органов). Теоретически, для злаков, как и пред-
ставителей других семейств цветковых растений,
возможно существование и иных критериев вы-
деления критических стадий, и иных критических
стадий эмбриогенеза. Однако при этом важно вы-
работать единый подход к периодизации сложно-
го многоступенчатого процесса эмбриогенеза зла-
ков на основе комплексных критериев и, прежде
всего, – морфогенетических событий, происхо-
дящих в развивающемся зародыше на каждом
уровне организации.

В целом же следует признать, что хотя пробле-
ма критических стадий развития зародыша цвет-
ковых растений поставлена достаточно давно,
единый подход к ее решению, как и единые крите-
рии выделения таких стадий и унифицированная
терминология, еще не разработаны. Отсутствуют и

сравнительные аналитические исследования крити-
ческих стадий эмбриогенеза растений и животных,
хотя само понятие “критические стадии эмбриоге-
неза”, по-видимому, следует отнести к общебиоло-
гическим. Немногочисленны экспериментальные
верификации в этой области исследований. При-
кладное применение зародышей на критических
стадиях эмбриогенеза только начинает разраба-
тываться. Сейчас оно ограничено биотехнологи-
ческими разработками, в которых используются
прямые и непрямые эмбриокультуры in vitro хлеб-
ных злаков.

Решение перечисленных вопросов зависит, в
первую очередь, от дальнейших исследований
последовательных стадий зиготического эмбрио-
генеза цветковых растений, главным образом с
использованием молекулярно-генетических под-
ходов. Однако не менее важно проводить анало-
гичные исследования соматического эмбриоге-
неза тех же объектов в контролируемых условиях
культуры in vitro. Сравнение стадий развития зи-
готического и соматического зародышей может
способствовать выявлению общих закономерно-
стей и специфических черт этих процессов, а так-
же выделению и дальнейшему изучению крити-
ческих стадий эмбриогенеза растений.
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The problem of critical periods/stages of embryogenesis in f lowering plants has been analyzed in detail using
a holistic approach that takes into account the importance of morphogenetic and morphophysiological inter-
actions for the development of embryonic structures and surrounding seed and fruit tissues (see publications
by T.B. Batygina and V.E. Vasilyeva, 1983–2014). The critical stages of cereal embryogenesis are of particular
interest, since the embryos of the Gramineae family representatives are distinguished even among the mono-
cotyledonous plants embryos by the unique Graminad-type embryogenesis and the formation of very specific
structures (T.B. Batygina, 1968–2014). The article presents a review of the literature and the author’s own
data on the periodization of the embryogenesis on the example of cereals, analyzes disputable issues concern-
ing both the criteria for revealing the critical stages of embryogenesis and the features of the critical stages.
The prospects of studying the stages of cereals embryogenesis, as well as the use of embryos at the critical de-
velopmental stages in biotechnology and breeding research are discussed.

Keywords: plant embryo, embryogenesis, staging, critical stages of development, cereals
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Активированные клетки ретинального пигментного эпителия (РПЭ) человека являются основными
эффекторными клетками в процессе фиброза, главного патологического проявления пролиферативных
витреоретинальных заболеваний сетчатки. При регматогенной отслойке сетчатки покоящиеся клетки
РПЭ активируются и приобретают фенотип фибробластоподобных и миофибробластоподобных кле-
ток, которые усиленно пролиферируют и мигрируют в эпиретинальное пространство, где создают бла-
гоприятную микросреду для развития фиброза и/или способствуют его прогрессированию. Повы-
шенная сократимость клеток в конечном итоге приводит к тракционной отслойке сетчатки и потере
остроты зрения. На сегодняшний день выявлены различные клеточные сигналы, способствующие
активации клеток РПЭ, такие как трансформирующий фактор роста бета, фактор роста фибробла-
стов-2, тромбоцитарный фактор роста, митоген-активируемая протеинкиназа, Smads, NF-кВ и
другие. Следовательно, изучение роли этих факторов и сигнальных путей в активации клеток РПЭ
будет способствовать разработке терапевтических стратегий и предоставит новые возможности для
терапии заболеваний сетчатки. В обзоре обобщены текущие знания о стимулирующих факторах и
сигнальных путях в регуляции клеточных и молекулярных механизмов дедифференцировки и эпи-
телиально-мезенхимального перехода (ЭМП) клеток РПЭ, которые в значительной степени были
определены путем изучения эффектов различных сигнальных молекул in vitro. Кроме того, обсуж-
дается роль микроРНК в регуляции сигнального пути TGF-β и ЭМП, а также рассматриваются пер-
спективные терапевтические агенты.

Ключевые слова: ретинальный пигментный эпителий, эпителиально-мезенхимальный переход,
TGF-β/BMP сигнальный путь, FGF/FGFR сигнальный путь, WNT сигнальный путь, Notch сиг-
нальный путь, пролиферативная витреоретинопатия
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ВВЕДЕНИЕ
Ретинальный пигментный эпителий (РПЭ)

представляет собой монослой из сильнопигмен-
тированных поляризованных клеток, который
располагается между фоторецепторами сетчатки
и хориокапиллярами сосудистой оболочки глаза.
Клетки окончательно дифференцированы и ми-
тотически неактивны из-за контактного ингиби-
рования (Chen et al., 2012b). Апикальная поверх-
ность клеток РПЭ плотно прилегает к наружным
сегментам фоторецепторов и компонентам меж-
фоторецепторного матрикса, что способствует
сохранению тканевой организации (Finnemann,
Chang, 2008). РПЭ выполняет ряд важных функ-
ций: посредством плотных контактов участвует в
формировании гемато-ретинального барьера,
участвует в транспортировке питательных ве-
ществ к фоторецепторам, регулировании гомео-

стаза ионов, pH и жидкости в субретинальном
пространстве, поглощении световой энергии,
удалении свободных радикалов и активных форм
кислорода, регенерации зрительного хромофора
11-цис-ретиналя, фагоцитировании наружных
сегментов фоторецепторов и секреции факторов
роста (Strauss, 2005; Samuel et al., 2017).

Воздействие различных повреждающих фак-
торов на задний отдел глаза приводит к актива-
ции покоящихся клеток РПЭ. Например, при
пролиферативной витреоретинопатии (ПВР), та-
кие повреждающие факторы, как травма глаза,
кровоизлияние в стекловидное тело или внутриг-
лазное воспаление способствуют разрыву и рег-
матогенной отслойке сетчатки (Parapuram et al.,
2009; Lei et al., 2010). В результате разрыва сетчат-
ки клетки РПЭ подвергаются воздействию ком-
понентов сыворотки крови: факторов роста, ци-
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токинов и хемокинов. Физическое отделение
нейронов сетчатки от РПЭ и/или воздействие
различных внешних растворимых или связанных
с мембраной факторов запускает в клетках РПЭ
каскад реакций, задействованных в пролифера-
ции, в том числе усиление активности внеклеточ-
ной сигнал регулируемой киназы (англ. extracel-
lular-signal-regulated kinase, ERK) (Geller et al.,
2001; Yasumuro et al., 2017). Клетки РПЭ сокращают
свои поверхностные микроворсинки, ослабляют
эпителиальные свойства, такие как апико-базаль-
ная полярность, ремоделируют соединительные
комплексы и приобретают округлую форму (Sheri-
dan et al., 2005). Коллапс микроворсинок РПЭ и
перестройка протеогликанов межфоторецептор-
ного матрикса являются ранними обратимыми
ответами на регматогенное отслоение сетчатки
(Finnemann, Chang, 2008).

Длительная отслойка сетчатки вызывает деге-
нерацию наружных сегментов фоторецепторов и,
как следствие, апоптозную гибель фоторецепто-
ров (Cook et al., 1995; Geller et al., 2001). Так, в те-
чение 3 дней после отслойки сетчатки погибают
примерно 20% фоторецепторов, к 28 дню – более
50% фоторецепторов; в результате гибели клеток
высвобождаются ангиогенные и воспалительные
факторы роста, которые привлекают больше им-
мунных клеток из хориоидальной сосудистой сети
(Stepp, Menko, 2021). Стойкая отслойка сетчатки
приводит к пролиферации мюллеровских глиаль-
ных клеток и клеток РПЭ. Клетки РПЭ теряют
межклеточные контакты и апикально-базальную
полярность, экспрессируют маркеры клеточного
цикла, отделяются от мембраны Бруха, пролифе-
рируют и образуют пласты клеток под сетчаткой,
называемые субретинальными мембранами (Sheri-
dan et al., 2005; Finnemann, Chang, 2008; Zou et al.,
2020). В результате эпителиально-мезенхималь-
ного перехода (ЭМП) клетки РПЭ трансформи-
руются в веретенообразные клетки, напоминаю-
щие фибробласты и макрофаги, которые мигри-
руют через дефект сетчатки, трансформируются в
миофибробласты и аномально секретируют мат-
риксные металлопротеиназы (англ. matrix metal-
loproteinases, MMPs), тканевые ингибиторы мат-
риксных металлопротеиназ (англ. tissue inhibitor
of matrix metalloproteases, TIMPs) и белки внекле-
точного матрикса (ВКМ). Трансформированные
клетки РПЭ наряду с ретинальной глией и истин-
ными фибробластами на внутренней поверхно-
сти отслоенной сетчатки и внутри стекловидного
тела образуют листы рубцовой ткани, известные
как эпиретинальные мембраны (Sheridan et al.,
2005; Zou et al., 2020). Факторы сыворотки крови
из поврежденных и негерметичных кровеносных
сосудов также высвобождаются в стекловидное
тело (Stepp, Menko, 2021). Протеомное исследо-
вание 200 цитокинов и хемокинов в стекловид-
ном теле пациентов с ПВР показало их превали-

рование у пациентов с ранней стадией (A, B) над
поздней (С, D) (Roybal et al., 2018). Сокращение
фиброзных периретинальных мембран приводит
к тракционной отслойке сетчатки и потере остроты
зрения (Chung et al., 2011; Huang et al., 2012; Zhu et al.,
2013; Fuhrmann et al., 2014).

В патогенезе возрастной макулярной дегене-
рации (ВМД), основной причины необратимой
центральной потери зрения среди пожилых лю-
дей, ключевую роль, как известно, играют воспа-
лительные процессы и окислительный стресс
(Ambati, Fowler, 2012; Ambati et al., 2013; Kauppin-
en et al., 2016). При воспалении, лимфоциты и
макрофаги, инфильтрирующие заднюю часть
глаза, секретируют провоспалительные цитокины,
такие как TNFα, IL-1β и IFNγ, которые активируют
сигнальные пути в клетках РПЭ, что приводит к
дисфункции и гибели РПЭ (Kutty et al., 2016). Как
показал транскриптомный (scRNA-seq) и протеом-
ный анализ клеток РПЭ, полученных из индуциро-
ванных плюрипотентных стволовых клеток (iPSCs),
у пациентов с географической атрофией, поздней
стадией ВМД, выявляются нарушения в мито-
хондриальных функциях, метаболических путях
и реорганизации ВКМ (Senabouth et al., 2022).
Клинические данные, свидетельствующие о том,
что клетки РПЭ подвергаются ЭМП при ПВР и
ВМД, обсуждены в обзоре Жоу и соавт. (Zhou
et al., 2020).

Таким образом, ЭМП клеток РПЭ и функцио-
нальная дегенерация этих клеток способствуют
развитию ряда заболеваний сетчатки (Friedlander,
2007; Kauppinen et al., 2016; Huang et al., 2017;
Ghosh et al., 2018; Shu et al., 2020; Zou et al., 2020).
Потенциальным методом лечения влажной фор-
мы ВМД на сегодняшний день является замена
неблагополучного РПЭ здоровым эпителием.
Некоторые исследования продемонстрировали
успешное получение зрелых РПЭ из различных
линий эмбриональных стволовых клеток (ESCs)
и iPSCs человека (Schwartz et al., 2012; Luo, Chen,
2018; Kashani et al., 2018). Однако применение
РПЭ для заместительной клеточной терапии в со-
временных клинических подходах чревато его
трансформацией в фибробластоподобные клет-
ки, что является фактором риска развития ПВР
(Kole et al., 2018). В связи с этим исследование ме-
ханизмов активации, дедифференцировки и
ЭМП клеток РПЭ приобретает первостепенное
значение (Kole et al., 2018).

На сегодняшний день считается, что мастер-
регулятором профибротических процессов на
молекулярном уровне является трансформирую-
щий фактор роста бета (англ. transforming growth
factor beta, TGF-β) (Parapuram et al., 2009; Dvashi
et al., 2015; Tosi et al., 2018b). TGF-β сверхэкспрес-
сируется в стекловидном теле пациентов с проли-
феративными витреоретинальными заболевани-
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ями, а также обнаруживается в сократительных
мембранах, в состав которых входят трансформи-
рованные клетки РПЭ (Connor et al., 1989; Baud-
ouin et al., 1993; Kita et al., 2007a).

В отличие от TGF-β, действующего на фиб-
робластоподобные клетки и стимулирующего их
трансформацию в миофибробласты, белки се-
мейства костных морфогенетических белков (англ.
bone morphogenetic protein, BMP) стимулируют в
мезенхимальных клетках мезенхимально-эпите-
лиальный переход (МЭП) (Choudhary et al., 2015),
необходимый для возвращения РПЭ в исходное
стабильное состояние после пролиферации (Cas-
co-Robles et al., 2016). При патологии баланс между
ЭМП и обратным переходом может нарушаться
за счет повышения уровня TGF-β, что приводит к
развитию фиброзных нарушений. Таким образом,
средства, способные ингибировать ЭМП клеток
РПЭ, могут иметь большое терапевтическое зна-
чение для профилактики ПВР после отслойки
сетчатки или активного развития хориоидальной
неоваскуляризации (CNV) при влажной ВМД.
Однако молекулярные механизмы, лежащие в ос-
нове запуска ЭМП, и важность TGF-β среди дру-
гих различных факторов остаются неясными и их
еще предстоит уточнить. В обзоре рассмотрена
роль TGF-β/BMP и других сигнальных путей,
включая путь фактора роста фибробластов-2 (ан-
гл. fibroblast growth factor-2, FGF2), Wnt и Notch в
регуляции клеточных и молекулярных механиз-
мов дедифференцировки и ЭМП клеток РПЭ, ко-
торые в значительной степени были определены
путем изучения эффектов различных сигнальных
молекул in vitro. Кроме того, обсуждается роль
микроРНК в регуляции сигнального пути TGF-β
и ЭМП, а также рассматриваются стратегии наце-
ливания на TGF-β сигнальный путь.

ПРИЗНАКИ ДЕДИФФЕРЕНЦИРОВКИ
И ЭПИТЕЛИАЛЬНО-МЕЗЕНХИМАЛЬНОГО 
ПЕРЕХОДА В КЛЕТКАХ РЕТИНАЛЬНОГО 

ПИГМЕНТНОГО ЭПИТЕЛИЯ IN VITRO

Моделирование ПВР in vitro может привести к
пониманию развития ЭМП в клетках РПЭ, а так-
же роли регуляторов транскрипции и сигнальных
путей в этом процессе. Культуры клеток РПЭ дают
широкие возможности для исследования меха-
низмов патологических процессов in vivo и путей их
регуляции на клеточном и молекулярном уров-
нях. Клетки РПЭ in vitro в зависимости от условий
могут менять свой дифференцировочный статус,
переходя из состояния эпителиальной диффе-
ренцировки в дедифференцированное состояние
и обратно (Kuznetsova et al., 2014). В ряде исследо-
ваний in vitro показано, что потеря межклеточного
контакта в клетках РПЭ инициирует дедиффе-
ренцировку: клетки теряют пигментацию, проли-
ферируют, теряют экспрессию эпителиальных

маркеров и, наоборот, экспрессируют не харак-
терные для РПЭ маркеры, что приводит к изме-
нению фенотипа клеток (Vinores et al., 1993; Am-
emiya et al., 2004; Engelhardt et al., 2005; Kuznetsova
et al., 2011; Milyushina et al., 2011; Chung et al., 2011;
Salero et al., 2012; Fuhrmann et al., 2014; Chiba,
2014).

В преконфлюэнтных клетках РПЭ in vitro под
влиянием различных компонентов сывороточ-
ной среды снижается экспрессия таких эпители-
альных маркеров, как E-кадгерина, zonula oc-
cludens 1 (ZO-1), окклюдина и цитокератинов, а
также снижается экспрессия специфических ге-
нов РПЭ (например, RPE65, RLBP1 (CRALBP),
BEST1, MITF, OTX2) (Salero et al., 2012) и повыша-
ется уровень мезенхимальных маркеров, таких
как виментин, N-кадгерин, фибронектин, колла-
ген I типа, MMP2, MMP9, ламинин, что харак-
терно для развития ЭМП (Mitsuhiro et al., 2003;
Lee et al., 2008; Li et al., 2011).

Помимо экспрессии мезенхимальных марке-
ров, клетки РПЭ in vitro экспрессируют нейраль-
ные/ретинальные маркеры, например, нестин,
βIII-тубулин (кодируется геном TUBB3), ассоци-
ированный с микротрубочками белок 1В (англ. mi-
crotubule associated protein 1B, MAP1B), MAP5,
нейрофиламенты 200 кДа (англ. 200-kDa neurofil-
aments, NF200), Hes1, Musashi, глиальный фиб-
риллярный кислый белок (англ. glial fibrillary
acidic protein, GFAP), PAX6 (Vinores et al., 1993;
Amemiya et al., 2004; Engelhardt et al., 2005;
Kuznetsova et al., 2011; Milyushina et al., 2011;
Chung et al., 2011; Salero et al., 2012). Эти нейраль-
ные/ретинальные маркеры отсутствуют в нор-
мальных клетках РПЭ in situ (Vinores et al., 1993;
Katsetos et al., 2003; Martínez-Morales et al., 2004;
Osumi et al., 2008).

К сожалению, очень мало известно об экс-
прессии нейральных/ретинальных маркеров клет-
ками РПЭ при патологических состояниях in vivo.
Только в одном исследовании сообщается об экс-
прессии βIII-тубулина, белка микротрубочек, в
патологических клетках РПЭ, обнаруживаемых в
идиопатических эпиретинальных мембранах и
эпиретинальных мембранах при ПВР и пролифе-
ративной диабетической ретинопатии (ПДР) (Vi-
nores et al., 1995). Однако нейральные маркеры
иногда обнаруживают и в некоторых других не-
нейрональных тканях, включая семенники, пла-
центу, тонкий и толстый кишечник (Person et al.,
2017). Так, например, сверхэкспрессия βIII-тубу-
лина показана при широком спектре видов рака,
а именно при раке легких, аденокарциноме под-
желудочной железы, почечно-клеточном раке и
злокачественной меланоме, что связано с плохим
ответом на противоопухолевые препараты, наце-
ленные на связывание β-тубулина, изменение ди-
намики микротрубочек и блокирование клеточ-
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ного деления (Person et al., 2017). Кроме того, экс-
прессия нестина выявлена в клетках макроглии
(клетках Мюллера) на модели дегенеративного
заболевания сетчатки у мышей (Moon et al.,
2017a).

В то же время, индукторами нейрональной
дифференцировки считаются ретиноевая кисло-
та (англ. retinoic acid, RA), продукт метаболизма
витамина А, и FGF2, хотя их пути в нейрогенезе
являются взаимно ингибирующими (del Corral et al.,
2003). В связи с этим FGF2, RA и другие ретино-
иды рассматриваются некоторыми исследовате-
лями в качестве стимуляторов трансдифференци-
ровки РПЭ в нейроноподобные клетки (Opas,
Dziak, 1994; Carr et al., 2011; Khera et al., 2012).
Например, обработка клеток ARPE-19, широко
используемой клеточной линии РПЭ взрослого
человека, фенретинидом (англ. Fenretinide),
синтетическим производным витамина А, изме-
няла морфологию клеток. Изменения заключа-
лись в появлении нейроноподобных отростков и
сопровождались подавлением экспрессии РПЭ-
специфических генов (OTX2 и MITF) и повыше-
нием экспрессии нейрональных/ретинальных
маркеров (кальбиндина и кальретинина) (Lueck
et al., 2017; Lueck et al., 2020). Однако такое лече-
ние на самом деле не превращает клетки РПЭ в
нейроны (Khera et al., 2012). Экспрессия в клетках
РПЭ нейральных/ретинальных маркеров и поте-
ря РПЭ-специфичных маркеров скорее подразу-
мевает, что в культуре клетки РПЭ, имеющие
нейроэпителиальное происхождение, предраспо-
ложены к ретинальному состоянию, подобному
предшественникам (Carr et al., 2011) и, по всей ви-
димости, свидетельствует о перестройке цитоске-
лета и дедифференцировке этих клеток. Кроме
того, in vitro клетки РПЭ не теряют полностью
свои эпителиальные признаки. Эта предполагае-
мая пластичность свидетельствует о задержке
клеток РПЭ на промежуточных стадиях и частич-
ном ЭМП, что наблюдается во время эмбрио-
нального развития, заживлении ран и раке (Nieto
et al., 2016; Zhou et al., 2020).

TGF-β/BMP СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ
Суперсемейство TGF-β у млекопитающих

объединяет четыре семейства близких по структуре
сигнальных белков: TGF-β, BMP, семейство факто-
ров роста и дифференцировки (англ. growth/differ-
entiation factors, GDFs) и семейство активинов и
ингибинов, всего более 30 членов (Yang et al., 2014;
Tosi et al., 2018b).

В семействе BMP, основываясь на гомологии
последовательностей и известных функциях, выде-
ляют четыре подгруппы: BMP2/4, BMP5/6/7/8a/8b,
BMP9/10 и BMP12/13/14. Всего в семействе BMP
у человека идентифицировано 20 членов (Bragdon
et al., 2011). BMP1, хотя и назван костным морфо-

генетическим белком, в семейство BMPs не вхо-
дит. О BMP1 (другое название С-протеиназа про-
коллагена) известно, что он расщепляет прокол-
лагены и индуцирует накопление ВКМ. Кроме
того, BMP1 может быть активатором BMPs, по-
скольку он высвобождает активные BMPs из не-
активных комплексов путем расщепления Chordin,
антагониста BMPs. BMP1 также расщепляет ла-
тентный белок, связывающий TGF-β, что приво-
дит к последующей активации латентного TGF-β
металлопротеиназами, например, MMP2 (Miya-
zono, Shimanuki, 2008; Yang et al., 2014).

В семействе TGF-β у млекопитающих описано
три изоформы: TGF-β1, 2, 3 (Tosi et al., 2018b).
Вновь синтезированный TGF-β секретируется из
клеток в виде неактивного комплекса, называе-
мым большим латентным комплексом (англ. large
latent complex, LLC), что предотвращает связыва-
ние TGF-β с его рецепторами. Большой латент-
ный комплекс, помимо самого TGF-β, содержит
latency associated peptide (LAP) и latent TGF-β-
binding protein (LTBP). Выделение активного
TGF-β из латентной формы происходит при акти-
вации. Активаторами латентного TGF-β являются
изменение pH среды (закисление или защелачива-
ние), кислоты (соляная кислота), активные формы
кислорода, протеазы (плазмин, MMP2, MMP9),
αV интегрины клеточной поверхности и адгезив-
ные гликопротеины (тромбоспондин-1, англ.
thrombospondin-1) (Robertson, Rifkin, 2016).

Различные формы (латентная, активная) и
изоформы TGF-β1, 2, 3 обнаруживаются в норме
в разных структурах заднего сегмента глаза. При
этом их распределение неоднородно (Lutty et al.,
1993; Anderson et al., 1995; Tosi et al., 2018b; Tosi et al.,
2018a). TGF-β1 выявлен в наружных сегментах
фоторецепторов, ганглиозных клетках, микроглии,
эндотелии хориокапилляров, гладкомышечных
клетках и перицитах поверхностных кровеносных
сосудов сетчатки и гиалоцитах стекловидного те-
ла (Anderson et al., 1995; Tosi et al., 2018b). TGF-β2
локализуется в клетках РПЭ (вблизи латеральных
границ), наружном сегменте фоторецепторов,
микроглии, соединительной ткани крупных сосу-
дов хориоидеи, строме хориоидеи, гладкомышеч-
ных клетках и перицитах поверхностных сосудов
сетчатки и гиалоцитах стекловидного тела. TGF-
β3 обнаружен в клетках РПЭ (апикально), мито-
хондриях фоторецепторов, микроглии, клетках
Мюллера, гиалоцитах стекловидного тела и хо-
риоидальных гистиоцитах (Anderson et al., 1995;
Tosi et al., 2018b).

Только во внутриглазной жидкости и гиалоци-
тах стекловидного тела идентифицированы все
три изоформы TGF-β (табл. 1) с преобладанием
как активной, так и латентной TGF-β2 изоформы
(Lutty et al., 1993; Tosi et al., 2018a). Около 87%
витреального TGF-β находится в латентной фор-



458

ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 6  2022

КУЗНЕЦОВА
Та

бл
иц

а 
1.

 О
пр

ед
ел

ен
ие

 р
аз

ли
чн

ы
х 

ф
ак

то
ро

в 
в 

об
ра

зц
ах

 с
те

кл
ов

ид
но

го
 т

ел
а 

(а
сп

ир
ат

ах
) и

 с
ре

за
х 

кр
ио

ко
нс

ер
ви

ро
ва

нн
ы

х 
за

дн
их

 с
ег

м
ен

то
в 

гл
аз

Ф
ак

то
р

Н
аз

ва
ни

е
П

ол
но

е 
на

зв
ан

ие
М

ет
од

 о
пр

ед
ел

ен
ия

За
бо

ле
ва

ни
е 

се
тч

ат
ки

С
сы

лк
а

Ф
ак

то
р 

ро
ст

а
TG

F-
β1

Тр
ан

сф
ор

м
ир

ую
щ

ий
 ф

ак
то

р 
ро

ст
а-

бе
та

 1
 (а

нг
л.

 tr
an

sfo
rm

in
g 

gr
ow

th
 fa

ct
or

 
be

ta
 1

)

Ра
ди

ор
ец

еп
то

рн
ы

й 
ан

ал
из

О
тс

ло
йк

а 
се

тч
ат

ки
 (О

С
);

 
пр

ол
иф

ер
ат

ив
на

я 
ви

тр
ео

ре
-

ти
но

па
ти

я 
(П

ВР
)

(C
on

no
r e

t a
l.,

 1
98

9)

И
м

м
ун

ог
ис

то
хи

м
ия

 (И
ГХ

)
Гл

аз
а 

из
 гл

аз
но

го
 б

ан
ка

(L
ut

ty
 e

t a
l.,

 1
99

3)

И
ГХ

П
ВР

(B
au

do
ui

n 
et

 a
l.,

 1
99

3)

TG
F-

β2
Tr

an
sfo

rm
in

g 
gr

ow
th

 fa
ct

or
 b

et
a 

2
Ра

ди
ор

ец
еп

то
рн

ы
й 

ан
ал

из
О

тс
ло

йк
а 

се
тч

ат
ки

 (О
С

);
 

пр
ол

иф
ер

ат
ив

на
я 

ви
тр

ео
ре

-
ти

но
па

ти
я 

(П
ВР

)

(C
on

no
r e

t a
l.,

 1
98

9)

И
м

м
ун

оф
ер

м
ен

тн
ы

й 
ан

ал
из

 
(И

Ф
А

)
О

С
; П

ВР
; п

ро
ли

ф
ер

ат
ив

на
я 

ди
аб

ет
ич

ес
ка

я 
ре

ти
но

па
ти

я 
(П

Д
Р)

(K
ita

 e
t a

l.,
 2

00
7a

)

И
ГХ

Гл
аз

а 
из

 гл
аз

но
го

 б
ан

ка
(L

ut
ty

 e
t a

l.,
 1

99
3)

TG
F-

β3
Tr

an
sfo

rm
in

g 
gr

ow
th

 fa
ct

or
 b

et
a 

3
И

ГХ
Гл

аз
а 

из
 гл

аз
но

го
 б

ан
ка

(L
ut

ty
 e

t a
l.,

 1
99

3)

FG
F

Ф
ак

то
р 

ро
ст

а 
ф

иб
ро

бл
ас

то
в

(а
нг

л.
 fi

br
ob

la
st

 g
ro

w
th

 fa
ct

or
)

М
ул

ьт
ип

ле
кс

ны
й 

ан
ал

из
 с

 
ис

по
ль

зо
ва

ни
ем

 м
аг

ни
тн

ы
х 

бу
си

н 
(а

нг
л.

 m
ul

tip
le

x 
be

ad
 a

na
l-

ys
is)

П
ВР

(B
an

er
je

e 
et

 a
l.,

 2
00

7)

FG
F1

Ф
ак

то
р 

ро
ст

а 
ф

иб
ро

бл
ас

то
в-

1
(а

нг
л.

 fi
br

ob
la

st
 g

ro
w

th
 fa

ct
or

-1
)

И
ГХ

П
ВР

(B
au

do
ui

n 
et

 a
l.,

 1
99

3)

FG
F2

Ф
ак

то
р 

ро
ст

а 
ф

иб
ро

бл
ас

то
в-

2
(а

нг
л.

 fi
br

ob
la

st
 g

ro
w

th
 fa

ct
or

-2
)

И
Ф

А
О

С
; П

ВР
(L

a 
H

ei
j e

t a
l.,

 2
00

2)

E
G

F
Э

пи
де

рм
ал

ьн
ы

й 
ф

ак
то

р 
ро

ст
а 

(а
нг

л.
 e

pi
de

rm
al

 g
ro

w
th

 fa
ct

or
)

И
ГХ

П
ВР

(B
au

do
ui

n 
et

 a
l.,

 1
99

3)

IG
F-

1
И

нс
ул

ин
оп

од
об

ны
й 

ф
ак

то
р 

ро
ст

а 
1 

(а
нг

л.
 in

su
lin

-l
ik

e 
gr

ow
th

 fa
ct

or
 1

)
И

ГХ
П

ВР
(B

au
do

ui
n 

et
 a

l.,
 1

99
3)

А
на

ли
з н

ей
тр

ал
из

ац
ии

 (а
нг

л.
 

ne
ut

ra
liz

at
io

n 
as

sa
y)

О
С

; П
ВР

 с
та

ди
и 

A
, B

 и
 C

(H
ar

dw
ic

k 
et

 a
l.,

 1
99

7)

PD
G

F
Тр

ом
бо

ци
та

рн
ы

й 
ф

ак
то

р 
ро

ст
а 

(а
нг

л.
 

pl
at

el
et

-d
er

iv
ed

 g
ro

w
th

 fa
ct

or
)

А
на

ли
з н

ей
тр

ал
из

ац
ии

О
С

; П
ВР

 с
та

ди
и 

A
, B

 и
 C

(H
ar

dw
ic

k 
et

 a
l.,

 1
99

7)

H
G

F
Ф

ак
то

р 
ро

ст
а 

ге
па

то
ци

то
в 

(а
нг

л.
 

he
pa

to
cy

te
 g

ro
w

th
 fa

ct
or

)
И

Ф
А

П
Д

Р
(K

at
su

ra
 e

t a
l.,

 1
99

8)



ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 6  2022

ЭПИТЕЛИАЛЬНО-МЕЗЕНХИМАЛЬНЫЙ ПЕРЕХОД 459

Ф
ак

то
р 

ро
ст

а
C

TG
F

Ф
ак

то
р 

ро
ст

а 
со

ед
ин

ит
ел

ьн
ой

 т
ка

ни
 

(а
нг

л.
 c

on
ne

ct
iv

e 
tis

su
e 

gr
ow

th
 fa

ct
or

)
И

Ф
А

О
С

; П
ВР

; П
Д

Р
(K

ita
 e

t a
l.,

 2
00

7a
)

V
E

G
F

Ф
ак

то
ра

 р
ос

та
 э

нд
от

ел
ия

 с
ос

уд
ов

 
(а

нг
л.

 v
as

cu
la

r e
nd

ot
he

lia
l g

ro
w

th
 fa

c-
to

r)

И
Ф

А
П

Д
Р

(K
at

su
ra

 e
t a

l.,
 1

99
8)

И
Ф

А
П

Д
Р

(H
er

ná
nd

ez
 e

t a
l.,

 
20

01
)

М
ул

ьт
ип

ле
кс

ны
й 

ан
ал

из
 с

 
ис

по
ль

зо
ва

ни
ем

 м
аг

ни
тн

ы
х 

бу
си

н

П
В

Р;
 П

Д
Р

(B
an

er
je

e 
et

 a
l.,

 2
00

7)

И
Ф

А
О

С
, П

В
Р;

 П
Д

Р
(K

ita
 e

t a
l.,

 2
00

7b
)

Ц
ит

ок
ин

T
N

F
α

Ф
ак

то
р 

не
кр

оз
а 

оп
ух

ол
и 

ал
ьф

а
(а

нг
л.

 tu
m

or
 n

ec
ro

si
s f

ac
to

r a
lp

ha
)

R
T-

P
C

R
; И

Ф
А

П
В

Р
(E

l-
G

hr
ab

ly
 e

t a
l.,

 
20

01
)

М
ул

ьт
ип

ле
кс

ны
й 

ан
ал

из
 с

 
ис

по
ль

зо
ва

ни
ем

 м
аг

ни
тн

ы
х 

бу
си

н

П
В

Р
(B

an
er

je
e 

et
 a

l.,
 2

00
7)

IL
-1

α,
IL

-1
β

И
нт

ер
ле

йк
ин

 1
 (а

нг
л.

 in
te

rle
uk

in
 1

)
R

T-
P

C
R

; И
Ф

А
П

В
Р

(E
l-

G
hr

ab
ly

 e
t a

l.,
 

20
01

)

IL
-6

И
нт

ер
ле

йк
ин

 6
 (а

нг
л.

 in
te

rle
uk

in
 6

)
R

T-
P

C
R

; И
Ф

А
П

В
Р

(E
l-

G
hr

ab
ly

 e
t a

l.,
 

20
01

)

И
Ф

А
О

С
; П

В
Р

(L
a 

H
ei

j e
t a

l.,
 2

00
2)

М
ул

ьт
ип

ле
кс

ны
й 

ан
ал

из
 с

 
ис

по
ль

зо
ва

ни
ем

 м
аг

ни
тн

ы
х 

бу
си

н

П
В

Р;
 П

Д
Р

(B
an

er
je

e 
et

 a
l.,

 2
00

7)

IL
-1

0
И

нт
ер

ле
йк

ин
 1

0 
(а

нг
л.

 in
te

rle
uk

in
 1

0)
М

ул
ьт

ип
ле

кс
ны

й 
ан

ал
из

 с
 

ис
по

ль
зо

ва
ни

ем
 м

аг
ни

тн
ы

х 
бу

си
н

П
В

Р
(B

an
er

je
e 

et
 a

l.,
 2

00
7)

IL
-1

2
И

нт
ер

ле
йк

ин
 1

2 
(а

нг
л.

 in
te

rle
uk

in
 1

2)
М

ул
ьт

ип
ле

кс
ны

й 
ан

ал
из

 с
 

ис
по

ль
зо

ва
ни

ем
 м

аг
ни

тн
ы

х 
бу

си
н

П
В

Р;
 П

Д
Р

Ф
ак

то
р

Н
аз

ва
ни

е
П

ол
но

е 
на

зв
ан

ие
М

ет
од

 о
пр

ед
ел

ен
ия

За
бо

ле
ва

ни
е 

се
тч

ат
ки

С
сы

лк
а

Та
бл

иц
а 

1.
 П

ро
до

лж
ен

ие



460

ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 6  2022

КУЗНЕЦОВА

Ц
ит

ок
ин

IF
N

γ
И

нт
ер

ф
ер

он
 г

ам
м

а 
(а

нг
л.

 in
te

rf
er

on
 γ)

R
T-

P
C

R
; И

Ф
А

П
В

Р
(E

l-
G

hr
ab

ly
 e

t a
l.,

 
20

01
)

М
ул

ьт
ип

ле
кс

ны
й 

ан
ал

из
 с

 
ис

по
ль

зо
ва

ни
ем

 м
аг

ни
тн

ы
х 

бу
си

н

П
В

Р
(B

an
er

je
e 

et
 a

l.,
 2

00
7)

G
-C

SF
Гр

ан
ул

оц
ит

ар
ны

й 
ко

ло
ни

ес
ти

м
ул

и-
ру

ю
щ

ий
 ф

ак
то

р 
(а

нг
л.

 g
ra

nu
lo

cy
te

-
st

im
ul

at
in

g 
fa

ct
or

)

М
ул

ьт
ип

ле
кс

ны
й 

ан
ал

из
 с

 
ис

по
ль

зо
ва

ни
ем

 м
аг

ни
тн

ы
х 

бу
си

н

П
В

Р
(B

an
er

je
e 

et
 a

l.,
 2

00
7)

Х
ем

ок
ин

C
X

C
L

8 
(т

ак
ж

е 
из

ве
ст

ны
й 

ка
к 

IL
-8

)

C
-X

-C
 M

ot
if 

C
he

m
ok

in
e 

L
ig

an
d 

8 
(I

nt
er

le
uk

in
 8

)
R

T-
P

C
R

; И
Ф

А
П

В
Р

(E
l-

G
hr

ab
ly

 e
t a

l.,
 

20
01

)

М
ул

ьт
ип

ле
кс

ны
й 

ан
ал

из
 с

 
ис

по
ль

зо
ва

ни
ем

 м
аг

ни
тн

ы
х 

бу
си

н

П
В

Р;
 П

Д
Р

(B
an

er
je

e 
et

 a
l.,

 2
00

7)

C
C

L
2 

(т
ак

ж
е 

из
ве

ст
ны

й 
ка

к 
M

C
P-

1)

C
-C

 m
ot

if 
lig

an
d 

2 
(M

on
oc

yt
e 

ch
em

o-
ta

ct
ic

 p
ro

te
in

 1
)

М
ул

ьт
ип

ле
кс

ны
й 

ан
ал

из
 с

 
ис

по
ль

зо
ва

ни
ем

 м
аг

ни
тн

ы
х 

бу
си

н

П
В

Р;
 П

Д
Р

(B
an

er
je

e 
et

 a
l.,

 2
00

7)

C
C

L
4 

(т
ак

ж
е 

из
ве

ст
ны

й 
ка

к 
M

IP
-1

β)

C
-C

 m
ot

if 
lig

an
d 

4 
(M

ac
ro

ph
ag

e 
in

fl
am

m
at

or
y 

pr
ot

ei
n 

1 
be

ta
)

М
ул

ьт
ип

ле
кс

ны
й 

ан
ал

из
 с

 
ис

по
ль

зо
ва

ни
ем

 м
аг

ни
тн

ы
х 

бу
си

н

C
C

L
5 

(т
ак

ж
е 

из
ве

ст
ны

й 
ка

к 
R

A
N

T
E

S)

C
-C

 m
ot

if 
lig

an
d 

5
М

ул
ьт

ип
ле

кс
ны

й 
ан

ал
из

 с
 

ис
по

ль
зо

ва
ни

ем
 м

аг
ни

тн
ы

х 
бу

си
н

П
Д

Р
(B

an
er

je
e 

et
 a

l.,
 2

00
7)

m
iR

N
A

s
m

iR
21

–
M

ic
ro

R
N

A
 a

rr
ay

П
В

Р;
 П

Д
Р

(U
su

i-
O

uc
hi

 e
t a

l.,
 

20
16

)

Д
ру

го
е

V
C

A
M

1
Va

sc
ul

ar
 c

el
l a

dh
es

io
n 

m
ol

ec
ul

e 
1

И
Ф

А
П

Д
Р

(H
er

ná
nd

ez
 e

t a
l.,

 
20

01
)

G
S

Гл
ут

ам
ин

си
нт

ет
аз

а 
(а

нг
л.

 g
lu

ta
m

in
e 

sy
nt

he
ta

se
)

И
Ф

А
О

С
; П

В
Р

(L
a 

H
ei

j e
t a

l.,
 2

00
2)

Ф
ак

то
р

Н
аз

ва
ни

е
П

ол
но

е 
на

зв
ан

ие
М

ет
од

 о
пр

ед
ел

ен
ия

За
бо

ле
ва

ни
е 

се
тч

ат
ки

С
сы

лк
а

Та
бл

иц
а 

1.
 О

ко
нч

ан
ие



ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 6  2022

ЭПИТЕЛИАЛЬНО-МЕЗЕНХИМАЛЬНЫЙ ПЕРЕХОД 461

ме, при этом витреальный TGF-β1 определяется
только в латентной форме (Tosi et al., 2018b). Отсут-
ствие TGF-β2, но не TGF-β1 или TGF-β3, наруша-
ет морфогенез эмбриональных глаз у мышей, что
определяет превалирующую роль TGF-β2 в глазе
(Sanford et al., 1997).

In vitro в нетрансформированных клетках РПЭ
взрослого человека также, как и во внутриглазной
жидкости и стекловидном теле, показана преоб-
ладающая экспрессия TGF-β2 над TGF-β1 и
TGF-β3, тогда как в SV40-трансформированных
фетальных клетках РПЭ человека – превалирую-
щая экспрессия TGF-β1 над TGF-β3 при отсут-
ствии экспрессии TGF-β2 (Kvanta, 1994). Кроме
того, показано, что экспрессия и секреция TGF-β
в клетках РПЭ регулируется наличием или отсут-
ствием экзогенных факторов, а также пролифера-
тивной активностью самих клеток РПЭ. При
снижении пролиферации и увеличении количе-
ства дормантных клеток РПЭ отмечается увели-
чение уровня секреции TGF-β (Kvanta, 1994).

Белки семейств TGF-β и BMP активируют
сходный нисходящий канонический Small mother
against decapentaplegic (Smad) и неканонические
сигнальные пути.

Канонический TGF-β сигнальный путь/TGF-
β/Smad-зависимый сигнальный путь

Каждый лиганд семейства TGF-β связывается
со специфической парой рецепторных се-
рин/треонин протеинкиназ, принадлежащих к
рецепторам I и II типа, оба из которых необходи-
мы для трансдукции сигнала (рис. 1). Так факто-
ры роста TGF-β связываются с TGFβR-I (другое
название activin receptor-like kinase 5, ALK5) и
TGFβR-II, а белки семейства BMP – с BMPR-I
(BMPR-IА/ALK3, BMPR-IB/ALK6) и BMPR-II
рецепторами. Соединение лиганда с рецептором
II типа приводит к связыванию рецепторов I и II
типа. В этом комплексе рецептор II типа вызыва-
ет фосфорилирование и активацию рецептора I
типа. Рецептор I типа затем фосфорилирует ре-
цептор-активируемые белки Smads: Smad2 и
Smad3 в TGF-β сигнальном пути и Smad1, Smad5
и Smad8 в BMP сигнальном пути (Mitsuhiro et al.,
2003; Xu et al., 2009). Фосфорилированные рецеп-
торные белки Smads формируют гетеромерные
комплексы с общим белком Smad4, и транслоци-
руются в ядро, где они взаимодействуют с ДНК-
связанными транскрипционными факторами се-
мейств SNAIL, zinc finger E-box-binding homeobox
(ZEB) и basic helix-loop-helix (bHLH), которые ре-
гулируют ЭМП, активируя экспрессию генов ме-
зенхимальной дифференцировки и подавляя экс-
прессию генов эпителиальной дифференциров-
ки. ZEB1 и ZEB2 (также известный как SIP1)
являются критическими транскрипционными
факторами, репрессирующими экспрессию эпи-

телиальных генов для запуска ЭМП. Показано,
что избыточная экспрессия ZEB1 в первичных
культурах РПЭ мыши приводит к ЭМП (Liu et al.,
2010).

Сигнальные белки семейства TGF-β оказыва-
ют регуляторное влияние на ЭМП и могут обра-
тить этот процесс вспять во время эмбрионально-
го развития и нормального заживления ран. Од-
нако повышение уровня TGF-β приводит к
нарушению баланса между ЭМП и обратным пе-
реходом при патологических состояниях, таких
как хроническое воспаление, что приводит к раз-
витию фиброзных нарушений (Xu et al., 2009).

TGF-β и его посредник фактор роста соедини-
тельной ткани (англ. connective tissue growth fac-
tor, CTGF) – индукторы синтеза и аккумуляции
белков ВКМ (фибронектина, ламинина, коллаге-
на I типа) – являются ключевыми медиаторами в
развитии ПВР и в трансформации РПЭ в фиброб-
ластоподобные клетки in vitro (Grisanti, Guidry,
1995; Zhu et al., 2013). При ПВР в аспиратах стек-
ловидного тела с интраокулярным фиброзом со-
держится более чем в три раза больше TGF-β по
сравнению с неосложненными формами отслое-
ния сетчатки без интраокулярного фиброза (Con-
nor et al., 1989). Кроме того, при ПВР в эпирети-
нальных мембранах наблюдается активация экс-
прессии Snail (SNAI1) (Li et al., 2011).

Обработка клеток РПЭ взрослого человека
ранних пассажей стекловидным телом приводит
к увеличение экспрессии мезенхимальных марке-
ров, а именно фибронектина и альфа-гладкомы-
шечного актина (англ. alpha-smooth muscle actin,
αSMA) (Huang et al., 2012). Воздействие TGF-β1 и
CTGF на клетки ARPE-19 способствует схожим
изменениям. В клетках увеличивается экспрес-
сия таких компонентов ВКМ, как фибронектина,
ламинина, MMP2 и коллагена I типа, что сопро-
вождается снижением экспрессии E-кадгерина и
ZO-1, а также усилением экспрессии Snail, как
мРНК, так и белка. В самих клетках при этом
происходит реорганизация цитоскелета: клетки
экспрессируют αSMA и приобретают мезенхи-
мальный фенотип (Lee et al., 2008; Li et al., 2011;
Zhu et al., 2013). Подавление Snail значительно
ослабляет TGF-β1-индуцированный ЭМП, что
выражается в уменьшении экспрессии мезенхи-
мальных маркеров (фибронектина, αSMA) и по-
вышением эпителиальных маркеров (E-кадгери-
на, ZO-1) (Li et al., 2011).

TGF-β и активин А, кроме реорганизации ци-
тоскелета, стимулируют миграцию клеток линии
РПЭ человека D407 (линия получена из глазного
яблока 12-летнего ребенка), которая происходит
через TGF-β/Smad-зависимый сигнальный путь
(Mitsuhiro et al., 2003). Нокдаун Snail приводит к
эффективному подавлению миграции клеток
ARPE-19 (Li et al., 2011). Таким образом, Snail также
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как и ZEB1 играет важную роль в TGF-β1-индуци-
рованном ЭМП клеток РПЭ человека и может спо-
собствовать развитию ПВР. Специфическое инги-
бирование Snail может обеспечить новый подход
к лечению и предотвращению ПВР.

Во многих работах, выполненных на нокаут-
ных животных, показана существенная роль бел-
ков семейства BMP, в частности BMP4 и 7, в мор-
фогенезе глаза (Dudley et al., 1995; Luo et al., 1995;
Furuta, Hogan, 1998) и специализации РПЭ

Рис. 1. miRNAs в регуляции TGF-β сигнальных путей и контроле ЭМП при пролиферативных витреоретинальных за-
болеваниях. ЭМП – эпителиально-мезенхимальный переход; ALK5 – активин рецептор-подобная киназа 5 (англ. ac-
tivin receptor-like kinase 5, другое название – TGF-β рецептор I типа, англ. TGFβR-I – TGF-β-receptor I); JNK – c-Jun
N-терминальная киназа (англ. c-Jun N-terminal kinase); MEK или MKK – другие названия MAPK kinase; PI3K – фос-
фоинозитид-3-киназа (англ. phosphoinositide 3-kinases); P указывает на фосфорилирование. См. текст для других со-
кращений.
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(Wordinger, Clark, 2007; Müller et al., 2007). Более
подробно механизм передачи сигналов белков се-
мейства BMP – от регуляции секреции, локализа-
ции и активации рецепторов до влияния на пере-
дачу сигналов – описан в обзоре Брэгдон и соавт.
(Bragdon et al., 2011). Однако информации о роли
белков BMP и его рецепторах во взрослом РПЭ в
норме и патологии существует мало. Матхура и
соавт. впервые определили экспрессию мРНК
BMP4 и BMPR-II в свежевыделенных клетках
РПЭ, в первичных культурах взрослого человека
и постоянной линии ARPE-19 (Mathura et al.,
2000). Авторами показано также, что экзогенное
добавление BMP4 и BMP2 к культивируемым
клеткам РПЭ ингибирует их пролиферацию. В
последующих работах выявлено, что BMP4 диф-
ференциально экспрессируется в макулярной об-
ласти РПЭ пациентов с сухой и влажной ВМД,
что зависит от микроокружения (Xu et al., 2011).
Так при сухой форме ВМД отмечается увеличе-
ние экспрессии BMP4, а при влажной – сниже-
ние или даже отсутствие белка на иммуногисто-
химическом уровне в хирургически удаленных
хориваскулярных мембранах (Zhu et al., 2009a).
При сухой форме ВМД, по мнению авторов,
ВМР4 опосредует окислительный стресс-инду-
цированное старение РПЭ и отвечает за повы-
шенное содержание в них белка p53 (Zhu et al.,
2009b). При влажной ВМД, как показано на мо-
дели CNV, вызванной лазерным повреждением
сетчатки у мышей, уровень BMP4 обратно корре-
лирует с уровнем основного плейотропного вос-
палительного цитокина TNFα (Xu et al., 2011).
Данный факт указывает на то, что TNFα ингиби-
рует экспрессию BMP4 в клетках РПЭ во время
активного развития CNV. Кроме того, добавление
TNFα значительно снижало экспрессию BMP4 в
культивируемых фетальных клетках РПЭ челове-
ка, ARPE-19 и клетках РПЭ в эксплантатах зад-
ней чаши глаза мыши (Xu et al., 2011). Таким об-
разом, механизм подавления BMP4, выявленный
Сюй и соавт., может быть полезным для опреде-
ления новых мишеней для лечения ВМД.

Важную роль BMP белков в подавлении фиброза
при ПВР показывают работы с использованием их
антагонистов. Так, гремлин (англ. gremlin), один из
антагонистов BMP белков, способствовал ЭМП в
клетках ARPE-19, на что указывает повышение
экспрессии αSMA и активности MMP2, подавле-
ние экспрессии ZO-1 и повышенная миграционная
способность клеток (Lee et al., 2007). В дополнение
к этому, недавние исследования демонстрируют
важную роль BMP4 и ВМР7 в подавлении фибро-
за при ПВР (Yao et al., 2016, 2019). Так, добавление
экзогенных BMP4 и BMP7 к первичным клеткам
РПЭ ингибировало TGF-β-индуцированное по-
давление эпителиальных маркеров (ZO-1, Е-кад-
герина (кодируется геном CDH1)), а также акти-
вацию мезенхимальных маркеров (фибронектин,

αSMA) как на уровне мРНК, так и на уровне бел-
ка. Кроме того, обработка BMP4 ослабляла вы-
званное TGF-β сокращение коллагенового геля,
миграцию клеток и фосфорилирование Smad2/3.
Напротив, нокдаун эндогенного BMP4 стимули-
ровал изменения в маркерах ЭМП (Yao et al., 2016,
2019). Результаты Яо и соавт. свидетельствуют о
том, что BMP4 и ВМР7 могут ингибировать TGF-
β-опосредованный ЭМП в клетках РПЭ и, таким
образом, их можно рассматривать в качестве по-
тенциальных терапевтических агентов для лече-
ния ПВР.

Неканонические TGF-β сигнальные пути

Помимо канонического TGF-β/Smad-зависи-
мого сигнального пути выделяют также Smad-не-
зависимые сигнальные каскады, которые активи-
руются в ответ на TGF-β (рис. 1).

Сигнальные каскады митоген-активируемой
протеинкиназы (англ. mitogen-activated protein ki-
nase, MAPK). На сегодняшний день у млекопита-
ющих идентифицировано 14 членов MAPK, кото-
рые разделены на 7 подгрупп. Выделяют четыре
обычные подгруппы MAPK (ERK1/2, c-Jun N-ter-
minal kinase (JNK), p38 MAPK и ERK5), работаю-
щие в типичном трехуровневом модуле с двой-
ным фосфорилированием, и три атипичных под-
группы MAPK (ERK3/4, ERK7/8 и nemo-like
kinase (NLK)), которые не следуют классической
трехуровневой сигнальной структуре с двойным
фосфорилированием (Yue, López, 2020). МАРК
играют ключевую роль в преобразовании внекле-
точных стимулов в широкий спектр клеточных
ответов, включая рост, миграцию, пролиферацию,
дифференцировку и апоптоз клеток (Nishimoto,
Nishida, 2006). В зависимости от типа клеток и
стимула МАРК могут действовать как активаторы
или ингибиторы клеточных ответов (Yue, López,
2020).

ERK1/2 каскады стимулируются в основном
факторами роста, тогда как JNK и p38 MAPK ак-
тивируются наиболее заметно после воздействия
на клетки факторов (физических, химических и
биологических), вызывающих стресс. Активиру-
емые стрессом JNK и p38 MAPK играют ключе-
вую роль в балансировании выживания и гибели
клеток.

MAPK/ERK сигнальный каскад наиболее изу-
чен среди MAPK каскадов. На клеточной культуре
РПЭ мыши показано, что TGF-β активирует бе-
лок Ras (Chung et al., 2011), который участвует в
различных MAPK каскадах передачи информа-
ции от рецепторов плазматической мембраны к
ядерным факторам транскрипции (рис. 1). В
клетках РПЭ в течении ЭМП ERK1/2 сигналь-
ный путь может перекрестно взаимодействовать с
каноническим TGF-β/Smad и Jagged/Notch путя-
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ми. Так, в клетках ARPE-19 инактивация ERK1/2
с помощью U0126, низкомолекулярного ингиби-
тора фосфорилирования MEK1/2 (mitogen extra-
cellular signal regulated kinases 1/2), предотвращала
TGF-β2-индуцированное подавление P-кадгери-
на и активацию αSMA, коллагена IV типа, N-кад-
герина и фибронектина путем ингибирования как
канонического TGF-β2/Smad, так и Jagged/Notch
сигнальных путей. Кроме того, блокада Notch пути
специфическим ингибитором DAPT подавляла ин-
дуцированную TGF-β2 активацию пути ERK1/2
(Chen et al., 2014a). В другом исследовании, на-
против, активация ERK1/2 сигнального пути с
помощью кемпферола (англ. kaempferol), флаво-
ноида с противораковой и антиметастатической
активностью, ингибировала экспрессию белка
MMP2 и миграцию клеток ARPE-19 (Chien et al.,
2019).

Ras-ERK сигнальный путь, помимо индукции
мезенхимальной дифференцировки, может
участвовать в регуляции нейрональной диффе-
ренцировки клеток РПЭ (Chung et al., 2011). При
добавлении TGF-β в среду культивирования кле-
ток РПЭ мыши в последних отмечено усиление
экспрессия нейрон-ассоциированных генов, в
частности TUBB3 (Chung et al., 2011). В то время
как, при предобработке клеток U0126 эффектив-
но блокировалось TGF-β-вызванное фосфори-
лирование ERK и значительно уменьшалась экс-
прессия TUBB3. Данный факт указывает на то,
что TGF-β стимулирует экспрессию TUBB3 через
активацию MAPK/ERK сигнального пути. Ре-
зультаты работы этих авторов согласуются с дан-
ными литературы, свидетельствующими об уча-
стии MAPK/ERK сигнального пути в трансдиф-
ференцировке РПЭ в нейральную сетчатку у
куриного эмбриона (Galy et al., 2002). Так в сет-
чатке куриного эмбриона in ovo эктопическая
экспрессия аллели MEK1 (MEKDD), непосред-
ственного активатора ERK в MAPK сигнальном
пути, вызывала трансдифференцировку РПЭ в
клетки подобные нейроэпителиальному слою
сетчатки, что коррелировало c ингибированием
экспрессии Mitf в презумптивном РПЭ (Galy et al.,
2002). Следовательно, TGF-β через активацию
MAPK/ERK сигнального каскада индуцирует и
нейрональную и мезенхимальную дифференци-
ровку клеток РПЭ, т.е. их дедифференцировку
и ЭМП.

Известно, что в регуляции JNK и p38 MAPK
сигнальных каскадов участвует член семейства
MAPK киназ-киназ – TGF-β-активированная
киназа 1 (англ. TGF-β-activated kinase 1, TAK1,
альтернативное имя МАPK kinase kinase 7,
MAP3K7) (рис. 1).

В ряде работ, выполненных на линейных клет-
ках РПЭ человека, выявлено участие протеинки-
назы p38 MAPK в ЭМП (Saika et al., 2005; Dvashi

et al., 2015). Так, использование 5Z-7-оксозеенола,
ингибитора TAK1, предотвращало развитие при-
знаков ЭМП, вызванных стимуляцией TGF-β1:
миграцию клеток, увеличение экспрессии αSMA
и сократительной способности клеток ARPE-19
(Dvashi et al., 2015). В другой работе ингибирова-
ние p38 MAPK специфическим ингибитором
SB202190 препятствовало стимулирующему дей-
ствию экзогенного TGF-β2 на миграцию клеток
ARPE-19 и на продукцию компонентов ВКМ, та-
кие как коллаген I типа и фибронектин (Saika
et al., 2005).

PI3K/AKT/mTOR сигнальный путь. Доказатель-
ства того, что TGF-β активирует не только
MAPK, но и фосфоинозитид-3-киназный (англ.
phosphoinositide 3-kinase, PI3K) сигнальный каскад
(рис. 1) находятся в работах Ли и соавт. (Lee et al.,
2008) и Хуанг и соавт. (Huang et al., 2012). Они
свидетельствуют об увеличение фосфорилирова-
ния не только ERK1/2, но и нижестоящей мише-
ни PI3K – AKT (протеинкиназа В, кодируемая
AKT), после воздействия TGF-β1 на клетки РПЭ
человека. Нижестоящей мишенью AKT является
белок механическая мишень рапамицина (англ.
mechanistic (formerly “mammalian”) target of rapa-
mycin, mTOR), который регулирует трансляцию
многих белков, в том числе тех, которые связаны
с ростом клетки и ее размножением. mTOR пред-
ставляет собой серин/треониновую протеинки-
назу из семейства PI3K-родственных киназ (англ.
PI3K-related kinase, PIKK), которая образует ката-
литическую субъединицу двух различных белковых
комплексов, известных как mTOR комплекс 1
(англ. mTOR complex 1, mTORС1) и 2 (mTORC2)
(Saxton, Sabatini, 2017). Если mTORC1 регулирует
рост и метаболизм клеток, способствуя синтезу
белков, липидов и нуклеотидов, одновременно
подавляя катаболические пути, такие как аутофа-
гия, то mTORC2 контролирует пролиферацию и
выживание (Saxton, Sabatini, 2017).

Исследования по ингибированию mTORС1
сигнального пути в культурах клеток РПЭ ведутся
с целью регуляции ЭМП. Так, использование ра-
памицина, ингибитора mTORС1, способствовало
снижению в клетках ARPE-19, обработанных
TGF-β1, экспрессии NADPH oxidase 4 (NOX4)
(Kim et al., 2020). Ингибирование NOX4 в клетках
ARPE-19 предотвращало образование активных
форм кислорода, TGF-β-индуцированного ЭМП
и фиброза. Интересно, что обработка рапамици-
ном полностью блокировала фосфорилирование
ERK1/2, указывая на ингибирование петли обрат-
ной связи от mTORC1 к ERK1/2. Авторы предпо-
лагают, что ось TGF-β1/ERK1/2/mTORC1/NOX4
может быть использована в качестве новой стра-
тегической мишени для предотвращения заболе-
ваний сетчатки, связанных с ЭМП и фиброзом
(Kim et al., 2020).
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Дедифференцировка клеток РПЭ, опосредо-
ванная активацией mTOR в ответ на химическое
окислительное повреждение, блокировалась ра-
памицином в эксперименте на мышах с селектив-
ной по отношению к РПЭ постнатальной потерей
окислительного фосфорилирования. Ингибиро-
вание реакции на стресс путем блокирования ак-
тивации mTOR оказывало заметное благотворное
влияние не только на РПЭ, но и на фоторецепторы
(Zhao et al., 2011). В связи с чем, ингибирование
mTOR является вполне убедительной терапевтиче-
ской стратегией для лечения дегенеративных забо-
леваний сетчатки человека, вызванных повре-
ждением РПЭ (Zhao et al., 2011).

На мышиной модели со специфическим нока-
утом в РПЭ гена tuberous sclerosis 1 (Tsc1), который
кодирует вышестоящий супрессор mTORC1, под-
тверждено участие mTORC1 в дегенерации РПЭ
(Go et al., 2020). Использовав метаболомный и ге-
номный анализы, исследователи выявили, что
гиперактивный mTORC1 приводит к преобразо-
ванию метаболического пути в РПЭ за счет уве-
личения гликолиза (Go et al., 2020). Однако, не-
смотря на очевидную роль mTORC1 в старении
РПЭ и возрастной дегенерации, клинические ис-
пытания рапамицина у пациентов с географиче-
ской атрофией не увенчались успехом (Petrou et al.,
2014). Го и соавт. предполагают, что сетчатка и
РПЭ имеют разные метаболические пути, а сиг-
нал mTORC1 является фактором выживания фо-
торецепторных клеток. Соответственно, рапами-
цин оказался токсичным для клеток сетчатки у
пациентов с ВМД. Поскольку mTORC1 находит-
ся на вершине сигнальной сети и контролирует
несколько направлений клеточных процессов,
необходимы дополнительные исследования, на-
правленные на рассечение сигнала ниже по тече-
нию, чтобы избежать полного ингибирования эф-
фектов mTORC1 при возрастных заболеваниях
(Go et al., 2020).

В работах по изучению изменений цитоскеле-
та клеток РПЭ под действием TGF-β показана ак-
тивация RhoА/Rho-associated protein kinase (ROCK)
сигнального каскада (Lee et al., 2008; Huang et al.,
2012; Zhu et al., 2013). Rho-семейство малых ГТ-
Фаз – это семейство “малых” клеточных сигналь-
ных белков (около 21 кДа), принадлежащих к су-
персемейству Ras-подобных белков. Среди
20 белков млекопитающих наиболее изучены
Rac1 и RhoA (Boureux et al., 2007). Показано, что
Rac1 белок играет ключевую роль в регуляции по-
лимеризации актина и способствуют формирова-
нию ламеллоподий на переднем крае мигрирую-
щих клеток (Bustelo et al., 2007; Huang et al., 2012).
Белок RhoA играет важную роль в образовании и
стабильности клеточных контактов, он активиру-
ет ROCK, относящуюся к типу серин/треонино-
вых протеинкиназ (Bustelo et al., 2007). Известно
около 20 субстратов, фосфорилируемых ROCK,

включая белки цитоскелета, легкие цепи миози-
на, фосфатазу миозина, LIM-киназу, которая че-
рез фосфорилирование кофилина играет важную
роль в полимеризации актина. ROCK вовлечена в
различные виды активности клетки, такие как ор-
ганизация цитоскелета, формирование стресс-во-
локон и фокальных контактов, деление, миграция,
апоптоз (Boureux et al., 2007; Bustelo et al., 2007).

Сравнение эффектов TGF-β2 и стекловидного
тела, основного источника TGF-β2, выявило раз-
ный ответ нетрансформированных клеток РПЭ
(Parapuram et al., 2009). Так, только TGF-β2 сти-
мулировал в клетках РПЭ дифференцировку в
миофибробласты, которые, как предполагается,
вызывают сокращение эпиретинальных мембран.
О дифференцировке в миофибробласты свиде-
тельствовали изменения в цитоскелете клеток,
проявляющиеся в формировании стресс-волокон
с комплексами фокальной адгезии, и повышение
экспрессии специфичных для миофибробластов
генов αSMA и CTGF. И наоборот, при обработке
стекловидным телом отмечено формирование
коротких филаментов, которые концентрирова-
лись в ламеллоподиях или филоподиях, и сниже-
ние экспрессии мРНК αSMA и CTGF (Parapuram
et al., 2009). Кроме того, при обработке стекло-
видным телом, исследователи отметили более
выраженную подвижность клеток РПЭ, что, по
мнению авторов, не может быть объяснено при-
сутствием в стекловидном теле одного только
TGF-β2, а указывает на роль других сигнальных
молекул. Исследователи предполагают, что вит-
реальный TGF-β2 играет важную начальную роль
в ЭПМ, однако в последующем происходит по-
давление TGF-β пути (Parapuram et al., 2009). И в
этом подавлении может участвовать BMP2 сиг-
нальный путь, активацию которого при обработ-
ке клеток РПЭ стекловидным телом наблюдали
другие исследователи (Ganti et al., 2007).

Воздействие TGF-β1 на первичные клетки
РПЭ взрослого человека ранних пассажей и клетки
линии ARPE-19 приводило не только к увеличению
фосфорилирования Smad2/3, но и к активации
Rac1 и RhoA, что сопровождалось увеличением ме-
зенхимальных маркеров (Lee et al., 2008; Huang
et al., 2012). Воздействие на RhoА/ROCK сигналь-
ный каскад как потенциальную мишень ЭМП кле-
ток РПЭ и новый терапевтический подход в лече-
нии ПВР активно разрабатывается in vitro (Zhu et al.,
2013). Предобработка специфическими ингиби-
торами: малой молекулой NSC23766 (ингибитор
белка Rac1), гидроксифасудилом (активный ме-
таболит фасудила) или малой молекулой Y-27632
(ингибиторы ROCK) предотвращала фибробла-
стоподобные изменения в цитоскелете клеток
РПЭ (Lee et al., 2008; Huang et al., 2012; Zhu et al.,
2013). Кроме того, фасудил значительно ингиби-
ровал развитие экспериментального ПВР в глазах
кроликов, не влияя на жизнеспособность клеток
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сетчатки по данным электроретинографического
и гистологического анализов (Kita et al., 2008).

Помимо специфических ингибиторов ROCK
(фасудила и Y-27632) ингибитором ROCK и casein
kinase 1 (CK1) является никотинамид, дериват ви-
тамина B3 (Meng et al., 2018). С 2009 года никоти-
намид активно используют в протоколах направ-
ленной дифференцировки iPSCs и ESCs человека
в РПЭ (Buchholz et al., 2013; Zhao et al., 2017; Saini
et al., 2017), когда Идельсон с соавт. показали уве-
личение эффективности генерации РПЭ из ESCs
человека до 33% через 6 недель после добавления
никотинамида и активина А (Idelson et al., 2009).
Никотинамид подавляет фосфорилирование лег-
кой цепи миозина, подавляет сокращение акто-
миозина и приводит к повышению выживаемо-
сти клеток (Meng et al., 2018). В последнее время
роль никотинамида в возврате клеток РПЭ из де-
дифференцированного при ЭМП в дифференци-
рованное состоянии пристально изучается in vitro
(Hazim et al., 2019; Boles et al., 2020; Zhou et al.,
2020).

Таким образом, различные исследования
TGF-β сигнальных путей, участвующих в патоло-
гических процессах в РПЭ, выполненных в ос-
новном на клеточной линии РПЭ человека
ARPE-19, выявили, что ведущая роль в ЭМП кле-
ток РПЭ принадлежит двум изоформам TGF-β1
(Mitsuhiro et al., 2003; Lee et al., 2008; Li et al., 2011;
Dvashi et al., 2015; Kim et al., 2020) и TGF-β2 (Pri-
glinger et al., 2004; Saika et al., 2005; Chen et al.,
2014a), тогда как BMP4 и BMP7 противодейству-
ют их эффектам (Yao et al., 2016, 2019). Хотя
TGF-β1 в стекловидном теле обнаруживается лишь
в латентной форме, его активация возможна при
патологии, чему может способствовать, напри-
мер, снижение pH среды при воспалении. По-
скольку участие TGF-β1 в ЭМП клеток РПЭ про-
демонстрировано в ряде исследований in vitro,
высвобожденный активный TGF-β1 из латентной
формы в стекловидном теле также может вызывать
ЭМП клеток РПЭ при контакте с компонентами
стекловидного тела. В связи со сказанным роли
витреальных TGF-β (TGF-β1 и TGF-β2) в ЭМП
клеток РПЭ еще предстоит уточнить.

Факторы роста и цитокины в активации 
неканонических TGF-β сигнальных путей

и развитии ЭМП
Хотя TGF-β, по-видимому, играет ключевую

роль в стимуляции клеток РПЭ для формирова-
ния эпиретинальных мембран, многие другие
факторы так же могут быть вовлечены в патогенез
витреоретинальных расстройств и других, свя-
занных с ЭМП ретинохориоидальных заболева-
ний. Так, в аспиратах стекловидного тела при
ПВР помимо повышенного содержания TGF-β,
обнаружены и такие факторы роста, как фактор

роста гепатоцитов (HGF) и эпидермальный фак-
тор роста (EGF), и провоспалительный цитокин
TNFα (табл. 1).

Воздействие TNFα на клетки ARPE-19 индуци-
ровало образование фиброзных очагов (Takahashi
et al., 2010). Через взаимодействие гиалуроновой
кислоты с CD44–моэзином TNFα опосредовал ак-
тивацию TGF-β сигнального пути. TNFα способ-
ствует экспрессии CD44, основного рецептора
трансмембранной адгезии для гиалуроновой кис-
лоты, и фосфорилированию моэзина с помощью
протеинкиназы C (англ. protein kinase C, PKC),
что приводит к перицеллюлярному взаимодей-
ствию гиалуроновой кислоты и CD44. Образова-
ние комплекса гиалуроновая кислота–CD44–
моэзин приводит к нарушению межклеточных
контактов и повышению подвижности клеток за
счет ремоделирования актина. Кроме того, ком-
плекс гиалуроновая кислота–CD44–моэзин свя-
зывается с TGFβR-II и клатрином в актиновых
микродоменах с последующей активацией пере-
дачи сигналов TGF-β и индукцией мезенхималь-
ного фенотипа в клетках РПЭ (Takahashi et al.,
2010). Помимо этого, авторы продемонстрировали,
что фиброз, индуцированный инъекцией TNFα в
сетчатку мыши, заметно подавлялся у мышей, но-
каутированных по CD44. Эти данные указывают на
то, что взаимодействие гиалуроновой кислоты с
CD44 играет ключевую роль в фиброзных рас-
стройствах, ассоциированных с ЭМП. Как пока-
зано на клетках ARPE-19, TNFα активирует AKT,
mTORC1 и mTORC2. Однако только AKT/mTORC1
сигнальный путь необходим для TNFα-опосре-
дованной миграции клеток РПЭ (Liu et al., 2012) и
экспрессии MMP9 в клетках РПЭ in vitro (Wang
et al., 2012).

Активация ERK и PKCδ сигнальных путей отме-
чена и при экзогенном добавлении HGF в сочета-
нии с EGF к линейным ARPE-19 и первичным
клеткам РПЭ, синергетическое действие которых
стимулировало миграцию клеток (Chen et al.,
2012c).

МикроРНК (miRNAs) в регуляции TGF-β 
сигнального пути и ЭМП

В настоящее время появляется все больше ис-
следований, направленных на изучение роли
miRNAs в регуляции дифференцировки и ЭМП
клеток РПЭ (Wang et al., 2010; Adijanto et al., 2012;
Donato et al., 2018; Shahriari et al., 2020). Так, пока-
зано, что при TGF-β2-индуцированном ЭМП в
клетках ARPE-19 по-разному экспрессируется
304 miRNAs. Из этих дифференциально экспрес-
сируемых miRNAs регуляция 185 подавлена, то-
гда как регуляция 119 повышена как минимум в
два раза (Chen et al., 2014b). Отмечено, что в клет-
ках ARPE-19 после обработки TGF-β2 резко сни-
жается экспрессия miR-let7c и активируется путь
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передачи сигнала nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells (NF-κB) (Deji et al.,
2020). NF-κB регулирует большое число генов,
многие из которых являются критическими для
выживания клеток. NF-κB является ключевым
регулятором воспалительных сигнальных каска-
дов, он участвует в индукции и поддержании
ЭМП и в неоваскуляризации сетчатки (Yang et al.,
2015b; Moon et al., 2017b; Luo et al., 2018). NF-κB
стимулирует выработку различных факторов ро-
ста, включая TGF-β, и провоспалительных цито-
кинов (например, IL-8, TNFα), молекул адгезии,
ангиогенных факторов (например, фактора роста
эндотелия сосудов, англ. vascular endothelial
growth factor, VEGF), а также ферментов деграда-
ции ВКМ (например, MMP9), активность кото-
рых связана с миграцией клеток. В то же время
NF-κB активируется в ответ на различные стиму-
лы – воспалительные цитокины, клеточный
стресс, а также факторы роста (Yang et al., 2015a).
Известно, что NF-κB способствует стабилизации
белка Snail, предотвращая его фосфорилирова-
ние внутриклеточной киназой гликогенсинтазы-
3β (англ. glycogen synthase kinase 3 beta, GSK3β) и
последующую деградацию (Thiery et al., 2009).
Потеря активности NF-κB снижает экспрессию
генов, связанных с ЭМП (Moon et al., 2017b).

В ряде исследований показано, что критиче-
скую роль в дифференцировке клеток РПЭ игра-
ет семейство miR-204/211 (Wang et al., 2010; Adi-
janto et al., 2012). MiR-204/211 регулируют MITF,
что способствует поддержанию эпителиального
фенотипа в фетальных клетках РПЭ человека
(Adijanto et al., 2012). Кроме того, прямыми мише-
нями miR-204 являются TGFβR-II и SNAI2 (также
известный как SLUG) (Wang et al., 2010). Помимо
miR-204/211 и семейства let7 ряд других miRNAs,
такие как miR-29b (Li et al., 2016), miR-93 (Fuchs
et al., 2020), miR-124 (Jun, Joo, 2016) и miR-194
(Cui et al., 2019) могут быть молекулярными регу-
ляторами и потенциальными терапевтическими
мишенями при развитии ЭМП при ПВР.

Например, ингибирование miR-29b в клетках
ARPE-19 напрямую запускает процесс ЭМП, кото-
рый характеризуется фенотипическими изменени-
ями, активацией αSMA, подавлением E-кадгерина
и ZO-1 и повышенной миграцией клеток (Li et al.,
2016). Мишенью miR-29b является AKT2, подав-
ление которого ингибирует TGF-β1-индуциро-
ванный ЭМП (Li et al., 2016). Сверхэкспрессия
miR-194 значительно ингибирует TGF-β1-инду-
цированный ЭМП клеток ARPE-19, при этом
значительно снижается экспрессия CDH2 (ген
N-кадгерина) и других генов, которые регулиру-
ются ZEB1 (Cui et al., 2019). При прогрессирова-
нии ЭМП в клетках ARPE-19 снижается уровень
экспрессии miR-124, а ингибирование эндоген-
ной miR-124 способствует увеличению мезенхи-
мальных и снижению эпителиальных маркеров

(Jun, Joo, 2016). Сверхэкспрессия miR-124 увели-
чивает уровни ZO-1 и окклюдина, подавляет
уровни фибронектина, αSMA и виментина, а также
подавляет TGF-β1-индуцированное сокращение
коллагенового геля клетками РПЭ (Jun, Joo, 2016).

Как показано в исследовании Фукса и соавт.,
мишенями для miR-302d являются TGFβR-II,
SMAD2 и SMAD3, три основных гена TGF-
β/Smad сигнального каскада, тогда как miR-93
регулирует только TGFβR-II (Fuchs et al., 2020).
После воздействия TGF-β и трансфекции miR-
302d или miR-93 в клетках ARPE-19 выявлено
значительное снижение секреции VEGF-A, игра-
ющего решающую роль в CNV при ВМД. Однако
роль miR-302d в дифференцировке клеток РПЭ
остается противоречивой. Так, по мнению Фукса
и соавт., обе miRNAs (miR-302d и miR-93) могут
возвращать TGF-β-индуцированные мезенхи-
мальные клетки ARPE-19 в эпителиоподобное
состояние и, следовательно, способствовать
МЭП (Fuchs et al., 2020). Однако в другом иссле-
довании показано, что miR-302d-3p индуцирует
дедифференцировку клеток ARPE-19, что прояв-
ляется снижением характерных маркеров РПЭ и
прерыванием фагоцитоза, а также способствует
миграции клеток, их пролиферации и прогресси-
рованию клеточного цикла (Jiang et al., 2018). В
этом же исследовании потенциальным вышесто-
ящим фактором транскрипции для miR-302d-3p
был идентифицирован c-Jun, а нижестоящей ми-
шенью – p21, ингибитор циклинзависимой киназы,
кодируемый геном CDKN1A. Данные этой работы
свидетельствуют о том, что p21 может способство-
вать дифференцировке РПЭ, ингибировать его
пролиферацию, развитие клеточного цикла и ми-
грацию, тогда как miR-302d-3p подавляет диффе-
ренцировку РПЭ посредством прямого нацели-
вания на p21 (Jiang et al., 2018).

Стратегии воздействия на TGF-β
сигнальный путь и ЭМП клеток РПЭ

На сегодняшний день очевидно, что комплекс
растворимых факторов, в том числе из сыворотки
крови и стекловидного тела, и ВКМ тесно пере-
плетены при развитии ЭМП клеток РПЭ. Резуль-
таты работ, выполненных в основном на клеточ-
ной линии ARPE-19, свидетельствуют о том, что
различные факторы роста и сигнальные молеку-
лы могут запускать ЭМП клеток РПЭ, понижая
их уровень дифференцировки и способствуя про-
лиферации (Yang et al., 2015b; Dvashi et al., 2015;
Yao et al., 2016). Рецепторы с высоким сродством
к таким факторам роста, как EGF, FGF, IGF,
HGF, TGFα и PDGF, которые обнаруживаются в
стекловидном теле при пролиферативных витре-
оретинопатиях (табл. 1), принадлежат к разным
подклассам рецепторных тирозинкиназ. Однако
все они могут активировать сходные внутриклеточ-
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ные сигнальные пути, в том числе MAPK/ERK и
PI3K/AKT/mTOR (Thiery et al., 2009; Gonzalez,
Medici, 2014; Liu et al., 2015).

В отличие от факторов, которые запускают
ЭМП, очевидно, что TGF-β является его основ-
ным регулятором (Dvashi et al., 2015; Yao et al.,
2016). Он способствует миграции клеток РПЭ и
активирует в них синтез компонентов ВКМ. Уча-
стие двух изоформ TGF-β (TGF-β1 и TGF-β2) в
ЭМП клеток РПЭ продемонстрировано в ряде
исследований (Mitsuhiro et al., 2003; Priglinger et al.,
2004; Saika et al., 2005; Lee et al., 2008; Li et al., 2011;
Chen et al., 2014a; Dvashi et al., 2015; Kim et al.,
2020).

Учитывая важную роль ЭМП в патогенезе
ПВР, таргетная терапия ЭМП считается потен-
циальным методом лечения этого заболевания. В
настоящее время ведутся исследования по блоки-
рованию TGF-β сигнального пути на всех уров-
нях – от его лигандов и рецепторов до ядерных
рецепторов. Эти ингибиторы включают как ма-
лые молекулы (англ. small molecule drugs), так и
большие молекулы или биопрепараты (англ. large
molecules or biologics).

Большинство современных ингибиторов пере-
дачи сигналов TGF-β, которые нацелены на ней-
трализацию всех его изоформ или на прямое инги-
бирование киназной активности его рецепторов,
более подробно рассмотрены в обзорах (Yang et al.,
2015b; Györfi et al., 2018; Huynh et al., 2019). Среди
них, например, LY-364947, селективный ингибитор
TGFβR-I. Так, LY-364947 предотвращал ЭМП
клеток РПЭ быка in vitro, а также уменьшал пло-
щадь фиброза в месте травмы и предотвращал
тракционную отслойку сетчатки на модели ПВР
кролика in vivo (Nassar et al., 2014). Другой препа-
рат, глюкозамин (англ. glucosamine), снижающий
уровень экспрессии рецептора TGF-β и ингиби-
рующий связывание TGF-β с поверхностью кле-
ток, ослаблял ЭМП в клетках ARPE-19 и умень-
шал морфологические изменения на модели ПВР
(отслойки сетчатки) мыши (Liang et al., 2011).

Однако стратегии по прямому нацеливанию
на TGF-β и его рецепторы ингибируют все функ-
ции передачи сигналов семейства TGF-β, что мо-
жет быть связано с неприемлемыми побочными
эффектами (Györfi et al., 2018). Поэтому было раз-
работано множество альтернативных стратегий
для воздействия на TGF-β на других уровнях, в том
числе на уровне внутриклеточных сигнальных кас-
кадов, задействованных в профибротических эф-
фектах, а также на уровне транскрипционных фак-
торов, ядерных рецепторов и miRNAs. Например,
деацетилирование Smad4 при использование
биологически активной добавки ресвератрола
(англ. resveratrol) приводило к ингибированию
ЭМП (подавление пролиферации и миграции
клеток и синтеза фибронектина) в фетальных

клетках РПЭ, а также к подавлению прогрессиро-
вания ПВР в модели кролика (Ishikawa et al.,
2015).

Специфическое ингибирование транскрипци-
онного фактора Snail, участника Smad-зависимой
передачи сигналов TGF-β, репрессирующего
экспрессию адгезивных молекул, и, таким обра-
зом, регулирующего переход от эпителия к мезен-
химе, может обеспечить новый подход к лечению
и предотвращению ПВР (Li et al., 2011).

В дополнение к сказанному, в качестве тера-
певтических подходов в лечении ПВР предлагают
подавлять в клетках РПЭ следующие мишени
Smad-независимой передачи сигналов TGF-β:
p38 MAPK (Saika et al., 2005; Dvashi et al., 2015),
ERK1/2 (Chen et al., 2014a), mTOR (Zhao et al.,
2011; Kim et al., 2020) и RhoА/ROCK (Lee et al.,
2008; Kita et al., 2008; Zhu et al., 2013).

Важная роль в дифференцировке клеток РПЭ
показана в ряде исследований с использованием
таких ингибиторов ROCK, как Y-27632 (Zhu et al.,
2013), фасудил (Lee et al., 2008; Kita et al., 2008) и
никотинамид (Hazim et al., 2019; Boles et al., 2020).
Для примера, обработка никотинамидом первич-
ных клеток РПЭ человека предотвращала ЭМП и
сократительное поведение, стимулированное ком-
бинированным воздействием TGF-β1 и TNFα
(Boles et al., 2020).

В дополнение к этому, ингибирование NF-κB
представляет собой многообещающую терапев-
тическую стратегию для предотвращения или
контроля глазных фиброзных заболеваний, воз-
никающих из-за ЭМП (Moon et al., 2017b). Так,
обработка клеток ARPE-19, стимулированных
TGF-β1, препаратом бортезомиб (англ. bortezo-
mib), применяемым в противоопухолевой тера-
пии, подавляла сигнальный каскад NF-κB и по-
вышала экспрессию ингибитора NF-κB – IκBα
(nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells inhibitor, alpha). Бортезомиб подавлял ре-
гуляцию мезенхимальных маркеров (N-кадгерин,
виментин, αSMA и β-катенин) и повышал актив-
ность эпителиальных маркеров (ZO-1 и окклюдин),
что свидетельствует об ингибировании ЭМП в
клетках РПЭ и предотвращении развития ПВР пу-
тем подавления пути TGF-β (Moon et al., 2017b).

Исследование влияния агониста ядерного ре-
цептора peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma (PPARγ) троглитазона (англ. troglitazone),
препарата из группы пероральных гипогликеми-
ческих препаратов, на TGF-β2-опосредованные
ответы в клетках ARPE-19 показало, что трогли-
тазон эффективно ингибировал продукцию ком-
понентов ВКМ (коллагена I типа и фибронекти-
на) как на уровне мРНК, так и на уровне белка, и
подавлял миграцию клеток РПЭ (Cheng et al.,
2008). Кроме того, троглитазон подавлял индуци-
рованное TGF-β2 фосфорилирование Smad2 и
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Smad3 и их последующую ядерную транслока-
цию, что, возможно, является молекулярным ме-
ханизмом, объясняющим подавление ЭМП в
клетках РПЭ. В дополнение к этому, троглитазон
не влиял на индуцированное TGF-β2 фосфори-
лирование p38 MAPK (Cheng et al., 2008).

В дополнение к сказанному, в настоящее вре-
мя ряд miRNAs (например, miR-204/211, семей-
ство let7, miR-29b, miR-93, miR-124, miR-194 и
miR-302d) и длинные некодирующие (lnc) RNA
(lncRNA) рассматриваются в качестве важных
модуляторов передачи сигналов TGF-β и ЭМП
клеток РПЭ (Wang et al., 2010; Adijanto et al., 2012;
Jun, Joo, 2016; Li et al., 2016; Cui et al., 2019; Fuchs
et al., 2020; Salmaninejad et al., 2022). Хотя lncRNA
менее изучены, они могут быть не менее важными,
поскольку могут выполнять свои регуляторные
роли через спонжирование miRNA (Salmaninejad
et al., 2022). Поскольку miRNAs могут подавлять
экспрессию практически всех генов и их тран-
скриптов мРНК, они имеют преимущества над
препаратами на основе малых молекул, воздей-
ствующих только на определенные классы бел-
ков, и препаратов на основе белков, включая вы-
сокоспецифичные моноклональные антитела,
мишени которых в основном ограничены рецеп-
торами на поверхности клетки или циркулирую-
щими белками (Lam et al., 2015). Возможность ло-
кальной доставки miRNAs непосредственно в
глаз может быть полезным в качестве новых клас-
сов терапевтических агентов для лечения широ-
кого спектра офтальмологических заболеваний.

Помимо таргетной терапии при ПВР, намече-
ны маркерные белки, экспрессия которых изме-
няется при развитии ПВР и ВМД. В частности,
экспрессия компонента Janus kinase (JAK)/Signal
transducer and activator of transcription (STAT) сиг-
нального пути, транскрипционного фактора
STAT3, и ключевого активатора различных цито-
кинов и факторов роста, увеличивается в РПЭ
при образовании CNV (Fasler-Kan et al., 2005).
При влажной форме ВМД отмечается снижение
или даже отсутствие белка BMP4 в хориваскуляр-
ных мембранах (Zhu et al., 2009a), что связано с
ингибирующим влиянием TNFα (Xu et al., 2011).

Кроме сказанного, идентификация и анализ
паттерна экспрессии miRNAs во внутриглазной
жидкости или стекловидном теле пациентов с
различной патологией (диабетической ретинопа-
тией, глаукомой) в настоящее время является
предметом многих офтальмологических исследо-
ваний (Jayaram et al., 2017; Martinez, Peplow, 2019;
Chen et al., 2019). Помимо этого, дальнейшие иссле-
дования по дифференциально экспрессируемым
miRNAs в сетчатке и РПЭ необходимо продолжить,
поскольку это поможет как в идентификации био-
маркеров пролиферативных и дегенеративных
заболеваний сетчатки, так и в установлении по-

тенциальных мишеней для терапии препаратами
на основе miRNAs.

FGF/FGFR СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ
Семейство FGF у человека состоит из 22 чле-

нов, которые на основе их различных функций и
конечных биологических эффектов, за исключе-
нием четырех несекретируемых интракринных
факторов (FGF11-14), могут быть подразделены на
митогенные/паракринные (FGF1/2, FGF4/5/6,
FGF3/7/10/22, FGF8/17/18 и FGF9/16/20) и ме-
таболические/эндокринные FGF (FGF19 (мыши-
ный FGF15)/21/23), явно регулирующие клеточ-
ную пролиферацию и субстратный/энергетиче-
ский метаболизм соответственно (Ornitz, Itoh,
2015; Li, 2019; Ferguson et al., 2021; Loda et al.,
2022). Члены семейства FGF играют важную роль
на самых ранних стадиях эмбрионального разви-
тия и во время органогенеза, они поддерживают
клетки-предшественники и опосредуют их рост,
дифференцировку и выживание. Во взрослом ор-
ганизме члены семейства FGF поддерживают го-
меостаз, участвуют в восстановлении тканей (фи-
зиологическая регенерация) и синтезируются в
ответ на повреждение (репаративная регенера-
ция) (Ornitz, Itoh, 2015).

У млекопитающих секретируемые FGF
(FGF1-10, FGF15-23) опосредуют свои биологи-
ческие эффекты через связывание с четырьмя
специфическими, высокоаффинными рецепто-
рами клеточной поверхности (FGFR1, 2, 3, 4),
выраженными в виде ряда вариантов сплайсинга
(Ornitz, Itoh, 2015; Li, 2019). FGFRs принадлежат
к семейству тирозинкиназных рецепторов и
представляют собой трансмембранные белки с
тремя IgG-подобными доменами в их эктодомене
и двумя тирозинкиназными доменами во внутри-
клеточной части (Nguyen, Mège, 2016; Ferguson et al.,
2021). В зависимости от сплайсинга трех экзонов
третьего Ig-подобного домена полученные изо-
формы рецепторов (IgIIIb и IgIIIc) имеют отчет-
ливые различия в специфичности связывания ли-
ганда. Например, FGFR2 имеет эпителиальную
FGFR2-IIIb и мезенхимальную FGFR2-IIIc изо-
формы (Warzecha et al., 2009; Ferguson et al., 2021).

Связывание канонических FGF лигандов на
клеточной поверхности с IgG-подобными экто-
доменами родственных им трансмембранных
FGFR в комплексе с мотивами гепарансульфат
протеогликанов (англ. heparan sulfate proteoglycan,
HSPG)/гепарина важно и необходимо для образо-
вание двух тройных комплексов FGF–FGFR–
HSPG/гепарин и последующей их димеризации и
интернализации и активации внутриклеточных
тирозинкиназных доменом FGFRs (Li, 2019; Xie
et al., 2020). Активация последних запускает много-
численные внутриклеточные сигнальные каскады,
управляющие ключевыми клеточными событиями,
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включая пролиферацию, миграцию и выживание
клеток (Nguyen, Mège, 2016). На сегодняшний день
известно о четырех внутриклеточных сигнальных
путях, передающих сигналы секретируемых FGFs:
MAPK/ERK, PI3K/AKT, фосфолипазы Сγ (англ.
phospholipase Cγ, PLCγ)/PKC и JAK/STAT. Однако
специфика клеточного ответа при связывании
FGFs с FGFRs неясна (Ornitz, Itoh, 2015). Ключе-
вым компонентом негативной регуляции FGF-
зависимого PI3K/AKT-сигнального пути являет-
ся GSK3β (Katoh, Katoh, 2006; Ding et al., 2010).

Среди митогенных FGFs, FGF2, ранее извест-
ный как основной FGF (англ. basic FGF, bFGF),
негликозилированный полипептид, состоящий
из 146 аминокислот, с молекулярной массой 18 кДа
(Arnaud et al., 1999), связывается со всеми четырь-
мя FGFRs, за исключением FGFR2-IIIb (Fergu-
son et al., 2021). FGF2 действует локально при воз-
никновении повреждения, оказывая митогенный
эффект на клетки тканей нейроэктодермального
и мезодермального происхождения (Schweigerer,
1988). На поверхности клетки FGF2 связывается
с HSPG, а именно с мембранными молекулами
(например, синдеканы и глипиканы) или с тесно
связанными с мембранной молекулами (напри-
мер, перлекан), которые усиливают или ингиби-
руют активность данного фактора (Nugent, Iozzo,
2000). Также имеется ряд других связывающихся
с FGF2 молекул, включая интегрин αvβ3 (рецеп-
тор для витронектина), растворимый FGFR1,
тромбоспондин, фибриноген, α2-макроглобу-
лин, тромбоцитарный фактор роста (англ. plate-
let-derived growth factor, PDGF) и другие, а также не-
канонические партнеры по сигнализации FGFR,
включая белки ВКМ, молекулы клеточной адге-
зии (CAMs), корецепторы и другие тирозинки-
назные рецепторы, что тонко настраивает актив-
ность FGF2 в зависимости от расположения и ко-
личества этих партнеров (Ferguson et al., 2021).

FGF2 участвует в развитии глаза, способствуя
специализации нейроэпителия в сетчатку (Bharti
et al., 2006). Добавление FGF2 к культивируемым
глазным пузырям куриных эмбрионов способ-
ствует нейрональной дифференцировке презумп-
тивного РПЭ и образованию двойной сетчатки
(Pittack et al., 1997).

В заднем отделе глаза FGF2 выявляется в клет-
ках макроглии (астроциты, клетки Мюллера) и
ганглиозных клетках сетчатки, а также в ядрах и
цитоплазме клеток РПЭ млекопитающих (Walsh
et al., 2001; Yafai et al., 2013) и низших позвоноч-
ных (Markitantova et al., 2014). Кроме того, на сре-
зах сетчатки приматов FGF2 выявлен в межфото-
рецепторном матриксе, что свидетельствует о
том, что он секретируется различными типами
клеток сетчатки и сосудистой оболочки в межфо-
торецепторный матрикс и может участвовать в
регуляции функций наружных сегментов фоторе-

цепторов и РПЭ (Hageman et al., 1991). Участие
FGF2 в предотвращении дегенерации фоторецеп-
торов подтверждает исследование, когда интравит-
реальные инъекции наночастиц, импрегнирован-
ных FGF2, ингибировали апоптоз клеток сетчатки
крыс RCS с наследственной дегенерацией сетчат-
ки (Sakai et al., 2007).

FGF2 принимает участие в инициировании
самых ранних ответов сетчатки на ее отслойку
(Geller et al., 2001; Yasumuro et al., 2017), у взрос-
лых хвостатых амфибий он является ключевым
регулятором дедифференцировки РПЭ с высокой
способностью к регенерации сетчатки (Markitan-
tova et al., 2014). После ретинэктомии в клетках
РПЭ взрослого тритона отмечается временное
усиление активности ERK, затем клетки РПЭ теря-
ют свои эпителиальные характеристики, пролифе-
рируют, и, не проявляя классические признаки
ЭМП, дифференцируются в нейральном направле-
нии, регенерируя сетчатку (Yasumuro et al., 2017).
При экспериментальной отслойке сетчатки у ко-
шек, в клетках Мюллера и РПЭ происходит ряд
схожих последовательных событий: FGFR1, вы-
сокоаффинный рецептор FGF2, фосфорилируется
с последующей дефосфорилизацией, фосфори-
лируется ERK и увеличивается экспрессия фак-
тора транскрипции AP-1 (англ. activator protein)
(Geller et al., 2001), который индуцирует ЭМП
клеток путем модулирования экспрессии Zeb1/2
и TGF-β (Bakiri et al., 2015). Следует отметить, что
развитие ЭМП у тритонов возможно при нокдау-
не Pax6. При подавлении экспрессии Pax6 клетки
РПЭ трансгенных тритонов дифференцируются в
фибробластоподобные клетки, экспрессирую-
щие αSMA, виментин и N-кадгерин, и при этом
регенерации сетчатки не происходит (Casco-Ro-
bles et al., 2016).

Известно, что N-кадгерин может связываться
с первыми двумя внеклеточными IgG-подобными
доменами FGFR1 (Suyama et al., 2002). Вследствие
этого взаимодействия FGFR1 не интернализуется
FGF2 эффективно, вызывая устойчивую экспрес-
сию FGFR1 на клеточной поверхности, что при-
водит к стойкой активации MAPK/ERK, экс-
прессии MMP9, развитию ЭМП, включая повы-
шенную регуляцию Snail и Slug (SNAI2), а также
снижение экспрессии эпителиальных и повыше-
ние экспрессии мезенхимальных генов, инвазии,
пролиферации клеток и проявлении ими свойств
стволовых/прогениторных клеток (Suyama et al.,
2002; Qian et al., 2014). При этом усиливается ак-
тивность FGFR2-IIIc (Qian et al., 2014). Устойчи-
вая экспрессия FGFR1 приводит к дифференци-
альной передаче сигналов с помощью ERK и AKT
(Suyama et al., 2002; Qian et al., 2014). Возможно,
подобный механизм активации FGFR1 суще-
ствует при ЭМП клеток РПЭ, что требует допол-
нительных исследований.
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Как показали предыдущие исследования,
FGF2 обнаруживается в высокой концентрации в
неоваскулярной ткани при ВМД и активируется в
индуцированных лазером CNV мембранах (Amin
et al., 1994). Кроме того, в клетках РПЭ в CNV
мембранах обнаружена экспрессия FGFR-1 и
FGFR-2 (Rosenthal et al., 2005).

In vitro в клетках РПЭ человека FGF2 выявля-
ется как на транскрипционном, так и на белко-
вом уровнях (Sternfeld et al., 1989; Schwegler et al.,
1997). Известно, что транскрипция генов (факто-
ра и его рецепторов) зависит от плотности клеток
и адгезии к твердому субстрату. Так, уровень
транскрипции FGF2 является самым высоким в
культурах с низкой плотностью и, наоборот,
мРНК и белок FGF2 снижается при увеличении
плотности клеток и в слитом монослое. Предпо-
лагается, что сборка межклеточных контактов
может переключать клетки РПЭ с синтеза и сек-
реции FGF2 на экспрессию его рецепторов (Bost,
Hjelmeland, 1993).

Добавление FGF2 к клеткам ARPE-19 выявило
активацию обоих рецепторов FGFR-1 и FGFR-2.
При этом стимуляция FGFR-1 приводила к неза-
висимому от Са2+-канала изменению экспрессии
генов (например, FOS), тогда как стимуляция
FGFR-2 – к зависимой от Са2+ канала стимуля-
ции секреции VEGF (Rosenthal et al., 2005). Сле-
дует отметить, что c-Fos является членом семей-
ства индуцируемых факторов транскрипции
AP-1, белок c-Fos практически не выявляется в
покоящихся клетках, его экспрессия быстро, но
лишь временно индуцируется как часть ядерной
реакции на множество стимулов, в том числе
факторами роста (Caputto et al., 2014).

Считается, что FGF2 является антагонистом
TGF-β (Wiedemann, 1992). В исследовании Ханта
и соавт. обработка клеток РПЭ человека ранних
пассажей стекловидным телом, источника
TGF-β, приводила к морфологическим измене-
ниям сходным с ЭМП, что сопровождалось сни-
жением экспрессии мРНК и белка FGF2. Добав-
ление FGF2 вместе со стекловидным телом
предотвращало некоторые эффекты, опосредо-
ванные стекловидным телом (Hunt et al., 1998).
Однако, как было показано позже, FGF2 действу-
ет против TGF-β в субконфлюэнтных культурах,
но аддитивно с EGF и TGF-β1 в конфлюэнтных
культурах путем активации передачи сигналов
Smad/ZEB1/2 (Chen et al., 2012a). Так, обработка
FGF2 первичной культуры фетального РПЭ с
низкой или высокой (субконфлюэнтность) плот-
ностью посева улучшало морфологию культур и
предотвращало потерю клетками эпителиального
фенотипа (Radeke et al., 2015). Сохранение морфо-
логии клеток при воздействии FGF2 было схожим с
таковым при воздействии ингибитора TGFβR-I
(A-83-01) или ингибитора Rho/ROCK1/2 (Thiazo-

vivin). Напротив, в контрольных культурах и куль-
турах, обработанных антагонистом передачи сиг-
налов WNT (XAV939), который повышает уро-
вень аксина (англ. Axin), ключевого белка,
участвующего в деградации β-катенина, или ин-
гибитором BMPR-I (LDN-193189), отмечалась
потеря клетками эпителиального фенотипа
(Radeke et al., 2015).

Более ранние работы по изучению влияния
FGF2 на пролиферацию неиммортализованных
клеток РПЭ млекопитающих, главным образом,
были связаны с выявлением оптимальной дозы
FGF2 и/или процентного содержания эмбрио-
нальной телячьей сыворотки в культуральной
среде, влияющих на повышение пролифератив-
ной активности клеток. Из этих работ видно, что
митотический эффект проявлялся в среднем спу-
стя 3–4 сут после добавления FGF2 в среду куль-
тивирования (Esser et al., 1992; Khaliq et al., 1996;
Schwegler et al., 1997). При изучении механизмов,
участвующих в запуске пролиферации, показано,
что FGF2 запускает в клетках РПЭ взрослого че-
ловека многоступенчатый механизм дедиффе-
ренцировки (Kuznetsova et al., 2019a, 2019b), процес-
са, который у низших позвоночных является од-
ним из основных для осуществления регенерации
(Chiba, Mitashov, 2007). Так, через 24–48 ч после
добавления FGF2 к клеткам РПЭ, диссоцииро-
ванным трипсином/ЭДТА, отмечено снижение
пролиферации и понижение дифференцировоч-
ного статуса клеток (судя по уменьшению площа-
ди клеток, снижению транскрипции MITF,
KRT18 и BMP4 при повышении транскрипции
NES), что было связано с подавлением β-катени-
на и Notch сигнального пути (снижением экс-
прессии генов JAG1, NOTCH1 и HES1), тогда как
через 72–120 ч после диссоциации и воздействия
FGF2 (на преконфлюэнтные клетки) приводило
к увеличению пролиферации этих малодиффе-
ренцированных клеток (судя по увеличению
транскрипции OCT4 и NANOG при нарастающем
уменьшении площади клеток), что было обуслов-
лено активацией Wnt/β-катенин (снижение тран-
скрипции CTNNB1 (ген β-катенина), снижение
транскрипции GSK3β с одновременным увеличе-
нием транскрипции CCND1 (ген циклина D1)) и
Notch сигнальных путей (увеличение экспрессии
JAG1) (Kuznetsova et al., 2019a, 2019b).

Схожие проявления со стороны Wnt/β-кате-
нин сигнального пути были описаны в другом ис-
следовании после воздействия IGF на клетки
РПЭ (Steindl-Kuscher et al., 2009). Так, через 48 ч
после добавления IGF к клеткам ARPE-19 происхо-
дило снижение транскрипции и трансляции β-ка-
тенина и GSK3β с одновременным увеличением
CCND1 и пролиферации клеток, что, по мнению ав-
торов, связано с транслокацией β-катенина в ядра
клеток и говорит об активации Wnt сигналинга
(Steindl-Kuscher et al., 2009).
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Однако использование антител к транскрипци-
онно активной форме β-катенина (PY-489-β-кате-
нин) показало значительное снижение ядерного
β-катенина в клетках РПЭ цыплят после поврежде-
ния сетчатки (ретинэктомии) и добавления к ним
FGF2 (Zhu et al., 2014). При этом потеря ядерного
β-катенина поддерживалась до тех пор, пока при-
сутствовал FGF2. Присутствующие β-катенин-по-
зитивные клетки представляли собой BrdU–/p27+,
что говорит о том, что ядерный β-катенин пре-
пятствует продвижению клеток по G1-фазе и
вход в S-фазу. Хотя при этом РПЭ подвергался
дедифференцировке и пролиферации. Получен-
ные данные, по мнению авторов, свидетельству-
ют о том, что подавление β-катенина является не-
обходимым условием регенерации сетчатки цып-
ленка, которая связана с активацией стволовых
клеток или клеток-предшественников (Zhu et al.,
2014). Данные Чжу и соавт. согласуются с резуль-
татами исследования Фуджимура и соавт., когда
блокада Wnt/β-катенин сигнального пути у гене-
тически модифицированных мышей приводила к
трансдифференцировке клеток РПЭ в клетки
нейральной сетчатки, что подтверждалось сниже-
нием РПЭ-специфичных маркеров (в частности,
Mitf и Otx2) и эктопической экспрессией марке-
ров, специфичных для нейральной сетчатки
(Chx10 и Rx) (Fujimura et al., 2009).

Напротив, добавлении FGF2 к слитому моно-
слою (конфлюэнтным клеткам) РПЭ человека
приводило к увеличению уровня экспрессии мРНК
РПЭ-специфичных маркеров RPE65, OTX2 и
ВМР4, и к снижение уровня экспрессии мРНК
нейронального маркера PAX6 по сравнению с

клетками РПЭ, культивируемыми без FGF2, что
свидетельствует об участии FGF2 в редифферен-
цировке клеток РПЭ после их пролиферации (не-
опубликованные данные) (рис. 2).

В работах Чен и соавт., добавление FGF2 вме-
сте с EGF к постконфлюэнтным клеткам ARPE-19
(на 7-ой день после слияния) не активировало в
последних Wnt сигнальный путь, тогда как добав-
ление этих факторов к клеткам, предварительно
обработанным хелатирующим агентом (EGTA),
нарушало контактное ингибирование и запуска-
ло пролиферацию путем активации канониче-
ской передачи сигналов Wnt (судя по активности
промотора T cell factor (TCF)/lymphoid enhancer
factor (LEF), значительного увеличения уровней
ядерного β-катенина и белка LEF1), но не инги-
бированием передачи сигналов Hippo, и запуска-
ло ЭМП за счет активации передачи сигналов
Smad/ZEB (судя по увеличению ядерного окра-
шивания на p-Smad2/3, ZEB1 и ZEB2). О разви-
тии ЭМП свидетельствовала потеря нормального
фенотипа РПЭ (изменение цитолокализации
RPE65, N-кадгерина, ZO-1 и Na,K-АТФазы) и
приобретение мезенхимального фенотипа (повы-
шенная экспрессия виментина, S100A4 и αSMA).
Напротив, добавление TGF-β1 к постконфлю-
энтным клеткам ARPE-19, предварительно обра-
ботанным EGTA, подавляло пролиферацию и пе-
редачу сигналов Wnt (Chen et al., 2012a, 2012b).

Использование различных siRNAs и их комби-
наций для нарушения компонентов межклеточных
соединений, включая p120-катенин, N-кадгерин,
α-катенин, β-катенин или ZO-1, в постконфлюэнт-
ных контактно-ингибированных клетках ARPE-19,

Рис. 2. кПЦР. Экспрессия мРНК NES, TUBB3, PAX6, OTX2, MITF, RPE65, BMP2, BMP4 и BMPR-II в конфлюэнтных
монослойных (перед пассированием) первичных культур (столбцы 1, 2), 1-ого (3, 4), 2-ого (5, 6) и 3-его (7, 8) пассажей
клеток неиммортализованной линии РПЭ, культивированных в ростовой среде с 10% ЭТС без FGF2 (черные столби-
ки) и в присутствии 20 нг/мл FGF2 (серые столбики), относительно экспрессии GAPDH, ×1000. Вертикальные отрезки –
стандартное отклонение.
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показало, что только нокдаун p120-катенина раз-
блокировал митотический блок без нарушения их
нормального фенотипа; нокдаун p120-катенина
активировал p120/Kaiso и RhoA/ROCK сигналь-
ные пути, но не влиял на передачу сигналов
Wnt/β-катенина и Smad/ZEB, что предотвращало
развитие ЭМП (Chen et al., 2012b). Следует отме-
тить, что только в постконфлюэнтных контакт-
но-ингибированных клетках РПЭ нокдаун p120-
катенина активировал пролиферацию, тогда как
в диссоциированных трипсином/ЭДТА клетках
ARPE-19 он ее снижал (Chen et al., 2012b).

Дальнейшие исследования in vivo по воздей-
ствию p120-катенин siRNA на включение и вы-
ключение пролиферации клеток РПЭ с контакт-
ным ингибированием могут помочь в разработке
нового метода лечения заболеваний, характери-
зующихся дисфункцией или дегенерацией РПЭ
вследствие старения и повреждения, при которых
пролиферация отсутствует или ее стимуляция мо-
жет привести к ЭМП (Chen et al., 2012b).

В совокупности данные свидетельствуют о
том, что в клетках РПЭ, поддерживающих межкле-
точный контакт, FGF2 или TGF-β не инициируют
пролиферацию или ЭМП. При разрушении адгези-
онных контактов в зависимости от клеточной плот-
ности FGF2 может вызывать дедифференцировку
и/или ЭМП и пролиферацию. Так, в диссоцииро-
ванных трипсином/ЭДТА клетках РПЭ FGF2 ин-
дуцирует дедифференцировку, приводя к актива-
ции стволовых клеток/клеток-предшественников
при подавлении β-катенина, тогда как в прекон-
флюэнтных клетках РПЭ FGF2 инициирует их
пролиферацию и ЭМП, что связано с активацией
канонической передачи сигналов Wnt. TGF-β, в
свою очередь, играет важную роль после запуска
ЭМП – в индукции перехода к фенотипу мио-
фибробластов (фенотипу, связанному с развитием
фиброзных осложнений) – при ингибировании
пролиферации.

WNT СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ

У человека семейство Wnt состоит из 19 секрети-
руемых гидрофобных гликопротеинов, которые пу-
тем предоставления пространственной информа-
ции в форме градиента концентрации регулируют
различные клеточные процессы, включая определе-
ние клеточной судьбы, подвижность, полярность,
формирование первичной оси и органогенез, си-
наптическую пластичность и обновление стволо-
вых клеток (Komiya, Habas, 2008; Nusse, Clevers,
2017).

Внеклеточный Wnt лиганд стимулирует не-
сколько внутриклеточных каскадов передачи
сигнала, включая канонический или Wnt/β-кате-
нин зависимый путь и неканонический или β-ка-
тенин-независимый путь, который можно разде-

лить на путь планарной клеточной полярности
(англ. planar cell polarity, РСР) и Wnt/Ca2+ путь
(Komiya, Habas, 2008). Wnt белки могут переда-
вать сигналы через один канонический или нека-
нонический путь или оба пути. Принято считать,
что белки класса Wnt1 (Wnt1, 3, 3a и 8) преимуще-
ственно передают сигнал через канонический
сигнальный путь, тогда как класс Wnt5a (Wnt4, 5a
и 11) в основном активируют неканонические пу-
ти (Lad et al., 2009). Кроме того, принято считать,
что каноническая ветвь сигнального пути Wnt за-
действована в контроле пролиферации и диффе-
ренцировки клеток, тогда как неканонические
сигнальные пути Wnt, такие как РСР и Wnt/Ca2+

сигнальный путь, влияют на организацию цитос-
келета и клеточную подвижность клеток РПЭ.

Канонический Wnt/β катенин сигнальный путь

Канонический Wnt/β катенин сигнальный
путь является эволюционно консервативным, он
играет центральную роль во время различных ста-
дий развития сетчатки и в гомеостазе во взрослой
сетчатки (Lad et al., 2009).

Канонический Wnt лиганд на клеточной по-
верхности связывается с рецепторным комплексом,
состоящим из рецептора Frizzled (Fzd)-1 или -4 (ко-
дируются генами FZD1 и FZD4 соответственно) и
ко-рецептором low-density lipoprotein receptor-re-
lated protein (LRP)5 или LRP6 (de Jaime-Soguero
et al., 2018). В этом комплексе трансмембранная
часть Fzd-рецептора взаимодействует с цитоплаз-
матическим белком Dishevelled (Dvl), тогда как
внутриклеточный домен LRP5/6 – с белком акси-
ном, что приводит к разборке комплекса деструк-
ции APC–аксин–СК1α и ингибированию внут-
риклеточной серинтреониновой киназы GSK3β.
В результате этого ингибируется фосфорилиро-
вание β-катенина, что в свою очередь приводит к
его накоплению в цитозоле (Xu, Kimelman, 2007).
Далее накопленный β-катенин транслоцируется
в ядро, где образует множественные белковые
комплексы с ингибиторами или ко-активаторами
транскрипции Wnt пути и вступает во взаимодей-
ствие с ДНК-связывающими белками семейства
TCF/LEF (Xu, Kimelman, 2007; de Jaime-Soguero
et al., 2018). Вместе они включают транскрипцию
“канонических” (β-катенин-зависимых) генов
Wnt ответа: C-MYC, CCND1, AXIN-2, VIMENTIN,
SNAIL, MMP2, MMP7, MMP9. Таким образом,
β-катенин инициирует процесс ЭМП (Evans et al.,
2010).

В эпителиальных клетках β-катенин локализует-
ся в примембранной области, где входит в комплекс
Е-кадгерин–p120-катенин–β-катенин–α-катенин,
образующий адгезионные контакты (Katoh, Katoh,
2006). Связь β-катенина с Е-кадгерином свиде-
тельствует о стабильной межклеточной адгезии.
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GSK3β является ключевым компонентом регуля-
ции канонического Wnt сигнального пути (Katoh,
Katoh, 2006; Ding et al., 2010). Подавление экс-
прессии GSK3β и активирование PI3K/AKT и ка-
нонического Wnt сигнальных путей показано на
экспериментальной модели травматической ПВР,
вызванной у кроликов с помощью интравитре-
альных инъекций клеток ARPE-19 (Zhang et al.,
2018).

В отсутствии Wnt сигнализации GSK3β в ком-
плексе с белками APC–аксин–СК1α связывает и
фосфорилирует цитоплазматический β-катенин,
что приводит впоследствии к его утилизации при
помощи убиквитин-протеасом (Staal, 2016; Nusse,
Clevers, 2017). Благодаря этому механизму в отсут-
ствии Wnt стимуляции цитоплазматическая кон-
центрация β-катенина поддерживается на низ-
ком уровне (Staal, 2016). Интересным фактом яв-
ляется то, что пул β-катенина адгезионных
соединений очень стабилен, тогда как период по-
лураспада сигнального пула β-катенина состав-
ляет порядка нескольких минут (Nusse, Clevers,
2017).

При разрушении адгезионных контактов могут
активироваться два сигнальных пути: через β-кате-
нин и p120-катенин. Последний может запускать
путь p120/Kaiso, в котором транслоцированный в
ядро p120-катенин ослабляет репрессорную актив-
ность Kaiso (кодируется геном ZBTB33), члена се-
мейства транскрипционных факторов BTB (Broad-
Complex, Tramtrack and Bric a brac)/POZ (poxvirus
and zinc finger). Известно, что p120-катенин регу-
лирует кадгерин-опосредованные адгезионные
контакты, транспортирует кадгерины на мембра-
ну и стабилизирует их на мембране, регулируя ди-
намическую регуляцию актинового цитоскелета,
взаимодействует и стабилизирует микротрубоч-
ки, а также ингибирует RhoA и другие Rho ГТФазы,
тогда как активация передачи сигналов RhoA/
ROCK коррелирует с дестабилизацией микротру-
бочек, ядерной транслокацией p120 и мечением
BrdU (Chen et al., 2012b).

Неконтролируемая передача сигналов Wnt мо-
жет вызывать заболевания сетчатки, такие как се-
мейная экссудативная витреоретинопатия, пиг-
ментный ретинит и болезнь Норри (Lad et al.,
2009). Например, причиной семейной экссуда-
тивной витреоретинопатии, характеризующейся
различными офтальмологическими проявления-
ми, в том числе развитием рубцов и как следстви-
ем отслойкой сетчатки и слепотой, могут быть
мутации в генах FZD4 и LRP5 (Xu et al., 2004; Lad
et al., 2009). Причиной болезни Норри, при кото-
рой наблюдаются такие офтальмологические рас-
стройства, как ретролентальная фиброваскуляр-
ная мембрана, тракция и отслоение сетчатки, яв-
ляется мутация в гене NDP. Ген NDP кодирует
небольшой секреторный белок норрин (англ.

Norrin) (15 кДа), который экспрессируется в сет-
чатке, головном мозге и обонятельных луковицах
и предположительно участвует в нейрогенезе и
межклеточном взаимодействии (Rajendran et al.,
2021). Norrin взаимодействует с Fzd4, LRP5 и тет-
распанином 12 (англ. tetraspanin 12) и может акти-
вировать Wnt путь (Xu et al., 2004; Nusse, Clevers,
2017; Rajendran et al., 2021).

Поскольку канонический Wnt путь активиру-
ется в глиальных клетках во время повреждения
фоторецепторов, возникло предположение об его
участии в дегенерации сетчатки (Hackam, 2005). В
частности, предполагается, что Wnt сигнальный
путь играет роль в поражении сетчатки при ВМД
(Tuo et al., 2015). В срезах сетчатки пациентов с
ВМД обнаружены более высокие уровни фосфо-
рилирования белка LRP6 и транскриптов генов,
нацеленных на Wnt путь, а также более высокий
уровень белка β-катенина в макуле ВМД по срав-
нению с контрольной группой. В сетчатке мышей
с моделью ВМД-подобной дегенерации сетчатки
также было выше фосфорилированного LRP6 и
нефосфорилированного β-катенина, чем у мы-
шей дикого типа. Интравитреальное введение ан-
тител против LRP6 замедляло прогрессирование
поражений сетчатки у мышей, что может быть
полезным для дезактивации канонического пути
Wnt у людей (Tuo et al., 2015).

В то же время, в ряде работ, выполненных на
взрослых животных, показано, что активация
сигнального каскада Wnt путем экзогенного до-
бавления Wnt белков стимулирует заживление
различных травм, включая повреждения сетчатки
(Whyte et al., 2012). Так, после повреждения или
дегенерации сетчатки у мышей активация сиг-
нального пути Wnt способствовала пролифера-
ции клеток Мюллера и регенерации нервной тка-
ни (Osakada et al., 2007). Воздействие Wnt3a на
сетчатку с поврежденными фоторецепторами в
20 раз увеличивало пролиферацию дедифферен-
цированных клеток Мюллера (Osakada et al.,
2007).

В клетках РПЭ постнатального организма
Wnt/β-катенин сигнальный каскад участвует в
регуляции экспрессии генов, задействованных в
предохранении от окислительного стресса (Burke,
2009; Fragoso et al., 2012). Так, защитная роль
Wnt3а-лиганда была продемонстрирована на кле-
точной линии ARPE-19. Клетки обрабатывали
Wnt3а в присутствии и без цитотоксических аген-
тов, таких как перекись водорода и паракват. В
результате показана повышенная выживаемость
клеток РПЭ, которая опосредовалась еще и акти-
вацией STAT3 (Fragoso et al., 2012).

In vitro каноническая передача сигналов Wnt
определяет фенотипическую пластичность кле-
ток РПЭ. Как недавно было показано, передача
сигналов Wnt регулируется аннексином A8
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(ANXA8) (Lueck et al., 2020). Аннексины (англ.
Annexins, ANXA1–ANXA11, ANXA13) принадле-
жат к надсемейству кальций-зависимых белков,
связывающих фосфолипиды. Они участвуют в
организации и структуре фосфолипидной мем-
браны и белков цитоскелета и играют важную
роль в жизненном цикле клеток, экзоцитозе и
апоптозе. В частности, ANXA8 локализуется в
мембранных участках, богатых фосфатидилино-
зитол-4,5-бисфосфатом, где накапливается F-ак-
тин. ANXA8 влияет на пролиферацию и мигра-
цию клеток, а также может играть роль в клеточ-
ной дифференцировке (Pimiento et al., 2015).
Обработка фенретинидом подавляла экспрессию
гена ANXA8 и РПЭ-специфических генов (OTX2 и
MITF), а также на начальных этапах снижала экс-
прессию нескольких ключевых генов, участвую-
щих в передаче сигналов Wnt (CTNNB1, FZD1,
FZD4, WNT2B и WNT3A), тогда как в последую-
щем их экспрессия повышалась (Lueck et al.,
2020). Снижение экспрессии генов Wnt пути со-
провождалось повышением экспрессии GSK3β и
нейрональных/ретинальных маркеров (кальбин-
дина и кальретинина) (Lueck et al., 2017, 2020).

Активация передачи сигналов Wnt дополни-
тельно контролируется различными антагониста-
ми, включая фактор ингибирования Wnt1 (англ.
WNT inhibitory factor 1, WIF1), Cerberus, Scleros-
tin, а также членов семейств Dickkopf и secreted
Frizzled-related protein (sFRP). Белки Sclerostin и
Dickkopf влияют на активность Wnt и противо-
действуют канонической передаче сигналов, свя-
зываясь с LRP5 или LRP6, тогда как WIF1, Cerbe-
rus и sFRP могут напрямую взаимодействовать с
белками Wnt (Bovolenta et al., 2008).

Семейство sFRP является самым большим се-
мейством ингибиторов Wnt белков, которые не
просто связывают Wnt, но и могут противодей-
ствовать активности друг друга, а также связы-
ваться с Fzd-рецепторами, предотвращая взаимо-
действие Wnt с этими рецепторами. Более того,
sFRP белки могут взаимодействовать с другими
рецепторами или молекулами ВКМ (например,
фибронектином), действовать в качестве ингиби-
торов BMP1 (Bovolenta et al., 2008) или влиять на
направление аксонов ганглиозных клеток сетчат-
ки (Rodriguez et al., 2005).

У человека семейство sFRP включает пять чле-
нов богатых цистеином секретируемых глико-
протеинов (около 36 кДа), которые по своей
структуре подразделяются на две подгруппы: пер-
вая включает sFRP1, sFRP2 и sFRP5, а вторая –
sFRP3 и sFRP4 (Esteve et al., 2003; Garcia-Hoyos
et al., 2004; Bovolenta et al., 2008). Анализ экспрес-
сии у цыплят, мышей и людей показал, что все
члены первой группы экспрессируются как в раз-
вивающемся, так и во взрослом глазу. В частно-
сти, мРНК sFRP5 локализована в РПЭ человека,

тогда как sFRP1 и sFRP2 экспрессируются в не-
дифференцированном нейроэпителии сетчатки
цыплят и мышей (Esteve et al., 2003; Garcia-Hoyos
et al., 2004; Bovolenta et al., 2008). По мере развития
экспрессия sFRP1 специфически поддерживается
во внутреннем ядерном и фоторецепторном слоях,
по крайней мере, у мыши (Garcia-Hoyos et al., 2004).
На основании этого паттерна экспрессии было
предположено, что sFRP1 и sFRP5 могут участво-
вать в определении полярности фоторецепторных
клеток. Кроме того, анализ нескольких случаев пиг-
ментного ретинита, при котором фоторецепторы
дегенерируют путем апоптоза, выявил связь дегене-
рации фоторецепторов с повышенной регуляцией
sFRP1, sFRP2 и sFRP5 (Jones et al., 2000; Garcia-
Hoyos et al., 2004). В отличие от этих наблюдений,
в исследовании Стива и соавт., проведенном на
цыплятах in vitro и in vivo, показано, что sFRP1 мо-
дулирует клеточную дифференцировку сетчатки,
способствуя образованию ганглиозных и фоторе-
цепторных клеток (колбочек) и, в то же время,
уменьшая количество амакриновых клеток (Es-
teve et al., 2003).

Активация канонического Wnt сигнального
пути возможна и при воздействии различных
факторов роста, в том числе негативно регулиру-
ющих GSK3β. Известно, что TGF-β1 индуцирует
протеолитическое отщепление Е-кадгерина, что
вызывает ядерную транслокацию β-катенина,
индукцию транскрипции Slug и репрессию тран-
скрипции Е-кадгерина в различных типах клеток
(Zheng et al., 2009). При воздействии TGF-β1 на
клетки ARPE-19 уменьшалась связь между
ANXA8 и β-катенином (Lueck et al., 2020).

Механизмы Wnt/β-катенин сигнального пути
способны объяснить многие патологические про-
цессы, происходящие при изменении структуры
и функции клеток РПЭ. Исследования в этих на-
правлениях активно ведутся, поскольку помогут
понять и регулировать не только механизмы
ЭМП клеток РПЭ in vivo, но и патологические
процессы, происходящих в РПЭ при старении.

Неканонический Wnt сигнальный путь

Интересно, что трансмембранные рецептор-
ные тирозинкиназы ROR2 и RYK, а также Fzd-ре-
цепторы, которые действуют независимо от LRP5
или LRP6, функционируют в качестве рецепто-
ров для Wnt и активируют независимые от β-кате-
нина пути. Это приводит к изменениям в движе-
нии и полярности клеток, а также к антагонизму
пути β-катенина (Angers, Moon, 2009).

Неканонический Wnt/Ca2+ сигнальный путь акти-
вируется лигандами Wnt5a и Wnt11. Связывание
Wnt5a с Fzd-2 рецептором активирует G-белки, фос-
фодиэстеразы и изменяет уровень внутриклеточно-
го кальция, что приводит к активации Ca2+/кальмо-
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дулинзависимых киназ (Hackam, 2005). Суще-
ствуют также доказательства того, что путь
Wnt/Ca2+ может противодействовать канониче-
скому пути, повышая интригующие возможности
коммуникации и регуляции обратной связи меж-
ду путями.

Метод “кальциевого выключения” на культу-
ре клеток РПЭ взрослого человека выявил связь
между кальций-зависимой адгезией, морфогене-
зом и пигментацией. Обратимый, зависящий от
уровня кальция в ростовой среде, характер изме-
нений в морфологии клеток, заключался в пере-
ходе от эпителиального фенотипа с пигментаци-
ей к веретенообразным клеткам без пигмента и
наоборот (Rak et al., 2006).

Известно, что неканонический Wnt/РСР сиг-
нальный путь стимулируется под действием лиган-
дов Wnt5a, -5b, -7a, -11. В зависимости от клеточно-
го контекста Wnt/РСР путь может активироваться и
лигандами Wnt, которые обычно активируют β-ка-
тенин-зависимый путь (Daulat, Borg, 2017). Этот
путь контролирует активность малых ГТФ-аз се-
мейства Rho (Rac1 и RhoA). Rac-зависимый сиг-
нальный каскад связан с индукцией киназной ак-
тивности JNK, а Rho-зависимая ветвь сигнального
каскада – с активацией ROCK. ROCK вовлечена
в регуляцию процесса модификации структур ак-
тинового цитоскелета, благодаря чему оказывает
значительное влияние на поляризацию и по-
движность клеток (Daulat, Borg, 2017).

Однако о влиянии вышеперечисленных Wnt
лигандов на клетки РПЭ в настоящее время из-
вестно мало. Например, показано, что Wnt5a по-
давлял каноническую передачу сигналов Wnt в
клетках ARPE-19 путем фосфорилирования и де-
градации β-катенина. Кроме того, Wnt5a снижал
уровни VEGF, TNF-α и NF-κB, активированные
с помощью Wnt3a. Более того, Wnt5a увеличивал
экспрессию E-кадгерина и снижал миграцию
клеток за счет подавления экспрессии Snail, тем
самым отменяя Wnt3a-индуцированный ЭМП в
клетках РПЭ человека (Kim et al., 2015).

Недавно нами на клетках РПЭ взрослого чело-
века ранних пассажей и линии ARPE-19 показа-
но, что среди изученных белков Wnt сигнального
пути (Wnt1, Wnt7a и sFRP1) только Wnt7a оказы-
вал видимые биологические эффекты (неопубли-
кованные данные) (рис. 3). Wnt7a ингибировал
пролиферативную активность клеток РПЭ по
данным МТТ-анализа, способствовал появлению
клеток большего размера по данным морфомет-
рического исследования и увеличивал экспрес-
сию мРНК KLF4 (Kuznetsova et al., 2015, 2016)
(рис. 4), что вместе свидетельствует в пользу нега-
тивной регуляции клеточного цикла после воз-
действия Wnt7a. Из данных литературы известно,
что KLF4 участвует в контроле пролиферации,
дифференцировки, миграции и апоптоза клеток
(Chen et al., 2003; Tien et al., 2015). Однако сведе-
ния об его участии в регуляции пролиферативно-
го ответа клеток противоречивы. По всей види-
мости, в зависимости от контекста KLF4 может
регулировать клеточный цикл либо негативно
(Chen et al., 2003; Li et al., 2012), либо позитивно
(Tien et al., 2015). Авторы негативной теории
предполагают, что конститутивный уровень
KLF4 ингибирует пролиферацию, миграцию и
адгезию клеток, а потеря KLF4, наоборот, спо-
собствует пролиферации (Chen et al., 2003; Li et al.,
2012).

В нашем исследовании, Wnt7a инициировал
процесс распластывания клеток РПЭ на пласти-
ке, активировал процессы редифференцировки,
о чем свидетельствует усиление экспрессии РПЭ-
специфичных генов (RPE65, MITF и OTX2) (рис. 4).
При этом было отмечено отсутствие окрашивания
на MAP1B и βIII-тубулин при одновременном уве-
личении интенсивности свечения антител к синап-
сину I и NF 68 и 200 кДа, белкам-маркерам зрелых
нейронов, и увеличение экспрессии мРНК PAX6,
маркера нейронов сетчатки, что вместе указывает на
продвижение нейрональной/ретинальной диф-
ференцировки или понижения уровня диффе-
ренцировке клеток (Kuznetsova et al., 2015;
Kuznetsova et al., 2016). Отсутствие βIII-тубулина
на белковом уровне и сохранение его на тран-

Рис. 3. Неиммортализованные клетки РПЭ взрослого человека 4 пассажа через 24 ч после воздействия 0.4 мкг/мл
sFRP1, 2 нг/мл Wnt1 или 60 нг/мл Wnt7a по сравнению с контролем (без добавления факторов). Фазовый контраст,
×100.

Контроль +sFRP1 +Wnt1 +Wnt7a
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скрипционном уровне согласуется с результатами
Хорн и соавт. (Horn et al., 2007). Исследователи на
эмбрионах трансгенных мышей показали, что ги-
перэкспрессия Wnt7a отсрочивает экспрессию
белка βIII-тубулина и это способствует контро-
лированию созревания нейрональных прогени-
торов (Horn et al., 2007). В дополнение к этому, в
нашем исследовании, отдельные группки клеток
РПЭ окрашивались на нестин, что совместно с
увеличением уровней экспрессии мРНК NES,
гена-плюрипотентности OCT4 и лиганда Notch
сигнального пути JAG1 говорит о поддержании
пула нейральных/ретинальных стволовых кле-
ток (Kuznetsova et al., 2016). Повышение BMP1 на
транскрипционном уровне в клетках РПЭ под
воздействием Wnt7a (рис. 4) не сопровождалось
повышением его на уровне белка, что говорит об
отсутствии развертывания ЭМП и свидетельству-
ет в пользу данных о редифференцировке клеток
РПЭ. Таким образом, на основании полученных
данных можно предположить, что in vitro клетки
РПЭ оказываются на разных стадиях дедифферен-
цировки и, следовательно, реагируют на воздей-
ствие Wnt7a различно: в одних клетках запускается
процесс редифференцировки/эпителиальной диф-
ференцировки, тогда как в других – нейраль-
ной/ретинальной дифференцировки или дедиф-
ференцировки.

Кроме того, под воздействием Wnt7a было от-
мечено перераспределение синапсина I с пери-
нуклеарного точечного на цитоплазматическое
(Kuznetsova et al., 2016) и изменение локализации
и снижение интенсивности свечения антител к
фокальной адгезивной киназе (англ. focal adhe-
sion kinase, FAK) (неопубликованные данные).
Известно, что синапсин I и FAK участвуют в свя-
зывании микротрубочек (Valtorta et al., 1992;
Schaller, 2010). В исследовании Бустос и соавт. по-
казано, что синапсин I присутствует в эпители-
альных клетках ненейронного происхождения, он

концентрируется в везикулярном компартменте,
прилегающем к транс-элементам комплекса Гольд-
жи, который также обогащен миозином II (Bustos
et al., 2001). In vitro синапсин I взаимодействует с
различными компонентами цитоматрикса (F-ак-
тином, микротрубочками, нейрофиламентами и
спектрином), опосредуя прикрепление везикул к
цитоскелету и регулируя их движение внутри
клетки (Valtorta et al., 1992). Нерецепторная тиро-
зинкиназа FAK играет важную роль в регуляции
актинового цитоскелета, клеточной адгезии, ми-
грации, пролиферации и выживания клеток, а
также подтверждена роль FAK в контроле микро-
трубочек и в выполнении важных функций в ядре
(Schaller, 2010). Таким образом, отсутствие окраши-
вания на MAP1B и βIII-тубулин при изменении ха-
рактера окрашивания на синапсин I и FAK под воз-
действием Wnt7a в исследовании (Kuznetsova et al.,
2016) согласуется с утверждением о деполимери-
зации микротрубочек при этом.

Как уже было сказано выше, неканонический
Wnt/РСР сигнальный путь контролирует RhoA/
ROCK сигнальный каскад, активация которого
коррелирует с дестабилизацией микротрубочек
(Chen et al., 2012b). Кроме того, как показано в ра-
боте Лу и соавт. на клетках HaCaT, деполимериза-
ция микротрубочек способствует увеличению
размера ядра (Lu et al., 2012). В нашем исследова-
нии мы также наблюдали увеличение размера
ядер клеток РПЭ при воздействии Wnt7a (неопуб-
ликованные данные).

Следует отметить, что трансформированные
клетки линии ARPE-19 оказались менее чувстви-
тельны к воздействию Wnt7a, чем неиммортали-
зованные (собственные наблюдения) (рис. 4). Хо-
тя морфологические и молекулярные изменения
в клетках РПЭ взрослого человека, вызванные
Wnt7a, носят краткосрочный характер, поскольку
белок функционирует как сигнал ближнего дей-
ствия между соседними клетками, а также из-за

Рис. 4. кПЦР. Уровень экспрессии мРНК ряда генов в клетках ARPE-19 (красные столбики) и неиммортализованных
клетках РПЭ взрослого человека 4 пассажа (синие столбики) через 24 ч после воздействия 60 нг/мл Wnt7a относитель-
но соответствующего контроля (в отсутствии Wnt7a), принятого за единицу (штриховая линия). Вертикальные отрез-
ки – стандартное отклонение.
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отсутствия подходящего микроокружения, Wnt7a
можно рассматривать в качестве потенциального
терапевтического агента.

Дальнейшее изучение Wnt сигнального пути и
механизмов его регулирования даст возможность
понять процессы, происходящие с клетками РПЭ
при патологии, и использовать эти знания для
разработки лекарственных средств нового поко-
ления.

Вышеперечисленные Wnt сигнальные пути яв-
ляются Fzd-зависимыми, в последнее время стали
появляться данные о существовании Fzd-незави-
симых путей.

NOTCH СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ

Notch сигнальный путь является эволюционно
высоко консервативным сигнальным механиз-
мом, который управляет клеточной пролифера-
цией и решениями клеточной судьбы. В отличие
от таких сигнальных путей, как TGF-β/BMP, Wnt
и Hh, передача сигналов Notch происходит по-
средством межклеточной коммуникации, где
трансмембранные лиганды на одной клетке активи-
руют трансмембранные рецепторы на расположен-
ной рядом клетке (Siebel, Lendahl, 2017). Известно,
что у млекопитающих имеется 5 трансмембранных
лигандов (Jagged (Jag) 1 и 2, Delta-like (DLL) 1, 3 и 4)
и 4 рецептора Notch (1–4). В нейрогенезе участву-
ет Notch1 и Notch2, в то время как в эндотелиаль-
ных клетках сосудов преимущественно экспрес-
сируется Notch4 (Iso et al., 2003).

Рецептор Notch синтезируется в эндоплазма-
тическом ретикулуме и транспортируется к плаз-
матической мембране. Взаимодействие рецептора с
трансмембранным лигандом на соседней клетке
приводит к двум последовательным протеолитиче-
ским реакциям. Первое расщепление производится
внеклеточно с помощью металлопротеиназы Tu-
mour necrosis factor-α-converting enzyme (TACE)/ A
Disintegrin and Metalloproteinase (ADAM), обеспе-
чивающей удаление внеклеточного домена Notch
рецептора (англ. Notch extracellular domain,
NECD). Закрепленный в мембране С-терминаль-
ный фрагмент, который остается после первого
расщепления, подвергается конформационному
изменению. В результате этого активируется приле-
жащая к мембране специфическая протеаза, γ-сек-
ретаза (англ. γ-secretase). Такое внутримембранное
расщепление высвобождает внутриклеточный до-
мен Notch (англ. Notch intracellular domain, Notch-
ICD), который транслоцируется в ядро клетки
(Siebel, Lendahl, 2017). Показано, что апикальный
белок CRB2 человека ингибируют расщепление
Notch1 и передачу сигналов путем связывания с
пресенилиновым комплексом (англ. presenilin
complex), ингибируя активность γ-секретазы (Mit-
suishi et al., 2010).

В ядре клетки NotchICD взаимодействует с
транскрипционным фактором CSL (сокращение
от CBF1 (C promoter binding factor 1) у человека,
RBP-Jk (Recombining binding protein for immuno-
globulin kappa J region) у грызунов, Su(H) (Suppressor
of Hairless) у дрозофил и Lag-1 (Longevity-assurance
gene-1) у нематод) для регуляции транскрипции ни-
жестоящих генов (MHC I класса, CD23, IL-6, β-гло-
бин, ErbB2, NF-κB2, CCND1, C-MYC, p27KIP1, гены
семейств HES (Hairy-enhancer-of-split) и HEY
(Hairy-enhancer-of-split related with YRPW motif))
(Andersson et al., 2011; Falo-Sanjuan, Bray, 2020). В
результате происходит регуляция пролиферации,
дифференцировки, апоптоза и самоподдержания
стволовых клеток, что сильно зависит от контек-
ста и типа клеток (Siebel, Lendahl, 2017).

Гены семейств HES и HEY кодируют ядерные
белки, относящиеся к классу транскрипционных
факторов с основным доменом bHLH. Из семи
членов семейства генов HES в поддержании ство-
ловых и прогениторных клеток через ингибиро-
вание дифференцировки участвуют гены HES1,
HES5 и HES7, из семейства HEY – HEY1, HEY2 и
HEYL (Siebel, Lendahl, 2017). Потеря апикальных
белков CRB1 и CRB2 в сетчатке мышей, имити-
рующая врожденный амавроз Лебера человека,
приводила к нарушению регуляции генов-мише-
ней Notch1 (Hey1 и Heyl) и YAP/Hippo сигналь-
ных путей и повышению уровня p120-катенина,
что сопровождалось изменением хода клеточного
цикла и увеличением числа митотических клеток
(Pellissier et al., 2013).

Имеющиеся данные о роли сигнального пути
Notch в регуляции дифференцировки РПЭ полу-
чены только на модельных животных. Показано,
что на ранних стадиях эмбрионального развития
мыши Hes1 экспрессируется в формирующихся
хрусталиках, глазных пузырях и пигментированном
эпителии и необходим для правильного роста, мор-
фогенеза и дифференцировки этих тканей (Bao,
Cepko, 1997; Lee et al., 2005). Активация Notch
сигнального пути в эмбриональном развитии мы-
ши приводит к гиперпролиферации и злокаче-
ственным новообразованиям в клетках РПЭ у
взрослого животного (Schouwey et al., 2011).

In vitro блокирование передачи сигнала Notch
ингибирует миграцию и пролиферацию клеток
ARPE-19 и снижает уровни экспрессии генов-
мишеней передачи сигналов Notch, включая
HES1, С-MYC, HEY2 и SOX9 (Liu et al., 2013).

Как было отмечено ранее, передача сигналов
Notch может перекрестно взаимодействовать как
с каноническими Smad-зависимыми, так и с не-
каноническими путями передачи сигналов TGF-β в
клетках РПЭ в течение ЭМП (Chen et al., 2014a).
Кроме того, показано, что ключевые участники
сигнального пути Notch, включая JAG1, NOTCH3,
HES1 и HEY1, активируются в клетках РПЭ чело-
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века после воздействия TGF-β2, тогда как блокада
этого пути с помощью DAPT полностью обраща-
ет TGF-β2-индуцированный ЭМП (Chen et al.,
2014a).

Тесным союзником Notch является сигналь-
ный путь Wnt, их взаимодействия происходят на
многих уровнях, включая физическое взаимодей-
ствие между NotchICD и ключевыми регулятора-
ми Wnt пути, а также фосфорилирование Notch-
ICD с помощью GSK3β (Glazer et al., 2008; Siebel,
Lendahl, 2017).

Notch сигнальный путь взаимодействует не
только с TGF-β/BMP и Wnt, но существуют дока-
зательства его совместной работы с другими путя-
ми, такими как Hh и NF-κB (Schouwey, Beermann,
2008).

Однако роль этой совместной работы в фено-
типических изменениях РПЭ мало изучена. На-
целивание на передачу сигналов Notch может
обеспечить новый подход к лечению офтальмоло-
гических заболеваний, связанных с клетками РПЭ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

РПЭ выполняет ряд важных функций, необхо-
димых для поддержания структурной целостности
хориокапилляров и фоторецепторов. В результате
разрыва сетчатки клетки РПЭ подвергаются дей-
ствию сыворотки крови или стекловидного тела,
которые содержат множество факторов роста,
цитокинов и хемокинов, которые активируют
клетки РПЭ, подвергая их ЭМП. ЭМП клеток
РПЭ и функциональная дегенерация этих клеток
способствуют развитию нескольких заболеваний
сетчатки, включая ПВР и ВМД. Однако молекуляр-
ные механизмы, лежащие в основе ЭМП в клетках
РПЭ, остаются неуловимыми. Поиск факторов, ре-
гулирующих дифференцировку РПЭ, несомненно,
представляет фундаментальный и прикладной
интерес. В этом обзоре сделан акцент на роли ос-
новных сигнальных путей, включая TGF-β/BMP,
FGF2/FGFR, Wnt и Notch пути, в регуляции кле-
точных и молекулярных механизмов дедиффе-
ренцировки РПЭ и ЭМП, которые были в значи-
тельной степени определены при изучении эф-
фектов различных сигнальных молекул in vitro.
Ряд исследований показал, что зрелые клетки
РПЭ in vitro подвергаются дедифференцировке,
они теряют межклеточный контакт и пигмента-
цию, пролиферируют и экспрессируют маркеры,
не характерные для РПЭ, что приводит к измене-
нию фенотипа клеток. Экспрессия нейраль-
ных/ретинальных маркеров в нейроэпителиаль-
ных клетках РПЭ in vitro указывает на снижение
клеточной дифференцировки. Важно отметить,
что клетки РПЭ in vitro не теряют полностью сво-
их эпителиальных свойств. Эта предполагаемая
пластичность означает, что клетки могут задер-

живаться на промежуточных стадиях и что они
могут подвергаться частичному ЭМП, отражая
то, что происходит in vivo. Регуляция мезенхи-
мальной пластичности и дедифференцировки
клеток РПЭ при развитии пролиферативных вит-
реоретинальных заболеваний и при транспланта-
ции клеток РПЭ, полученных из ESCs и iPSCs,
является важной задачей как для разработки спе-
цифической терапии ПВР, так и для широкомас-
штабного использования клеток РПЭ в регенера-
тивной медицине.

Как следует из приведенных выше данных,
значительное количество внеклеточных факто-
ров и внутриклеточных медиаторов играет важ-
ную роль в ЭМП клеток РПЭ и может выступать
в качестве потенциальных мишеней при лечении
ПВР. Тем не менее, остаются серьезные вопросы
об ЭМП в клетках РПЭ. Поскольку большинство
экспериментов по ЭМП клеток РПЭ основано на
клеточных моделях и, в частности, на ARPE-19
линии, все еще трудно проанализировать относи-
тельный вклад ЭМП клеток РПЭ при ПВР. Кро-
ме того, требуется осторожность при экстраполя-
ции результатов, полученных в культуральной
модели in vitro, на сложную среду живой сетчатки.
Помимо клеток РПЭ в патогенезе ПВР участвуют
и другие типы клеток, например гиалоциты и гли-
альные клетки, которые также вносят вклад в
производство матрикса и фиброз. Кроме того,
клетки РПЭ и сетчатки имеют разные метаболи-
ческие пути, поэтому фармакологическое инги-
бирование дедифференцировки и пролиферации
клеток РПЭ, может оказаться неблагоприятным
для нейральной сетчатки. В дополнение к этому,
поскольку ЭМП является лишь одним из призна-
ков патогенеза ПВР, другие патологические из-
менения, способствующие ПВР, также требуют
внимания.

Изучение клеточных и молекулярных меха-
низмов, лежащих в основе дедифференцировки
клеток РПЭ, и путей их регуляции требует про-
должения. Кроме того, интересно изучить и дру-
гие пути, которые участвуют в регенерации сет-
чатки, в том числе Shh. Это необходимо для более
глубокого понимания этиопатогенеза патологий
РПЭ и для определения новых мишеней, вовле-
ченных в процесс повреждения РПЭ.
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Epithelial-to-Mesenchymal Transition:
Molecular Mechanism of Retinal Pigment Epithelial Cell Activation

A. V. Kuznetsova*
Koltzov Institute of Developmental Biology of the Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 26, Moscow, 119334 Russia

*e-mail: avkuzn@list.ru

Activated retinal pigment epithelial (RPE) cells are the main effector cells in the process of fibrosis, a major
pathological feature in retinal diseases that including proliferative vitreoretinopathy. During rhegmatogenous
retinal detachment, quiescent RPE cells change into an active fibroblast-like and myofibroblast-like pheno-
type which could create a favorable microenvironment for the development of fibrosis and facilitate its pro-
gression by increasing cell proliferation and their migration into the epiretinal space. The increased cell con-
tractility ultimately results in a traction retinal detachment and loss of visual acuity. Many cellular signals are
revealed contributing to the activation of RPE cells, such as transforming growth factor-beta, fibroblast
growth factor-2, platelet derived growth factor, mitogen-activated protein kinase (MAPK), Smads, NF-κB
pathways and so on. Therefore, investigating the role of these factors and signaling pathways in RPE cells ac-
tivation will promote the development of RPE cells-specific therapeutic strategies that may provide novel op-
tions for retinal therapy. In this review, we systematically summarize the current knowledge about RPE cells
activation-associated stimulating factors and signaling pathways and hope to provide new strategies for the
treatment of retinal diseases.

Keywords: retinal pigment epithelium, RPE, epithelial-mesenchymal transition, EMT, TGF-β/BMP signal
pathway, FGF/FGFR signal pathway, WNT signal pathway, Notch signal pathway, vitreoretinal diseases
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Изучение роли липидов в преимплантационном развитии млекопитающих является важной зада-
чей современной эмбриологии. Цель настоящего исследования – с использованием метода конфо-
кальной лазерной сканирующей микроскопии охарактеризовать динамику содержания внутрикле-
точных липидов преимплантационных эмбрионов мыши при развитии in vivo и in vitro. Развитие
преимплантационных эмбрионов сопровождалось снижением общего уровня липидов на стадии
бластоцисты в группе in vivo и на стадии морулы в группе in vitro. Кроме того, при культивировании
эмбрионов in vitro общее содержание липидов в морулах и бластоцистах было ниже, чем у эмбрио-
нов тех же стадий, развивавшихся in vivo. Таким образом, липидный метаболизм в ходе преимплан-
тационного периода зависит от условий развития (in vivo или in vitro). На стадии образования бла-
стоцисты количество внутриклеточных липидов существенно снижается.

Ключевые слова: мышь, преимплантационные эмбрионы, внутриклеточные липиды, нильский
красный, конфокальная лазерная сканирующая микроскопия, культивирование in vitro
DOI: 10.31857/S0475145022060039

ВВЕДЕНИЕ
Изучение роли внутриклеточных липидов в

созревании ооцитов и в раннем преимплантаци-
онном развитии млекопитающих является важ-
ной фундаментальной проблемой современной
эмбриологии (Arena et al., 2021; Igonina et al., 2021;
Lawson et al., 2022). Липиды входят в состав внут-
риклеточных мембран и являются основным
компонентом липидных гранул (ЛГ) (Ibayashi et al.,
2021). Эти клеточные включения играют важную
роль в хранении энергетического субстрата и под-
держании целостности мембран клеток животных,
а также влияют на клеточное ядро, участвуют в
транспортировке жирных кислот (ЖК), экспрес-
сии генов и защите от патогенов (Welte, 2015).
Изучают влияние внутриклеточных липидов и на
эффективность криоконсервации преимпланта-
ционных эмбрионов, в частности, эмбрионов
мыши (Igonina et al., 2021).

На свинье была подробно изучена динамика
изменения внутриклеточного содержания липи-
дов в ходе созревания ооцитов и преимплантаци-

онного развития эмбрионов. В том числе было
проведено сравнение уровня липидов в бластоци-
стах свиньи, развивавшихся in vivo и in vitro
(Romek et al., 2011). Ооциты и преимплантацион-
ные эмбрионы свиньи чрезвычайно богаты липи-
дами (Genicot et al., 2005; Romek et al., 2011). При
этом их роль в ходе раннего развития свиньи до-
статочно хорошо изучена (Bradley, Swann, 2019).
Мышь относится к видам c низким содержанием
липидов в ооцитах и клетках преимплантацион-
ных эмбрионов (Genicot et al., 2005). Роль внутри-
клеточных липидов в раннем развитии мыши не
столь очевидна и является предметом изучения
для нескольких исследовательских групп (Wata-
nabe et al., 2010; Bradley et al., 2016; Tatsumi et al.,
2018; Aizawa et al., 2019; Брусенцев и др., 2020;
Ibayashi et al., 2021; Arena et al., 2021).

Следует отметить, что лишь в двух работах
произведена попытка изучить число и размер ли-
пидных гранул в ходе созревания ооцитов и ран-
него развития эмбрионов мыши (Watanabe et al.,
2010; Bradley et al., 2016). Между тем, общее содер-
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жание внутриклеточных липидов в ходе преим-
плантационного развития мыши до сих пор не
изучено. В нашем предыдущем исследовании бы-
ло проанализировано содержание внутриклеточ-
ных липидов при созревании ооцитов мыши
(Брусенцев и др., 2020). Цель настоящего исследо-
вания – с использованием метода конфокальной
лазерной сканирующей микроскопии охарактери-
зовать динамику содержания внутриклеточных ли-
пидов преимплантационных эмбрионов мыши
при развитии in vivo и in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В эксперименте было использовано 58 поло-
возрелых самок и 11 самцов мышей линии CD1 в
возрасте от двух до трех месяцев. Животных со-
держали в SPF-виварии Института цитологии и
генетики (Новосибирск, Россия) в индивидуаль-
но вентилируемых клетках OptiRAT (Animal Care,
США) при температуре 22–24°C и влажности 40–
50%; в качестве подстилки использовали опилки.
Суточный цикл состоял из 12 ч дня и 12 ч ночи, с
восходом в 4 ч утра и закатом в 16 ч. Животные
имели постоянный доступ к автоклавированному
стандартизированному корму “Sniff” (Soest, Герма-
ния) и очищенной воде, обогащенной минеральны-
ми добавками “Северянка” (Экопроект, Россия).

Были сформированы следующие группы:
1) преимплантационные эмбрионы, развивающие-
ся в условиях in vivo, полученные от самок-доноров
на стадиях 2-клеток (n = 35), 4-клеток (n = 23), 8-кле-
ток (n = 15), морулы (n = 25) и бластоцисты (n = 36);
2) преимплантационные эмбрионы, развиваю-
щиеся в условиях in vitro, полученные от самок-
доноров на стадиях 2-клеток и культивированные
in vitro до 4-клеток (n = 29), 8-клеток (n = 15), мо-
рулы (n = 32) и бластоцисты (n = 40). В группу
“бластоцисты” входили эмбрионы с полностью
сформированной полостью.

У самок мышей CD1 индуцировали суперову-
ляцию путем инъекции 5 МЕ хорионического го-
надотропина лошади (Фоллигон; Intervet interna-
tional, B.V., Нидерланды) а затем, через 46 часов,
5 МЕ хорионического гонадотропина человека
(Хорулон; Intervet international, B.V., Нидерлан-
ды). После чего, самок ссаживали на ночь с фер-
тильными самцами этой же линии. Спаривание
проверяли по наличию вагинальной пробки. Для
получения преимплантационных эмбрионов на
разных стадиях развития in vivo самок подвергали
эвтаназии путем дислокации шейных позвонков
через 24 ч после введения ХГЧ (2-клеточные), 36 ч
(4-клеточные), 48 ч (8-клеточные), 72 ч (морулы)
и 84 ч (бластоцисты). Яйцеводы и матку извлека-
ли и промывали средой Flushing Solution (Ferti-
Pro, Бельгия).

Для экспериментов in vitro 2-клеточные эм-
брионы получали описанным выше способом.
Затем проводили их культивирование in vitro на
35 мм чашках Петри (Corning, США). Группы из
3–5 эмбрионов находились в 20 мкл каплях
KSOM под минеральным маслом (Merck, Германия)
при 37°С, 5% СО2 и влажности 90% в CO2-инку-
баторе New BrunswickTM Galaxy 48R (Eppendorf,
Германия). Эмбрионы культивировали в течение
12 ч (до стадии 4-х клеток), 24 ч (до стадии 8-ми
клеток), 48 ч (до стадии морулы) и 72 ч (до стадии
бластоцисты) Эмбриональное развитие контро-
лировали визуально под микроскопом S8 APO
(Leica Microsystems, Германия).

Оценку количества внутриклеточных липидов
в преимплантационных эмбрионах проводили с
помощью окрашивания нильским красным –
Nile Red (Merck, Германия), как описано ранее
(Romek et al., 2011). Фиксированные эмбрионы
трижды отмывали от формальдегида в PBS, со-
держащем 1 мг/мл ПВП, по 5 мин в каждой капле
при комнатной температуре. Затем, для достиже-
ния максимальной интенсивности окрашивания
внутриклеточных липидов, их инкубировали в
растворе нильского красного с концентрацией
10 мкг/мл в течение трех часов при 37°C. Образцы
помещали на предметные стекла в PBS. Изобра-
жения получали с помощью конфокального ла-
зерного сканирующего микроскопа 780 NLO Axio
Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия) с использова-
нием программного обеспечения Zen 2012 (Carl
Zeiss, Германия). Эмбрионы, окрашенные ниль-
ским красным, облучали газовым аргоновым ла-
зером (максимальная мощность 30 мВт) при 0.1%
от максимальной мощности на длине волны 488 нм.
Спектры получали в диапазоне длин волн 494–
687 нм с шагом 9 нм. Оценку каждого эмбриона
производили в течение двух минут. Все изображе-
ния были получены в режиме подсчета фотонов –
“photon counting”. То есть была подсчитана сумма
всех фотонов со ста оптических срезов на каждый
эмбрион. Суммирование оптических срезов и вы-
читание фоновой флуоресценции выполняли с
помощью программы ImageJ. Микроскопиче-
ские работы выполнены в ЦКП “Микроскопиче-
ского анализа биологических объектов” ИЦиГ
СО РАН (https://ckp.icgen.ru/ckpmabo).

Данные анализировали с помощью програм-
мы STATISTICA v 8.0 StatSoft, Inc. Проверка рас-
пределения на нормальность проводилась с по-
мощью критерия Шапиро–Уилка. Для обсчета
данных использовали многофакторный диспер-
сионный анализ (Factorial ANOVA) с последую-
щим апостериорным сравнением (Fisher LSD).
Интенсивность флуоресценции липидов (число
фотонов) представлена, как среднее ± стандарт-
ная ошибка среднего (M ± SEM). Различия при
p < 0.05 считали статистически достоверными.
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Данные по интенсивности флуоресценции
(числу фотонов, чф), полученные при изучении
преимплантационных эмбрионов разных стадий,
развивавшихся in vivo и in vitro, представлены на
рис. 1. Репрезентативные иллюстрации по каж-
дой стадии развития представлены на рис. 2. Ана-
лиз данных с помощью Factorial ANOVA показал
статистически значимое влияние на число фотонов
таких факторов, как “условия развития эмбрионов”
(in vivo или in vitro) (F1, 275 = 20.36, p = 0.00001) и “ста-
дия развития эмбриона” (F4, 275 = 40.20, p = 0.0000),
а также взаимодействие этих факторов (F4, 275 = 5.57,
p = 0.00025).

Развитие преимплантационных эмбрионов
сопровождалось снижением содержания липи-
дов, которое наблюдали на стадии бластоцисты в
группе in vivo и на стадии морулы в группе in vitro.
Анализ post-hoc при помощи Fisher LSD теста по-
казал большее содержание липидов (p < 0.001) в
развивающихся in vivo эмбрионах на стадиях 2 кл.
(чф 12.8 × 105 ± 0.3 × 105), 4 кл. (чф 14.0 × 105 ± 0.3 ×
× 105), 6–8 кл. (чф 14.0 × 105 ± 0.7 × 105) и морулы
(чф 13.1 × 105 ± 0.6 × 105) по сравнению с бласто-
цистами (чф 10.1 × 105 ± 0.1 × 105). Более того,

развивающиеся in vivo эмбрионы на стадии 4 кл.
(чф 14.0 × 105 ± 0.3 × 105) и 6–8 кл. (чф 14.0 × 105 ±
± 0.7 × 105) имели большее содержание липидов
по сравнению с двухклеточной стадией (чф 12.8 ×
× 105 ± 0.3 × 105) (p < 0.05). В то же время, разви-
вающиеся in vitro эмбрионы имели большее со-
держание липидов (p < 0.001) на стадиях 2 кл. (чф
12.8 × 105 ± 0.3 × 105), 4 кл. (чф 13.7 × 105 ± 0.3 ×
× 105) и 6–8 кл. (чф 12.6 × 105 ± 0.2 × 105) по срав-
нению с морулами (чф 9.8 × 105 ± 0.5 × 105) и бла-
стоцистами (чф 9.2 × 105 ± 0.5 × 105).

Кроме того, при культивировании эмбрионов
in vitro, общее содержание липидов в морулах (p <
< 0.001) и бластоцистах (p < 0.05) было ниже, чем
у эмбрионов тех же стадий, развивавшихся in vivo
(чф 9.8 × 105 ± 0.5 × 105 и 13.1 × 105 ± 0.6 × 105;
чф 9.2 × 105 ± 0.5 × 105 и 10.1 × 105 ± 0.1 × 105 со-
ответственно).

ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что у эмбрионов мыши на стадиях
дробления внутриклеточные липиды не играют
существенной роли как энергетический субстрат
(Bradley, Swann, 2019). Поэтому мы ожидали, что в

Рис. 1. Динамика содержания липидов в преимплантационных эмбрионах мыши. a p < 0.001 по сравнению с бласто-
цистами in vivo; b p < 0.05 по сравнению с двухклеточными эмбрионами in vivo; c p < 0.001 по сравнению с двухклеточ-
ными эмбрионами in vivo; d p < 0.001 по сравнению с морулами in vitro; e p < 0.001 по сравнению с бластоцистами in vitro;
* p < 0.05 по сравнению с бластоцистами in vivo; *** p < 0.001 по сравнению с морулами in vivo.
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ходе дробления их содержание в клетках эмбриона

снижаться не будет. Однако в нашем исследовании

было обнаружено, что у эмбрионов, полученных

in vivo, содержание внутриклеточных липидов на

стадиях 4-х и 8-и бластомеров повышается по

сравнению со стадией 2-х бластомеров. Такого

повышения не наблюдалось при развитии эмбри-

онов in vitro. Данная закономерность, наблюдае-

мая in vivo, может быть связана с развитием эм-

брионов в естественной жидкости яйцевода. Эта

жидкость состоит из множества компонентов, в

том числе жирных кислот, которые проникают в

клетки и используются для синтеза и накопления

новых жиров (Ibayashi et al., 2021). С другой сто-

роны, синтетическая питательная среда KSOM,

которую мы использовали для культивирования

эмбрионов, не содержит жирных кислот, а их пе-

реносчик, бычий сывороточный альбумин

(БСА), присутствует в ней в низкой 1%-ной кон-

центрации (Lawitts, Biggers, 1993). Именно этим,

по всей вероятности, можно объяснить тот факт,

что количество внутриклеточных липидов не по-

вышается на стадиях дробления при развитии за-

родышей in vitro. На эмбрионах крупного рогато-

го скота были изучены последствия добавления в

культуральную среду фетальной телячьей сыво-

ротки (многокомпонентной смеси с варьирую-

щим составом). У культивировавшихся в этой

среде эмбрионов уровень внутриклеточных ли-

пидов (особенно на стадиях морулы и бластоци-

сты) был выше, чем у эмбрионов, развивавшихся

in vivo (Abe et al., 1999). В нашей предыдущей ра-

боте было продемонстрировано, что у эмбрионов

мышей, развивающихся in vitro, происходит по-

вышение общего содержания внутриклеточных
липидов при добавлении жирных кислот в пита-
тельную среду (Igonina et al., 2021).

В настоящей работе было показано уменьше-
ние количества внутриклеточных липидов в ходе
развития эмбрионов мышей до стадии бластоцисты
как in vivo, так и in vitro. Это предположительно свя-
зано с тем, что при переходе от стадии морулы к
бластоцисте может происходить переключение ме-
таболизма с углеводного на жировой (Ibayashi et al.,
2021). При этом происходит образование агрегатов
из липидных гранул, а энергетический субстрат на-
чинает активно утилизироваться благодаря повы-
шенному липолизу (в частности, перед имплан-
тацией) (Watanabe et al., 2010; Romek et al., 2011;
Bradley et al., 2016). Ранее были выполнены иссле-
дования на эмбрионах мыши, культивировав-
шихся in vitro на среде KSOM или KSOM-АА
(обогащенной аминокислотами). У таких эмбри-
онов со стадии 2-х бластомеров до морулы или
бластоцисты происходит уменьшение числа ли-
пидных гранул за счет их агрегации, но каким об-
разом изменяется общее количество внутрикле-
точных липидов до сих пор не исследовано (Wata-
nabe et al., 2010; Bradley et al., 2016). Подобное
снижение количества внутриклеточных липидов
было показано в экспериментах на эмбрионах
свиньи при их культивировании in vitro до стадии
бластоцисты (Romek et al., 2011). Уменьшение
объема липидных гранул, как правило, происхо-
дит за счет липолиза триацилглицеридов липаза-
ми, расположенными на поверхности их мем-
бран. При этом жирные кислоты высвобождают-
ся для митохондриального метаболизма (Lawson

Рис. 2. Содержание внутриклеточных липидов в эмбрионах мыши, развивающихся in vivo и in vitro. Конфокальная ла-
зерная сканирующая микроскопия. Окрашивание нильским красным. Масштабный отрезок – 100 мкм.
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et al., 2022). Более того, в ходе преимлантацион-
ного развития может происходить селективная
аутофагия липидных гранул липосомами (липо-
фагия), что также снижает со временем количе-
ство внутриклеточных липидов (Tsukamoto et al.,
2008). Таким образом, липидный метаболизм в
ходе преимплантационного развития мыши зави-
сит от тех условий, в которых оно происходит, а
именно – in vivo или in vitro. Между тем, независи-
мо от условий, в которых происходит развитие
эмбрионов мышей, на стадии формирования бла-
стоцисты количество внутриклеточных липидов
существенно снижается по сравнению с предыду-
щими стадиями.
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Intracellular Lipids during in vivo and in vitro Preimplantation Embryo
Development in Mice

T. N. Igonina1, T. A. Rakhmanova1, 2, I. N. Rozhkova1,
E. Yu. Brusentsev1, and S. Ya. Amstislavsky1, *

1Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 
prosp. Lavrentyeva, 10, Novosibirsk, 630090 Russia

2Novosibirsk State University, Pirogova, 2, Novosibirsk, 630090 Russia
*e-mail: amstis@yandex.ru

Investigation the role of lipids in mammalian preimplantation development is a hot edge of the modern em-
bryology. The aim of this study was to evaluate the amount of intracellular lipids in preimplantation mouse
embryos during in vivo and in vitro development using confocal laser scanning microscopy. The development
of preimplantation embryos was accompanied by a decrease in total lipid content, which was observed in vivo
at the blastocyst stage and at morula stage in vitro. Besides, during in vitro embryo development total lipid
content was lower as compared to in vivo development. Thus, lipid metabolism during the preimplantation
period depends on the conditions in which development occurs (in vivo or in vitro); at blastocyst stage, the
amount of intracellular lipids in preimplantation mouse embryos significantly decreases.

Keywords: mice, preimplantation embryo, intracellular lipids, Nile Red, confocal laser scanning microscopy,
in vitro culture
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Карпозубые рыбы “killifish” (Cyprinodontiformes; Teleostei), населяющие эфемерные водоемы, ха-
рактеризуются высокой степенью онтогенетической пластичности – способностью к адаптивным
изменениям онтогенетической траектории в ответ на изменение внешних условий. Изменение он-
тогенетических траекторий происходит за счет эмбриональных диапауз, которые позволяют пере-
живать неблагоприятные условия. В настоящей работе мы экспериментально протестировали отло-
женные эффекты фармакологического повышения (НТР группа) и понижения (РСРА группа)
уровня серотонина в организме матери на ход онтогенеза потомства у афиосемиона Гарднера (Fun-
dulopanchax gardneri). Контрольная группа продемонстрировала типичную для killifish высокую он-
тогенетическую и фенотипическую изменчивость. Выклев личинок был растянут во времени, но ха-
рактеризовался ярко выраженным пиком. Вылупляющиеся личинки имели разную степень редук-
ции желточного мешка и развития скелета. У эмбрионов, полученных от самок с искусственно
измененным уровнем серотонина, наблюдались гетерохронии, т.е. изменения сроков и темпов он-
тогенеза, а также снижение онтогенетической и фенотипической изменчивости. Так, в НТР группе
наблюдалось замедление раннего развития, но ускорение и синхронизация более поздних стадий
эмбриогенеза. В результате, выклев носил массовый характер, а личинки были более развиты, чем
в контрольной группе. В РСРА группе, несмотря на некоторое сокращение временного интервала
выклева, произошло перераспределение частот рано и поздно выходящих из икры личинок, что
привело к исчезновению пика выклева. Полученные данные указывают на то, что серотонин высту-
пает в качестве эпигенетического сигнала, модулирующего ход онтогенеза потомства и имеющего
высокий адаптационный потенциал.

Ключевые слова: гетерохронии, онтогенетическая пластичность, killifish, Fundulopanchax gardneri
DOI: 10.31857/S0475145022060027

ВВЕДЕНИЕ

Повышенный интерес биологов развития и
эволюционных биологов к нетаксономической
группе “killifish”, объединяющей более 1200 ви-
дов пресноводных икромечущих рыб отряда кар-
позубообразные (Cyprinodontiformes; Teleostei),
обусловлен рядом факторов. Среди них ведущую
роль играют: большое разнообразие фенотипов и
жизненных циклов (Furness, 2015; Valenzano et al.,
2015; Berois et al., 2017; Hu, Brunet, 2018; Willemsen
et al., 2020); способность в короткие сроки при-
спосабливаться к новым, зачастую экстремаль-
ным внешним условиям (Whitehead et al., 2011;
Wagner, Podrabsky, 2015; Eide et al., 2021); относи-

тельно небольшие размеры геномов, что позволя-
ет широко применять современные методы моле-
кулярно-генетического анализа (Reid et al., 2017;
Romney, Podrabsky, 2017; Poeschla, Valenzano,
2020; Chalar et al., 2021; Astre et al., 2022; Di Genova
et al., 2022); и простота содержания в лаборатор-
ных условиях. Особенный интерес представляет
высокая степень онтогенетической пластичности
killifish, многие виды которых способны к адап-
тивным изменениям онтогенетической траекто-
рии за счет эмбриональных диапауз – задержек
или остановок развития зародыша, в ответ на из-
менение внешних факторов (Podrabsky et al.,
2010a; Furness, 2015; Dominguez-Castanedo et al.,
2017; Naumann, Englert, 2018).

УДК 57.084+577.175.823+591.3
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Аннуальные виды killifish (annual killifishes)
обладают коротким (менее одного года) жизнен-
ным циклом, характеризующимся интенсивны-
ми процессами роста, полового созревания и раз-
множения в течение короткого благоприятного
периода, и эмбрионами, способными выживать в
крайне неблагоприятных сезонных условиях.
Широко распространенные среди killifish эмбри-
ональные диапаузы позволяют переживать засуху
и критическое снижение концентрации раство-
ренного в воде кислорода (Anderson, Podrabsky,
2014). Диапаузы могут быть факультативными или
облигатными и происходить на разных стадиях эм-
брионального развития: ранней гаструлы (DI),
позднего сомитогенеза (DII) и полностью сфор-
мированного эмбриона (DIII) (Wourms, 1972а).
DI характеризуется снижением или остановкой
митотической активности клеток эмбриона
(Romney, Podrabsky, 2017; Naumann, Englert, 2018;
Dolfi et al., 2019). DII сопровождается максималь-
ным замедлением метаболических процессов и от-
личается большой продолжительностью. Это поз-
воляет эмбрионам переносить неблагоприятный
период засухи, находясь в грунте под защитой яй-
цевых оболочек (Podrabsky et al., 2010b; Anderson,
Podrabsky, 2014). DIII характеризуется снижени-
ем метаболизма у готового к выклеву эмбриона,
что дает возможность выйти из яйца в момент на-
ступления благоприятных условий (Martin, Po-
drabsky, 2017; Chalar et al., 2021).

Внутренние факторы, ответственные за на-
ступление диапауз и реализацию той или иной
онтогенетической траектории у killifish, активно
изучаются (Karp, 2021; Singh et al., 2021). Считается,
что вероятность DI определяется составом пере-
данных от матери регуляторных РНК, влияющих
на активность сигнальных каскадов клеток эм-
бриона (Romney, Podrabsky, 2017). Причины и ме-
ханизмы впадения эмбриона в состояние DII и
DIII остаются малоизученными. Предполагается,
что вероятность наступления и сроки этих диапауз
определяются активностью эндокринной системы
эмбриона, изменяющейся в ответ на колебания
температуры и содержания кислорода во внешней
среде (Romney et al., 2018; Karp, 2021). Экспери-
ментальными методами было показано, что ин-
гибирование экспрессии инсулиноподобного
фактора роста I (IGF-I) у эмбрионов модельных
аннуальных killifish инициирует DII, в то время
как увеличение уровня IGF-I стимулирует пря-
мое развитие, без диапауз (Woll, Podrabsky, 2017).
Однако, большинство исследователей сходятся
во мнении, что IGF-I далеко не единственный
фактор, играющий роль в выборе той или иной
траектории развития killifish (Karp, 2021), и необ-
ходимо проведение дальнейших исследований с
привлечением новых, немодельных объектов
(Singh et al., 2021).

Одним из вероятных кандидатов на роль сиг-
нального фактора, участвующего в регуляции он-
тогенетической пластичности killifish, является
серотонин. Данный моноамин сочетает функции
межклеточного мессенджера и гормона с плей-
отропным эффектом. Серотонин оказывает суще-
ственное влияние на онтогенез многоклеточных
(Turlejski, 1996; Buznikov et al., 2001), однако, его
роль в развитии рыб изучена слабо. Известно, что
серотонин (по всей видимости, материнский)
присутствует уже на самых ранних этапах разви-
тия рыб, в ранних бластомерах и неклеточных
структурах (Côté et al., 2007; Ivashkin et al., 2019;
Romero-Reyes et al., 2021), но его онтогенетиче-
ская роль остается неясной. На более поздних
этапах онтогенеза серотонин может выступать в
качестве морфогена (Nardi et al., 2017) и участво-
вать в регуляции развития центральной нервной
системы (Airhart et al., 2012; Barreiro-Iglesias et al.,
2015). Кроме того, серотонинергическая система
задействована в регуляции синтезирующей ак-
тивности различных эндокринных клеток (Cano-
sa et al., 2007; Lillesaar, 2011; Prasad et al., 2015; Mc-
Donald, 2017; Thompson, Vijayan, 2022). Показано,
что у рыб высокий уровень серотонина стимули-
рует продукцию гонадотропина, но подавляет
синтез соматропного гормона (Wong et al., 1998;
Prasad et al., 2015). У млекопитающих отмечены
сходные эффекты: внутриутробная гиперсерото-
немия подавляет синтез соматотропного гормо-
на, дефицит которого, в свою очередь, приводит к
снижению активности синтеза IGF-I (Musumeci
et al., 2013), сигнала, ответственного за наступле-
ние диапауз у killifish (Karp, 2021). Учитывая, что
у рыб экспрессия IGF-I также напрямую регули-
руется соматотропным гормоном (Triantaphyllo-
poulos et al., 2020), можно предположить, что из-
менения уровня серотонина будут иметь сходный
эффект, но данные о взаимоотношениях этих
сигнальных систем носят спорадический харак-
тер (Jonsson, Bjornsson, 2002).

В организме матери активность синтеза серото-
нина зависит от множества внешних и внутренних
факторов, имеющих четкую сезонную динамику в
эфемерных сообществах, в том числе от внешних
температур, состава и обилия пищи, социальной
активности и возраста (Winberg et al., 1991; Prasad
et al., 2015; Winberg, Thornqvist, 2016; Nonnis et al.,
2021; Evsiukova et al., 2021; Uyttebroek et al., 2022).
С учетом этого, можно предположить, что мате-
ринский серотонин выступает в роли эпигенети-
ческого сигнала, определяющего наиболее адек-
ватную в текущих условиях онтогенетическую
траекторию потомков, как это было показано для
других животных (Ivashkin et al., 2015; Andreatta
et al., 2018; Voronezhskaya et al., 2022).
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В настоящей работе мы экспериментально
оценили, как фармакологическое повышение и
понижение уровня серотонина в организме матери
влияют на эмбриональное развитие афиосемиона
Гарднера, Fundulopanchax gardneri (Boulenger,
1911) – западноафриканского представителя killi-
fish, тип онтогенеза которого считается анце-
стральным для современных высокоспециализи-
рованных аннуальных видов (Peters, 1963).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом изучения являлась лабораторная ли-
ния стального афиосемиона Fundulopanchax (=Aphy-
osemion) gardneri нигерийского происхождения.
Этот представитель семейства нотобранхиевых
(Nothobranchiidae) не относится к аннуальным
видам и преимущественно населяет постоянные
водоемы (Peters, 1963).

Изменение уровня серотонина у близкород-
ственных десятимесячных самок достигалось
традиционными методами (Airhart et al., 2012;
Maximino et al., 2013; Ivashkin et al., 2019; Faria et al.,
2021). Были созданы три экспериментальных
группы, состоящие из трех-четырех самок: 1) кон-
троль – группа, содержащаяся в чистой воде;
2) HTP группа – группа, содержавшаяся в воде с
добавлением 10 мг/л 5–гидрокситриптофана
(HTP) – непосредственного биохимического
предшественника серотонина; 3) PCPA группа,
содержавшаяся в воде с добавлением 1 мг/л пара-
хлорофенилаланина (PCPA) – ингибитора трип-
тофангидроксилазы, фермента ответственного за
гидроксилирование HTP (рис. 1). Фармакологи-
ческая обработка самок продолжалась в течение
14 дней. Таким образом, предполагалось, что уро-
вень серотонина будет повышен в тканях особей
НТР группы и понижен в тканях особей PCPA
группы. Учитывая продолжительность обработ-
ки, мы использовали 1/10 концентрации HTP и
1/20 PCPA, от концентраций, ранее использован-
ных для краткосрочного воздействия на рыб (Air-
hart et al., 2012; Maximino et al., 2013; Ivashkin et al.,
2019; Faria et al., 2021). Непосредственно перед
скрещиванием самки каждой группы переводи-
лись в чистую воду. Полученная в результате есте-
ственного скрещивания оплодотворенная икра
обрабатывалась метиленовым синим и расклады-
валась поштучно в лунки иммунологического
планшета для проведения индивидуальных на-
блюдений и минимизации взаимного влияния.
Инкубация икры проводилась в условиях, счита-
ющихся оптимальными для данного вида (https://
www.seriouslyfish.com/species/fundulopanchax-gard-
neri-gardneri/): при постоянной температуре
(22°С), естественном освещении, под слоем по-

стоянно аэрируемой воды 1–2 сантиметра. Экспе-
римент был повторен дважды.

На 6 и 10 день после оплодотворения (дпо)
оценивались длина (L) и ширина (W) головы, ча-
стота сердцебиения, число сомитов и общее мор-
фологическое состояние эмбрионов. На основе
этих данных делались выводы о наличии или от-
сутствии диапаузы (DII). Состояние диапаузы
(DIII) определялось по продолжительной задержке
выклева полностью сформированных эмбрионов
одновременно с существенным уменьшением ча-
стоты сердечных сокращений и подвижности тела.

В момент выклева осуществлялось измерение
стандартной длины (SL) личинок и их фиксация в
4% PFA. Небольшая часть личинок прижизненно
окрашивалась флуоресцентным кальцеином (Cal-
cein Am, Sigma) по методике Du et al. (2001). Изго-
товление тотальных препаратов скелета эмбрио-
нов и личинок велось по методике Walker, Kimmel
(2007). Изучение препаратов проводилось с по-
мощью методов световой (стереомикроскопы
Olympus SZx9 и Leica EZ4) и конфокальной (Zeiss
LSM 800) микроскопии на базе Центра коллектив-
ного пользования ИБР РАН. Для каждого образца
было подсчитано: число костей черепа, позвонков
и лучей хвостового плавника (лепидотрихий).
Критерием наличия окостенения являлась окрас-
ка костной ткани ализарином, видимая при по-
мощи светового микроскопа. Конфокальная
микроскопия использовалась для верификации
результатов, полученных при помощи световой
микроскопии, и получения иллюстративного ма-
териала. Таким образом, нами были изучены рост
и развитие эмбрионов, динамика выхода личинок
из яйца, размеры тела и состояние костного ске-
лета в момент выклева в экспериментальных
группах F. gardneri. Учитывались только эмбрио-
ны, покинувшие яйцевые оболочки в виде жизне-
способных личинок. Всего изучено 148 эмбрионов
в контрольной группе, 51 в группе “HTP” и 30 в
группе “PCPА”.

Статистическая обработка данных производи-
лась с помощью пакета программ Statistica 6.0.
Определение статистически значимых различий
частоты сердечных сокращений и размеров ранних
эмбрионов производилось с использованием одно-
факторного дисперсионного анализа (ANOWA).
Взаимная зависимость пяти исследуемых характе-
ристик в момент выклева (число костей черепа, по-
звонков и лучей хвостового плавника, SL и возраст)
анализировалась с помощью ранговой корреляции
Спирмена. Попарное сравнение временной дина-
мики выклева в различных экспериментальных
группах производилось с использованием непара-
метрического критерия U Манна–Уитни, коэффи-
циентов асимметрии и эксцесса распределения.
Сравнение зависимости SL и степени развития
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скелета от возраста личинок проводилось с помо-
щью построения линейных регрессионных моде-
лей. Для выполнения попарных сравнений груп-
повых средних (для 4х признаков: SL, число ко-

стей черепа, позвонков и лучей хвостового
плавника в момент вылупления) нами был исполь-
зован критерий достоверно значимой разности
Тьюки (Tukey’s HSD test) для неравных выборок.

Рис. 1. Схема эксперимента по изменению уровня серотонина у самок F. gardneri и выращиванию их потомства в стан-
дартных условиях. (а) Маточное стадо F. gardneri; (б) фармакологическая обработка самок в течение 14 дней (H2O –
контрольная группа, HTP – группа, обработанная биохимическим предшественником серотонина; PCPA – группа,
обработанная ингибитором триптофангидроксилазы); (в) скрещивание экспериментальных самок с самцами в чи-
стой воде; (г) инкубация икры в иммунологических планшетах при стандартных условиях, t = 22°С.

(а)

(б)

(в)

(г)

Стандартные условия

Стандартные условия

Стандартные условия, t 22°С, 1–65 дпо

Стандартные условия +
+ фармакологическая

обработка, 14 дней

HTP PCPAH2O
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Рост и развитие эмбрионов в контрольной группе

Эмбриогенез F. gardneri при 22°С характеризу-
ется высокой пластичностью, вследствие чего
могут быть описаны, по меньшей мере, четыре
онтогенетических траектории. Первая из них –
“быстрая” траектория характеризуется прямым
развитием, происходящим без остановок роста и
морфологической дифференциации эмбриона.
Три “медленные” траектории характеризуются
прохождением одной (DII или DIII) или обеих
эмбриональных диапауз.

При прямом развитии к 3-му дпо формируется
нейрула, а к 5-му дпо становятся хорошо разли-
чимыми хорда, глаза и отделы головного мозга,
Купферов пузырек и несколько пар сомитов
(не более 10). К этому времени эмбрионы харак-
теризуются значительной синхронностью разви-
тия и сходством размеров головы (средние значе-
ния W ~ 0.2 мм, а L ~ 0.4 мм).

При увеличении количества сомитов от 10-ти
до 15-ти пар происходит развитие органов чувств,
исчезает Купферов пузырек, появляется нефунк-
ционирующее сердце.

При увеличении количества сомитов от 15-ти
до 25-ти пар наблюдается активное развитие пиг-
ментной системы: тело эмбриона и желточный
мешок покрываются меланофорами, меланин на-
чинает откладываться и в глазах. Начинаются со-
кращения сердца зародыша, становятся различи-
мыми бесцветные клетки крови. В это же время
наблюдаются движения хвоста, конец которого
больше не прилегает к желтку.

При увеличении количества сомитов от 25-ти
до 35-ти пар продолжает увеличиваться количе-
ство меланофоров, становятся различимы иридо-
форы. Кровь начинает циркулировать по сосудам
тела и провизорной кровеносной системы, окру-
жающей желточный мешок. Значительно увеличи-
вается частота сокращений сердца и активность
движения тела, которое полностью окружает
желток, соприкасаясь головой и хвостом. Появ-
ляются первые хрящевые элементы скелета: тра-
бекулы черепа, парахордалии и элементы висце-
ральных дуг.

После увеличения количества сомитов до де-
финитивного количества ~40 пар происходит по-
степенное завершение эмбрионального развития,
и формируется готовый к выклеву эмбрион (pre-
hatching embryo). У эмбриона имеется развитая
провизорная кровеносная система, заполненная
красной кровью. Крупные подвижные глаза име-
ют металлический блеск и золотистый круг, окру-
жающий зрачок. Сформированы и подвижны
хвостовой и грудные плавники. Количество сер-
дечных сокращений достигает 70–90 ударов в ми-

нуту. Желточный мешок значительно редуциру-
ется. Длина и ширина головы эмбриона перед вы-
клевом составляют приблизительно 0.85 мм.

Диапауза II характеризуется остановкой раз-
вития после формирования дефинитивного ко-
личества сомитов. Ей предшествует продолжи-
тельный период замедленного развития. Отличия
от прямого развития начинают проявляться по-
сле 5-го дпо при количестве сомитов от 10-ти до
15-ти пар. В обоих случаях продолжаются увели-
чение количества сомитов и рост эмбриона в дли-
ну. При этом размеры головы “быстрых” эмбрио-
нов начинают существенно превышать W = 0.2 и
L = 0.4 мм, в то время как размеры головы “медлен-
ных” особей практически не увеличиваются (рис. 2).
Кроме того, у “медленных” эмбрионов не проис-
ходит развития меланофоров и провизорной кро-
веносной системы, а количество сокращений
сердца значимо меньше, чем у “быстрых”. Таким
образом, еще до наступления полной остановки
развития при DII мы можем безошибочно отли-
чать таких особей от эмбрионов с прямым типом
развития (рис. 2).

Диапауза III характеризуется задержкой вы-
клева полностью сформированных эмбрионов.
Мы определяли данное состояние путем прямых
наблюдений за особями, продолжающими оста-
ваться в яйцевых оболочках. Важным индикато-
ром, указывающим на состояние DIII, является
резкое падение частоты сердечных сокращений
вследствие снижения метаболизма зародыша
(Martin, Podrabsky, 2017; Chalar et al., 2021). Особи
с прямым развитием характеризуются частотой
пульса 70–90 (и даже >100), в то время как частота
пульса эмбрионов в DIII обычно снижается до
20–50, причем могут наблюдаться кратковремен-
ные остановки сердца.

Развитие эмбрионов 
в экспериментальных группах

Раннее развитие эмбрионов в контрольной
группе и в группах с искусственно повышенным
(HTP) и пониженным (PCPA) уровнем серотони-
на происходит сходным образом. К 5-му–6-му
дпо эмбрионы из различных экспериментальных
групп начинают значимо отличаться друг от друга
размерами головы, а также частотой сердцебие-
ния (рис. 3). Значения всех трех изученных при-
знаков увеличиваются в ряду HTP – PCPA – Кон-
троль. На данном этапе развития HTP эмбрионы
являются достоверно менее развитыми, чем осталь-
ные группы (p < 0.005). PCPA эмбрионы достоверно
уступают особям контрольной группы в значении
признака W головы (p < 0.005), не демонстрируя
значимых отличий по другим признакам.
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Рис. 2. Общая морфология эмбрионов F. gardneri с прямым типом развития и диапаузой II. Эмбрионы с различными
онтогенетическими траекториями значительно отличаются размерами, пигментацией тела и глаз при одинаковом ко-
личестве сомитов.
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На 10-й дпо HTP эмбрионы имеют достоверно
меньшие L и W головы по сравнению с особями
из других групп (p < 0.001), а также меньшую ча-
стоту сердцебиений по сравнению с контрольной
группой (p < 0.005). При этом PCPA эмбрионы
перестают значимо отличаться от контрольной
группы (рис. 3).

Характерные фенотипические различия между
эмбрионами с разными онтогенетическими тра-
екториями – прямым развитием или развитием с
DII – начинают проявляться к 6-му дпо. Эмбрио-
ны, находящиеся в состоянии DII, имеют более
15-ти сомитов, относительно малые размеры го-
ловы, узкое тело, неразвитую провизорную кро-
веносную систему и не имеют меланофоров
(рис. 2, 4). На 6 дпо в группах PCPA и Контроль
число DII эмбрионов составляет 11 и 9% соответ-
ственно. В HTP группе к 6-му дпо фенотипические
признаки, характерные для DII, еще не сформиро-
ваны. На 10-й дпо доля DII эмбрионов среди HTP
группы составляет 14%, в PCPA группе – 4.5% и
Контроле – 2%. Необходимо отметить, что на
данной стадии (6-й–10-й дпо) наблюдалась вы-

сокая изменчивость темпов онтогенеза внутри
групп. Наибольший диапазон наблюдается в кон-
трольной группе, в которой есть как особи с ярко
выраженной диапаузой, так и быстро развиваю-
щиеся эмбрионы (рис. 8). В PCPA группе разли-
чия в темпах онтогенеза менее выражены, чем в
контроле. В HTP группе большинство эмбрионов
развиваются относительно синхронно и заметно
медленнее, чем в контрольной и PCPA группах
(рис. 8).

Динамика выхода из яйцевых оболочек

Эмбриональное развитие F. gardneri в кон-
трольной группе занимает от 14-ти до 63-х дней.
Личинки покидают яйцевые оболочки очень не-
равномерно. Незначительное число особей (4%)
выходит из икры на 14-й–16-й дпо. К 22-му дпо
выклевывается 50% особей, с 22-го по 29-й дпо
еще 25% особей. Оставшиеся в икре эмбрионы
находятся в состоянии DIII (рис. 4), и их выклев
растянут во времени (рис. 5, таб. 1).

Рис 3. Средние значения и стандартные ошибки среднего для ширины и длины головы, а также частоты сердечных со-
кращений эмбрионов в возрасте 6 (а) и 10 (б) дней после оплодотворения в трех экспериментальных группах F. gardneri:
Контроле, HTP и PCPA. L – длина головы, W – ширина головы.
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В HTP группе эмбриональное развитие зани-
мает от 20-ти до 32-х дней. При этом появление
большинства личинок (98%) происходило в пери-
од 20-го–26-го дпо (рис. 5). Единственный эм-
брион с более продолжительным развитием по-
кинул зародышевые оболочки к 32-му дпо, таким

образом, особи в состоянии DIII практически от-
сутствовали (рис. 5, табл. 1).

В PCPA группе эмбриональное развитие зани-
мает от 18-ти до 51-го дня. К 25-му дпо выклевыва-
ется приблизительно 40% личинок, к 32-му дпо –

Рис. 4. Общая морфология F. gardneri в состоянии диапаузы и в момент выхода из яйцевых оболочек. (а) Диапауза DII
(W головы = 0.2 мм, L головы = 0.45 мм); (б) диапауза DIII (W головы = 0.7 мм, L головы = 0.8 мм); (в) личинка с пря-
мым развитием; (г) личинка, прошедшая DIII.

(a) (б)

(в) (г)

1 мм

500 мкм 500 мкм

1 мм

Таблица 1. Временные характеристики динамики выхода личинок из яйцевых оболочек в трех эксперименталь-
ных группах F. gardneri. дпо – дней после оплодотворения

Контроль HTP PCPA

Возраст выклева (дпо) 14–63 20–32 18–51

Среднее значение 26.3 ± 0.88 23.4 ± 0.25 29.0 ± 1.51

Стандартное отклонение 10.71 1.79 8.28

Медиана 23 23 28

Коэффициент асимметрии 1.35 ± 0.2 2.16 ± 0.33 0.63 ± 0.43

Коэффициент эксцесса 1.18 ± 0.4 9.58 ± 0.66 0.1 ± 0.83
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еще 30% (рис. 5). Оставшиеся эмбрионы находятся
в состоянии DIII и постепенно покидают зароды-
шевые оболочки в течение следующих 20 дней
(рис. 5).

Попарное сравнение времени появления личи-
нок в экспериментальных группах с использовани-
ем непараметрического критерия U Манна–Уитни
выявило значимые различия в динамике выклева
между контрольной и PCPA группами (p < 0.05).
Коэффициенты асимметрии и эксцесса распре-
деления во всех группах наглядно демонстриру-
ют, что динамика выклева в PCPA и HTP группах
отличается от Контроля (таб. 1). В группе PCPA

выклев большей части эмбрионов отстает и рас-
тянут во времени. В то же время в группе HTP вы-
клев происходит очень синхронно в короткий
промежуток времени (рис. 5, 8).

Морфология личинок в момент вылупления

Несмотря на существенную изменчивость
средней продолжительности эмбрионального раз-
вития, личинки, покидающие яйцевые оболочки,
значимо не отличаются друг от друга размерами.
Во всех экспериментальных группах SL личинок
составляла 3.8–4.25 мм (рис. 6). Корреляция раз-

Рис. 5. Динамика выхода и частотные гистограммы распределения времени выхода личинок из яйцевых оболочек в
трех экспериментальных группах F. gardneri. (а) Динамика выхода личинок; (б, в, г) – частотное распределение време-
ни выхода личинок в контрольной, HTP и PCPA группах, соответственно. дпо – дней после оплодотворения, N, % –
процент особей от общего числа личинок в группе.
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меров и возраста эмбрионов не является стати-
стически значимой во всех экспериментальных
группах (рис. 6, табл. 2). Лишь в PCPA группе от-
мечается слабая положительная коррелятивная
связь – SL незначительно увеличивается с воз-
растом (рис. 6, табл. 2). Единственным внешним
различием эмбрионов, выходящих из яйца рань-
ше или позже, является состояние желточного
мешка. У эмбрионов, покинувших оболочки
раньше, он значительно меньше редуцирован
(рис. 4в, 4г).

F. gardneri, как и остальные killifish, демонстри-
рует высокую степень эмбрионизации онтогене-
за. Личинки покидают яйцевые оболочки с хоро-
шо сформированным костным скелетом и могут
сразу переходить на активное питание. При этом
состав краниального и посткраниального скелета

отличается высокой вариабельностью (рис. 7). К
моменту выклева череп личинок насчитывает от
12-ти до 33-х различных костей, число позвонков
варьирует от 21-го до 30-ти, а лучей хвостового
плавника – от 6-ти до 13-ти (табл. 3).

Расчет коэффициентов корреляции Спирмена
показал, что в контрольной группе параметры
развития скелета: число костей черепа, позвонков и
лучей хвостового плавника (лепидотрихий) имеют
высокую положительную корреляцию между собой
и с возрастом. SL демонстрирует слабую положи-
тельную корреляцию только с числом костей чере-
па и лучей хвостового плавника (табл. 4).

Анализ зависимости признаков скелета от воз-
раста в разных экспериментальных группах пока-
зал, что контрольная и PCPA группы характери-

Рис. 6. Диаграммы рассеяния, показывающие зависимость количества костей черепа (а), позвонков (б), лучей хвосто-
вого плавника (в) и стандартной длины тела (г) от возраста у личинок трех экспериментальных групп. Для всех изуча-
емых признаков изображены линии регрессии. (а) регрессионный коэффициент; Дпо – дней после оплодотворения,
N – число анализируемых структур, SL – длина личинки.
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Рис. 7. Состояние костного скелета личинок F. gardneri в момент выклева. Схематическое изображение состояния ске-
лета личинки в момент выхода из яйцевых оболочек: (а) слаборазвитая личинка, (б) промежуточное состояние и
(в) сильноразвитая личинка. (г) Тотальная прижизненная окраска личинки кальцеином. (д–е) Тотальные препараты
головы слабо- и сильноразвитой личинки, окрашенные ализарином. aa – anguloarticulare; boc – basioccipitale; bsr –
branchiostegalia; cbr – ceratobranchialia; ch – ceratohyale; cl – cleithrum; d – dentale; eoc – exoccipitale; hm – hyomandibu-
lare; hyp – hypuralia; lep – lepidotrichia; mx – maxillare; n.sp. – нейральные отростки; op – operculum; pmx – praemaxillare;
pro – prooticum; prsph – parasphenoideum; q – quadratum; ra – retroarticulare; sop – suboperculum; sym – symplecticum;
ust – urostyl; vert – vertebrae.
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зуются сходными регрессионными коэффициен-
тами и достаточно высокими коэффициентами
детерминации (табл. 2). Таким образом, в обеих
группах личинки одинакового возраста имеют
сходное число костей черепа, позвонков и лучей
хвоста. На это указывают и характер расположе-
ния регрессионных прямых и облаков точек на
приведенных диаграммах рассеяния (рис. 6). По-
парные сравнение групповых средних показало,
что на заданном уровне значимости р = 0.05 един-
ственное значимое различие наблюдалось для
признака “число костей черепа” между группами
“HTP” (среднее = 27.47) и контрольной группой

(среднее = 23.95). Эмбрионы от матерей, полу-
чавших HTP, к моменту выклева имеют в среднем
больший набор краниальных окостенений, чем в
норме (рис. 6, табл. 3). Данные результаты хоро-
шо согласуются и с приведенными регрессион-
ными коэффициентами (табл. 2).

В HTP группе коэффициенты детерминации
значительно меньше, чем в других группах
(табл. 2). Это обусловлено значительной вариа-
бельностью зависимых признаков при суще-
ственно меньшей вариабельности продолжитель-
ности эмбрионального периода. В данной группе
статистически значимой является только связь

Таблица 2. Состояние скелета личинок F. gardneri в момент выклева. a – коэффициент регрессии; N – число ана-
лизируемых структур, p – уровень значимости; R2 – коэффициент детерминации, SL – длина личинки

Контроль HTP PCPA

a p R2 a p R2 a p R2

N костей черепа 0.423 !0.001 0.578 0.646 0.032 0.033 0.487 !0.001 0.348
N позвонков 0.085 !0.001 0.483 0.092 0.257 0.007 0.106 !0.001 0.442
N лучей хвоста 0.082 !0.001 0.791 0.115 0.189 0.006 0.139 !0.001 0.575
SL 0.0024 0.174 0.054 0.0004 0.966 0.004 0.065 0.061 0.12

Таблица 3. Состояние скелета личинок F. gardneri в трех экспериментальных группах в момент выхода из яйцевых
оболочек

Кости черепа Позвонки Лучи хвоста

Контроль HTP PCPA Контроль HTP PCPA Контроль HTP PCPA

Число структур
в момент 
выклева
(min–max)

12–33 16–33 13–33 22–30 25–30 25–30 6–13 7–12 8–13

Среднее 23.95 27.47 25.7 27.78 27.92 27.97 9.94 9.98 10.33

Медиана 24.5 28 26 28 28 28 10 10 10.5

Стандартное 
отклонение

5.94 3.85 6.43 1.5 1.02 1.33 1.62 1.09 1.42

Коэффициент 
асимметрии

–0.23 ± 0.39 –1.31 ± 0.33 –0.6 ± 0.43 –1.82 ± 0.39 –0.43 ± 0.33 –0.51 ± 0.43 –0.2 ± 0.39 –0.35 ± 0.33 0.05 ± 0.43

Коэффициент 
эксцесса

–1.03 ± 0.77 1.75 ± 0.66 –0.98 ± 0.83 5.43 ± 0.77 0.51 ± 0.66 –0.06 ± 0.83 –0.32 ± 0.77 0.07 ± 0.66 –0.8 ± 0.83

Таблица 4. Корреляционная матрица (корреляция Спирмена) для особей из контрольной группы. Жирным
шрифтом выделены статистически значимые коэффициенты детерминации (Rs). N – число анализируемых
структур, SL – длина личинки

дпо SL N костей черепа N позвонков

SL 0.193

N костей черепа 0.76 0.419

N позвонков 0.695 0.283 0.813

N лучей хвоста 0.89 0.377 0.863 0.733
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между числом костей черепа и возрастом
(р < 0.05) (табл. 2). Анализ взаимного расположе-
ния регрессионных прямых и сравнение регрес-
сионных коэффициентов демонстрируют, что че-
реп HTP личинок характеризуется большим чис-
лом костей черепа, чем череп личинок того же
возраста из других групп. Даже наиболее рано вы-
шедшие из икры HTP личинки редко имеют ми-
нимальный набор скелетных элементов, отмечае-
мый у ранних личинок контрольной группы
(рис. 6, табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Экспериментальное изменение уровня серо-
тонина у самок F. gardneri вызывает изменение
временных характеристик онтогенеза их потом-
ства, т.е. гетерохронии, и отражается на уровне
его онтогенетической и фенотипической измен-
чивости (рис. 8). Контрольная группа характери-
зуется высокой изменчивостью онтогенеза, ти-
пичной для многих представителей killifish (Po-
drabsky et al., 2010а; Furness, 2015; Dominguez-
Castanedo et al., 2017; Naumann, Englert, 2018):
большинство эмбрионов развивается без диапауз;
небольшая часть проходит диапаузу DII; осталь-
ные особи демонстрируют отложенный выход из
икры, т.е. проходят диапаузу DIII (рис. 8). В ре-
зультате, выклев очень растянут во времени и ли-
чинки сильно различаются фенотипически, так
как степень их развития напрямую зависит от
возраста. Ранние личинки характеризуются сла-
бой степенью развития и оссификации скелета и
большим желточным мешком (рис. 4, 7). Позд-
ние, наоборот, обладают хорошо развитым скеле-
том и сильно редуцированным желточным меш-
ком (рис. 4, 7). Считается, что подобная онтоге-
нетическая пластичность позволяет killifish
минимизировать риски гибели потомства при на-
ступлении неблагоприятных условий (Podrabsky
et al, 2010b; Anderson, Podrabsky, 2014; Martin, Po-
drabsky, 2017; Chalar et al., 2021).

В потомстве самок, обработанных биохимиче-
ским предшественником серотонина (HTP), на-
блюдаются гетерохронии и резкое сокращение
онтогенетической и фенотипической изменчиво-
сти. У потомков происходит снижение темпов ро-
ста и частоты сердечных сокращений на ранних
этапах развития (рис. 3), увеличение доли особей
в состоянии DII и несколько более позднее, по
сравнению с контрольной группой, начало вы-
клева (рис. 5, табл. 1). При этом отмечается син-
хронизация онтогенеза, приводящая в итоге к
значимому сокращению временного диапазона
выхода личинок из икры и снижению их феноти-
пической изменчивости (рис. 5). Среди личинок
нет особей с большим желточным мешком и не-
большим числом костных структур, т.е. личинки

находятся на более продвинутой стадии развития,
чем в контрольной группе (табл. 3).

Ход эмбриогенеза рыб, матери которых были
обработаны агентом, снижающим уровень серо-
тонина в организме (PCPA), близок к контролю
(рис. 3). Однако следует отметить, что динамика
выхода из икры в PCPA группе значимо отличает-
ся от контрольной (рис. 5, табл. 1). Контрольная
группа демонстрирует резко выраженный пик
выклева личинок с прямым развитием. За этим
пиком следует медленный и затянутый выход ли-
чинок, проходящих DIII (рис. 5). В PCPA группе
доля эмбрионов с прямым развитием существен-
но ниже, а процент эмбрионов, проходящих DIII,
значимо выше. В результате, пик массового выхо-
да личинок выражен в этой группе заметно слабее
(рис. 5, 8). При этом не наблюдается увеличения
временного диапазона выклева, но происходит
перераспределение плотности появления личи-
нок с более ранних на более поздние сроки
(рис. 5).

Полученные результаты не позволяют судить о
механизмах, лежащих в основе наблюдаемых эф-
фектов, возникающих вследствие изменения
уровня серотонина матери. Однако, основываясь
на данных о взаимодействии серотонинергиче-
ской системы рыб и различных типов эндокрин-
ных клеток (Canosa et al., 2007; Lillesaar, 2011;
Prasad et al., 2015; McDonald, 2017; Thompson, Vi-
jayan, 2022) мы можем предположить, что серото-
нин матери выступает в роли эпигенетического
сигнала, модулирующего онтогенез потомства.
Известно, что у рыб высокий уровень серотонина
подавляет синтез соматотропного гормона (Wong
et al., 1998), который, в свою очередь, определяет
активность экспрессии IGF-I (Triantaphyllopoulos
et al., 2020). Таким образом, серотонин может из-
менять уровень IGF-I – фактора, определяющего
онтогенетическую траекторию аннуальных killi-
fish (Karp, 2021). Исходя из этого, замедление
раннего онтогенеза у эмбрионов, полученных от
матерей с высоким уровнем серотонина, может
быть вызвано снижением активности соматотроп-
ной оси, а увеличение среди них числа особей в со-
стоянии DII может быть вызвано снижением уров-
ня IGF-I.

Предполагаемая связь между серотонином и
IGF-I может объяснить и впадение в диапаузу DII
эмбрионов в естественных условиях, наблюдае-
мую при резком снижении концентрации раство-
ренного кислорода (Chalar et al., 2021). Серото-
нин является основной сигнальной молекулой,
используемой нейроэндокринными гипоксия-
чувствительными клетками рыб (Hockman et al.,
2017). При снижении уровня кислорода происхо-
дит выброс в кровь серотонина, что может оказы-
вать влияние на активность экспрессии IGF-I и,
как следствие, вызывать DII.
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Рис. 8. Схематичное представление онтогенетических траекторий в трех экспериментальных группах F. gardneri.
(а) Контрольная группа, (б) HTP группа, (в) PCPA группа.
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Примечательно, что гетерохронии, индуциро-
ванные изменениями уровня серотонина матери,
ранее отмечались у брюхоногих моллюсков, ха-
рактеризующихся выраженными изменениями
жизненных стратегий потомства в зависимости
от сезона (Glebov et al., 2014; Ivashkin et al., 2015;
Voronezhskaya, 2021). Это позволяет предполо-
жить, что онтогенетические и фенотипические
эффекты, вызванные флуктуациями уровня серо-
тонина матери, могут иметь большое адаптивное
значение и для killifish, населяющих эфемерные
водоемы с четко выраженной сезонной динами-
кой гидрологических, гидрохимических условий
и трофности (Williams, 1987; Podrabsky et al.,
1997).

Изменения температуры, содержания кисло-
рода в воде, состава и обилия пищи, а также соци-
альные факторы оказывают влияние на уровень
серотонина взрослых рыб (Winberg et al., 1991;
Prasad et al., 2015; Winberg, Thornqvist, 2016; Evsiu-
kova et al., 2021; Nonnis et al., 2021; Uyttebroek et al.,
2022). Мы предполагаем, что на пике трофности
эфемерных водоемов, обычно наступающем в
конце влажного периода, у самок происходит
хроническое повышение уровня серотонина, на-
блюдаемое у рыб при обилии пищи (Uyttebroek
et al., 2022), и усложнении социальных взаимоот-
ношений (Backström, Winberg, 2017). Высокий
уровень серотонина стимулирует синтез гонадо-
тропных гормонов матери (Prasad et al., 2015), что
ускоряет созревание половых продуктов, а также
и ускоряет и синхронизирует онтогенез потом-
ства. В результате личинки выходят из яйцевых
оболочек на пике трофности водоема. В другие
сезоны, когда внешние условия могут быть не
столь благоприятными и/или часто меняющими-
ся (начало влажного сезона, сухой сезон), актив-
ность синтеза серотонина в организме матери мо-
жет быть снижена. В частности, снижение уровня
серотонина отмечалось у рыб при резких кратко-
временных колебаниях температуры (Nonnis
et al., 2021). В таких условиях может иметь свои
преимущества растянутый во времени выклев ли-
чинок, который увеличивает шансы на выжива-
ние отдельных особей.

В пользу гипотетической “сезонности” уровня
серотонина в популяциях аннуальных killifish гово-
рит и то, что во время сухого сезона увеличивается
доля “возрастных” самок (Reichard, 2015). При этом
в потомстве таких самок снижается доля эмбрио-
нов, реализующих быструю онтогенетическую тра-
екторию, и появляется больше особей, проходя-
щих позднюю диапаузу DIII (собственные на-
блюдения; Podrabsky et al., 2010а).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные нами данные наглядно свиде-

тельствуют, что уровень серотонина в организме

матери может прямо или косвенно выступать в
роли эпигенетического сигнала, определяющего
онтогенетическую траекторию потомства. Пути и
механизмы передачи данного сигнала от матери к
потомкам, его мишени у развивающихся эмбрио-
нов, а также механизмы реакции эмбрионов на
сигнал остаются неясными и требуют дальнейше-
го изучения. Несмотря на это, представленные
результаты открывают новую страницу в понима-
нии роли серотонина в процессах адаптации и
эволюции killifish.
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Experimental Increase and Decrease in Serotonin Level of Females Regulate

the Developmental Trajectory of Their Offspring in Fish with Embryonic Diapause

V. B. Borisov1, * and F. N. Shkil1, 2

1Severtsov Institute of Ecology and Evolution of Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
2Koltzov Institute of Developmental Biology of Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia

*e-mail: v.borisov.sev@gmail.com

Killifishes (Cyprinodontiformes; Teleostei) inhabiting ephemeral water bodies are characterized by develop-
mental plasticity, the ability to adaptively change the developmental trajectory in response to environmental
cues. Changes in developmental trajectories occur due to embryonic diapauses, delays or arrests of embryonic
development, which increase the chance of embryos to survive under unpredictable or adverse environmental
conditions. Here, we studied normal development of the West African killifish Fundulopanchax gardneri and
experimentally tested the effects of pharmacological increase (HTP group) and decrease (PCPA group) of se-
rotonin level in females on the development of their offspring. The Control group demonstrated high devel-
opmental and phenotypic variability typical of killifish. We revealed several distinct developmental trajecto-
ries differing in rate and timing of ontogenetic events. These developmental differences resulted in extended
in time hatching with a pronounced peak. Newly hatched larvae differed in the degree of yolk reduction and
skeletal development. Pharmacological treatment of females led to heterochronies and decline in the devel-
opmental and phenotypic variability of their offspring. The HTP group displayed retarded early but acceler-
ated and synchronized late stages of development. As the results, period of hatching was compressed. All new-
ly hatched HTP larvae had an advanced skeleton state relative to the Control group. Embryogenesis of the
PCPA group closely resembled that in the Control group. However, hatching dynamics was changed by
changing the ratio of early and late hatching larvae. The obtained data indicate that female’s serotonin level
regulates the developmental trajectory of offspring and likely has an adaptive potential.

Keywords: heterochronies, developmental plasticity, killifish, Fundulopanchax gardneri
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Исследовали влияние двух световых режимов – 16С:8Т (16 ч свет : 8 ч темнота) и круглосуточного
(24 ч свет : 0 ч темнота), на темпы роста и уровень экспрессии генов миогенных регуляторных фак-
торов (Myf5, MyoG, MyoD1a, MyoD1b, MyoD1c), тяжелой цепи миозина (MyHC) и паралогов миоста-
тина (MSTN1a и MSTN1b) в мышцах двухлеток атлантического лосося, выращенных в течение
3.5 месяцев (с июля по октябрь) в условиях рыбоводного завода. Контрольная группа состояла из
двухлеток лосося, выращиваемых в бассейнах того же завода по стандартной технологии без допол-
нительного освещения. Несмотря на то, что на конец эксперимента достоверных различий по массе
между исследуемыми группами рыб выявлено не было, дополнительное освещение положительно
повлияло на продолжительность и интенсивность роста рыб в осенний период при снижении тем-
пературы воды. Уровни экспрессии генов MyHC, MyoG, паралогов MyoD1 и MSTN1b были достовер-
но выше у рыб из экспериментальных групп с дополнительным освещением по сравнению с тако-
выми у особей в контрольной группе в осенний период. Выявленные межгрупповые различия в од-
новременной экспрессии исследуемых генов указывают на различия в механизмах регуляции
мышечного роста у рыб в зависимости от условий освещения. Установлены закономерности в се-
зонной динамике уровней экспрессии генов, регулирующих мышечный рост, схожие для групп
двухлеток лосося, содержащихся при разных условиях освещения.

Ключевые слова: атлантический лосось, экспрессия миогенных регуляторных факторов, рост, режи-
мы фотопериода
DOI: 10.31857/S0475145022060088

ВВЕДЕНИЕ
Фотопериод является одним из важнейших

абиотических факторов, определяющих рост и
развитие многих видов живых организмов, в том
числе и рыб. Под воздействием света у рыб про-
исходят изменения в работе нейроэндокринной
системы, что, в свою очередь, регулирует сроки
наступления полового созревания и сезонный ха-
рактер соматического роста. Так, было показано,
что скорость процессов гиперплазии (увеличение
количества) и гипертрофии (увеличение размера)
мышечных волокон у атлантического лосося сни-
жается в зимние месяцы, когда у рыб снижается
аппетит из-за воздействия низких температур и
коротких световых дней (Johnston et al., 2003,
2006). Напротив, использование непрерывного
освещения в зимние месяцы при искусственном

выращивании атлантического лосося (Salmo salar L.)
способствует ускорению темпов роста рыб (Nord-
garden et al., 2003; Oppedal et al., 2003). В предыдущих
исследованиях, проведенных нами на сеголетках и
двухлетках атлантического лосося, содержащихся в
условиях искусственного воспроизводства, было
показано положительное воздействие круглосу-
точного освещения на темпы роста молоди рыб,
что способствовало их более продолжительному
росту в осенний период в отличие от особей из
контрольных групп без дополнительного освеще-
ния (Churova et al., 2020; Shulgina et al., 2021). По-
мимо стимуляции роста, многие исследования
показали, что воздействие удлиненного фотопери-
ода эффективно подавляет раннее половое созрева-
ние у лососевых (Guerrero-Tortolero, Bromage, 2008),
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что широко используется в аквакультурном разве-
дении лосося (Good et al., 2016).

Несмотря на обширные сведения о влиянии
фотопериода на рост и репродуктивный статус
рыб, на сегодняшний день не так много исследо-
ваний, посвященных выяснению молекулярных
механизмов, лежащих в основе пластичности ро-
ста, связанной с адаптацией к воздействию до-
полнительного освещения. Тем не менее, было
высказано предположение, что сигнальные пути,
регулирующие пролиферацию и дифференцировку
миогенных клеток-предшественников, ответствен-
ных за формирование мышечных волокон, чув-
ствительны к воздействию факторов окружающей
среды (Johnston et al., 2003). Так, в ряде работ было
показано, что изменение таких факторов, как тем-
пература, питание и фотопериод, влияет на экс-
прессию генов, кодирующих белки – миогенные
регуляторные факторы (МРФ), которые регулиру-
ют миогенез и рост мышц у рыб (Johnston, 2006;
Chapalamadugu et al., 2009; Nagasawa et al., 2012).
Результаты проведенных нами ранее исследова-
ний выявили вариации уровней экспрессии генов
мышечных белков у разновозрастной молоди ло-
сося связанные с воздействием на рыб дополни-
тельного искусственного освещения разной про-
должительности (Churova et al., 2020; Shulgina
et al., 2021). Было высказано предположение, что
существуют различия в механизмах регуляции
мышечного роста у рыб в зависимости от условий
освещения.

Изменение экспрессии ряда генов миогенных
регуляторных факторов, так называемых тран-
скрипционных факторов регуляции миогенеза
семейства bHLH – MyoD, Myf5, миогенина (MyoG)
и MRF4, играет ключевую роль в процессе фор-
мирования и роста мышечных волокон на протя-
жении всего жизненного цикла рыб (Watabe,
2001). На начальных этапах миогенеза высокая
экспрессия MyoD и Myf5 активирует миобласты,
что способствует их пролиферации и последую-
щей гиперплазии мышечных клеток. Экспрессия
миогенина и MRF4 наиболее выражена на стадии
дифференцировки миобластов и связана с гипер-
трофией мышечных волокон, когда мышечные
трубки сливаются с образованием новых мио-
фибрилл (Johansen, Overturf, 2005). Последова-
тельная экспрессия миогенных регуляторных
факторов приводит к экспрессии генов структур-
ных мышечных белков, в том числе гена тяжелой
цепи миозина (MyHC). Тяжелая цепь миозина –
важный функциональный и структурный домен
молекулы наиболее распространенного мышечного
белка миозина и, как следствие, экспрессия MyHC
является одним из ключевых факторов, определяю-
щих развитие скелетных мышц (Ahammad et al.,
2019). Кроме того, в регуляции развития и роста
мышечных волокон участвует член суперсемейства
трансформирующих факторов роста β (TGFβ) –

миостатин, который специфически продуцируется
в скелетных мышцах и ингибирует пролиферацию и
дифференцировку миобластов, в том числе за счет
подавления экспрессии генов МРФ (Thomas et al.,
2000; Østbye et al., 2007).

Изучение характера экспрессии вышепере-
численных генов в мышцах рыб, выращенных в
условиях вариабельности внешних факторов –
фотопериода и температуры среды, позволит оха-
рактеризовать молекулярные механизмы, лежа-
щие в основе регуляции мышечного роста рыб и,
как следствие, их темпов роста, при адаптации к
изменяющимся условиям окружающей среды.
Эти данные могут иметь значение для разработки
научно-обоснованных подходов при использова-
нии дополнительного освещения на рыбоводных
заводах и предприятиях аквакультуры с целью
улучшения роста и повышения жизнеспособности
выращиваемой молоди атлантического лосося.

В связи с вышесказанным была проведена на-
стоящая работа с целью оценить характер экс-
прессии генов, контролирующих развитие и рост
мышц, и темпы роста у двухлеток атлантического
лосося, содержащихся при воздействии искус-
ственного освещения разной продолжительности –
16-ти часового и круглосуточного (24 часа), в
условиях рыбоводного завода в летне-осенний
период. Исследование было направлено на выяв-
ление изменений темпов роста и уровней экс-
прессии генов миогенных регуляторных факторов
(Myf5, MyoG, паралогов MyoD1: MyoD1a, MyoD1b и
MyoD1c), паралогов миостатина: MSTN1a и
MSTN1b, а также тяжелой цепи миозина (MyHC),
у молоди лосося в зависимости от воздействия на
рыб разных режимов освещения и сезонных ко-
лебаний условий выращивания (главным обра-
зом, температуры воды).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Описание эксперимента

Эксперимент по влиянию двух световых режи-
мов – 16С:8Т (16 ч свет : 8 ч темнота) и круглосу-
точного 24С:0Т (24 ч свет : 0 ч темнота), на рост и
экспрессию генов, регулирующих миогенез, у
двухлеток (1+) атлантического лосося (Salmo salar L.),
проводился на Выгском рыбоводном заводе
(пос. Сосновец, Беломорский район, Россия,
64°25′ с.ш. и 34°28′ в.д.). Молодь лосося, содержа-
щаяся на Выгском рыбзаводе, была искусственно
выведена из икры, полученной от диких произво-
дителей, и подрощена до двухлетнего возраста,
после чего был поставлен эксперимент. Продол-
жительность эксперимента составила 3.5 мес. – с
9 июля по 26 октября. Рыба содержалась в бассей-
нах размером 2 × 2 метра и объемом воды 720 л.
Водоснабжение бассейнов было проточным с ис-
пользованием воды, поступающей с Маткожнен-
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ского водохранилища (река Нижний Выг) со ско-
ростью потока 60 л мин–1. В связи с этим исследо-
вание проводилось при естественной сезонной
динамике температуры воды, которая является
оптимальной для роста и развития молоди атлан-
тического лосося. Колебания температуры за пе-
риод исследования составили: в июле 14.8–
19.9°C, августе 18.2–13.8°C, сентябре 13.8–9.8°C,
октябре 9.8–2.4°C (рис. 1).

Для каждой группы рыб было отведено по два
бассейна. Одна группа (№ 1) была контрольной –
без дополнительного освещения. Рыбы в кон-
трольной группе содержались в бассейнах при
естественном освещении, поступающем из окон,
в течение июля и первой половины августа, при
этом интенсивность освещения у поверхности
воды составляла 12 люкс днем и 2 люкс ночью. Со
второй половины августа в цехе, где располага-
лись бассейны, было включено освещение с 5-ти
вечера до 8-ми ч утра на 1 мес. Лампы располага-
лись по бокам на стенах здания. Интенсивность
освещения на поверхности воды в центральной
части бассейнов составляла 10 люкс днем и 8 люкс
ночью. Затем, начиная с 10 сентября, свет был
включен постоянно, при этом интенсивность
освещения у поверхности воды была неравномер-
ной, 8 люкс в центральной части бассейнов. Во
второй группе (№ 2) соблюдался режим освеще-
ния 16С:8Т (16 ч свет, 8 – темнота). Поддержание
цикла свет-темнота в течение суток происходило
автоматически с помощью розеток-таймеров
(Feron TM-50). В третьей группе (№ 3) освещение
было круглосуточным 24С:0Т (24 ч). Экспери-

ментальные бассейны (группы 2 и 3) были обору-
дованы двумя светодиодными светильниками
(Aquaelleddy smart LED sunny, 6W, 6500K), распо-
ложенными на стенках бассейнов по диагонали
друг к другу, и накрыты черной, не пропускаю-
щей свет, пленкой. Интенсивность освещения
составляла 760 люкс на поверхности воды под
светодиодными светильниками и 400 люкс вокруг
них, 45 люкс на противоположной стороне от све-
тильников и 70 люкс в центральной части бассейна.

Все остальные условия содержания рыб во
всех бассейнах каждой группы были одинаковы-
ми: плотность посадки (≈1245 особей на бассейн),
режим кормления и корм, профилактические ме-
ры и уход за бассейнами. Рыбу кормили коммер-
ческим кормом Biomar Inicio 917 (Biomar, Дания)
в соответствии с рекомендациями рыбоводного
завода, которые зависели от колебаний темпера-
туры воды. Рыбу кормили с помощью автомати-
ческих кормушек в следующем режиме: каждые
20–30 с с 6-ти ч утра до 22 ч вечера в июле и авгу-
сте, затем каждые 40–45 с с 9-ти ч утра до 18-ти ч
вечера в сентябре и октябре.

В начале исследования рыбы в каждом бассей-
не (в количестве 160 особей/бассейн) были поме-
чены с помощью чипов (Felixcan SL, Испания).
Для этого рыбы были усыплены при помощи
гвоздичного масла. После измерения массы и
длины (по Смитту) тела, рыбе вводили чип с ин-
дивидуальным номером. Чипировали особей
среднего размера в пределах массы 7–14 г. Сред-
няя масса рыб, отобранных в начале эксперимен-
та (9 июля), в каждом бассейне была одинаковой

Рис. 1. Температура воды в период с июля по октябрь.
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и составила 10.20 ± 0.13 г (группа 1 – контроль),
10.25 ± 0.15 г (группа 2 – 16С:8Т), 10.16 ± 0.15 г
(группа 3 – 24С:0Т). Далее раз в месяц в день от-
бора проб (8 августа, 5 сентября, 5 октября, 26 ок-
тября) проводили замеры 30–40 чипированных
рыб из каждой исследуемой группы. В дальнейшем
эти данные использовали для расчета прироста мас-
сы и темпов роста рыб. Удельный темп роста опре-
деляли как УТР (% · день–1) = [(ln конечный вес – ln
начальный вес)/n дней] × 100.

Образцы эпаксиальных (белых) мышц для мо-
лекулярно-генетического анализа отбирали у рыб
после измерения их массы и длины тела в начале
эксперимента (9 июля) и затем каждый месяц
(8 августа, 5 сентября, 5 октября, 26 октября). Об-
разцы замораживали в жидком азоте и хранили
при –80°C до начала анализа. Размерно-весовые
характеристики рыб, взятых на анализ, представ-
лены в виде M ± SE в табл. 1.

Экспрессия исследуемых генов
Тотальная РНК была выделена из образцов

эпаксиальных (белых) скелетных мышц рыб с ис-
пользованием набора “RNA-extract”, аналога
TRIzol (Евроген, Россия), в соответствии с прото-
колом производителя. Затем суммарную РНК обра-
батывали ДНКазой (Силекс, Россия). Целостность
и качество РНК оценивали с помощью электрофо-
реза в 1% агарозном геле и спектрофотометрически
при коэффициенте поглощения 260/280 нм (Nano-
Photometer С40-Touch, Implen, Германия). РНК
подвергали обратной транскрипции с использо-

ванием MMLV-обратной транскриптазы и слу-
чайных гексонуклеотидов (Евроген, Россия). В
дальнейшем синтезированную кДНК использова-
ли в качестве матрицы для полимеразной цепной
реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ).

Уровень экспрессии мРНК исследуемых генов
определяли методом ПЦР-РВ (Зорина, 2012).
Анализ проводили с использованием системы
CFX96 Touch system (BioRad, США). Праймеры
для гена тяжелой цепи миозина (MyHC), рефе-
ренсного гена (фактора элонгации-1 (Ef-1α)), ге-
нов миогенных регуляторных факторов (миогени-
на (MyoG), паралогов MyoD1 (MyoD1a, MyoD1b,
MyoD1c), Myf5), а также паралогов миостатина
(MSTN1a и MSTN1b), подбирали с помощью про-
граммы Nucleotide BLAST. Праймеры были син-
тезированы компанией “Евроген” (Россия). По-
следовательности праймеров приведены в табл. 2.
Амплификацию 2 мкл кДНК (разведение 1 : 5)
проводили с использованием 5 мкл набора “5×
Реакционная смесь для проведения ПЦР-РВ в
присутствии интеркалирующего красителя SYBR
Green I” (Евроген, Россия). Протокол ПЦР был
следующим: денатурация ДНК в течение 5 минут
при 95°С; повторяющиеся циклы (42): денатурация
ДНК в течение 20 с при 95°С, отжиг праймеров в те-
чение 30 с при 60°С и элонгация ДНК в течение 30 с
при 72°С. Каждый образец был загружен в трех по-
вторностях на одной планшете. Специфичность
реакции ПЦР и присутствие димеров праймеров
проверяли по кривым плавления, полученным в
соответствии с протоколом диссоциации от 65°C
до 97°C. Стандартные кривые, соответствующие

Таблица 1. Размерно-весовые характеристики особей атлантического лосося, взятых на молекулярно-генетиче-
ский анализ

Дата Режим освещения n, шт Средняя масса, г Средняя длина (AC), 
см

09 июля Контроль 7 10.21 ± 0.70 9.94 ± 0.17
16С:8Т 7 10.04 ± 0.66 9.59 ± 0.18
24С:0Т 7 10.10 ± 0.61 9.73 ± 0.22

08 августа Контроль 8 20.75 ± 1.33 11.45 ± 0.26
16С:8Т 8 17.60 ± 1.14 11.04 ± 0.19
24С:0Т 8 19.46 ± 1.30 11.36 ± 0.21

05 сентября Контроль 8 27.04 ± 1.45 13.06 ± 0.29
16С:8Т 8 26.58 ± 2.17 13.03 ± 0.37
24С:0Т 8 26.80 ± 1.94 13.08 ± 0.31

05 октября Контроль 10 28.52 ± 2.02 13.69 ± 0.36
16С:8Т 10 26.23 ± 1.25 13.05 ± 0.25
24С:0Т 10 28.78 ± 1.88 13.83 ± 0.33

26 октября Контроль 7 29.37 ± 2.87 13.74 ± 0.55
16С:8Т 7 26.57 ± 2.40 13.90 ± 0.41
24С:0Т 7 29.26 ± 2.48 13.74 ± 0.35
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пятикратной серии разведений смеси кДНК всех
образцов, позволили рассчитать эффективность
ПЦР. Относительные уровни экспрессии иссле-
дуемых генов определяли методом порогового
цикла (Ct) и нормализовали по уровню экспрессии
референсного гена фактора элонгации (Ef-1α) с ис-
пользованием метода 2–ΔCt (Livak, Schmittgen,
2001). Данные выражали в единицах относитель-
ной экспрессии мРНК исследуемого гена.

Полученные данные были обработаны обще-
принятыми методами вариационной статистики
(Ивантер, Коросов, 2010). Данные были проверены
на нормальность распределения с использованием
критерия Шапиро–Уилкса. Многофакторный дис-
персионный анализ МANOVA был применен для
оценки степени влияния факторов (дополнитель-
ного освещения и даты отбора проб) на уровни
экспрессии исследуемых генов. Для сравнения
выборок по исследуемым показателям использо-
вали однофакторный дисперсионный анализ
ANOVA, различия оценивали по критериям Ман-
на–Уитни и Тьюки. Различия считали достовер-
ными при p < 0.05 (Коросов, Горбач, 2007). Для
изучения взаимосвязи между значениями экс-
прессии генов использовался корреляционный
анализ Пирсона. Для изучения взаимосвязи меж-
ду уровнем экспрессии генов и размерами осо-
бей, а также между уровнем экспрессии генов и

темпами роста рыб, использовался регрессион-
ный анализ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Масса и темпы роста рыб

Согласно результатам проведенного исследо-
вания прирост по массе двухлеток лосося за
июль-октябрь составил 19.7 ± 1.5 г в 1 группе
(контроль), 17.6 ± 1.3 г во 2 группе (16С:8Т) и
18.2 ± 1.1 г в 3 группе (24С:0Т). На конец экспери-
мента достоверных отличий по массе особей между
группами, выращенными в разных условиях
освещения, установлено не было. Тем не менее,
двухлетки лосося из контрольной группы (1), со-
держащиеся без дополнительного освещения,
были больше по массе по сравнению с особями из
двух других групп – с режимами освещения
16С:8Т (2) и 24С:0Т (3), в августе и начале сентяб-
ря (рис. 2, p < 0.05) (частично данные опубликова-
ны Nemova et al., 2020). Установленные различия
между группами наблюдались также и по удельным
темпам роста (УТР) в августе (рис. 3, p < 0.05). Кро-
ме того, в начале эксперимента масса и темпы ро-
ста у рыб во 2 группе с режимом 16С:8Т были ни-
же в сравнении с таковыми у рыб из группы с
круглосуточным освещением (3) (p < 0.05). Мож-
но предположить, что относительно более низкие
значения массы и УТР у рыб из групп с дополни-

Таблица 2. Олигонуклеотидные праймеры, используемые для амплификации в ПЦР-РВ

Последовательности прямого (F) и обратного (R) праймеров (5'–3'), п.о. – пары оснований; EF-1a – фактор элонгации 1a
(референсный ген); Myf5 – фактор миогенеза 5; MyoD1 – фактор детерминации миобластов 1; MyoG – миогенин; MyHC – тя-
желая цепь миозина; MSTN – миостатин.

Ген Последовательность 5'–3' Размер 
ампликона, п.о. Номер в GenBank

EF-1a
F: TTGCTGGTGGTGTTGGTGAG
R: AAACGCTTCTGGCTGTAGGG 154 AF321836.1

MyoG
F: GTGGAGATCCTGAGGAGTGC
R: CTCACTCGACGACGAGACC 147 DQ452070

MyoD1a
F: TGGACTGCCTATCAAACATCC
R: TCTCACTCGCTATGGAACC 123 AJ557148

MyoD1b
F: ATTTCGTTCCCTGTCACCTCTG
R: ATGTGTTCGTCTTCGTTGTAATGG 152 AJ557150

MyoD1c
F: ACGGCGAAAACTACTACCCTTC
R: TAGCTGCTTCGTCTTGCGGA 133 DQ366709.1

Myf5
F: ACGCCATCCAGTACATCGAG
R: AGTCAACCATGCTGTCGGAG 132 DQ452070

MyHC
F: TCTCATCCATAGACGCCATC
R: AGTTGACTGCCAAGAAGAGG 159 DN164736

MSTN1a
F: GATTACACGCCATCAAGTCC
R: CTCCATCCTTATTGTCATCTCC 159 AJ344158

MSTN1b
F: TCTGAGTTTTATGGTTGCTTTCGG
R: TTGTGACTTGATGGCGTGTAATC 151 NM_001123634.1
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тельным освещением в начале эксперимента свя-
заны с реакцией на введение новых условий и не-
обходимостью адаптации к ним. Ранее в исследо-
ваниях, проведенных на атлантическом лососе,
было показано, что экспериментальное измене-
ние условий фотопериода вызывает у рыб в на-
чальный период своего воздействия стрессовую
реакцию, в результате которой у них происходит
снижение аппетита и темпов роста (Nordgarden
et al., 2003; Oppedal et al., 2003). В работе, прове-
денной на молоди атлантической трески, кото-
рую содержали при постоянном освещении или в
условиях естественного фотопериода, достовер-
ные отличия по массе между группами были уста-
новлены только на 4-ый месяц исследования
(Nagasawa et al., 2012), при этом масса у рыб из
группы с постоянным освещением была больше
на 13.3%. Вероятно, из-за периода адаптации рыб
к новым световым условиям требуется более про-
должительный период воздействия дополнитель-
ного освещения для проявления подобного стиму-
лирующего рост эффекта. Необходимо отметить,
что в аналогичном эксперименте, проведенном
нами на сеголетках (0+) атлантического лосося,
различия по массе рыб между контрольной груп-
пой и группой, содержащейся при постоянном
освещении, в пользу последней, наблюдались
уже в первый месяц исследования и сохранялись
вплоть до конца экспериментального периода
(Churova et al., 2020). Это указывает на возраст-

ные особенности пластичности роста рыб при их
адаптации к новым условиям освещения. При
сравнении результатов настоящей работы с дан-
ными нашего предыдущего исследования, прове-
денного на двухлетках лосося, которых содержа-
ли при круглосуточном освещении с мая, обра-
щает на себя внимание то, что рыбы на всем
протяжении эксперимента были больше по массе
в отличие от особей из контрольной группы без
дополнительного освещения (Shulgina et al.,
2021). Вероятно, дополнительное освещение,
включенное на два месяца раньше, нежели в на-
стоящей работе, оказало более благоприятное
воздействие на рост рыб, поскольку такое удли-
нение светового дня имитировало увеличение ко-
личества световых часов в весенне-летний период
в естественной среде обитания лосося.

На протяжении периода исследования сред-
няя масса рыб во всех трех группах достоверно
повышалась вплоть до начала осени (5 сентября)
(p < 0.05). В осенний период наблюдалось сниже-
ние темпов роста у рыб из всех исследуемых групп
(p < 0.05). Тем не менее, в начале сентября рыбы
из 2 группы по УТР достоверно превышали осо-
бей из двух других групп. У особей лосося из кон-
трольной группы установлено наибольшее сни-
жение темпов роста в течение сентября и октября
в отличие от рыб из групп с дополнительным
освещением, которые в этот период продолжали
расти и достигли той же массы, что и рыбы из

Рис. 2. Средняя масса двухлеток лосося, содержащихся в группах с разным режимом освещения, M ± SE. Обозначе-
ния: Контроль (без дополнительного освещения), 16С:8Т (16 ч/сут – свет, 8 ч/сут – темнота), 24С:0Т (круглосуточное
освещение 24 /сут). * – различия достоверны по сравнению с контрольной группой (p < 0.05),  – различия достоверны
по сравнению с группой 2 с режимом освещения 16С:8Т (p < 0.05), a – различия достоверны по сравнению с данными,
полученными в предыдущий месяц (p < 0.05), с – различия в группе с постоянным освещением достоверны по срав-
нению данными, полученными 5 сентября (p < 0.05).
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Рис. 3. Удельные темпы роста (УТР) (% день–1) двухлеток лосося, содержащихся в группах с разным режимом осве-
щения, M ± SE. Обозначения как на рис. 2.
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первой группы. При этом на конец эксперимента
(спустя 3.5 мес.) средняя масса у особей в группе
с постоянным освещением (3) была достоверно
больше по сравнению с данными на начало сен-
тября (p < 0.05). Полученные результаты можно
объяснить с точки зрения влияния на рыб двух
факторов. Замедление темпов роста двухлеток ло-
сося в осенний период, вероятно, является ре-
зультатом снижения аппетита у рыб, вызванного
сезонным снижением температуры воды. В то же
время различия по темпам роста между группами,
а также наибольший прирост массы тела у особей
из опытных групп (2 и 3) могут быть связаны с
воздействием на рыб дополнительного освеще-
ния. Необходимо отметить, что подобные меж-
групповые различия относительно прироста мас-
сы тела рыб к концу экспериментального периода
на фоне замедления их темпов роста в осенний
период были получены нами и в других исследо-
ваниях, проведенных на сеголетках и двухлетках
атлантического лосося (Churova et al., 2020;
Shulgina et al., 2021). Как было показано ранее,
искусственное увеличение продолжительности
периода освещения позволяет продлить период
активного питания рыб, а также влияет на нейро-
эндокринную систему, что стимулирует пищевое
поведение и способствует расходованию посту-
пающих ресурсов преимущественно на процессы
роста (Handeland et al., 2003; Nordgarden et al.,
2003). Экспериментальные исследования, прове-
денные на лососевых видах рыб, подтверждают
стимулирующее рост воздействие как удлиненно-
го фотопериода, так и постоянного режима осве-
щения (Johnston et al., 2003; Noori et al., 2015).

Таким образом, в нашем исследовании допол-
нительное освещение в группах 2 и 3 повлияло на
продолжительность роста рыб в осенний период
при снижении температуры воды. Необходимо
отметить, что искусственное освещение экспери-
ментальных бассейнов не повлияло на смерт-
ность двухлеток лосося за исследуемый период
(погибших рыб выявлено не было, также как и в
контрольной группе).

Экспрессия генов
Межгрупповые отличия в уровнях экспрессии

исследуемых генов. Согласно полученным дан-
ным уровни экспрессии всех исследуемых генов в
мышцах молоди атлантического лосося имели се-
зонную динамику и изменялись на протяжении
всего эксперимента. Наряду с этим уровни экс-
прессии генов тяжелой цепи миозина (MyHC),
MyoG и MyoD1b менялись в зависимости от ис-
пользуемого режима освещения.

Достоверные различия в уровнях экспрессии
генов, регулирующих мышечный рост, между
группами рыб, содержащимися в разных условиях
освещения, были выявлены уже в первый месяц ис-
следования (август). Так, у двухлеток лосося из
группы с постоянным освещением (3) были выяв-
лены достоверно более высокие уровни экспрессии
гена MyoG по сравнению с таковыми у рыб в группе
с режимом освещения 16С:8Т (2) (рис. 4, p < 0.05), а
также генов MyoD1b (рис. 5, p < 0.05) и MyoD1a
(рис. 6, p < 0.05) по сравнению с таковыми у осо-
бей из контрольной группы (1). Высокие уровни
экспрессии этих генов у молоди рыб могут быть
связаны с интенсивно идущими процессами ги-
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перплазии и гипертрофии мышечных волокон.
Так, ранее было показано (Johansen, Overturf,
2005), что уровень экспрессии генов, регулирую-
щих миогенез (MyoD, Myf5, MyoG и Mrf4), корре-
лирует с механизмами роста мышц во время раз-
вития радужной форели. При этом, на ранних
стадиях мышечного роста увеличение уровней
экспрессии MyoD и Myf5 в недифференцированных
миогенных клетках-предшественниках (МКП) на-
прямую связано с их интенсивной пролиферацией
и последующей клеточной гиперплазией (образова-
нием миотуб и их дифференцировкой в новые мы-
шечные волокна). MyoG и Mrf4 экспрессируются
позже и связаны с терминальной дифференци-
ровкой и слиянием миобластов с существующи-
ми миофибриллами в процессе гипертрофии мы-
шечных волокон (увеличения числа ядер, способ-
ствующих синтезу дополнительных миофибрилл)
(Johansen, Overturf, 2005). Экспрессия MyoG инду-
цирует выход МКП из клеточного цикла, удлине-
ние миофибрилл, сборку саркомеров и образование
функциональной сократительной мускулатуры, а
отсутствие экспрессии гена этого МРФ, напро-
тив, предотвращает слияние миоцитов и приво-
дит к образованию одноядерных мышечных во-
локон, как было показано на эмбрионах и личин-
ках данио рерио (Danio rerio) (Ganassi et al., 2018),
а также в исследованиях на клеточных культурах

миобластов, полученных из мышц радужной фо-
рели (Oncorhynchus mykiss) (Rescan et al., 1995), ат-
лантического лосося (Salmo salar) (Bower and
Johnston, 2010) и дорады (Sparus aurata) (Codina et al.,
2014). Межгрупповые различия в уровнях экс-
прессии МРФ, выявленные в нашей работе, со-
гласуются с результатами исследования, в кото-
ром воздействие непрерывного освещения, в от-
личие от естественного режима фотопериода,
способствовало увеличению экспрессии генов
МРФ – pax7, Myf5 и MyoG в мышцах молоди ат-
лантической трески, сопровождающемуся усиле-
нием роста рыб (Nagasawa et al., 2012).

Установлены достоверные отличия по уровню
экспрессии гена MyoG между группами 1 (кон-
троль) и 2 (с режимом 16С:8Т) в пользу контроль-
ной в августе (рис. 4, p < 0.05). Как было показано
ранее на эмбрионах и взрослых особях камбалы,
сравнительно высокий уровень MyoG может свиде-
тельствовать о том, что большинство мышечных
клеток находится на стадии дифференцировки, а не
пролиферации (Zhang et al., 2010). Поскольку уро-
вень экспрессии мРНК MyoG положительно корре-
лировал с массой рыб во всех исследуемых группах
(в период с июля по октябрь) (табл. 4, p < 0.05), мож-
но предположить, что наиболее низкие значения
экспрессии этого гена у особей лосося, выращен-
ных в условиях режима 16С:8Т, отражают более

Рис. 4. Относительная экспрессия гена MyoG (ед.) в белых мышцах двухлеток лосося, содержащихся в группах с раз-
ным режимом освещения, M ± SE. Обозначения: Контроль (без дополнительного освещения), 16С:8Т (16 ч/сут – свет,
8 ч/сут – темнота), 24С:0Т (круглосуточное освещение 24 ч/сут). * – различия достоверны по сравнению с контроль-
ной группой (p < 0.05),  – различия достоверны по сравнению с группой 2 с режимом освещения 16С:8Т (p < 0.05), a –
различия достоверны по сравнению с данными, полученными в предыдущий месяц (p < 0.05), b – различия достовер-
ны по сравнению с данными, полученными 9 июля (p < 0.05), c – различия достоверны по сравнению с данными, по-
лученными 8 августа (p < 0.05), d – различия достоверны по сравнению с данными, полученными 5 сентября (p < 0.05).
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выраженное снижение прироста мышечной мас-
сы у этой группы рыб по сравнению с другими в
начале эксперимента.

Таким образом, выявленные межгрупповые
отличия в экспрессии исследуемых генов в мыш-

цах особей лосося в начале эксперимента указы-
вают на различия в механизмах мышечного роста
у рыб в зависимости от режима освещения. Необ-
ходимо отметить, что в опубликованных нами ра-
нее исследованиях, проведенных на сеголетках и

Рис. 5. Относительная экспрессия гена MyoD1b (ед.) в белых мышцах двухлеток лосося, содержащихся в группах с раз-
ным режимом освещения, M ± SE. Обозначения как на рис. 4.
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Рис. 6. Относительная экспрессия гена MyoD1a (ед.) в белых мышцах двухлеток лосося, содержащихся в группах с раз-
ным режимом освещения, M ± SE. Обозначения как на рис. 4.
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двухлетках атлантического лосося, также была
показана зависимость уровней экспрессии генов
MyoG и MyoD1b от используемого режима осве-
щения (Churova et al., 2020; Shulgina et al., 2021).

На протяжении эксперимента у двухлеток ло-
сося, содержащихся при постоянном освещении
(группа 3), наблюдались достоверно более высо-
кие уровни экспрессии гена MyoG (в период с на-
чала сентября и вплоть до конца эксперимента)
(рис. 4, p < 0.05), а также гена MyoD1b (в начале
сентября и октября) по сравнению с таковыми у
рыб из контрольной группы (рис. 5, p < 0.05). По-
добные различия по уровню экспрессии гена
MyoG между группами с естественным режимом
фотопериода и с постоянным освещением в поль-
зу последней наблюдались на протяжении всего
эксперимента (до 120 дней), проведенного на мо-
лоди атлантической трески, и сопровождались
повышением темпов роста рыб (Nagasawa et al.,
2012).

Уровни экспрессии мРНК паралогов MyoD1 –
MyoD1a, MyoD1b и MyoD1c были выше у особей
лосося в группе с режимом освещения 16С:8Т (2)
по сравнению с таковыми у рыб из контрольной
группы в начале октября (рис. 5, 6, 7, p < 0.05). В
исследовании на молоди паку (Piaractus mesopota-
micus) было показано, что относительно более
высокие уровни экспрессии гена MyoD могут
быть связаны с преобладающим гиперпластиче-
ским механизмом роста мышц (Almeida et al.,
2008). У лососевых в результате двухэтапной дупли-
кации генома образовалось три функциональных

паралога гена MyoD1, которые отличаются друг от
друга характером экспрессии в процессе развития
рыб. Было высказано предположение, что MyoD1c
возник в результате дупликации MyoD1b и эти ге-
ны в своей структуре имеют сходные регулятор-
ные элементы (Macqueen, Johnston, 2006). На
культурах клеток, выделенных из белых скелет-
ных мышц атлантического лосося, было показа-
но, что паралоги MyoD различаются на уровне ре-
гуляции транскрипции во время пролиферации и
дифференцировки МКП. Так, экспрессируясь
последовательно, гены MyoD1c и MyoD1b регули-
руют клеточный цикл миобластов, тогда как экс-
прессия MyoD1a сильно коррелирует с MyoG во
время формирования миотуб, что говорит о том,
что этот паралог участвует в терминальной диф-
ференцировке мышечных клеток (Bower, John-
ston, 2010).

Таким образом, установленные в нашей рабо-
те различия в уровнях экспрессии исследуемых
МРФ в мышцах рыб из экспериментальных и
контрольных бассейнов могут указывать на раз-
ное состояние мышечных клеток, формирующих
новые волокна. Вероятно, относительно более
высокие уровни экспрессии генов MyoD1b и MyoG
у рыб из группы 3, а также паралогов MyoD1 в
мышцах рыб из группы 2, свидетельствуют об ин-
тенсификации процессов пролиферации и диф-
ференцировки мышечных клеток, что способ-
ствует росту мышц как посредством гиперпласти-
ческого, так и гипертрофического механизмов.

Рис. 7. Относительная экспрессия гена MyoD1c (ед.) в белых мышцах двухлеток лосося, содержащихся в группах с раз-
ным режимом освещения, M ± SE. Обозначения как на рис. 4.
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Уровень экспрессии гена тяжелой цепи мио-
зина (MyHC) был выше (p < 0.05) в мышцах рыб из
экспериментальных групп с дополнительным
освещением (16С:8Т и 24С) по сравнению с тако-
выми у особей из контрольной группы в начале
октября (рис. 8, p < 0.05). Вероятно, эти различия
вызваны более высокими уровнями экспрессии
генов МРФ на протяжении эксперимента у двухле-
ток лосося в группах с дополнительным освещени-
ем по сравнению с таковыми у рыб из контрольной
группы. Как было показано ранее, последователь-
ная экспрессия миогенных регуляторных факто-
ров приводит к экспрессии генов структурных
мышечных белков, включая ген тяжелой цепи
миозина (MyHC) (Ahammad et al., 2019). Повы-
шенный уровень транскриптов генов MyoG и Mrf4
на этапе дифференцировки миобластов в присут-
ствии миотуб коррелировал с высокой экспрес-
сией генов тяжелой цепи миозина и десмина в ис-
следовании на культуре клеток мышц дорады
Sparus aurata (Codina et al., 2014). Тяжелая цепь
миозина является наиболее важным функцио-
нальным и структурным доменом молекулы мио-
зина – основного мышечного белка, и, как след-
ствие, ключевым определяющим фактором раз-
вития скелетных мышц (Ikeda et al., 2007). В
другой работе было показано, что, когда скорость
синтеза белка превышает скорость его деграда-
ции, это приводит к увеличению размеров мы-
шечных волокон и, как следствие, к гипертрофи-
ческому росту мышц (Fuentes et al., 2013). Кроме
того, уровень экспрессии гена тяжелой цепи мио-

зина (MyHC) является показателем, отражающем
темпы прироста мышечной массы у рыб (Hevroy
et al., 2006; Чурова и др., 2015). В нашем исследо-
вании, проведенном на сеголетках лосося, были
установлены аналогичные различия в уровне экс-
прессии MyHC у особей из контрольной группы и
группы с постоянным освещением, которые от-
ражали различия по массе рыб (Churova et al.,
2020). Кроме того, в предыдущей работе на двух-
летках лосося нами была показана положитель-
ная взаимосвязь массы рыб с уровнем экспрессии
гена тяжелой цепи миозина, который изменялся
в зависимости от используемого режима освеще-
ния (Shulgina et al., 2021). Учитывая вышесказан-
ное, полученные в настоящей работе результаты
по уровню экспрессии гена MyHC могут указы-
вать на то, что дополнительное освещение оказы-
вает положительный эффект на прирост мышеч-
ной массы у двухлеток лосося и способствует бо-
лее продолжительному росту в осенний период
при снижении температуры воды, что согласуется
с данными по массе рыб в этот период. Отсрочен-
ное увеличение массы тела, наблюдаемое у рыб из
групп 2 и 3 в начале эксперимента, вероятно, от-
ражает время, необходимое для гипертрофии мы-
шечных волокон, образующихся после адаптации
рыб к стрессовому воздействию дополнительного
освещения. Подобная задержка ростостимулиру-
ющих эффектов непрерывного освещения была
отмечена ранее у смолтов атлантического лосося
(Johnston et al., 2003). Тем не менее, авторы этого
исследования выявили, что непрерывное освеще-

Рис. 8. Относительная экспрессия гена MyHC (ед.) в белых мышцах двухлеток лосося, содержащихся в группах с раз-
ным режимом освещения, M ± SE. Обозначения как на рис. 4.
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ние, в отличие от короткого светового дня, спо-
собствует увеличению числа делений МКП и/или
уменьшению времени их клеточного цикла, что
стимулирует их пролиферацию и впоследствии
приводит к увеличению количества мышечных
волокон лосося.

Наряду с установленными межгрупповыми
различиями по уровню экспрессии гена MyHC в
начале октября были выявлены относительно бо-
лее высокие уровни экспрессии мРНК MSTN1b в
группах 2 и 3 по сравнению с контрольной груп-
пой (рис. 9, p < 0.05), что, вероятно, связано с ре-
гуляцией роста мышц у рыб из эксперименталь-
ных групп в ответ на стимулирующее действие до-
полнительного освещения. Исследования in vitro
показали, что миостатин подавляет развитие и
рост скелетных мышц путем ингибирования про-
лиферации и дифференцировки миобластов и са-
теллитных клеток (Thomas et al., 2000). Частично
это достигается за счет подавления экспрессии
генов миогенных регуляторных факторов. Так,
было показано, что специфические последова-
тельности в промоторе гена MSTN1b связывают
гомо- и гетеродимеры регуляторного фактора
MyoD, необходимого для инициации программы
миогенеза (Østbye et al., 2007). В другом исследо-
вании, проведенном на молоди учанского леща
(Megalobrama amblycephala), экспрессия MSTNa и
MSTNb возросла в ответ на усиление дифферен-
цировки и гипертрофии мышечных волокон, что,
по мнению авторов, вероятно, связано с подавле-
нием действия миогенина (Zhu et al., 2014). Таким

образом, в нашей работе повышенная экспрессия
MSTN1b у рыб в группах с дополнительным осве-
щением по сравнению с таковой у особей в кон-
трольной группе, вероятно, связана с механизма-
ми контроля мышечного роста, направленными
на ослабление процессов их гиперплазии и ги-
пертрофии. Это предположение согласуется с
аналогичными результатами, полученными нами
ранее для двухлеток лосося в другом эксперимен-
те, где рыбы содержались при круглосуточном
освещении более продолжительное время
(Shulgina et al., 2021).

Динамика уровней экспрессии исследуемых ге-
нов. Согласно результатам, полученным в нашей
работе, динамика экспрессии исследуемых генов
у лосося имела сезонный характер. Так, на протя-
жении эксперимента уровни экспрессии генов
MyoD1b, MyoD1c, MyoG, MSTN1a и MSTN1b воз-
растали у рыб из всех исследуемых групп и осе-
нью были достоверно выше по сравнению с лет-
ним периодом (рис. 4, 5, 7, 9, 10, p < 0.05). При
этом за период с 9 июля по 5 сентября была выяв-
лена положительная корреляция между массой
рыб и уровнями экспрессии генов MyoD1b,
MyoD1c в контрольной группе, генов MyoD1c,
MyoG, MSTN1a и MSTN1b в группе 2 (16С:8Т),
всех вышеуказанных генов в группе 3 (24С)
(табл. 3, p < 0.05). За период с 9 июля по 5 октября
положительная корреляция с массой была пока-
зана для уровней экспрессии генов MyoD1c и
MyoG у рыб в контрольной группе, для уровней
экспрессии генов MyoG, MSTN1a и MSTN1b у рыб

Рис. 9. Относительная экспрессия гена MSTN1b (ед.) в белых мышцах двухлеток лосося, содержащихся в группах с раз-
ным режимом освещения, M ± SE. Обозначения как на рис. 4.
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из группы 2, и для уровней экспрессии MyoD1c,
MyoG, MSTN1a и MSTN1b у рыб из группы 3 (табл. 4,
p < 0.05). Уровень экспрессии мРНК Myf5 посте-
пенно повышался у рыб в группах с дополнитель-
ным освещением и положительно коррелировал с
их массой в период с 9 июля по 5 сентября (рис. 11,
табл. 3, p < 0.05). Вероятно, такое повышение
уровней экспрессии генов МРФ, а также парало-
гов миостатина, связано с усилением процессов
гиперплазии и гипертрофии мышечных волокон
и отражает прирост мышечной массы у молоди
рыб в период их активного роста. Как известно,
темпы роста и развития многих видов рыб, обита-
ющих в умеренных широтах северных регионов, в
том числе лососевых, подвержены воздействию
сезонных колебаний температуры и фотоперио-
да, в связи с чем в весенне-летний период наблю-
дается более быстрый рост, в отличие от осенне-
зимнего (Danzmann et al., 2016). В нашем экспе-
рименте температурный режим был естествен-
ным, и температура воды в бассейнах в период с
начала июля и до начала сентября была значи-
тельно выше, нежели в осенний период. Ранее
было показано, что повышение температуры во-
ды способствует увеличению диаметра мышеч-
ных волокон, скорости пролиферации и интен-
сивности гиперплазии у молоди паку (Piaractus
mesopotamicus) (de Paula et al., 2014). Более того, в
исследованиях на других видах рыб была выявле-
на зависимость количества мРНК нескольких
МРФ от температуры среды (Fernandes et al.,
2006; Johnston et al., 2009). Так, у эмбрионов рыбы

фугу (Takifugu rubripes), инкубированных при бо-
лее высоких температурах, наблюдалось увеличе-
ние уровня экспрессии гена MyoG (Fernandes
et al., 2006).

Напротив, при снижении температуры воды в
период с начала сентября и вплоть до конца экс-
перимента у рыб во всех группах было зафикси-
ровано снижение уровней экспрессии исследуе-
мых генов. Так, в конце октября наблюдались до-
стоверно более низкие значения экспрессии
мРНК MyHC в группах 1 и 3 (рис. 8, p < 0.05),
MyoG – в группе 3 (рис. 4, p < 0.05), MSTN1a – в
группах 2 и 3 (рис. 10, p < 0.05), Myf5, MyoD1b и
MyoD1c – у рыб во всех исследуемых группах
(рис. 5, 7, 11, p < 0.05). При этом у особей лосося
во всех группах уровни экспрессии мРНК
MSTN1b в конце октября достоверно превышали
таковые в начале эксперимента (рис. 9, p < 0.05).
В аналогичном эксперименте, проведенном нами
на сеголетках (0+) атлантического лосося, было
показано подобное одновременное снижение к
концу исследования уровней экспрессии генов
Myf5, MyoD1b и MyoD1c и повышение экспрессии
MSTN1a и MSTN1b во всех группах независимо от
условий освещения (Churova et al., 2020). Кроме
того, наблюдаемая динамика экспрессии генов
Myf5, MyoD1b и MyoD1c соответствует таковой,
установленной нами для двухлеток лосося, кото-
рые содержались в группах с постоянным осве-
щением и без дополнительного освещения в бо-
лее продолжительном эксперименте (Shulgina
et al., 2021). Полученные результаты согласуются

Рис. 10. Относительная экспрессия гена MSTN1a (ед.) в белых мышцах двухлеток лосося, содержащихся в группах с
разным режимом освещения, M ± SE. Обозначения как на рис. 4.
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Таблица 3. Линейная регрессия и коэффициент корреляции между уровнями экспрессии генов МРФ, MyHC и
паралогов MSTN в белых мышцах и массой двухлеток лосося, содержащихся в группах с разным режимом осве-
щения, в период с июля по 5 сентября

* – Достоверные корреляции при p < 0.05.

Переменная (y) Группа Масса (x) Коэффициент корреляции

MyHC

Контроль
y = 47.50–0.35x

R2 = 0.076
–0.28

16С:8Т
y = 55.93–0.62x

R2 = 0.103
–0.32

24С:0Т
y = 54.03–0.24x

R2 = 0.013
–0.11

MyoG

Контроль
y = 2.17 + 0.04x

R2 = 0.096
0.31

16С:8Т
y = 0.96 + 0.11x

R2 = 0.474
0.69*

24С:0Т
y = 0.71 + 0.16x

R2 = 0.504
0.71*

Myf5

Контроль
y = 0.276 + 0.003x

R2 = 0.033
0.18

16С:8Т
y = 0.14 + 0.01x

R2 = 0.373
0.61*

24С:0Т
y = 0.08 + 0.01x

R2 = 0.353
0.59*

MyoD1a

Контроль
y = 9.13 + 0.05x

R2 = 0.026
0.16

16С:8Т
y = 13.00–0.08x

R2 = 0.041
–0.20

24С:0Т
y = 11.63 + 0.08x

R2 = 0.050
0.22

MyoD1b

Контроль
y = 0.43 + 0.07x

R2 = 0.480
0.69*

16С:8Т
y = 1.78 + 0.04x

R2 = 0.077
0.28

24С:0Т
y = 1.29 + 0.09x

R2 = 0.227
0.48*

MyoD1c

Контроль
y = 0.28 + 0.04x

R2 = 0.452
0.67*

16С:8Т
y = 0.44 + 0.03x

R2 = 0.207
0.45*

24С:0Т
y = 0.21 + 0.04x

R2 = 0.460
0.68*

MSTN1a

Контроль
y = 0.51 + 0.01x

R2 = 0.017
0.13

16С:8Т
y = –0.22 + 0.05x

R2 = 0.558
0.75*

24С:0Т
y = 0.05 + 0.03x

R2 = 0.438
0.66*

MSTN1b

Контроль
y = 0.62 + 0.04x

R2 = 0.154
0.39

16С:8Т
y = –0.03 + 0.07x

R2 = 0.517
0.72*

24С:0Т
y = 0.10 + 0.07x

R2 = 0.377
0.61*
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Таблица 4. Линейная регрессия и коэффициент корреляции между уровнями экспрессии генов МРФ, MyHC и
паралогов MSTN в белых мышцах и массой двухлеток лосося, содержащихся в группах с разным режимом осве-
щения, в период с июля по 5 октября

* – Достоверные корреляции при p < 0.05.

Переменная (y) Группа Масса (x) Коэффициент корреляции

MyHC

Контроль
y = 45.77–0.16x

R2 = 0.013
–0.12

16С:8Т
y = 50.50–0.09x

R2 = 0.002
–0.05

24С:0Т
y = 49.22 + 0.18x

R2 = 0.008
0.09

MyoG

Контроль
y = 1.80 + 0.06x

R2 = 0.223
0.47*

16С:8Т
y = 0.91 + 0.12x

R2 = 0.362
0.60*

24С:0Т
y = 0.49 + 0.19x

R2 = 0.588
0.77*

Myf5

Контроль
y = 0.348–0.003x

R2 = 0.048
–0.22

16С:8Т
y = 0.208 + 0.004x

R2 = 0.048
0.22

24С:0Т
y = 0.168 + 0.004x

R2 = 0.062
0.23

MyoD1a

Контроль
y = 8.14 + 0.07x

R2 = 0.04
0.20

16С:8Т
y = 13.31–0.03x

R2 = 0.004
–0.06

24С:0Т
y = 7.87 + 0.26x

R2 = 0.229
0.48*

MyoD1b

Контроль
y = 1.01 + 0.03x

R2 = 0.107
0.33

16С:8Т
y = 1.76 + 0.04x

R2 = 0.086
0.29

24С:0Т
y = 1.94 + 0.04x

R2 = 0.071
0.27

MyoD1c

Контроль
y = 0.53 + 0.02x

R2 = 0.190
0.44*

16С:8Т
y = 0.54 + 0.03x

R2 = 0.144
0.38

24С:0Т
y = 0.35 + 0.03x

R2 = 0.367
0.61*

MSTN1a

Контроль
y = 0.554 + 0.003x

R2 = 0.007
0.08

16С:8Т
y = –0.03 + 0.04x

R2 = 0.334
0.58*

24С:0Т
y = 0.19 + 0.02x

R2 = 0.292
0.54*

MSTN1b

Контроль
y = 0.96 + 0.01x

R2 = 0.018
0.14

16С:8Т
y = 0.29 + 0.05x

R2 = 0.276
0.53*

24С:0Т
y = 0.31 + 0.05x

R2 = 0.295
0.54*
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с данными исследования, в котором в мышцах
морского леща спустя 30 дней голодания наблю-
далась сниженная экспрессия генов Myf5 и MyoD2
и повышенная экспрессия MSTN1, что, по мне-
нию авторов, указывает на снижение активации
миобластов и мышечного роста (Codina et al.,
2014). В другой работе, было показано, что про-
должительное воздействие низкой температуры
воды способствует повышению концентрации
мРНК MSTN в мышцах канального сома (Weber,
Bosworth, 2005). Необходимо отметить, что в на-
шей работе динамика уровней экспрессии пара-
логов миостатина (MSTN1a и MSTN1b) была не-
одинаковой, что может указывать на различия в
их функционировании в процессе миогенеза, од-
нако их дифференциальную роль в регуляции
этого процесса еще предстоит выяснить. Вероят-
но, наблюдаемые изменения уровней экспрессии
исследуемых генов в конце эксперимента связа-
ны с замедлением процессов гиперплазии и ги-
пертрофии мышечных волокон у особей лосося
при снижении их темпов роста в осенний период.
Как было показано ранее в исследованиях на
постсмолтах атлантического лосося, гиперплазия
мышечных волокон заметно снижается по мере
уменьшения температуры воды и продолжитель-
ности освещения в зимний период (Johnston et al.,
2003). Было высказано предположение, что у рыб
существует сезонный цикл формирования мы-
шечных волокон, который накладывается на эн-
догенный ритм роста, зависящий от возраста и
стадии жизненного цикла.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты проведенного исследования пока-
зали, что двухлеткам атлантического лосося, ко-
торых выращивали в бассейнах с подключением
дополнительного освещения, требуется период
адаптации к новым световым условиям. При сни-
жении темпов роста рыб в осенний период ис-
пользование искусственного освещения оказало
стимулирующий эффект на рост особей лосося из
экспериментальных групп. Полученные в нашей
работе данные указывают на то, что миогенные
регуляторные факторы могут играть важную роль
в регуляции формирования и роста мышц у моло-
ди атлантического лосося в условиях вариабель-
ности факторов окружающей среды. Межгруппо-
вые различия в уровнях экспрессии генов МРФ,
тяжелой цепи миозина и паралогов миостатина
могут отражать различия в регуляции процессов
миогенеза у рыб в зависимости от условий осве-
щения. Показано, что существуют определенные
сезонные закономерности в одновременной экс-
прессии исследуемых генов у рыб, выращенных
как в условиях дополнительного освещения, так
и без него. Было высказано предположение, что
это может отражать изменения интенсивности
процессов гиперплазии и гипертрофии мышеч-
ных волокон, связанные с сезонными вариация-
ми температуры окружающей среды. Представ-
ленные в настоящей работе данные совместно с
опубликованными нами ранее результатами по
исследуемой теме расширяют современные зна-
ния о молекулярных механизмах регуляции мы-

Рис. 11. Относительная экспрессия гена Myf5 (ед.) в белых мышцах двухлеток лосося, содержащихся в группах с раз-
ным режимом освещения, M ± SE. Обозначения как на рис. 4.
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шечного роста, а также закономерностях раннего
роста и развития у рыб при влиянии факторов
среды.

В настоящее время результаты исследования
используются при постановке экспериментов с
подключением дополнительного освещения для
стимуляции роста молоди атлантического лосося,
который выращивается на рыбоводном хозяйстве
в Северной Осетии-Алании (южный регион РФ,
Ардонский район), что существенно дополнит
представления о роли факторов среды в механиз-
мах развития биохимических адаптаций у молоди
лососевых рыб с учетом климатических, геогра-
фических, экологических особенностей региона.
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The Effect of Different Lighting Regimes on Some Molecular-Genetic Parameters
of Juvenile Atlantic Salmon (Salmo salar) Muscle Growth

under Its Artificial Reproduction Conditions
N. S. Shulgina1, *, M. V. Kuznetsova1, and N. N. Nemova1

1Institute of Biology – A Separate Subdivision of the FSBSI FRC “Karelian Research Center 
of the Russian Academy of Sciences”, ul. Pushkinskaya, 11, Petrozavodsk, 185910 Russia

*e-mail: Shulgina28@yandex.ru

We investigated the effect of two light regimes – 16L:8D (16 h light : 8 h dark) and continuous (24 h light :
0 h dark), on the growth rates and gene expression level of myogenic regulatory factors (Myf5, MyoG,
MyoD1a, MyoD1b, MyoD1c), myosin heavy chain (MyHC), and myostatin paralogs (MSTN1a and MSTN1b)
in the muscles of Atlantic salmon yearlings reared for 3.5 months (from July to October) in the hatchery con-
ditions. The control group consisted of salmon yearlings reared in the tanks of the same hatchery using stan-
dard technology without additional lighting. Despite the fact that there were no significant differences in
weight between the studied fish groups at the end of the experiment, additional lighting had a positive effect
on the duration and intensity of fish growth in the autumn period with a decrease in water temperature. The
expression levels of the MyHC, MyoG, MyoD1 and MSTN1b paralogs were significantly higher in fish from
the experimental groups with additional lighting compared to those in the control group in autumn. The re-
vealed intergroup differences in the simultaneous expression of the studied genes indicate differences in the
mechanisms of muscle growth regulation in fish depending on the lighting conditions. Patterns were estab-
lished in the seasonal dynamics of genes expression levels that regulate muscle growth, which are similar for
salmon yearlings groups kept under different lighting conditions.

Keywords: Atlantic salmon, expression of myogenic regulatory factors, growth, photoperiod regimes
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ПОВЕДЕНИЕ СЕРТОЛИ-ПОДОБНЫХ КЛЕТОК
ПРИ ТРАНСПЛАНТАЦИИ В СЕМЕННИК,

ЛИШЕННЫЙ КЛЕТОК СЕРТОЛИ
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Поддержание развития мужских половых клеток во многом зависит от целостности популяции кле-
ток Сертоли (КС). Так как с наступлением половой зрелости КС большинства видов млекопитаю-
щих теряют способность к пролиферации и восстановлению своей популяции в случае поврежде-
ния, поиск альтернативных источников этих клеток пригодных для трансплантации ‒ актуальная
задача. Таким источником могут стать Сертоли-подобные клетки (СПК) сети семенника, экспрес-
сирующие многие гены-маркеры КС и способные к пролиферации в культуре. Ранее мы уже пока-
зали способность СПК in vitro участвовать в образовании канальце-подобных структур при кокуль-
тивировании с КС мышонка. В настоящей работе мы протестировали свойства СПК in vivo. Для это-
го были проведены трансплантации СПК, размноженных в культуре, в семенники мышей,
обработанные детергентом хлоридом бензалкония (ХБ), который был использован для удаления
КС из семенников. Действительно, инъекции ХБ через сеть семенника снижали число КС. Также
было продемонстрировано, что трансплантированные СПК заселяли пораженные семенные ка-
нальцы и формировали эпителиальные структуры на базальной мембране, сохраняя жизнеспособ-
ность, пролиферативную активность и экспрессию своих генов-маркеров в течение, как минимум,
четырех недель.

Ключевые cлова: Сертоли-подобные клетки, клетки Сертоли, хлорид бензалкония, сперматогенез,
трансплантация

DOI: 10.31857/S0475145022060064

ВВЕДЕНИЕ
Сперматогенез – сложный и тонко-регулируе-

мый процесс, в поддержании которого задейство-
ваны несколько популяций соматических клеток,
однако в непосредственном контакте с половыми
клетками находятся только клетки Сертоли (КС)
(Hess, Franca, 2008). Они формируют основу
сперматогенного эпителия извитых семенных ка-
нальцев, где поддерживают развитие половых
клеток, играя ведущую роль в гаметогенезе (Leb-
lond, Clermont, 1952). Обширная функциональ-
ная активность КС приводит к высокой степени
их дифференцировки и, как следствие, к ослабле-
нию способности к их пролиферации. В результа-
те этого популяция КС большинства видов мле-
копитающих не обновляется после наступления
половой зрелости, а изолированные КС крайне
плохо культивируются (Tarulli et al., 2012; Kulibin,

Malolina, 2016). Исключительная важность КС
для поддержания сперматогенеза и невозмож-
ность восстановления их популяции в случае по-
вреждения повышает интерес к поиску легко
культивируемых аналогов КС.

Ранее нами было показано, что у мышей в сети
семенника находится популяция Сертоли-подоб-
ных клеток (СПК), активно пролиферирующих в
культуре (Kulibin, Malolina, 2016). СПК экспресси-
руют многие гены-маркеры КС (Malolina, Kulibin,
2019), в том числе и транскрипционный фактор
Dmrt1, играющий важную роль в поддержании
функциональной активности КС (Matson et al.,
2011).

Известно, что КС неполовозрелых животных
способны заново формировать семенные каналь-
цы in vitro (Yokonishi et al., 2013) и восстанавливать
поврежденные семенные канальцы при транс-

УДК 591.3

КРАТКОЕ
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плантации (Shinohara et al., 2003). В эксперимен-
тах in vitro было показано, что СПК участвуют в
образовании новых семенных канальцев при ко-
культивировании с КС мышонка (Малолина, Ку-
либин, 2017), однако их регенеративный потен-
циал in vivo еще не был изучен.

Поэтому целью этого исследования стала
оценка поведения и свойств СПК мышей после
их трансплантации в семенник, опустошенный
от собственных КС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальные животные

В качестве доноров СПК использовали 2–5-ме-
сячных самцов мыши линии C57Bl/6-Tg(ACTB-
EGFP)1Osb/J, экспрессирующих GFP под промо-
тором β-актина. Реципиентами выступали 2–3-ме-
сячные самцы линии C57Bl/6. Мышей содержали в
условиях вивария с режимом день/ночь 12 ч/12 ч,
воду и корм животные получали ad libitum.

Получение и культивирование СПК

Суспензию СПК получали из фрагментов се-
менников, содержащих сеть семенника, по методи-
ке, описанной в работе (Kulibin, Malolina, 2016).
Кратко, ткань семенника последовательно инку-
бировали с растворами коллагеназы IV (3 мг/мл;
Sigma) и ДНКазы I (0.1 мг/мл; Sigma), а затем
трипсина (0.12%; Thermo Fisher) и ДНКазы I. По-
лученные клетки высаживали на культуральные
планшеты, покрытые Matrigel (Corning), в кон-
центрации 2 × 105 клеток/см2 и культивировали
9 сут при 37°С и 5% CO2 на среде DMEM/F12 с
GlutaMAX (Gibco), содержащей пируват натрия
(Sigma), инсулин/трансферрин/селенит (ITS, Ther-
mo Fisher), пенициллин/стрептомицин (Пан-Эко)
и 1% фетальной бычьей сыворотки (Thermo Fisher),
а также Y-27632 (10 мкM; Abcam), A-83-01
(0.5 мкM; Sigma) и CHIR99021 (3 мкM; Sigma).
Смену среды проводили каждые 2 сут.

Опустошение семенников 
мышей-реципиентов от КС

Для повреждения популяции собственных
КС, мышам-реципиентам в семенные канальцы
вводили физиологический раствор, содержащий
катионный детергент хлорид бензалкония (ХБ,
Sigma). Тестировали две концентрации ХБ: 0.02 и
0.1%. Мышей анестезировали изофлураном, де-
лали разрез в брюшине, извлекали семенники и
через выводной проток семенника в сеть семен-
ника вводили стеклянный микрокапилляр тол-
щиной 100 мкм. При помощи механического
микроинъектора вводили 20 мкл раствора ХБ,
подкрашенного бромфеноловым синим (1 : 100).
В качестве контроля аналогичным способом вво-
дили физиологический раствор.

Трансплантация культуры СПК
На 4 сут после инъекции ХБ в семенники мы-

шей-реципиентов по методике, описанной выше,
в семенные канальцы вводили по 20 мкл суспен-
зии, содержащей 8 × 105 клеток культуры СПК.

Иммунофлуоресцентная окраска семенников
Образцы фиксировали 24 ч в 10%-ном забуфе-

ренном формалине, обезвоживали, заключали в
парафин и готовили срезы толщиной 4 мкм. Срезы
депарафинировали, восстанавливали антигены ки-
пячением в цитратном буфере и обрабатывали бло-
кирующим раствором с 2% бычьим сывороточным
альбумином. Далее срезы инкубировали с первич-
ными антителами 1 ч при 37°С и после отмывания –
со вторичными, 30 мин при 37°С. Использовали
первичные антитела против SOX9 (Millipore,
AB5535, 1 : 200), GFP (Abcam, ab13970, 1 : 400),
PAX8 (Abcam, ab97477, 1 : 100), KI67 (Invitrogen,
SolA15, 1 : 200), SF1 (Thermo Fisher, N1665, 1 : 50),
ACTA2 (Abcam, ab5694, 1 : 100), VIM (Abcam,
ab24525, 1 : 200), DMRT1 (Santa Cruz, sc377167, 1 : 50),
и соответствующие вторичные антитела, конъ-
югированные с Alexa Fluor-488, 555, 594, 647
(Thermo Fisher, 1 : 500). Окраску мышиными ан-
тителами против DMRT1 осуществляли при по-
мощи M.O.M. Immunodetection Kit (Vector Labs,

Рис. 1. Результаты воздействия ХБ на клетки семенника (а–е) на 4 сут после инъекции и результаты трансплантации
СПК (ж–л). (а–в) репрезентативные фотографии извитых канальцев контрольных (а) и обработанных 0.02% (б) и
0.1% (в) ХБ семенников, окрашенных на SOX9. (г) диаграммы распределения числа КС на срез семенного канальца
в контрольных образцах и после обработки 0.02% и 0.1% ХБ, в верхней части представлены диаграммы размаха.
(д) репрезентативные фотографии извитых канальцев, окрашенных на ACTA2 (маркер ПМК) и VIM (маркер КС).
(е) иммунофлуоресцентное окрашивание семенников на SF1 (маркер клеток Лейдига). (ж–л) репрезентативные фо-
тографии срезов семенников мышей-реципиентов после трансплантации культуры СПК (зеленая окраска – транс-
плантированные клетки). (ж) СПК на базальной мембране канальцев мышей-реципиентов (14 сут). (з) канальце-по-
добная структура, образованная СПК в интерстициальной ткани (пунктир, 14 сут); (и) окраска на DMRT1 (стрелки –
DMRT1+ СПК). (к) окраска на PAX8. (л) окраска на SOX9 и KI67. Масштабный отрезок 50 мкм.
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FMK-2201). Срезы фотографировали на микро-
скопе Leica TCS SP5 (Германия), и Zeiss LSM 880
Airyscan (Германия).

Количественный анализ

Для количественной оценки влияния ХБ на
КС делали серийные срезы семенников толщи-
ной 4 мкм через каждые 100 мкм и подсчитывали
число КС на поперечных срезах семенных каналь-
цев (не менее 245 срезов на группу). Результаты
представлены в виде гистограмм. Количественные
данные представлены в виде: среднее ± стандартная
ошибка среднего. Каждый эксперимент повторя-
ли не менее трех раз. Сравнение количественных
показателей выполняли с использованием одно-
стороннего U-критерия Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе первого этапа работы на гистологиче-
ских срезах семенников проводили визуальный
анализ действия ХБ на ткань семенника. Было
установлено, что на 4 сут после инъекции детер-
гента в части канальцев происходит гибель поло-
вых клеток и КС, что приводит к снижению тол-
щины сперматогенного эпителия по сравнению с
контролем (рис. 1а, 1б) и заполнению просветов
канальцев дебрисом (рис. 1в). Доля пораженных
канальцев зависела от концентрации раствора.
Так, после введения 0.02% ХБ наблюдались еди-
ничные нарушения, а после 0.1% происходило
поражение порядка половины канальцев. В се-
менниках контрольной группы нарушений в
структуре сперматогенного эпителия обнаружено
не было. На 7 сут после инъекции ХБ гистологи-
ческая картина нарушений сперматогенной тка-
ни не изменялась по сравнению с 4 сут.

Количественную оценку эффективности уда-
ления КС проводили путем подсчета числа КС на
поперечный срез канальца семенника на 4 сут.
КС детектировали по окраске на маркер SOX9.
Влияние ХБ на появление канальцев с малым
числом КС оценивали по первой квартили полу-
ченных распределений. В контрольных образцах
это значение равнялось 18.3 ± 0.1 КС на каналец
(рис. 1а, 1г). Инъекция 0.02%-ного раствора ХБ
привела к статистически достоверному (P ≤ 0.05)
снижению показателя по сравнению с контролем
до 10.6 ± 0.1 (рис. 1б, 1г), при этом появилось 3
“пустых канальца” (меньше 3 КС) из 245 проана-
лизированных. Введение 0.1% раствора ХБ при-
вело к снижению первой квартили до 0.3 ± 0.03
(рис. 1в, 1г), что статистически отличается (P ≤ 0.05)
как от контроля, так и от меньшей дозы. Число

“пустых канальцев” равнялось 210 из 456 проана-
лизированных (рис. 1г).

Несмотря на сильное воздействие 0.1%-ного
раствора ХБ на число КС, его влияние на осталь-
ные популяции соматических клеток семенника
не столь значительно. Так в канальцах с полно-
стью разрушенным сперматогенным эпителием,
где присутствовали лишь единичные КС, слой
ПМК, окружающих семенные канальцы снару-
жи, не разрушался, ярко окрашивался на маркер
ACTA2 и сохранял свою форму, что соответствует
картине, наблюдаемой в контрольных образцах
(рис. 1д). Окраска на SF1, который в семенниках
половозрелых мышей высоко экспрессируется в
клетках Лейдига, показала, что вокруг поражен-
ных канальцев, так же, как и вокруг канальцев в
контрольном семеннике, сохранялись группы
этих клеток (рис. 1е).

Наши результаты согласуются с данными кол-
лег (Yokonishi et al., 2020), впервые описавшими
воздействие ХБ на сперматогенную ткань мы-
шей, но в отличие от предыдущей работы, в на-
шем случае значительная гибель КС происходила
при введении большей концентрации детергента
(0.1 против 0.02%). Эти различия, вероятно, могут
быть связаны с использованием разных произво-
дителей ХБ реагента. Механизм действия ХБ на
эукариотические клетки изучен достаточно фраг-
ментарно, однако на примере прокариот показано,
что клетки с отрицательным зарядом подвержены
большему влиянию со стороны детергента (Nagai
et al., 2003). Эти данные подтверждаются и селек-
тивной активностью по отношению к нейронам
толстой кишки крысы (Pan et al., 2011). В нашем
случае, гибель КС скорее всего вызвана действи-
ем ХБ, в то время как гибель половых клеток опо-
средована снижением числа поддерживающих их
развитие КС.

Исходя из всех вышеперечисленных данных,
0.1% раствор ХБ наиболее подходящий для подго-
товки семенников к трансплантации СПК. Вве-
дение клеток производили на 4 сут после инъек-
ции детергента, а анализ результатов трансплан-
тации ‒ на 4, 14 и 28 сут. На всех сроках в
семенниках реципиентов были найдены GFP+

клетки донора, причем, преимущественно, в пол-
ностью опустошенных канальцах. СПК, иденти-
фицированные по двойной окраске на GFP и
SOX9, в одиночку или группами заселяли пора-
женные семенные канальцы, и, распластавшись
по базальной мембране, формировали похожие
на эпителий структуры (рис. 1ж). Подобные
структуры возникали уже на 4 сут после транс-
плантации и присутствовали на всех сроках фик-
сации. Часть СПК, попавшая в интерстициаль-
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ную ткань, образовывала там канальце-подобные
структуры (рис. 1з). Так как из-за особенностей
выделения в культурах СПК присутствует при-
месь ПМК, мы проанализировали клеточный со-
став трансплантатов. Доля СПК на 4, 14, 28 сут
составила соответственно 48 ± 13.9, 56 ± 15, 67 ±
± 17.3%. Трансплантированные СПК экспресси-
ровали PAX8 (рис. 1к), транскрипционный фак-
тор ‒ маркер клеток сети семенника (Malolina,
Kulibin, 2019), и только часть из них экспрессиро-
вала маркер КС ‒ DMRT1 (рис. 1и). Судя по по-
ложительной окраске на KI67 (рис. 1л), многие
СПК остаются в клеточном цикле даже на 28 сут
после трансплантации.

В итоге, можно сделать выводы, что донорские
СПК сохраняют жизнеспособность в семенниках
реципиента по крайней мере в течение месяца.
Они преимущественно заселяют разрушенные
участки канальцев реципиентов, располагаясь на
места погибших КС, и формируют эпителиаль-
ные структуры. СПК сохраняют экспрессию мар-
кера сети семенника ‒ PAX8 и продолжают про-
лиферировать, как и в условиях культуры. Окрас-
ка части СПК на DMRT1, экспрессия которого
необходима КС для поддержания развития поло-
вых клеток, делает целесообразным проведение в
будущем совместных трансплантаций СПК со
сперматогониальными стволовыми клетками.
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The Behavior of Sertoli-Like Cells when Transplanted
into Sertoli Cell-Depleted Testes
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The intact population of Sertoli cells is crucial for the maintenance of male germ cell development. At sexual
maturity, Sertoli cells of most mammals lose their ability to proliferate and to restore their population after
damage. So, a search for alternative sources of Sertoli cells suitable for transplantation is an important goal.
Sertoli-like cells (SLCs) from the adult rete testis might become such a source because they express many Ser-
toli cell marker genes but are capable of proliferation in vitro. We have already shown earlier that SLCs par-
ticipated in the formation of tubule-like structures when they co-cultured with neonatal Sertoli cells. In the
current study, we tested SLC properties in vivo. We carried out transplantations of cultured SLCs into mouse
testes treated with a detergent benzalkonium chloride (BC), which was used for depleting Sertoli cells from
testes earlier. Indeed, BC injections via the rete testis reduced the number of Sertoli cells. It was also demon-
strated that donor SLCs settled in at basement membranes of damaged host seminiferous tubules and form
epithelial structures. They retain their viability, proliferative capacity and expression of marker genes for at
least four weeks.

Keywords: Sertoli-like cells, Sertoli cells, benzalkonium chloride, spermatogenesis, transplantation


