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Пандемия новой коронавирусной инфекции (COVID-19), вызванная вирусом SARS-CoV-2, много-
кратно превзошла по масштабам эпидемии, вызванные SARS-CoV и MERS-CoV. Причиной этого
стало наличие в белковой последовательности SARS-CoV-2 участков, обеспечивающих взаимодей-
ствие с более широким спектром рецепторных белков на поверхности клеток хозяина. В обзоре рас-
смотрены как уже известные рецепторы, общие для SARS-CoV и SARS-CoV-2, так и новые рецеп-
торы, специфичные для SARS-CoV-2.

Ключевые слова: коронавирус SARS-CoV-2, рецепторы, фурин, катепсин L, ACE2, нейропилин,
CD147, CD209, гепаран сульфат, GRP78, ASGR1, KREMEN1, тирозиновая протеинкиназа AXL
DOI: 10.31857/S0233475522060032

ВВЕДЕНИЕ
C начала XXI века три коронавируса преодоле-

ли межвидовой барьер и стали причиной смер-
тельной пневмонии у людей: коронавирус тяже-
лого острого респираторного синдрома (SARS-CoV),
ближневосточный коронавирус респираторного
синдрома (MERS-CoV) и коронавирус тяжелого
острого респираторного синдрома 2 (SARS-CoV-2)
[1]. Первые два из этих вирусов вызвали локаль-
ные эпидемии, тогда как появление SARS-CoV-2
привело к пандемии, которая продолжается уже
около трех лет. По данным Всемирной органи-
зации здравоохранения (https://covid19.who.int),
к началу августа 2022 г. в мире подтверждено
более 570 млн случаев коронавирусной инфек-
ции. Скончалось около 6.4 млн человек. Процент
смертности от COVID-19 после начала массовой
вакцинации существенно снизился, но наличие
постковидных осложнений, так называемого пост-
ковидного синдрома, остается серьезной пробле-
мой. Появление все новых вариантов SARS-CoV-2
по-прежнему вызывает большую озабоченность
и внимание всего мира. Накопление мутаций в
геноме вируса обусловлено непрерывной репли-
кацией вируса в организме человека на фоне не-
своевременной элиминации вирионов, связанной
в основном с запоздалым клиническим лечением
и отсутствием специфических и эффективных
препаратов. Эти мутации могут привести к изме-
нениям эпитопов и к снижению аффинности со-

ответствующих антител, генерируемых вакцина-
ми. Поэтому важно разработать универсальные,
специфические и эффективные препараты про-
тив имеющихся и возможных будущих вариантов
коронавируса.

Способом защиты от коронавирусной инфек-
ции может быть подавление транспорта вирусных
частиц в клетки. На первом этапе инфицирова-
ния происходит связывание S-белка шипиков ко-
роны с рецепторами на мембране клеток-мише-
ней, расщепление S-белка на фрагменты S1 и S2,
после чего происходит слияние вирусной мем-
браны с плазматической мембраной клетки либо
эндоцитоз вирусных частиц [2–4]. После этого
мРНК SARS-CoV-2 заходит внутрь клетки. Кано-
ническим рецептором SARS-CoV-2 является ан-
гиотензинпревращающий фермент 2 (ACE2), ра-
ботающий в паре с мембранной протеазой
TRMPSS2 [2]. Механизм проникновения в клет-
ки с помощью ACE2 и TRMPSS2 был открыт ра-
нее для вируса SARS-CoV. При анализе патогене-
за новой коронавирусной инфекции выявилась
парадоксальная ситуация – поражение вирусом
SARS-CoV-2 клеток и органов во многих случаях
не коррелировало с экспрессией в них ACE2 [5].
Это стимулировало поиск рецепторных и вспо-
могательных белков, специфичных именно для
SARS-CoV-2. В результате исследований послед-
них трех лет подтверждено участие в инфициро-
вании клеток SARS-CoV-2 белковых мишеней

УДК 578.233

ОБЗОРЫ

EDN: TQESHR



420

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 39  № 6  2022

АВДОНИН и др.

SARS-CoV, но также открыты новые рецепторы,
которые обуславливают более высокую распро-
страненность COVID-19 (рис. 1). В настоящем
обзоре кратко охарактеризованы мишени коро-
навируса SARS-CoV-2 на клеточной поверхности
и мембранные протеазы, активирующие S-белок.
Кратко рассмотрена их роль в инфицировании
разных тканей и клеток организма.

ПРАЙМИРОВАНИЕ СПАЙКОВОГО БЕЛКА 
КОРОНАВИРУСА И ПРОНИКНОВЕНИЕ 

SARS-COV-2 В КЛЕТКИ

S-белок относится к вирусным fusion-белкам
класса I, для которых характерна тримерная
структура [6, 7]. Масса мономера составляет 180–
200 кДа, к белку присоединено большое число
полисахаридов [8]. Строение мономера S-белка
показано на рис. 2. Пептидная цепь S-белка
SARS-CoV-2 образована 1273 а.о. и включает сиг-
нальный пептид (аминокислоты 1–13), располо-
женный на N-конце, и фрагменты S1 (14–685 а.о.) и
S2 (686–1273 а.о.). В последовательности S1 име-
ется N-концевой домен (14–305 а.о.) и рецептор-
связывающий домен (RBD – receptor binding do-
main, 319–541 а.о.), который непосредственно
взаимодействует с ACE2. RBD может поворачи-
ваться как на шарнире, переходя из компактной
(положение “down”) в раскрытую (положение
“up”) конформацию и обратно и при этом обна-
жая или скрывая мотив RBM (receptor binding mo-
tive), который связывается с рецепторным белком –
ACE2 [9]. На поверхности вириона SARS-CoV-2

домен RBD S-белка спонтанно принимает обе
эти конформации, и их соотношение может ва-
рьировать [10]. Далее после домена RBD располо-
жен С-терминальный домен и участок, соеди-
няющий S1 и S2. В состав фрагмента S2 входят
fusion-пептид (FP) (788–806 а.о.), последова-
тельность гептапептидных повторов 1 (HR1)
(912–984 а.о.), HR2 (1163–1213 а.о.), трансмем-
бранный домен TM и цитоплазматический домен
(1237–1273 а.о.) [8].

Для того, чтобы содержимое вирусной части-
цы SARS-CoV-2 поступило в цитоплазму клетки,
необходима активация S-белка, так называемое
праймирование. В результате протеолитического
расщепления образуются субъединицы S1 и S2
[11]. Субъединица S1 отвечает за связывание с
ACE2, S2 за слияние с мембраной клетки – мише-
ни коронавируса. После праймирования домен
RBD приобретает открытую конформацию (по-
ложение “up”), при которой он способен связы-
ваться рецептором [3]. Снимается также про-
странственное ограничительное влияние S1 на
S2. Имеющиеся данные говорят о том, что про-
цесс праймирования идет следующим образом
(рис. 3): мембранная препротеинконвертаза фу-
рин расщепляет белок S на S1- и S2-фрагменты
справа от участка, содержащего основные ами-
нокислоты R-X-(K/R)-R↓ (сайт протеолиза
Q677TNSPRRAR-SV687, обозначаемый S1/S2). Фу-
рин экпрессируется повсеместно в клетках орга-
низма. Наличие сайта протеолитического рас-
щепления фурином считается основным факто-
ром вирулентности высокопатогенных штаммов

Рис. 1. Рецепторы и корецепторы, задействованные в инфицировании клеток коронавирусом SARS-CoV2: ангиотен-
зинпревращающий фермент 2 (ACE2), нейропилин-1 (NRP-1), CD147 или базигин, CD209L или L-SIGN, рецептор 1
асиалогликопротеинов (ASGR1), белок KREMEN1 (kringle containing transmembrane protein 1 – трансмембранный бе-
лок, содержащий крингл-домен), гепарансульфатные протеогликаны (HSPG) синдекан и глипикан, рецепторная ти-
розинкиназа AXL, скэвенджер-рецептор типа 1 липопротеинов высокой плотности (SR-B1), GRP78 (glucose-regulated
protein 78 – регулируемый глюкозой белок 78). Показаны домены рецепторных белков – GD (globular domain – глобу-
лярный домен), ND (neck domain – соединительный домен), MAM (meprin, A-5 protein, receptor protein-tyrosine phos-
phatase μ), иммуноглобулиновые домены (D1 и D2), CRD (carbohydrate recognition domain – узнающий углеводы до-
мен), KD (kringle domain – крингл или крендель домен), WSC (cell wall integrity and stress response component – компо-
нент целостности клеточной стенки и ответа на стресс), CUB (complement C1r/C1s, Uegf, Bmp1), Ig-like
(иммуноглобулин-подобный домен), FNIII (fibronectin type III – домен фибронектина III типа), kinase (тирозинкина-
за), гликозильные остатки на молекуле CD147 и гепарансульфаты синдеканов и глипиканов.
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таких вирусов, как ВИЧ, респираторно-синцити-
альный вирус, вирус кори. Этот сайт есть у SARS-
CoV-2, но отсутствует у SARS-CoV [12]. Он по-
явился в результате инсерции фрагмента PRRA в
полипептидную цепь коронавируса [11]. Далее
после действия на S-белок фурина происходит
расщепление фрагмента S2 протеазой TMPRSS2
по сайту S2' (DPSKPSKR↓SFIED) на N-конце
S2-субъединицы [11, 13]. TMPRSS2 расщепляет
S-белки как SARS-CoV, так и SARS-CoV-2. Пока-
зана колокализация TMPRSS2 с ACE2 [14]. Инте-
ресно, что TMPRSS2 расщепляет также пептид-
ную цепь ACE2 и тем самым приводит к отделе-
нию ACE2 от мембраны.

В результате протеолиза по сайту S2' открыва-
ется N-концевой гидрофобный пептид FP (fusion
peptide) субъединицы S2. FP прикрепляется к
мембране инфицируемой клетки, далее происхо-
дит “слипание” альфа-спиральных участков HR1
и HR2, субъединица S2 сокращается и таким об-
разом подтягивает вирусную частицу к поверхно-
сти клетки, плазматическая мембрана и мембра-
на вируса сливаются, образуется контакт между
содержимым вирусной частицы и цитоплазмой, и
происходит поступление вирусной РНК внутрь
клетки (рис. 3). Благодаря тримерной структуре в
“подтягивании” вируса к клетке участвуют одно-
временно три S2-субъединицы. При этом образу-
ется пучок из шести альфа-спиралей. В присо-
единении вируса к клетке задействованы, по всей
вероятности, не одна, а несколько молекул S-бел-
ка разных шипиков короны.

Расщепление S-белка коронавируса SARS-CoV-2
на S1- и S2-субъединицы может осуществлять
протеаза катепсин L [15]. Zhao и соавт. [16] вы-
явили консервативные сайты протеолиза S-белка
катепсином L в положениях 259 и 636 (рис. 2),
имеющиеся у всех вариантов SARS-CoV-2 (вклю-
чая вариант Omicron), и показали, что протеолиз
по этим точкам способствует принятию рецеп-
тор-связывающим доменом (RBD) активирован-
ной конформации (положение “up”), при кото-
рой он присоединяется к ACE2 и заражает клетки.
В экспериментах по заражению клеток была ис-
пользована псевдовирусная конструкция SARS-
CoV-2. По данным [17], праймирование S-белка
катепсином L происходит при эндоцитозе вирус-
ных частиц, в отличие от активации S-белка про-
теазой TMPRSS2, когда идет слияние вирусной и
плазматической мембран. Эндоцитоз коронави-
руса SARS-CoV-2 осуществляется по клатрин-за-
висимому механизму [4]. Крайне важно в плане
возможного лечения COVID-19 учитывать, что
одновременное воздействие ингибиторов сери-
новой и цистеиновой протеаз TMPRSS2 (камо-
стат мезилата или нафамостат мезилата) и катеп-
сина L (гидроксихлорахина), которые входят в
список известных лекарств, может синергично
подавлять заражение клеток коронавирусом
SARS-CoV-2 за счет блокирования обоих путей
транспорта вирионов в клетки [17]. С помощью
группового анализа дифференциальной экспрес-
сии (genomic-guided gene set enrichment analysis –
GSEA) эстрадиол и ретиноевая кислота также бы-

Рис. 2. Структура S-белка коронавируса SARS-CoV-2. NTD (N-terminal domain – N-концевой домен), RBD (receptor
binding domain – рецептор-связывающий домен), CTD (C-terminal domain – С-концевой домен), FP (fusion peptide –
пептид слияния), TM (transmembrane domain – трансмембранный домен), HR1 и HR2 (heptapeptide repeats 1 and 2 –
гептапептидные повторы 1 и 2), CTPL (cathepsin L – катепсин L), TMPRSS2 (transmembrane protease, serine 2 – транс-
мембранная сериновая протеаза 2) Стрелками показаны точки протеолиза S-белка.

TMPRSS2

RBD CTD

CTSL CTSL

NTD HR1FP HR2TM

S1 S2

259 636 686

Фурин

Рис. 3. Праймирование S-белка коронавируса SARS-CoV-2 и слияние вирусной и клеточной мембран. НR1 и HR2 –
гептапептидные повторы 1 и 2.
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ли идентифицированы как возможные фармпре-
параты, способные подавлять активность TM-
PRSS2 и катепсина L и тем самым снижать транс-
порт SARS-CoV-2 в клетки [18]. Аналогичным
образом, сетевой анализ перепрофилирования
лекарств выявил возможность применения цик-
лоспорина А, эстрадиола и кальцитриола в каче-
стве потенциальных лекарств, подавляющих оба
пути инфицирования клеток коронавирусом [19].

Поступление частиц SARS-CoV-2 в клетки
происходит двумя путями – в результате эндоци-
тоза или слияния мембраны вирусной оболочки с
плазматической мембраной клетки с высвобож-
дением мРНК вируса в цитоплазму [20]. На во-
прос о роли каждого из этих механизмов транс-
порта вирионов пока нет ясного ответа. В отно-
шении SARS-CoV есть данные, что в легких
инфицирование клеток через слияние мембран
на 2–3 порядка эффективнее эндоцитоза благо-
даря предварительной активации S-белка экс-
траклеточными протеазами трипсином и термо-
лизином [21]. Транспортный путь SARS-CoV-2
в клетки зависит от относительной экспрессии
протеаз на плазматической мембране [17].

АНГИОТЕНЗИНПРЕВРАЩАЮЩИЙ 
ФЕРМЕНТ 2 (ACE2)

Роль ACE2 в качестве рецептора для коронави-
русного S-белка первоначально была показана
для SARS-CoV [22, 23], а позднее также для SARS-
CoV-2 [2, 24, 25]. Домен RBD S1-субъединицы
связывается с N-концевым пептидазным доме-
ном ACE2 [26]. ACE2 открыт в 2000 г., его тран-
скрипты обнаружены в сердце, почках и семен-
никах, а гистохимический анализ показал экс-
прессию в эндотелии коронарных и почечных
сосудов и в тубулярном эпителии почек [27, 28].
Согласно атласу белков человека, ACE2 в наи-
больших количествах экспрессируется в кишеч-
нике, почках и семенниках и в более низких кон-
центрациях в легких и сердце [29]. В сосудистой
системе наиболее высокая экспрессия ACE2 была
выявлена в эндотелии микрососудов легких, а са-
мая низкая – в эндотелии лимфатических сосу-
дов [30]. Хотя инфекция SARS-CoV-2 в основном
проявляется симптомами поражения респира-
торной системы, секвенирование мРНК отдель-
ных клеток показало низкую экспрессию ACE2 в
легочных и бронхиальных тканях и, напротив,
высокий уровень экспрессии в клетках почек и
пищеварительной системы [5, 31]. Это свидетель-
ствует о том, что помимо ACE2, в клетках суще-
ствуют другие мишени SARS-CoV-2, посредством
которых происходит инфицирование. В пользу
такой точки зрения говорят также данные о нали-
чии у переболевших COVID-19 нейтрализующих
антител, которые связываются с SARS-CoV-2 по

участку или участкам, отличным от RBD-домена
[32, 33].

НЕЙРОПИЛИН
Установлено, что в поступлении коронавируса

в клетки участвует мембранный белок нейропи-
лин-1 (NRP1). Он работает как корецептор (host-
factor) ACE2 при инфекции SARS-CoV-2 [34].
NRP1 – это гликопротеин с молекулярной мас-
сой около 130 кДа, выполняющий многообраз-
ные функции в нервной системе и других органах
и тканях. Он был открыт как фактор, необходи-
мый для формирования и направленного роста
пучков нервных волокон [35]. Это происходит
благодаря связыванию с NRP1 семафоринов
класса 3, которые являются нейрональными хе-
морепеллентами [36]. Кроме того, установлена
роль NRP1 в клеточной адгезии посредством ге-
терофильного молекулярного взаимодействия
[37]. В эндотелиальных клетках NRP1 выступает
как рецептор фактора роста эндотелия сосудов
VEGF165, но не VEGF121, и регулирует ангиогенез
[38]. Внеклеточная часть NRP1 (рис. 1) содержит
домены, присутствующие в ряде белков, но обра-
зующие комбинацию, не характерную для других
мембранных рецепторов [37]. В частности, а1/а2
имеют общие последовательности с компонента-
ми комплемента C1r и C1s, b1/b2-подобные доме-
ны присутствуют в факторах свертывания крови
V и VIII, домен МАМ (Meprin, A-5 protein, receptor
protein-tyrosine phosphatase µ) содержится в ме-
таллоэндопептидазах мепринах и рецепторной
протеинтирозинфосфатазе. Показано, что связы-
вание семафоринов происходит с доменами a1/a2
и b1/b2, VEGF165 связывается с b1/b2, и они же
обеспечивают клеточную адгезию [37].

Связывание VEGF165 и семафоринов 3 с до-
меном b1 осуществляется через имеющуюся у
этих белков на С-конце многоосновную последо-
вательность Arg/Lys-X-X-Arg/Lys (мотив CendR –
C end Rule sequence). Установлено, что присоеди-
нение вирусной части SARS-CoV-2 к нейропили-
ну происходит в этом же участке [34]. В случае
SARS-CoV-2 фурин расщепляет белок S на белки
S1 и S2, в результате чего на С-конце S1 экспони-
руется последовательность Arg-Arg-Ala-Arg (RRAR),
с которой взаимодействует NRP1. Благодаря свя-
зыванию коронавируса с NRP1 облегчается про-
никновение вирусных частиц в клетки. Это про-
исходит, по-видимому, в результате стабилизации
С-концевой части (остатки 640–685) молекулы
S1, что облегчает высвобождение N-концевого
фрагмента (686–700 а.о.) субъединицы S2 и раз-
деление субъединиц [39].

NRP1 инициирует инфицирование вирусом
SARS-CoV-2 клеток обонятельного эпителия, не-
смотря на низкий уровень экспрессии в этих
клетках ACE2 [40]. В опытах на макаках-резусах
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показано, что при инфицировании центральной
нервной системы (ЦНС) вирусом SARS-CoV-2
реализуется механизм положительной обратной
связи: в коре головного мозга происходит увели-
чение экспрессии NRP1, усиление иммунного от-
вета с высвобождением провоспалительных фак-
торов и развитием вирусного энцефалита [41]. В
варианте Омикрон рядом с мотивом CendR в S1
произошли мутации, благодаря которым связы-
вание S1 c NRP1 энергетически более выгодно [42].
Возможно, это обуславливает повышенную ин-
фекционность Омикрона. NRP1 рассматривается
в качестве мишени для низкомолекулярных анти-
ковидных препаратов, действующих по участку
связывания CendR белка S1 [43].

CD147 (БАЗИГИН)
Трансмембранный гликопротеин базигин (от

слов basic immunoglobulin, другие названия
CD147 и EMMPRIN – extracellular matrix metallo-
proteinase inducer) относится к суперсемейству
иммуноглобулинов. Он представлен двумя изо-
формами, различающимися по числу иммуногло-
булиновых доменов в экстраклеточной части по-
липептидной цепи. У базигина-1 три домена, он
локализован в ретине и служит рецептором тро-
фического белка палочек сетчатки глаза (RdCVF),
секретируемого колбочками [44]. У более распро-
страненной изоформы – базигина-2, которая,
собственно, и носит название базигин или CD147,
имеется два иммуноглобулиновых домена [45].
CD147 выполняет функцию рецептора для цик-
лофилинов, белка S100A9 и гликопротеина VI
тромбоцитов. В иммуноглобулиновых доменах
имеются гликозилированные участки, которыми
CD147 связывается с лектинами – Е-селектином
и галектином [45, 46].

CD147 (базигин) известен как белок, обеспе-
чивающий поступление малярийного плазмодия
в эритроциты [47]. Кроме этого, он выступает в
качестве рецепторного белка при заражении кле-
ток вирусом иммунодефицита человека типа 1,
вирусами гепатита С и гепатита В, герпес-виру-
сом, ассоциированным с саркомой Капоши, ви-
русом SARS-CoV [48]. При инфицировании кле-
ток ВИЧ-1 это происходит благодаря образова-
нию тройного комплекса вируса с циклофилином
А и CD147 [46].

Есть серия исследований, в которых получены
данные об участии CD147 (базигина) в клеточной
рецепции SARS-CoV-2. В работе большого кол-
лектива китайских исследователей [49] было по-
казано, что антитело против CD147 (базигина)
меплазумаб подавляет амплификацию коронави-
руса в клетках Vero E6 и BEAS-2B. Напротив, экс-
прессия CD147 в невосприимчивых к SARS-CoV-2
клетках BHK-21 способствовала проникновению
в них вируса. Меплазумаб подавлял заражение

клеток Vero E6 исходным Уханьским вариантом
SARS-CoV-2 и его последующими вариантами
альфа, бета, гамма и дельта [50]. Подавление экс-
прессии CD147 в клетках CaLu3 (эпителиальные
клетки человека из аденокарциномы легких
HTB-55™) с помощью siRNA в 2–3 раза снижало
инфицирование, которое определяли по синтезу
мРНК SARS-CoV-2 [48]. Xu и соавт. [51] исполь-
зовали псевдотипированный вирус SARS-CoV-2,
выращенный в клетках с бессывороточной сре-
дой, и показали, что он может инфицировать
клетки A549 с низким уровнем hACE2 при уча-
стии CD147. Кроме того, мыши hCD147KI-NSG,
у которых был экспрессирован человеческий
CD147, были более чувствительны к заражению
коронавирусом по сравнению с однопометными
мышами дикого типа WT-NSG [52]. CD147 отно-
сится к числу онкомаркеров, в связи с чем пред-
полагается, что он может быть дополнительной
важной мишенью при лечении COVID-19 у боль-
ных раком [53].

Несмотря на убедительные свидетельства в
пользу важной роли CD147 в заражении новой
коронавирусной инфекцией, остается неясным,
как происходит взаимодействие вирусных частиц
с CD147. Так, в исследованиях Shilts и соавт. [54]
не было выявлено непосредственного связыва-
ния рекомбинантного пептида S1 и полного три-
мерного S-белка SARS-CoV-2 с CD147. В экспе-
риментах исследователей из Великобритании и
США [55] не обнаружено влияния поликлональ-
ных антител против CD147 на заражение клеток
Vero E6 коронавирусом. Эти исследователи также
не обнаружили прямого взаимодействия S-белка
и RBD-домена с CD147. Возможно, что во взаи-
модействии CD147 и вирусных частиц участвуют
дополнительные белки. Так, в заражении клеток
SARS-CoV, как и в случае ВИЧ, участвует цикло-
филин А. Циклофилин А экспрессируется в цито-
плазме, а также секретируется во внеклеточную
среду. Однако в работе Fenizia и соавт. [48] пока-
зано, что, в отличие от SARS-CoV, комплекс
CD147 с циклофилином А не участвует в зараже-
нии клеток коронавирусом SARS-CoV-2. По дан-
ным этих авторов, подавление экспрессии CD147
с помощью siRNA приводит к снижению уровня
ACE2, и это рассматривается как один из возмож-
ных механизмов действия SARS-CoV-2, опосре-
дованного CD147. В инфицированных псевдови-
русом SARS-CoV-2 клетках Vero E6 и Huh-7 S-бе-
лок колокализуется с CD147 и Rab5a, что говорит
о CD147-опосредованном эндоцитозе вирусных
частиц [56]. CD147-опосредованный эндоцитоз
SARS-CoV-2 происходит по Arf6-зависимому ме-
ханизму.
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ГЕПАРАН СУЛЬФАТ
Гепарансульфат (ГС) – это линейный полиса-

харид, структурной единицей которого являются
сульфатированные D-глюкуроновая или L-иду-
роновая кислота, соединенная с сульфатирован-
ным N-ацетилглюкозамином. ГС присоединен к
коровому, или стержневому, белку (core protein)
и образует гепарансульфатные протеогликаны,
экспрессированные на поверхности почти всех
клеток млекопитающих и во внеклеточном мат-
риксе. Имеется два типа мембранных гепаранс-
ульфатных протеогликанов – синдиканы и гли-
пиканы [57]. Белок синдиканов связан с мембраной
за счет трансмембранного С-концевого фрагмен-
та, глипиканы ковалентно присоединены к фос-
фолипиду гликозилфосфатидилинозитолу (рис. 1).
ГС выступает в качестве корецептора ACE2 при
связывании вирусных частиц SARS-CoV-2 с кле-
точной мембраной. Clausen и соавт. показали [58],
что ГС присоединяется к S-белку в участке доме-
на RBD, расположенном рядом с участком связы-
вания молекулы ACE2. По данным молекулярного
докинга, при этом происходит образование трой-
ного комплекса, причем гепарансульфат способ-
ствует разворачиванию сайта связывания ACE2.
Сульфатированные полисахариды конкурентно
ингибируют связывание S-белка с гепарансульфа-
том. Показано, что гепарин и эноксапарин (низ-
комолекулярный гепарин, мол. масса около 4500 Да)
подавляют поступление псевдотипированного ви-
руса SARS-CoV-2 в клетки HEK293T с IC50 соот-
ветственно 5.99 и 1.77 мкг/л [59].

CD209L (L-SIGN) и CD209/DC-SIGN
Гликопротеины CD209L, обозначаемые также

L-SIGN (Liver/Lymph node-Specific ICAM-3
Grabbing Non-integrin) и CD209/DC-SIGN (Den-
dritic Cell-Specific Intеrcellular adhesion molecules
(ICAM)-3 Grabbing Non-integrin), относятся к
лектинам С-типа. Они непосредственно распо-
знают широкий спектр вирусов HIV-1, Ebola, ге-
патита С, микобактерий Mycobacterium tuberculo-
sis, паразитического микроорганизма Leishmania
pifanoi и ряда других микроорганизмов (см. обзор
[60]). Роль CD209L и CD209 в инфицировании
клеток коронавирусами была первоначально
установлена для SARS-CoV [61] и впоследствии
подтверждена для SARS-CoV-2 [62, 63]. CD209L и
CD209 выступают в качестве корецепторов ACE2
при связывании S-белка. В работе Thepaut и со-
авт. [64] показано, что лектин CD209L сам по се-
бе при захвате вируса не вызывает заражение кле-
ток Vero E6, не экспрессирующих ACE2, но спо-
собствует переносу вируса в клетки ACE2+ Vero
E6. CD209L может выступать в качестве корецеп-
тора ACE2, образуя с ним гетеродимер [63]. Эти
же авторы показали, что SARS-CoV-2 способен
инфицировать эндотелиальные клетки (ЭК) со-

судов человека, причем нокдаун CD209L или до-
бавление растворимого CD209L снижает зараже-
ние. Вклад CD209L особенно выражен в клетках,
в которых уровень экспрессии ACE2 низок, а экс-
прессия CD209L, напротив, высока. Это отно-
сится к ЭК синуса печени человека и эндотели-
альным клеткам лимфатических узлов [30, 65].
Методом конфокальной микроскопии вирусные
частицы выявлены в ЭК синуса печени в ауто-
псийном материале от больных COVID [65]. ЭК
синуса печени являются основными источника-
ми фактора Виллебранда (vWF) и фактора свер-
тывания VIII (FVIII). Заражение этих ЭК корона-
вирусом, по-видимому, является одной из причин
повышенного свертывания крови и тромбообра-
зования при коронавирусной инфекции. В мие-
лоидных клетках SARS-CoV-2 усиливает провос-
палительные реакции посредством CD209 и дру-
гих лектинов С-типа – секрецию интерейкинов
1b и 8, цитокинов CCL2/3, хемокина CXLC10 [66].
Специфические антагонисты CD209L PolyMan26
и другие гликомиметики маннозида подавляют
связывание S-белка и инфицирование клеток [67].
Есть данные об участии CD209L и других лекти-
нов C-типа в активации коронавирусом SARS-
CoV-2 секреции миелоидными клетками провос-
палительных цитокинов и хемокинов [66].

GRP78 (GLUCOSE-REGULATED PROTEIN 78)

GRP78 (Glucose-Regulated Protein 78) является
белком теплового шока – шапероном, в нормаль-
ных клетках осуществляющим рефолдинг белков
в эндоплазматическом ретикулуме либо направ-
ляющим развернутые белки в клеточные системы
деградации [68]. При стрессе эндоплазматического
ретикулума происходит гиперэкспрессия и транс-
локация GRP78 на клеточную мембрану [69], где
он также проводит обработку большого числа раз-
вернутых белков. Однако экспонированный на
плазматической мембране GRP78, помимо вос-
становительной работы по рефолдингу белков,
способствует проникновению в клетку патогенов –
вирусов, бактерий и грибков. Гиперэкспрессия
GRP78 наблюдается на мембранах различных ра-
ковых клеток, что повышает агрессивность онко-
логического заболевания. Молекулярный докинг
выявил предполагаемое взаимодействие между
GRP78 и рецептор-связывающим доменом (RBD)
S-белка SARS-CoV-2 [70]. GRP78 может образо-
вывать комплекс с SARS-2-S и ACE2 на поверх-
ности и в околоядерной области, характерной
для эндоплазматического ретикулума в клетках
VeroE6-ACE2, причем показано, что субстрат-
связывающий домен GRP78 имеет решающее
значение для этого взаимодействия [71]. Чтобы
исследовать роль GRP78, авторами цитирован-
ной работы был проведен нокдаун GRP78 в клет-
ках VeroE6-ACE2. Потеря GRP78 заметно снижа-
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ла экспрессию ACE2 на клеточной поверхности.
Был сделан вывод, что GRP78 представляет собой
вспомогательный фактор для проникновения
SARS-CoV-2 в клетки [71].

РЕЦЕПТОРНАЯ ТИРОЗИНКИНАЗА AXL
По данным Wang и соавт. [5], рецепторная ти-

розинкиназа AXL специфически взаимодействует
с N-концевым доменом S1-субъединицы S-белка
коронавируса SARS-CoV-2. Избыточная экспрес-
сия AXL в клетках HEK293T способствовала про-
никновению SARS-CoV-2 так же эффективно,
как и избыточная экспрессия ACE2. В клетках
легких H1299 и первичных эпителиальных клет-
ках легких человека, где уровень ACE2 низкий,
а уровень AXL высок, нокаут последней значи-
тельно снижал инфицирование SARS-CoV-2.
Растворимая человеческая рекомбинантная ти-
розинкиназа AXL блокировала инфекцию SARS-
CoV-2 в клетках, экспрессирующих высокие уровни
AXL. Авторы статьи показали, что уровень экс-
прессии AXL хорошо коррелирует с уровнем S-бел-
ка SARS-CoV-2 в клетках жидкости бронхоаль-
веолярного лаважа у пациентов с COVID-19. На
основе этих данных был сделан вывод о том, что
AXL является новым рецептором для SARS-CoV-2,
который может играть важную роль в распростра-
нении коронавирусной инфекции дыхательной
системы человека. Лигандом AXL является белок
GAS6, служащий мостиком, соединяющим фос-
фатидилсерин вирусной мембраны с AXL [72].
Таким способом клетки инфицируют ряд виру-
сов, в частности Денге, Западного Нила и Эбола.
В статье [5] авторы на основании собственных
данных утверждают, что в случае SARS-CoV-2
работает некий альтернативный механизм.

ASGR1 и KREMEN1
Недавно были выявлены два новых рецептора,

специфично связывающих S-белок SARS-CoV-2
[73]. Этими белками оказались ASGR1 (asialogly-
coprotein receptor-1) и KREMEN1 (Kringle Con-
taining Transmembrane Protein 1). Для выявления
рецепторов был проведен скрининг 5054 мем-
бранных белков человека (91.6% от общего коли-
чества предполагаемых белков мембран) на пред-
мет связывания ими S-белка. Каждый из этих
белков по отдельности экспрессировали в клет-
ках HEK293E с нокаутом ACE2 и определяли свя-
зывание с данными клетками экстраклеточного
фрагмента S-белка вирусов SARS-CoV-2, SARS-CoV
и MERS. В результате было обнаружено 12 белков,
способных специфически связывать с высоким
сродством S-белок SARS-CoV-2 (Kдис < 525 нМ),
включая уже известные рецепторы ACE2 и
CD209L (L-SIGN). Константы диссоциации Kдис
S-белка SARS-CoV-2 с ASGR1 и KREMEN1 со-

ставили 94.8 и 19.3 нМ, что сопоставимо с Kдис
для ACE2 – 12.4 нМ. Авторы показали, что
KREMEN1 связывается с доменами RBD, NTD
и S2-доменом экстраклеточной части S-белка с
наибольшей аффинностью по отношению к RBD,
а ASGR1 эффективно связывается с доменом RBD и
с меньшим сродством с доменом NTD. S-белки
вирусов SARS-CoV и MERS не связывались c ASGR1
и KREMEN1.

Было исследовано, экспрессия каких белков
из числа выявленных рецепторов экстраклеточ-
ного фрагмента S-белка коронавируса делает
клетки, не экспрессирующие ACE2, чувствитель-
ными к заражению вирусом SARS-CoV-2. Оказа-
лась, что ACE2-независимое инфицирование
происходит только с ASGR1 и KREMEN1. Этот
результат не противоречит ранее полученным
данным о том, что CD209L (L-SIGN) участвует в
транспортировке коронавируса в клетки в паре
с ACE2 [64]. Возможно, другие связывающие
S-белок мембранные белки из приведенного в ра-
боте [73] списка, включая родственный CD209L
другой лектин С-типа, CD207, также работают
как функциональные рецепторы коронавируса в
связке с ACE2. Несмотря на то, что ASGR1 и
KREMEN1 могут работать как независимые
транспортеры SARS-CoV-2, при их совместной
экспрессии с ACE2 способность SARS-CoV-2 ин-
фицировать клетки синергично увеличивалась [73].

Структуры ASGR1 и KREMEN1 схематично
представлены на рис. 1. В экстраклеточной части
KREMEN1 имеется три домена – Krm (Kringle
domain), WSC и CUB [74]. Главную роль в связы-
вании S-белка играют домен CUB в KREMEN1.
В ASGR1 связывание осуществляется с доменом
лектина С-типа. KREMEN1 в организме выпол-
няет функции высокоаффинного рецептора
DKK1 – антагониста Wnt-сигнального пути [74, 75]
и, кроме того, является переносчиком в клетки
некоторых энтеровирусов [76]. ASGR1 экспрес-
сируется преимущественно в гепатоцитах и регу-
лирует концентрацию гликопротеинов в плазме
крови, осуществляя эндоцитоз десиалированных
гликопротеинов [77]. Известна его роль как ре-
цептора вируса гепатита С [78].

СКЭВЕНДЖЕР-РЕЦЕПТОР 
ЛИПОПРОТЕИНОВ ВЫСОКОЙ 

ПЛОТНОСТИ В ТИПА 1
В работе Wei и соавт. [79] показано, что скэ-

венджер-рецептор (рецептор-мусорщик) липо-
протеинов высокой плотности (ЛПВП) B типа 1
(SR-B1) способствует зависимому от ACE2 про-
никновению SARS-CoV-2. SR-B1 облегчает про-
никновение SARS-CoV-2 в клетки благодаря бо-
лее прочному прикреплению вируса к мембране.
Авторами показано, что S-белок способен связы-
вать холестерин и ЛПВП, что, возможно, обеспе-
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чивает присоединение коронавируса к рецепто-
рам SR-B1. Известна другая патогенетическая
роль SR-B1 – он переносит в гепатоциты вирусы
гепатита С и вируса Денге [80]. Рецептор SR-B1 в
наибольшей степени экспрессирован в печени и в
стероидогенных клетках, где осуществляет по-
ступление холестерина соответственно для син-
теза желчных кислот и стероидных гормонов [81].

ТЯЖЕЛАЯ ЦЕПЬ НЕМЫШЕЧНОГО 
МИОЗИНА IIA (NONMUSCLE MYOSIN 

HEAVY CHAIN IIA)

Тяжелая цепь немышечного миозина IIA
(НТЦМ IIA) была идентифицирована как еще
один белок, способствующий инфицированию
клеток легких человека коронавирусом SARS-
CoV-2 [82]. Было показано, что NTG-домен
S1-субъединицы и субъединица S2 непосред-
ственно взаимодействуют с С-концевым доме-
ном тяжелой цепи. Удаление генетическим путем
НТЦМ IIA значительно снижало псевдовирус-
ную инфекцию SARS-CoV-2 в клетках дикого типа
(WT) A549 и Calu-3, а сверхэкспрессия НТЦМ IIA
ее усиливала.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Интенсивное изучение коронавируса SARS-
CoV-2 показало, что механизмы его действия на
клетки человека более разнообразные и сложные,
чем это исходно представлялось. Получены дан-
ные о наличии у клеток дополнительных помимо
ACE2 рецепторов для S-белка, расширены пред-
ставления о протеолитическом праймировании
коронавируса, появились новые сведения о его
влиянии на сигнальные системы клетки. Изуче-
ние этих вопросов имеет принципиальное зна-
чение, поскольку у людей разного возраста, в
частности, взрослых и детей, у людей с разны-
ми сопутствующими заболеваниями течение но-
вой коронавирусной инфекции проявляет суще-
ственные особенности, которые могут быть обу-
словлены характером экспрессии и активности
тех или иных рецепторов коронавируса SARS-
CoV-2 и вспомогательных белков, участвующих
в заражении клеток. Изучение молекулярных ме-
ханизмов взаимодействия вирусов с клетками
должно также способствовать пониманию того,
почему уже появившиеся и возможные будущие
штаммы коронавируса различаются по клеточ-
ной и органной специфичности и по тяжести воз-
действия на организм человека.
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The new coronavirus infection (COVID-19) pandemic caused by the SARS-CoV-2 virus has many times sur-
passed the epidemic caused by SARS-CoV. The reason for this is the presence of amino acid sequences in the
peptide chain of the SARS-CoV-2 S-protein that ensure interaction with a wider range of receptors on the
host cell surface. The review considers both already known receptors common to SARS-CoV and SARS-
CoV-2 and new receptors specific to SARS-CoV-2.
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Внеклеточные везикулы – это двухслойные мембранные липидные структуры без ядер, которые
высвобождаются из различных клеток в результате физиологических и метаболических изменений.
Они играют важную роль в межклеточной коммуникации посредством передачи широкого спектра
биоактивных молекул, способствуя регуляции различных физиологических и патологических про-
цессов. Внеклеточные везикулы могут обладать прокоагулянтными свойствами вследствие наличия
фосфатидилсерина, ускоряющего реакции свертывания, на внешнем слое мембраны, а также экс-
прессии тканевого фактора, активирующего свертывание по внешнему пути, на поверхности неко-
торых везикул. В большом количестве клинических и экспериментальных исследований показано,
что при различных патологиях и специфических физиологических состояниях, включая состояние
беременности, концентрации внеклеточных везикул существенно превышают концентрации у здо-
ровых добровольцев, что теоретически может являться одним из факторов развития гиперкоагуля-
ционных состояний. Данный обзор будет сосредоточен на описании прокоагулянтных свойств вне-
клеточных везикул различного происхождения при нормальной и патологической беременности.

Ключевые слова: гемостаз, везикулы, беременность, плацента, тромбин, гиперкоагуляция
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ВВЕДЕНИЕ

Внеклеточные везикулы представляют собой
двухслойные мембранные липидные структуры
без ядер, которые высвобождаются из различных
клеток в результате физиологических и метаболи-
ческих изменений [1]. Их можно разделить на три
основные класса: экзосомы, эктосомы или мик-
ровезикулы и апоптотические тельца [2]. Разделе-
ние на классы происходит исходя из размера ча-
стиц, их происхождения, внутреннего содержи-
мого и выполняемых функций [3, 4]. Экзосомы
имеют сравнительно небольшие размеры от ~40
до 160 нм и высвобождаются из мультивезикуляр-
ных телец при экзоцитозе (т.е. при слиянии мем-
браны телец с плазматической мембраной) [5, 6].
Эктосомы или микровезикулы довольно крупные
частицы размером от ~50 нм до 1 мкм образуются
из выпячиваний плазматической мембраны [7].
Отличительной чертой эктосом является наличие
фосфатидилсерина (ФС) на внешнем слое мем-
браны. Апоптотические тельца высвобождаются

клетками, подвергающимися апоптозу, и имеют
размер от 1 мкМ и больше [8].

Изменение качественного и количественного
состава внеклеточных везикул сопровождает ши-
рокий круг физиологических и патологических
состояний. Особенную роль внеклеточные вези-
кулы играют при беременности, поскольку они
опосредуют взаимодействие плода и матери и
участвуют во многих важных физиологических
процессах, включая имплантацию эмбриона и
развитие эмбриональных кровеносных сосудов, а
также вследствие появления нового органа – пла-
центы, который также является источником вне-
клеточных везикул в кровотоке матери [9–12].
В последних публикациях указывается на изме-
нение качественного и количественного состава
внеклеточных везикул при развитии патологиче-
ских состояний у беременных женщин (преэк-
лампсия [13], сахарный диабет [14], преждевре-
менные роды и выкидыш [15]). Физиологическая
гиперкоагуляция, характерная для нормальной
беременности, имеет неясное происхождение, а
повышенные риски тромботических осложнений
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как в группе здоровых беременных, так и в группе
с различными акушерскими патологиями, при-
влекает внимание к исследованию возможных
причин возникновения гиперкоагуляции при бе-
ременности.

Данный обзор будет сосредоточен на описа-
нии прокоагулянтных свойств внеклеточных ве-
зикул различного происхождения при нормаль-
ной и патологической беременности.

ВЕЗИКУЛЫ ИЗ КЛЕТОК 
КРОВИ И ЭНДОТЕЛИЯ 

И ИХ ПРОКОАГУЛЯНТНЫЕ СВОЙСТВА

Несмотря на то, что беременность является
физиологическим состоянием женщины, она са-
ма по себе характеризуется сдвигом гемостаза в
сторону гиперкоагуляции и склонности к тром-
ботическим осложнениям. Развитие патологиче-
ских состояний у беременных женщин (преэк-
лампсия, сахарный диабет, преждевременные ро-
ды и выкидыш) существенно влияет на состав и
свойства внеклеточных везикул в кровотоке, в
том числе внеклеточных везикул из клеток крови,
что, в свою очередь, может влиять на баланс си-
стемы гемостаза.

В целом, все типы клеток способны форми-
ровать и высвобождать во внеклеточное про-
странство различные типы везикул. Согласно
ряду исследований, наиболее представленными
в кровотоке являются внеклеточные везикулы
тромбоцитарного происхождения [16]. По дан-
ным криоэлектронной микроскопии примерно
30% всех внеклеточных везикул в свободной от
тромбоцитов плазме положительны по CD41 [17].
Для идентификации тромбоцитарных внеклеточ-
ных везикул могут применяться как маркеры ха-
рактерные для всех тромбоцитов (CD41, CD42b),
так и маркеры специфичные исключительно для
активированных тромбоцитов (CD62P или анти-
тела к активной форме интегрина αIIbβ3) [18].
Так же могут быть использованы и менее специ-
фичные маркеры CD31 и CD61, оба из которых
также экспрессируются на эндотелиальных вне-
клеточных везикулах. Полный список маркеров,
используемых для идентификации происхожде-
ния внеклеточных везикул представлен на рис. 1.

Также важным источником внеклеточных ве-
зикул являются эндотелиальные клетки. Было
показано, что до 10% внеклеточных везикул, цир-
кулирующих в кровотоке здоровых доброволь-
цев, имеют эндотелиальное происхождение [19].
При этом активация или повреждение эндотелия
в результате травмы или патологии приводит к су-
щественному росту количества данных везикул в
кровотоке. Фактически эндотелиальные внекле-
точные везикулы могут использоваться в качестве
маркера дисфункции эндотелия [20]. В качестве

основных маркеров для идентификации эндоте-
лиальных внеклеточных везикул могут использо-
ваться CD31, CD105 и CD144, или CD62E и CD106
(васкулярная молекула клеточной адгезии 1,
VCAM-1) в случае активации эндотелия [21]. По-
скольку некоторые из маркеров, такие как CD31,
также экспрессируются на других типах клеток
(например, тромбоцитах и лейкоцитах), реко-
мендуется использование нескольких маркеров
из данного списка.

Важным источником внеклеточных везикул
являются иммунные клетки, в частности лейко-
циты. Данный тип внеклеточных везикул являет-
ся минорным в кровотоке здоровых доноров,
однако при патологиях их количество может
возрастать. Это делает данные внеклеточные ве-
зикулы перспективными для исследования в ка-
честве возможного маркера различных заболева-
ний [22].

Помимо эндотелиальных клеток, тромбоцитов
и лейкоцитов, эритроциты также могут быть ис-
точником внеклеточных везикул [23]. Эритроци-
тарные внеклеточные везикулы в больших коли-
чествах были обнаружены в эритроконцентратах
при длительном хранении или использовании
жестких методов обработки [24]. Считается, что
данные внеклеточные везикулы ответственны как
за положительные, так и за отрицательные эффек-
ты, наблюдаемые после переливания крови [25].

Прокоагулянтные свойства внеклеточных ве-
зикул в первую очередь связывают с наличием на
их мембране белка тканевого фактора (ТФ) [26]
и/или отрицательно заряженных фосфолипидов,
в частности ФС [27]. Присутствие этих прокоагу-
лянтных молекул напрямую связано с источни-
ком и механизмом образования везикул.

ТФ является одним из цитокиновых рецепто-
ров и экспрессируется большинством несосуди-
стых и периваскулярных клеток. Он активирует
свертывание после сосудистого повреждения [28].
Помимо своей непосредственной роли в сверты-
вании, ТФ необходим для развития эмбриональ-
ных кровеносных сосудов, миграции и пролифе-
рации гладкомышечных клеток сосудистой стен-
ки и регуляции воспаления [29, 30]. Считается,
что в нормальных условиях клетки, контактирую-
щие с кровью, не экспрессируют физиологически
активный ТФ, поскольку даже его субпикомо-
лярных концентраций достаточно для запуска
свертывания [31]. Микровезикулы плазмы в нор-
ме также не несут на себе ТФ, однако присутствие
внеклеточных везикул (в основном микровези-
кул), несущих на себе ТФ, подтверждено при раз-
личных патологических состояниях, связанных с
тромботическими осложнениями, таких как сеп-
сис, рак и сердечно-сосудистые заболевания [32].

Моноциты являются основным источников
внеклеточных везикул, несущих на себе ТФ
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[33, 34]. Внеклеточные везикулы тромбоцитарно-
го происхождения не несут ТФ и не участвуют в за-
пуске каскада свертывания по внешнему пути [18].

Вторым важным источником прокоагулянт-
ной активности внеклеточных везикул является
наличие ФС на внешнем слое мембраны, так как
все основные реакции свертывания крови проте-
кают на отрицательно заряженных фосфолипид-
ных мембранах [27]. Кроме того, ФС-положи-
тельные везикулы могут напрямую активировать
свертывание крови через фактор свертывания XII
и контактный путь [35].

Было показано, что при нормальной неослож-
ненной беременности уже начиная с первого три-
местра наблюдается повышение количества цир-
кулирующих в кровотоке матери внеклеточных
везикул, в основном в исследованиях упомина-
ются микровезикулы размером до 1 мкм [36, 37].
При этом их количество увеличивается по мере
развития беременности и достигает своего макси-
мума в третьем триместре [38]. Наблюдается
значительное увеличение концентраций микро-
везикул тромбоцитарного, лейкоцитарного, эн-
дотелиального происхождения при нормальной
беременности и при преэклампсии [38, 39]. Одна-

Рис. 1. Схематический рисунок, обобщающий наиболее распространенные маркеры, используемые для характери-
стики происхождения внеклеточных везикул, с акцентом на клетки, участвующие в свертывании крови.
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ко только данными тремя источниками невоз-
можно объяснить высокие уровни ФС-положи-
тельных прокоагулянтных микровезикул в крово-
токе беременных. Это указывает на возможную
роль плацентарных внеклеточных везикул как ис-
точника прокоагулянтной поверхности [40, 41].

ВЕЗИКУЛЫ ПЛАЦЕНТАРНОГО 
ПРОИСХОЖДЕНИЯ ПРИ БЕРЕМЕННОСТИ 

И ИХ ПРОКОАГУЛЯНТНЫЕ СВОЙСТВА
В крови беременных женщин циркулирует

большое количество везикул плацентарного про-
исхождения. В плаценте человека присутствует
три подтипа трофобластов: ворсинчатый цито-
трофобласт, вневорсинчатый трофобласт (ВВТ) и
синцитиотрофобласт (СТФ). СТФ представляет
собой многоядерную одиночную клетку-сим-
пласт [42], которая покрывает обращенную к ма-
тери часть плаценты. Он формируется на ранних
стадиях развития эмбриона путем начального
слияния мононуклеарных цитотрофобластов, а
затем обновляется на протяжении всей беремен-
ности за счет рекрутирования нижележащих кле-
ток цитотрофобласта [43]. СТФ непосредственно
контактирует с материнским кровотоком и, по
сути, представляет собой границу между крово-
обращением матери и плода, обеспечивая транс-
порт питательных веществ и кислорода к развива-
ющемуся эмбриону и вырабатывая гормоны, под-
держивающие беременность [44]. СТФ также
функционирует как защитный иммунологиче-
ский барьер, поскольку никогда не экспрессирует
молекулы человеческого лейкоцитарного антиге-
на (HLA), а это означает, что, несмотря на при-
сутствие аллогенного плода, циркулирующие им-
мунные клетки не распознают СТФ как мишень
[45]. Именно СТФ является источником микро-
везикул (200–1000 нм) и нановезикул (<200 нм).
Кроме того, благодаря своей многоядерной при-
роде СТФ также способен продуцировать третий
тип везикул, уникальных для плаценты человека –
макровезикулы [46, 47]. Макровезикулы содер-
жат в себе в среднем 60 ядер и имеют размер от 20
до 500 мкм [47]. Макровезикулы плаценты пере-
мещаются по крупным венам матери в легкие, где
они сталкиваются с системой мелких капилляров
и застревают из-за своего физического размера.
В мелких сосудах периферии макровезикулы об-
наруживаются крайне редко [48] в отличие от
микро- и нановезикул.

Наличие активного ТФ на самом СТФ и его
везикулах, на данный момент является спорным
вопросом. Хотя неоднократно сообщалось, что
ТФ присутствует на мембранах, полученных об-
работкой ультразвуком ворсин плаценты [49],
клеточных линий хориокарциномы [50] и СТФ,
дифференцированных in vitro из первичных тро-
фобластов ворсинок [51], гистологические иссле-

дования показывают, что ТФ присутствует в вы-
сокой концентрации в децидуальной оболочке,
но отсутствует в самих СТФ [52, 53]. Тем не ме-
нее, группа Teng и др. [54] сообщила о повышен-
ных уровнях антигена ТФ в СТФ у женщин с пре-
эклампсией. Активность ТФ СТФ была функци-
онально оценена группой Gardiner и др. [55],
которая показала, что добавление микровезикул,
полученных из СТФ в плазму достоверно сдвига-
ет свертывание в область гиперкоагуляции в тесте
генерации тромбина у женщин с преэклампсией
по сравнению с женщинами с нормально проте-
кающей беременностью, и данный сдвиг связан с
повышенной экспрессией ТФ на мембранах мик-
ровезикул СТФ при преэлампсии. Принимая во
внимание тот факт, что помимо качественной
разницы в уровне экспрессии ТФ, существует
еще и количественное превышение в 2–10 раз
продукции микровезикул при преэклампсии
[56–60] по сравнению со здоровой беременно-
стью, можно предположить, что в совокупности
это является одним из факторов тромботического
риска. К сожалению, на данный момент трудно
сказать, какую роль микровезикулы СТФ играют
в гиперкоагуляции, характерной для нормально
протекающей беременности.

Помимо непосредственной активации от ТФ,
СТФ является потенциально прокоагулянтным
за счет экстернализации ФС на поверхности ма-
теринской мембраны во время формирования
многоядерного СТФ путем слияния клеток цито-
трофобласта [61], поскольку экстернализация ФС
необходима для формирования миотрубки [62].
Несмотря на эти наблюдения, в норме свертыва-
ния в области ворсин не происходит, поскольку
трофобласты продуцируют антикоагулянтные бел-
ки тромбомодулин и аннексин V, причем тромбо-
модулин ассоциирован с микроворсинками СТФ
[63], а аннексин V связывается с ФС. На данный
момент не существует убедительных данных о
том, что микровезикулы СТФ несут на себе ФС,
однако их наличие является потенциально воз-
можным в патологических условиях, например,
при антифосфолипидном синдроме, поскольку
синтез аннексина V при данной патологии силь-
но снижен [64]. Ингибитор активатора плазми-
ногена (PAI-2), который является ингибитором
фибринолиза, специфичным для беременно-
сти, был также обнаружен на микровезикулах
СТФ [65].

Что касается опосредованного влияния мик-
ровезикул плацентарного происхождения на ге-
мостаз матери, то здесь следует отдельно отме-
тить влияние на функцию эндотелия. Нарушение
функции эндотелия значительно увеличивает
риск сосудистых осложнений во время беремен-
ности, особенно при преэклампсии [66]. Fms-по-
добная тирозинкиназа-1 (Flt-1), которая является
антиангиогенным фактором, присутствует на по-
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верхности микровезикул СТФ и, как предполага-
ется, участвует в повреждении эндотелия у паци-
енток с преэклампсией [67]. Содержание раство-
римого Flt-1 и растворимого эндоглина (sEng)
были увеличены в микровезикулах, выделенных
из плазмы пациентов с преэклампсией, по срав-
нению с нормальным контролем. Кроме того,
Chang и др. показали, что микровезикулы обеспе-
чивают эффективный перенос sFlt-1 и sEng в эн-
дотелиальные клетки, что ослабляет пролифера-
цию, миграцию и образование микротрубочек в
эндотелиальных клетках in vitro [68]. Экспрессия
на микровезикулах СТФ молекул адгезии, таких
как молекула межклеточной адгезии 1 (ICAM-1),
VCAM-1, E-селектин, P-селектин и витронектин,
может влиять на адгезию этих микровезикул к

различным клеткам-мишеням и способствовать
их взаимодействию [13]. Исследования in vitro по-
казали, что микроРНК-155 может переноситься
из микровезикул СТФ в клетки эндотелия и мо-
жет подавлять экспрессию эндотелиальной син-
тазы оксида азота (eNOS) [69].

Помимо влияния на эндотелий, микровезику-
лы СТФ также in vitro вызывают агрегацию тром-
боцитов и ускоряют скорость образования тром-
бов при исследовании в потоке [70], а также вли-
яют на функцию моноцитов и макрофагов,
вызывая продукцию провоспалительных цитоки-
нов [71].

Схема воздействия везикул плацентарного
происхождения на гемостаз представлена на
рис. 2.

Рис. 2. Механизмы возникновения эндотелиальной дисфункции и гиперкоагуляции при беременности. Плацентар-
ные везикулы синцитиотрофобласта несут на своей поверхности различные молекулы адгезии, потенциально увели-
чивая способность к взаимодействию с клетками-мишенями и их последующей активации (например, моноцитами и
тромбоцитами). Кроме того, на своей поверхности везикулы несут ТФ, ФС и PAI-2, которые активируют, либо уси-
ливают свертывание и снижают фибринолиз. Плацентарные везикулы напрямую взаимодействуют с эндотелиальны-
ми клетками, вызывая эндотелиальную дисфункцию, частично за счет переноса fms-подобной тирозинкиназы-1 (sFlt-1)
и эндоглина (sEng). Путем переноса своих микроРНК плацентарные везикулы влияют на уровни экспрессии eNOS
(микроРНК-155) Сокращения: eNOS – эндотелиальная синтаза оксида азота; ICAM-1 – молекула межклеточной ад-
гезии 1; ФС – фосфатидилсерин; PAI-2 – ингибитор активатора плазминогена-2; sFlt – растворимая fms-подобная ти-
розинкиназа-1; sEng – растворимый эндоглин; ТФ – тканевый фактор; VCAM-1– васкулярная молекула клеточной
адгезии 1.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Повышение концентрации прокоагулянтных
внеклеточных везикул при беременности, проис-
ходящих как из клеток крови, так и из плаценты,
подтверждаются клиническими и эксперимен-
тальными исследованиями. Это может являться
одним из компонентов физиологической гипер-
коагуляции, возникающей при данном состоя-
нии. Таким образом, повышение концентраций
прокоагулянтных везикул может являться одним
из факторов, обуславливающих повышенный
риск тромбоза во время беременности, однако
данный факт все еще не доказан напрямую. Для
выявления роли внеклеточных везикул в тромбо-
образовании у беременных необходимо проведе-
ние проспективных исследований в данной группе.

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у
них нет конфликта интересов.
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Extracellular vesicles are lipid bilayer membrane structures without nuclei that are released from various cells
as a result of physiological and metabolic changes. They play an important role in intercellular communica-
tion through the transfer of a wide range of bioactive molecules, contributing to the regulation of various
physiological and pathological processes. Extracellular vesicles may have procoagulant properties due to the
presence of phosphatidylserine, which accelerates coagulation reactions, on the outer layer of the membrane,
as well as the expression of tissue factor, which activates coagulation along the external pathway, on the sur-
face of some vesicles. A large number of clinical and experimental studies have shown that in various pathol-
ogies and specific physiological conditions, including pregnancy, the concentration of extracellular vesicles
significantly exceeds that in healthy volunteers, which could theoretically be a factor in the development of
hypercoagulable states This review focuses on describing the procoagulant properties of extracellular vesicles
of various origins in normal and pathological pregnancy.
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Ацетилхолин является первичным медиатором в аутокринных и паракринных регуляциях, контро-
лирующих физиологические процессы в различных клетках и тканях. В данной работе с помощью
микрофотометрии, Ca2+-зонда Fluo-4 и ингибиторного анализа показано, что в клетках линии
HEK-293 ацетилхолин вызывает мобилизацию Са2+, стимулируя мускариновые рецепторы, сопря-
женные с фосфоинозитидным сигнальным каскадом. При исследовании роли PI3-киназы (PI3K)
в трансдукции ацетилхолина установлено, что специфические ингибиторы PI3Kβ (AZD 6482),
PI3Kγ (AS 605240) и PI3Kδ (LTURM 36) полностью подавляют агонист-индуцированные Ca2+-сиг-
налы. При этом специфический ингибитор PI3Kα (GSK 1059615) не оказывает влияния на способ-
ность клеток HEK-293 генерировать Ca2+-ответы на ацетилхолин. Ряд фактов указывает на то, что
эффекты ингибиторов PI3K на клеточные ответы обусловлены механизмами, независимыми от ин-
гибирования PI3K, и что возможной клеточной мишенью этих соединений является мускариновый
рецептор M3. Высказано предположение, что изоформ-специфические ингибиторы PI3K AZD
6482, AS 605240 и LTURM 36 являются антагонистами М3-рецепторов.

Ключевые слова: ингибиторы PI3-киназы, мускариновые рецепторы, Ca2+-сигнализация
DOI: 10.31857/S0233475522060044

ВВЕДЕНИЕ
Ацетилхолин играет важную роль в физиоло-

гии клеток и тканей, в частности, выполняя роль
нейротрансмиттера в центральной и перифериче-
ской нервной системе и являясь первичным ме-
диатором в аутокринных и паракринных регуля-
циях, контролирующих физиологические про-
цессы в различных ненейрональных тканях [1, 2].
Чувствительность клеток к ацетилхолину обес-
печивается поверхностными рецепторами двух
классов, включая ионотропные никотиновые ре-
цепторы, представляющие собой лиганд-активи-
руемые Са2+-проницаемые катионные каналы, и
мускариновые рецепторы, сигнальная функция
которых обеспечивается сопряжением с G-белка-
ми (G-protein coupled receptor, GPCR-рецепторы)
и различными внутриклеточными сигнальными
путями [1]. Ряд мускариновых рецепторов (M1,
M3, M5) сопряжен с фосфоинозитидным каска-
дом и мобилизацией внутриклеточного Са2+ [1].
Ключевыми в этом процессе являются продукция
вторичного медиатора IP3, катализируемая фос-
фолипазой С, и IP3-зависимый выброс депони-

рованного Са2+ из Са2+-депо [3, 4]. Регуляторная
роль IP3 сводится к активации IP3-рецепторов,
которые фактически являются лиганд-управляе-
мыми Са2+-проницаемыми каналами, функцио-
нирующими в эндоплазматическом ретикулуме и
некоторых других внутриклеточных органеллах
[5]. Помимо IP3, коагонистом IP3-рецепторов
является цитозольный Са2+, который оказывает
бифазное действие на их активность через Са2+-
связывающие центры двух типов [6]. Связывание
Ca2+ с высокоаффинным активаторным сайтом
IP3-рецептора приводит к существенному росту
вероятности открытого состояния этого Ca2+-ка-
нала [7], так что ионы Ca2+, высвобождающиеся
из Ca2+-депо через IP3-рецептор, потенцируют
его активность. Эта положительная обратная
связь лежит в основе Ca2+-индуцированного вы-
броса депонированного Ca2+ (Ca2+-induced Ca2+

release) – регенеративного процесса, который
определяет многие аспекты внутриклеточной
Ca2+-сигнализации [3, 8].

УДК 577.352.465

EDN: OKLTLL
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На протекание процесса Ca2+-индуцирован-
ного выброса депонированного Ca2+ влияют ме-
ханизмы, регулирующие IP3-рецепторы, актив-
ность которых, в частности, контролируется про-
цессами фосфорилирования/ дефосфорилирования
при участии ряда киназ, включая фосфатидили-
нозитол-3-киназу (PI3K) [9, 10]. Ранее нами было
показано, что ингибитор PI3K вортманнин не
влияет на способность клеток HEK-293 генери-
ровать Ca2+-ответы на ацетилхолин, тогда как ин-
гибитор PI3K другой химической природы PI828
полностью подавляет эти ответы [11]. Разная эф-
фективность вортманнина и PI828 могла быть
связана с тем, что в клетках HEK-293 функциони-
руют изоформы PI3K, существенно более чув-
ствительные к PI828. Для внесения ясности в этот
вопрос мы исследовали влияние изоформ-специ-
фических ингибиторов PI3K на Ca2+-сигнализа-
цию, инициируемую ацетилхолином.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культура клеток. Клетки линии НЕК-293 (рос-

сийская коллекция клеточных культур позвоноч-
ных) культивировали в среде DMEM с высоким
содержанием глюкозы (Invitrogen) с добавлением
10% эмбриональной бычьей сыворотки (HyClone),
100 мг/мл гентамицина (Sigma-Aldrich), 2 мМ глу-
тамина (Sigma-Aldrich) (ростовая среда) во влаж-
ной атмосфере c 5% содержанием CO2 в воздухе
при 37°C.

Мониторинг внутриклеточного Ca2+. Для экспе-
римента клетки снимали с культурального пла-
стика 0.25% раствором трипсина (Sigma-Aldrich),
а затем прикрепляли ко дну фотометрической ка-
меры с помощью адгезивного материала Cell Tak
(Corning). При дальнейших манипуляциях клет-
ки находились во внеклеточном растворе, содер-
жащем (мМ): 130 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2,
10 HEPES, pH 7.4, 10 глюкозы, в ряде экспери-
ментов использовали внеклеточный раствор, со-
держащий 260 нМ свободного Ca2+, для чего 2 мМ
CaCl2 заменяли на 0.5 мМ EGTA + 0.4 мМ CaCl2
(все соли и буферы произведены Sigma-Aldrich).
Для загрузки флуоресцентным Ca2+-зондом Fluo-4
клетки инкубировали в присутствии проникаю-
щего через мембрану Fluo-4 AM (4 мкМ) и детер-
гента Pluronic (0.02%) (оба Molecular Probes) при
комнатной температуре в течение 30 мин. Затем
клетки отмывали внеклеточным раствором и вы-
держивали в нем при комнатной температуре в
течение 1 ч.

Фотометрические эксперименты проводили с
использованием инвертированного флуорес-
центного микроскопа Axiovert 135 (Zeiss), обору-
дованного объективом Plan NeoFluar 20×/0.75 и
цифровой EMCCD камерой LucaR (Andor Tech-
nology). Флуоресценцию клеток возбуждали на

длине волны 480 ± 10 нм, эмиссию регистрирова-
ли в области 520 ± 20 нм, что соответствует спек-
тральным характеристикам Fluo-4. Изменение
уровня Са2+ в цитоплазме оценивали по относи-
тельному изменению интенсивности флуорес-
ценции Fluo-4 ΔF/F0, где ΔF = F – F0, F и F0 – ин-
тенсивность эмиссии Са2+-индикатора в текущий
момент времени и в начале регистрации соответ-
ственно. Количественный фотометрический ана-
лиз изображений осуществляли с использовани-
ем программы NIS Elements (Nikon). Полученные
экспериментальные данные обрабатывали с по-
мощью программы Sigma Plot 12.5 (Systat Soft-
ware Inc).

Все химические соединения, использованные
в описанных ниже экспериментах, применяли
путем полной замены раствора в фотометриче-
ской камере с помощью системы перфузии. В ра-
боте использовали: ацетилхолин, ATP, AS 605240,
AZD 6482, GSK 1059615, LTURM 36 (все Tocris
Bioscience).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В физиологических экспериментах практиче-
ски все клетки НЕК-293 генерировали Ca2+-отве-
ты на стимуляцию ацетилхолином. Нами были
проанализированы механизмы, используемые
клетками HEK-293 для генерации Ca2+-ответов
на ацетилхолин. Одной из решавшихся задач бы-
ло выяснение вклада источников ацетилхолин-
индуцируемого поступления Ca2+ в цитозоль, т.е.
выброса Са2+ из внутриклеточного депо и входа
наружного Са2+. Для этого, в частности, анализи-
ровали способность клеток HEK-293 генерировать
Ca2+-ответы на ацетилхолин в среде с понижен-
ным до цитоплазматического уровня содержанием
Ca2+ (260 нМ). Оказалось, что все протестирован-
ные холинергические HEK-293 в среде с пони-
женным Ca2+ генерировали практически нор-
мальные по амплитуде и кинетике ответы на аце-
тилхолин (рис. 1а). Это свидетельствует о том, что
основным источником Ca2+ для исследуемых от-
ветов служит депонированный Ca2+, а за чувстви-
тельность HEK-293 к ацетилхолину ответственны
GPCR-рецепторы ацетилхолина – мускариновые
рецепторы. В связи с этим было вполне ожидае-
мо, что Са2+-ответы на ацетилхолин подавлялись
в присутствии ингибитора фосфолипазы С U73122
(рис. 1а). В совокупности эти данные свидетель-
ствуют о том, что для генерации Ca2+-ответов на
ацетилхолин клетки HEK-293 преимущественно
используют мускариновые рецепторы, сопря-
женные с фосфоинозитидным путем трансдук-
ции сигнала.

При исследовании эффектов изоформ-специ-
фических ингибиторов PI3K оказалось, что Са2+-
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ответы на ацетилхолин полностью подавлялись в
присутствии AZD 6482, AS 605240 и LTURM 36,
использовавшихся в достаточных дозах (рис. 2).
Наиболее эффективным оказался ингибитор
PI3Kδ LTURM 36, который в концентрации 10 мкМ
блокировал ответы 48.8% клеток, чувствительных
к ацетилхолину (рис. 2а). Концентрации полуэф-
фекта для ингибиторов PI3Kβ AZD 6482 и PI3Kγ
AS 605240 составляли приблизительно 30 и 40 мкМ
соответственно (рис. 2б, 2в). В то же время инги-
битор PI3Kα (GSK 1059615) в широком диапазоне
концентраций (1–100 мкМ) не влиял на способ-
ность клеток генерировать Ca2+-ответы на аце-
тилхолин (рис. 2г), которые подавлялись в при-
сутствии неспецифического ингибитора PI3K
PI828 (рис. 2д) [11]. Формально полученные ре-

зультаты можно рассматривать как свидетельство
того, что в генерации Ca2+-ответов на ацетилхо-
лин в клетках HEK-293 принимают участие β-,
γ- и преимущественно δ-изоформа PI3K, тогда
как α-изоформа не задействована в этом меха-
низме. Однако обращал на себя внимание тот
факт, что ингибирование Ca2+-ответов в присут-
ствии LTURM 36, AZD 6482 и AS 605240 наблю-
далось при аппликации этих соединений одно-
временно с ацетилхолином, хотя обычно ингиби-
рование внутриклеточных мишеней в интактных
клетках требует времени для проникновения ин-
гибитора через плазматическую мембрану. В свя-
зи с этим возникал вопрос, в какой степени на-
блюдавшееся подавление Ca2+-ответов обуслов-

Рис. 1. Вклад фосфоинозитидного каскада в Са2+-ответы HEK-293 на ацетилхолин и АТР. Репрезентативные реги-
страции Ca2+-ответов двух различных клеток HEK-293 при варьируемом внеклеточном Са2+ и в присутствии ингиби-
тора фосфолипазы С U73122 (2 мкМ) при стимуляции: а – 1 мкМ ацетилхолина (ACh), б – 2 мкМ ATP. Здесь и далее
моменты и продолжительность аппликаций веществ обозначены горизонтальными линиями выше эксперименталь-
ной кривой. Изменение внутриклеточного Ca2+ оценивается по относительному изменению флуоресценции Fluo-4:
ΔF/F0, где ΔF = F – F0, F и F0 – текущая интенсивность эмиссии зонда и его эмиссия в начале регистрации соответ-
ственно.
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лено воздействием перечисленных соединений
именно на внутриклеточные сигнальные процес-
сы, активируемые в HEK-293 ацетилхолином и,
прежде всего, на фосфоинозитидный сигнальный
путь.

Одним из возможных вариантов проверки воз-
действия ингибиторов PI3K на фосфоинозитид-
ный каскад было исследование влияния этих со-
единений на Са2+-сигнализацию, инициируемую
не холинергическими агонистами. В экспери-
менте, аналогичном описанному выше, было
установлено, что, действуя через P2Y-рецепторы,
ATP вызывает в клетках HEK-293 Ca2+-ответы,
которые также генерируются при участии фосфо-
инозитидного пути (рис. 1б). Оказалось, что ни
один из исследовавшихся изоформ-специфиче-
ских ингибиторов PI3K не влиял на способность
клеток HEK-293 отвечать на ATP (рис. 2а–2г),
а значит, активность PI3K вносит минимальный
вклад в механизм их генерации.

Таким образом, исследовавшиеся ингибиторы
PI3K по-разному влияли на мобилизацию Са2+,
индуцированную различными агонистами при
участии фосфоинозитидного сигнального пути.
С одной стороны, AZD 6482, AS 605240 и
LTURM 36 полностью подавляли Ca2+-ответы на
ацетилхолин, однако когда в качестве агониста
использовали ATP, то какое-либо влияние пере-
численных ингибиторов PI3K на клеточные отве-
ты отсутствовало. Полученные данные указывали
на то, что подавление Ca2+-ответов на ацетил-
холин соединениями AZD 6482, AS 605240,
LTURM 36 связано не с ингибированием PI3K,
которая модулирует фосфоинозитидный каскад,
а с воздействием на другую клеточную мишень,
которая участвует в генерации Ca2+-ответа на
ацетилхолин, но не является частью фосфоино-
зитидного сигнального пути. Такой мишенью
могут являться непосредственно мускариновые
рецепторы ацетилхолина, что косвенно подтвер-
ждается способностью соединений AZD 6482, AS
605240, LTURM 36 блокировать Ca2+-ответы при
одновременной аппликации с ацетилхолином
(рис. 2а–2в). В исследованиях, предшествующих
этому, нами было установлено, что за чувстви-
тельность HEK-293 к ацетилхолину отвечает
М3-рецептор [12], и, следовательно, именно этот

мускариновый рецептор является наиболее ве-
роятной мишенью соединений AZD 6482, AS
605240, LTURM 36.

Ранее методами вычислительной биофизики
нами была продемонстрирована возможность свя-
зывания с М3-рецепторами ингибиторов PI3K
LY294002, LY303511 и Voxtalisib [12, 13]. Результа-
ты физиологических экспериментов, описанные
в данной работе, показали, что ингибитор PI3K
GSK 1059615 не влиял на способность клеток
отвечать на ацетилхолин, а значит, не все синте-
тические ингибиторы PI3-киназы обладают анта-
гонистическими свойствами по отношению к
мускариновым рецепторам. Полученные резуль-
таты по ингибированию клеточных ответов могут
отражать эффективность связывания специфи-
ческих ингибиторов PI3K с М3-рецепторами,
которая в этом случае описывается рядом:
LTURM 36 > AZD 6482 > AS 605240. Сочетание
экспериментальных подходов и математического
моделирования, возможно, позволит в дальней-
шем установить набор молекулярных признаков,
которые обеспечивают узнавание М3-рецепто-
ром ингибиторов PI3K как своих лигандов. В пер-
спективе это может позволить создавать ингиби-
торы PI3K, не оказывающие неспецифического
действия на активность М3-рецепторов.
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Isoform-Specific Inhibitors of PI3K Impair Agonist-Induced Ca2+ Signaling 
in a PI3K-Independent Manner

E. A. Dymova1, O. A. Rogachevskaja1, P. D. Kotova1, *
1Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, FRC PSCBR RAS, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia

*e-mail: p.d.kotova@gmail.com

Acetylcholine (ACh) serves as the first messenger mediating certain autocrine and paracrine regulations to
control a variety of physiological processes in diverse tissues and cells. Using the inhibitory analysis, Ca2+ im-
aging, and Ca2+ dye Fluo-4, here we demonstrated that ACh was capable of mobilizing intracellular Ca2+ by
stimulating muscarinic receptors coupled to the phosphoinositide signaling pathway. When a role for PI3K
in the ACh transduction was analyzed, it was found that certain isoform-specific PI3K inhibitors, including
AZD 6482 (PI3Kβ), AS 605240 (PI3Kγ), and LTURM 36 (PI3Kδ), suppressed ACh-induced Ca2+ signal-
ing, while the PI3Kα inhibitor GSK 1059615 was ineffective. The evidence suggested that PI3K inhibitors in-
hibited cell responsiveness to ACh in PI3K-independent manner, and that the M3 muscarinic receptor ap-
peared to be a likely cellular target. Based on the overall finding, we hypothesize that the specific PI3K in-
hibitors AZD 6482, AS 605240 и LTURM 36 can directly antagonize the М3 receptor.

Keywords: PI3K inhibitors, muscarinic receptors, Ca2+ signaling
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Болезнь Паркинсона – нейродегенеративное заболевание, связанное с потерей нейронов в среднем
мозге с последующим развитием дефицита дофамина. Мы предположили, что дофамин может дей-
ствовать как антагонист глутамата, а его дефицит может усиливать вызванную глутаматом эксайто-
токсичность. Используя первичную культуру гиппокампа крысы и флуоресцентную микроскопию,
мы показали, что дофамин снижает амплитуду кальциевого ответа, вызванного активацией NMDA-
рецепторов, не влияя при этом на кальциевый сигнал, опосредованный АМРА- и КА-рецепторами,
а также активацией потенциал-зависимых кальциевые каналов. Показано, что эффект дофамина
зависит не только от NMDA-рецепторов, но и от дофаминовых рецепторов D2-типа и от ГАМКА-
рецепторов. Дофамин уменьшает деполяризацию митохондрий, вызванную глутаматом, и улучшает
выживаемость нейронов при действии глутамата в токсических дозах. Представленные данные сви-
детельствуют о защитной роли дофамина при эксайтотоксичности, вызванной глутаматом.

Ключевые слова: дофамин, глутамат, кальций, ионотропные глутаматные рецепторы, нейропротекторы
DOI: 10.31857/S0233475522060056

ВВЕДЕНИЕ
Дофамин – это нейромедиатор центральной

нервной системы, который участвует в регуляции
различных физиологических функций. Нарушения
метаболизма и сигнализации дофамина приводят
к развитию таких нейродегенеративных заболева-
ний, как болезнь Паркинсона, болезнь Альцгей-
мера, шизофрения. Так, во время болезни Пар-
кинсона наблюдается потеря дофаминергических
нейронов, главным образом в черной субстан-
ции, а также в других отделах центральной нерв-
ной системы [1].

Известно, что дофамин способен подавлять
увеличение концентрации ионов кальция в цито-
золе ([Ca2+]i), возникающее в ответ на глутамат,
который в норме является основным возбуждаю-
щим нейромедиатором в головном мозге, а при
избыточном накоплении становится токсичным
и вызывает патологические состояния [2]. Во вре-
мя развития болезни Паркинсона, при которой
характерен дефицит дофамина, возможно, даже
невысокие дозы глутамата могут приводить к
нейродегенерации. Как известно, глутамат опо-
средует активацию группы глутаматных рецепто-

ров, к которым относятся ионотропные рецепто-
ры (NMDA-, AMPA- и КА-рецепторы), являю-
щиеся лиганд-управляемыми ионными каналами
и активируемые специфическими агонистами, и
метаботропные рецепторы (mGlut1–mGlut8), со-
пряженные с G-белком [3].

Дофаминергические функции опосредованы
активацией семейством дофаминовых рецепто-
ров, состоящим из пяти типов и относящимся к
двум группам: D1-подобные рецепторы (D1 и D5)
и D2-подобные рецепторы (D2, D3 и D4). D1-по-
добные рецепторы представляют собой серпен-
тиновые рецепторы, сопряженные с Gs-белком,
которые участвуют в регуляции высвобождения
нейротрансмиттеров, таких как глутамат, ГАМК
и ацетилхолин. D2-подобные сопряжены с инги-
бирующим G-белком (Gi/0) и регулируют секре-
цию дофамина в нейронах в ответ на изменение
внеклеточного уровня нейротрансмиттера [4].

Из литературы известно, что взаимодействие
между дофаминергической и глутаматергической
системами обеспечивает основу для сложных
нейронных взаимодействий в головном мозге.
Активация D1- и D2-подобных рецепторов мо-
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жет регулировать функцию и транспорт NMDA-
рецепторов. Так, дофаминовые рецепторы на-
прямую или опосредованно через активацию
протеинкиназы А взаимодействуют с NMDA-ре-
цепторами и могут влиять на NMDA-ответы в
нейронах [5].

Мы предположили, что дофамин может дей-
ствовать как протектор против глутаматной ней-
ротоксичности, поскольку добавление дофамина
к культуре клеток гиппокампа ослабляет вызванные
глутаматом повышение [Ca2+]i и митохондриаль-
ную деполяризацию и увеличивает количество
жизнеспособных клеток после воздействия глута-
мата. В настоящей работе, чтобы определить ми-
шени действия дофамина, мы исследовали его
влияние на амплитуду кальциевых ответов, вы-
званных агонистами глутаматных и дофаминовых
рецепторов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура нейронов. Объектом исследования
служила первичная нейроглиальная культура
гиппокампа крысы. Клетки гиппокампа выделя-
ли из головного мозга новорожденных крысят
(P1–P3) породы Spraque Dawley. Согласно мето-
дике получения культуры клеток, после декапи-
тации крысенка гиппокамп извлекали и перено-
сили в холодный раствор Хенкса [6]. Далее ткань
измельчали ножницами, инкубировали в 0.1%
растворе трипсина в течение 15 мин при 37°C,
отмывали 3 раза средой Neurobasal-A (Gibco,
США), содержащей 2% Supplement B27 (Gibco),
1 мМ L-глутамин (Sigma, США), 7.5 мкг/мл ген-
тамицин (Дальхимфарм, Россия), пипетируя
ткань до образования суспензии клеток. После
этого клетки размещали на круглых покровных
стеклах диаметром 25 мм, покрытых полиэтиле-
нимином (Fluka, США), и помещали в чашки
Петри (35 мм). Через 1 ч к прикрепившимся клет-
кам добавляли 1.5 мл культуральной среды Neuro-
basal и инкубировали 5–12 дней при 37°C и 5%
CО2.

Эксперименты проводили в растворе Хенкса,
содержащем (в мМ): 138 NaCl, 1.3 CaCl2, 0.4 MgSO4,
0.5 MgCl2, 5.3 KCl, 0.45 KH2PO4, 4 NaHCO3,
0.3 Na2HPO4, 10 глюкозы, 20 HEPES (pH 7.3) при
температуре 27–28°C. Эксперименты с NMDA
проводили в среде без Mg2+ с последующей заме-
ной на раствор Хенкса.

Измерение концентрации внутриклеточного каль-
ция ([Ca2+]i). Изменения [Ca2+]i в нейронах оце-
нивали по интенсивности флуоресценции дву-
хволнового Са2+-чувствительного зонда Fura-2 [7].
Культуру клеток нагружали 5 мкМ Fura-2AM (In-
vitrogen, США) в течение 60 мин с последующей
отмывкой. Для регистрации [Ca2+]i использовали

систему анализа изображений на базе инверти-
рованного моторизованного микроскопа Leica
DMI6000B (Leica Microsystems, Германия), осна-
щенного объективом Leica HC PL APO 20×/0.7
IMM. Для возбуждения и регистрации флуорес-
ценции Fura-2 использовали набор светофиль-
тров FU2 (возбуждение: 340 ± 6 и 380 ± 10 нм, ре-
гистрация: 510 ± 20 нм). Также использовалась
система анализа изображений Cell Observer (Carl
Zeiss, Геpмания) на базе инвертированного
микpоcкопа Axiovert 200M, оснащенного объек-
тивом Plan Neofluar 10×/0.3 Для возбуждения и
регистрации флуоресценции Fura-2 использовали
набор светофильтров Filter set 21HE (возбужде-
ние: 340 ± 6 и 380 ± 10 нм, регистрация: 510 ± 20 нм).
Изображения получали с частотой 1 кадр в 3 с.
Полученные в двух различных каналах времен-
ные серии изображений обрабатывали в програм-
ме ImageJ с использованием плагина Time Series
Analyzer. Амплитуду кальциевых ответов (АКО)
одиночных клеток оценивали как отношение
сигналов флуоресценции Fura-2 при возбужде-
нии светом длиной волны 340 и 380 нм. В экспе-
рименте измеряли ответ 100–200 нейронов, нахо-
дящихся в поле зрения микроскопа.

Для проведения эксперимента покровное стек-
ло с культурой клеток монтировалось в специаль-
ную измерительную ячейку и содержалось в рас-
творе Хенкса объемом 0.5 мл. Добавки реагентов
и отмывку осуществляли с помощью системы
перфузии, состоящей из подающего наконечни-
ка, подключенного к резервуарам с растворами, и
наконечника, подключенного к водоструйному
насосу и обеспечивающего постоянный уровень
среды в измерительной ячейке. Наконечники
располагались на противоположных сторонах
ячейки. Для осуществления добавки система пер-
фузии включалась на 8 с, что обеспечивало деся-
тикратную (5 мл) смену рабочего раствора в ячей-
ке. Таким же образом производилась отмывка.
Контрольные эксперименты с оптически плот-
ным красителем (трипановый синий) показали,
что в этих условиях происходит полная (более
98%) замена раствора в измерительной ячейке.
Такой протокол смены растворов является ре-
зультатом оптимизации и обеспечивает отсут-
ствие реакции клеток на механическое воздей-
ствие при смене среды. Тем не менее для оценки
возможной реакции клеток в начале каждого экс-
перимента проводилась контрольная промывка
5 мл раствора Хенкса, которая указывала на от-
сутствие изменений [Ca2+]i в представленных
опытах.

Для сравнения результатов опытов, проводи-
мых в разные дни и на разных культурах, для нор-
мирования сигналов в схеме опыта, а также для
функционального разделения нейронов и глиаль-
ных клеток в культуре к клеткам добавляли стан-
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дартный деполяризующий раствор KCl. В работе
была использована методика оценки модулирую-
щего действия различных соединений на актив-
ность ионотропных рецепторов глутамата –
NMDA-, AMPA- и KA-рецепторов [8], которая
основана на том, что в контроле несколько крат-
ковременных (20–30 с) добавок агонистов этих
рецепторов с интервалом в 10–15 мин вызывают
кальциевые сигналы одинаковой амплитуды. Это
позволяет использовать сигнал в ответ на первую
добавку в качестве контроля, а на втором сигнале
тестировать эффект того или иного соединения
(рис. 1а). Амплитуды сигналов измеряли относи-
тельно исходного значения до добавки. В случае
активации KA-рецепторов эксперименты прово-
дили в присутствии ингибитора AMPA-рецепто-
ров 30 мкМ GYKI-52466 (Tocris, Великобритания),
поскольку каиновая кислота (KA, Sigma) являет-
ся неселективным агонистом KA- и AMPA-ре-
цепторов, а также ингибитора десенситизации
КА-рецепторов 200 мкМ конканавалина А (ConA,
Sigma). Для активации AMPA-рецепторов ис-
пользовали селективный агонист этих рецепто-
ров 5-фторвиллардиин (FW, Santa Cruz Biotech-
nology, США) и ингибитор десенситизации
AMPA-рецепторов 5 мкМ циклотиазид (CTZ,
Tocris) (рис. 1б) [8].

Измерение митохондриального потенциала.
Для регистрации клетки нагружали флуоресцент-
ным потенциал-чувствительным зондом 20 мкМ
Rhodamine 123 (Rh123, Sigma) в течение 10 мин.
После этого дважды отмывали раствором Хенкса
и использовали в эксперименте. Измерения про-
водили с помощью системы анализа изображе-
ний Cell Observer (Carl Zeiss) на базе инвертиро-
ванного микpоcкопа Axiovert 200M, оснащенного
объективом Plan Neofluar 10×/0.3. Для возбужде-
ния и регистрации флуоресценции Rh123 исполь-

зовали набор светофильтров Filter set 44 (возбуж-
дение: 490 ± 6 нм, регистрация: 550 ± 20 нм).
В экспериментах использовался протокол про-
краски, основанный на зависимом от концентра-
ции красителя тушении флуоресценции в энерги-
зованных митохондриях, при деполяризации
митохондриальных мембран наблюдается увели-
чение флуоресценции Rh123 [9]. Изображения
получали с частотой 1 кадр в 5 с, которые обраба-
тывали в программе ImageJ с использованием
плагина Time Series Analyzer. В эксперименте из-
меряли ответ 100–200 нейронов, находящихся в
поле зрения микроскопа. Для нормирования сиг-
налов в схеме опыта предусмотрена добавка 2 мкМ
FCCP (Sigma), выявляющая наибольшую степень
деполяризации митохондрий.

Оценка жизнеспособности клеток. Для оценки
количества живых клеток в смешанной нейро-
глиальной культуре использовали метод двойно-
го окрашивания флуоресцентными красителями
Hoechst 33342 (2 мкг/мл, Sigma) и Propidium Io-
dide (PI, 2 мкг/мл, Sigma) в течение 10 мин с по-
следующей отмывкой раствором Хенкса. Флуо-
ресценцию красителей оценивали с использова-
нием системы анализа изображений на базе
инвертированного моторизованного микроскопа
Leica DMI6000B (Leica Microsystems), оснащен-
ного объективом Leica HC PL APO 20×/0.7 IMM.
Для возбуждения и регистрации флуоресценции
Hoechst использовали набор светофильтров DAPI
(возбуждение: 340 ± 6 нм, регистрация: 470 ± 20 нм),
для PI – набор светофильтров Texas Red (возбуж-
дение: 575 ± 10 нм, регистрация: 624 ± 10 нм).
Клетки в двух каналах подсчитывали в программе
ImageJ с использованием плагина Cell Counter.
Краситель Hoechst проникает в клетки и связыва-
ется с ДНК, что позволяет оценить морфологию
ядра. Напротив, краситель PI проникает только в

Рис. 1. Схемы экспериментов для определения действия дофамина на амплитуду кальциевых сигналов, вызванных
агонистами глутаматных рецепторов и KCl, на основе ранее разработанной методики [8]. а – Для глутамата, NMDA и
KCl; б – для KA и AMPA.
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поврежденные или фиксированные клетки. При
колокализации сигнала от Hoechst и PI, свиде-
тельствующей о нарушении барьерной функции
плазмалеммы, клетки рассматривались нами как
погибшие, а фрагментированные, ярко светящи-
еся в синем (Hoechst) канале ядра свидетельство-
вали об апоптозе. Данные представляли в виде
процента нежизнеспособных и апоптотических
клеток от общего числа клеток в поле зрения.
В эксперименте измеряли флуоресцентный сиг-
нал от 300–600 клеток нейроглиальной культуры.

Обработка результатов. Для построения гра-
фиков и статистической обработки использовали
программы OriginPro2019 и GraphPadPrizm8 с
применением параметрического анализа one-way
ANOVA (post hoc Turkey test). На графиках пред-
ставлены репрезентативные кривые, количество
клеток в одном эксперименте N = 100–140, коли-
чество однотипных экспериментов: n = 3–4. Дан-
ные в столбцах представлены как среднее значе-
ние ± стандартное отклонение от среднего, ста-
тистически значимые различия при * p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Дофамин подавляет глутамат-индуцированное
увеличение [Ca2+]i в нейронах. Ранее было показа-
но, что дофамин способен подавлять увеличение
уровня цитозольного кальция ([Ca2+]i), возника-
ющее в ответ на небольшие дозы глутамата (5 мкМ)
[10]. В данной работе мы проверили, может ли до-
фамин защищать клетки от действия более высо-
ких концентраций глутамата – 50 и 100 мкМ, ко-
торые являются токсичными для клеток. Мы оце-
нили способность дофамина влиять на амплитуду
кальциевого сигнала в ответ на глутамат с помо-
щью разработанного ранее способа оценки моду-
лирующего действия различных соединений на
активность ионотропных рецепторов глутамата –
NMDA-, AMPA- и KA-рецепторов [8]. Был ис-
пользован протокол, при котором повторяющиеся
кратковременные добавки агонистов рецепторов
глутамата вызывают повторяющееся по форме и
амплитуде повышение [Ca2+]i. В работе было по-
казано, что дофамин в концентрации 50 мкМ
способен снижать амплитуду кальциевого сигна-
ла в ответ на вторую добавку 10 мкМ глутамата на
19%. Так, добавка глутамата на фоне дофамина
составила 81 ± 13% от первой добавки глутамата
(на рис. 2а, 2в ответ на глутамат принят за 100%).
В случае действия больших доз глутамата (100 и
50 мкМ) ответ при добавлении дофамина также
снижался – на 28% (72 ± 22%) (рис. 2б, 2в). По-
добный эффект может приводить к предотвраще-
нию глутамат-индуцированной кальциевой пере-
грузки клеток и таким образом являться нейро-
протекторным в условиях эксайтотоксичности.

Для того чтобы выявить, какие именно рецеп-
торы участвуют в данном эффекте, мы провери-
ли, как дофамин влияет на амплитуду кальциевых
сигналов, вызванных селективной активацией
ионотропных рецепторов глутамата: NMDA-,
AMPA- и KA-рецепторов. При этом NMDA-ре-
цептор сам проницаем для ионов кальция, а ак-
тивация AMPA- и KA-рецепторов в основном
опосредована действием потенциал-зависимых
кальциевых каналов [11]. Было показано, что до-
фамин подавляет активность NMDA-рецепто-
ров, при этом не влияет на активность рецепто-
ров каиновой кислоты (KA-рецепторов) и AMPA-
рецепторов. Были получены следующие значе-
ния: дофамин в концентрации 10 мкМ подавляет
кальциевый сигнал, вызванный добавлением не-
больших доз (5 и 10 мкМ) NMDA на 23% (77 ± 23%
относительно первого сигнала агониста, рис. 3а,
5б). При действии высоких концентраций NMDA
(50 и 100 мкМ) дофамин подавляет ответ на до-
бавку этого агониста на 15% (рис. 3б).

Было показано, что дофамин не уменьшает
кальциевый сигнал в ответ на агонист КА-рецеп-
тора каиновую кислоту (на фоне антагониста
AMPA-рецептора GYKI-52466, KA + GYKI). Каль-
циевый ответ на вторую добавку составил 101 ±
± 22% относительно первого сигнала (рис. 4а, 5б).
Также дофамин не оказывает влияние на актив-
ность AMPA-рецепторов, поскольку добавление
дофамина на фоне агониста AMPA-рецептора
фторовиллардиина (FW) не изменяло кальцие-
вый ответ (98 ± 13%) (рис. 4б, 5б). Для снятия де-
сенситизации этих рецепторов эксперименты
проводили в присутствии 200 мкг/мл конканава-
лина А (для KA-рецептора) или 5 мкМ циклотиа-
зида (для АМРА-рецептора) [8].

Также мы проверили, изменяется ли ампли-
туда кальциевого ответа, вызванного актива-
цией потенциал-зависимых кальциевых кана-
лов (ПЗКК), в ответ на дофамин. Было показано,
что добавление дофамина не влияет на амплитуду
и характер кальциевых сигналов, возникающих
под действием 35 мМ хлорида калия, активирую-
щего ПЗKK (рис. 5а, 5б). Так, кальциевый сигнал
в ответ на вторую добавку KCl составляет 82 ± 11%
относительно первой добавки, в присутствии до-
фамина это значение составляет 80 ± 10%.

Таким образом, в работе было установлено,
что при оценке амплитуд кальциевых сигналов в
ответ на глутамат главной мишенью дофамина
является NMDA-рецептор.

Участие дофаминовых рецепторов. Известно,
что дофамин непосредственно подавляет актив-
ность NMDA-рецептора; его действие также мо-
жет быть опосредовано активацией специфиче-
ских дофаминовых рецепторов [4, 12].

Далее в работе мы проверили, способны ли ан-
тагонисты D1- и D2-подобных рецепторов предот-
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вращать эффект дофамина на NMDA-индуциро-
ванный кальциевый сигнал в нейронах. На рис. 6
показано, что эффект дофамина не предотвраща-
ется в присутствии блокатора дофаминовых ре-
цепторов типа D1 SKF-83566 (50 мкМ), о чем сви-
детельствует понижение амплитуды кальциевого
ответа при действии NMDA совместно с дофами-
ном на фоне SKF-83566 (76 ± 26%, рис. 6а, 6в).
Добавление агониста D1-рецептора SKF-38393
(50 мкМ) не приводит к значительному измене-
нию кальциевого сигнала в ответ на NMDA (98 ±
± 26%, рис. 6а, 6в).

В случае действия ингибитора D2-рецептора
L-741,626 (1 мкМ) не наблюдается эффект дофа-

мина: кальциевый сигнал на вторую добавку
NMDA составил 100 ± 28% (рис. 6б, 6в), а добав-
ление к клеткам агониста D2-рецептора Quinpiro-
le (100 нМ) уменьшает кальциевый сигнал, вы-
званный NMDA (86 ± 15%, рис. 6б, 6в). Это гово-
рит о том, что действие дофамина опосредовано
активацией Gi-сопряженного рецептора D2.

Таким образом, стало понятно, что дофамин
оказывает свое угнетающее действие на NMDA-
рецептор через активацию D2-рецептора.

Ранее было показано, что эффект этого ней-
ромедиатора может отменяться ингибиторами
ГАМКА-рецепторов [13, 14]. В данной работе мы
обнаружили, что 10 мкМ бикукулина (ингибито-

Рис. 2. Влияние дофамина на амплитуду кальциевого сигнала в ответ на глутамат в нейронах. а – Повторяющиеся
кальциевые сигналы в нейронах на кратковременные добавки 10 мкМ глутамата (синяя кривая) и влияние 50 мкМ до-
фамина на сигнал в клетках в ответ на добавку глутамата (красная кривая); нормировано относительно первой добав-
ки глутамата. б – Кальциевый сигнал в ответ на 100 мкМ глутамата в присутствии (красная кривая) и в отсутствие до-
фамина (50 мкМ, синяя кривая); нормировано относительно ответа на глутамат. в – Амплитуда кальциевого сигнала
в ответ на добавку глутамата 10 и 50–100 мкМ в отсутствие (–доф) и присутствии 50 мкМ дофамина (+доф). В случае
действия 10 мкМ глутамата ответы на вторую добавку глутамата (Глутамат 2) представлены относительно ответов на
первую добавку (Глутамат 1). В случае больших доз глутамата (50–100 мкМ) кальциевый ответ на глутамат совместно
с дофамином (Глутамат+доф) представлен относительно ответа на глутамат без дофамина (Глутамат–доф). * p < 0.05.
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ра ГАМКА-рецепторов) совместно с 10 мкМ до-
фамина не подавляют кальциевый сигнал в ответ
на добавку NMDA (рис. 7).

Дофамин защищает митохондрии от глутамат-
индуцированной деполяризации. Известно, что в
основе токсического действия глутамата лежит
увеличение уровня цитозольного кальция в ней-
ронах, для которого характерна так называемая
отложенная кальциевая дисрегуляция (ОКД),
возникающая из-за подавления производства

ATP в митохондриях и неспособности клеток
поддерживать ионный гомеостаз. При этом ха-
рактерным признаком является деполяризация
митохондрий [2]. Мы проверили, влияет ли дофа-
мин на глутамат-индуцированную деполяриза-
цию митохондрий. Было показано, что в присут-
ствии дофамина глутамат вызывает митохондри-
альную деполяризацию на 15 ± 7% меньше, чем в
контроле (рис. 8а, 8б). Так, в ответ на глутамат ам-
плитуда изменения флуоресценции Rhodamine

Рис. 3. Влияние дофамина на амплитуду кальциевого сигнала, вызванного NMDA в нейронах. а – Кальциевый сигнал
в ответ на добавление 10 мкМ NMDA в отсутствие (синяя кривая) и в присутствии (красная кривая) 50 мкМ дофамина;
нормировано относительно первой добавки NMDA. б – Кальциевый сигнал в ответ на добавление 100 мкМ NMDA в
отсутствие (синяя кривая) и в присутствии (красная кривая) 50 мкМ дофамина.
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Рис. 4. Влияние дофамина на амплитуду кальциевого сигнала, вызванного активацией KA-и AMPA-рецепторов в ней-
ронах. а – Кальциевый сигнал в ответ на добавление 10 мкМ каиновой кислоты (KA) совместно с 30 мкМ GYKI в от-
сутствие (синяя кривая) и в присутствии (красная кривая) 50 мкМ дофамина; нормировано относительно первой до-
бавки KA+GYKI. б – Кальциевый сигнал в ответ на добавление 500 нМ фторвиллардиина (FW) в отсутствие (синяя
кривая) и в присутствии (красная кривая) 50 мкМ дофамина; нормировано относительно первой добавки FW.
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123 (Rh123) составила 0.40 ± 0.12, тогда как при
предварительной обработке дофамином это зна-
чение было 0.35 ± 0.11 (данные нормированы от-
носительно сигнала в ответ на 2 мкМ FCCP, кото-
рый вызывает полную деполяризацию митохон-
дрий).

Дофамин подавляет глутаматную эксайтоток-
сичность. Для того чтобы подтвердить защитную
роль дофамина в условиях действия токсических
доз глутамата, мы провели эксперименты по ис-
следованию выживаемости нейронов. Было по-
казано, что глутамат в концентрации 100 мкМ
вызывает гибель 30.0 ± 1.7% нейронов в культу-
ре при 24-часовом воздействии, что значитель-
но превосходит данный показатель в контроле
(клетки без воздействия – 18.1 ± 1.6%) (рис. 9).
В случае, если в среде инкубации присутствует
дофамин в концентрации 10 мкМ, количество по-
врежденных нейронов через 24 ч уменьшается на
53%. Так, этот показатель при совместном воз-
действии глутамата и дофамина составил 14.2 ±
± 1.6%. Инкубация с дофамином значимо не вли-
яла на количество поврежденных клеток относи-
тельно контроля (17.1 ± 1.7%).

Таким образом, дофамин уменьшает глутамат-
индуцированную деполяризацию митохондрий и
улучшает жизнеспособность клеток в культуре,
оказывая тем самым нейропротекторное действие
на клетки.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе с использованием методов
флуоресцентной микроскопии и ингибиторного

анализа показано, что дофамин способен прояв-
лять нейропротекторные свойства против глута-
матной токсичности на примере культуры нейро-
нов гиппокампа. В частности, дофамин в концен-
трации 10 мкМ снижает амплитуду кальциевого
ответа на глутамат, в первую очередь, за счет по-
давления активности NMDA-рецептора – одного
из подтипов ионотропных рецепторов глутамата.
Кроме того, дофамин препятствует развитию глу-
тамат-индуцированной деполяризации митохон-
дрий нейронов и увеличивает выживаемость ней-
ронов в присутствии токсических доз глутамата.
Этот эффект глутамата зависит от активности
D2-рецепторов, но не зависит от D1-рецепторов
дофамина. Также показано, что эффект дофами-
на на глутамат-индуцированные изменения ис-
следованных клеточных параметров во многом
определяется активацией ГАМКергической си-
стемы, поскольку эффект дофамина также зави-
сит и от активности ГАМКА-рецептора [14]. Было
показано, что исследуемый эффект дофамина
чувствителен к антагонисту ГАМКА-рецептора –
бикукулину, поскольку присутствие в среде инку-
бации 10 мкМ бикукулина полностью подавляет
действие дофамина на NMDA-индуцированный
кальциевый сигнал.

Можно предположить несколько возможных
механизмов, через которые дофамин реализует
свой защитный эффект.

Во-первых, действие дофамина может прояв-
ляться за счет непосредственного взаимодей-
ствия с каналом NMDA-рецептора. В работах по-
казано, что лиганды дофаминовых рецепторов, в
том числе и сам дофамин, а также другие моно-

Рис. 5. Влияние дофамина на амплитуду кальциевого сигнала, вызванного агонистами глутаматных рецепторов и KCl.
а – Кальциевый сигнал в ответ на добавление 35 мМ KCl в отсутствие (синяя кривая) и в присутствии (красная кривая)
50 мкМ дофамина; нормировано относительно первой добавки KCl. б – Амплитуда кальциевых сигналов в ответ на
добавки NMDA, KA, AMPA и KCl в отсутствие (черные столбцы, –доф) и в присутствии (красные столбцы) 50 мкМ
дофамина (+доф) относительно первой добавки на агонист, KCl1 – первая добавка KCl, KCl2 – вторая добавка KCl,
* p < 0.05.

а б

Дофамин, 10 мкМ

0 200 400 600 800

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Время, с

F
ur

a-
2,

 3
40

/3
80

, о
тн

. е
д.

KСl, 35 мМ

KСl, 35 мМ

А
м

пл
ит

уд
а 

C
a2+

-с
иг

на
ла

, %

–доф +доф
NMDA KA AMPA KCl1 KCl2

–доф +доф –доф +доф –доф +доф
0

50

100

150

*
*

*



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 39  № 6  2022

ДОФАМИН ЗАЩИЩАЕТ НЕЙРОНЫ 453

Рис. 6. Влияние агонистов и антагонистов D1- и D2-рецепторов на кальциевый ответ, вызванный NMDA. а – Каль-
циевый сигнал в ответ на 10 мкМ NMDA в присутствии 50 мкМ агониста D1-рецептора SKF-38393 (синяя кривая) и
50 мкМ блокатора D1-рецептора SKF-83588 совместно с дофамином (красная кривая); нормировано относительно
первой добавки NMDA. б – Кальциевый сигнал в ответ на 10 мкМ NMDA в присутствии 100 нМ агониста D2-рецеп-
тора Quinpirole (красная кривая) и 1 мкМ блокатора D2-рецептора L-741,626 совместно с дофамином (синяя кривая);
нормировано относительно первой добавки NMDA. в – Амплитуды кальциевых ответов, вызванных NMDA, в при-
сутствии активаторов D1- и D2-рецепторов и их блокаторов совместно с дофамином (+доф) относительно первой до-
бавки NMDA (100%). * p < 0.05.

0 100 200 300 400 500

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

Время, с

F
ur

a-
2,

 3
40

/3
80

, о
тн

. е
д.

0 100 200 300 400 500

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

Время, с

F
ur

a-
2,

 3
40

/3
80

, о
тн

. е
д.

ба

в

Дофамин, 10 мкМ
Дофамин, 10 мкМ

NMDA, 10 мкМ
NMDA, 10 мкМNMDA, 10 мкМ

NMDA, 10 мкМ
Quinpirole, 100 нМ

SKF-38393, 50 мкМ
SKF-83566, 50 мкМ

L-741, 626, 1 мкМ
NMDA, 10 мкМ NMDA, 10 мкМ

NMDA D1
SKF-83
+доф

Quin-
pirole+доф–доф L741

+дофSKF-38

D2
0

50

100

150

А
м

пл
ит

уд
а 

C
a2+

-с
иг

на
ла

, % **

*
**

**

Рис. 7. Влияние активности ГАМКА-рецепторов на кальциевый ответ, вызванный NMDA. Кальциевый сигнал в ответ
на 10 мкМ NMDA в присутствии 10 мкМ ингибитора ГАМКА-рецепторов бикукулина совместно с 10 мкМ дофамина (красная
кривая) и в отсутствие бикукуллина, но с дофамином (синяя кривая); нормировано относительно первой добавки NMDA.
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амины, могут взаимодействовать с NMDA-ре-
цептором, выступая как потенциал-зависимые
блокаторы открытого состояния канала и имея
сайт связывания внутри поры NMDA-рецептора
[15, 16].

Во-вторых, дофамин через рецептор вызывает
гиперполяризацию нейронов. Еще в 1986 году на
нейронах прилежащего ядра (nucleus accumbens)
было показано, что дофамин способен вызывать
D1-рецептор-зависимую гиперполяризацию в
большинстве нейронов; кроме того, наблюдали
деполяризацию, опосредованную активацией D2-

рецепторов [17]. Наши эксперименты помогают
расширить представления о механизмах этого
взаимодействия нейротрансмиттеров. Так, одной
из мишеней дофамина является именно D2-ре-
цептор. Однако при блокировании двух типов ре-
цепторов (D1- и D2-рецепторов) мы не видели
отмену действия дофамина. Возможно, это связа-
но с тем, что этот эффект опосредован не только
этими типами рецепторов.

Также известно, что дофамин может влиять на
AMPA-рецепторы, но это происходит на уровне
модуляции их экстернализации. В этом случае до-

Рис. 8. Влияние дофамина на глутамат-индуцированную деполяризацию митохондрий в нейронах гиппокампа кры-
сы. а – Изменение флуоресценции родамина 123 (Rh123), вызванное 50 и 100 мкМ глутамата в присутствии (голубая
и красная кривые) и в отсутствие (синяя и розовая кривые) 50 мкМ дофамина; нормировано относительно FCCP. б –
Амплитуда изменения митохондриального потенциала, вызванного кратковременной добавкой 50 и 100 мкМ глута-
мата (Глут, 50 мкМ и 100 мкМ) в отсутствие (черные столбцы, –доф) и в присутствии (красные столбцы) 50 мкМ до-
фамина (+доф), представленные данные соответствуют схеме эксперимента с отмывкой глутамата (а – красная и ро-
зовая кривые). * p < 0.05.
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Рис. 9. Влияние дофамина на выживаемость нейронов в нейроглиальной культуре гиппокампа крысы. Степень повре-
жденных клеток: мертвых (желтый) и апоптотических (голубой), относительно общего количества клеток в поле зре-
ния (%) после 24 ч инкубации с 100 мкМ глутамата, 10 мкМ дофамина и с глутаматом и дофамином вместе. * p < 0.05
при сравнении всех нежизнеспособных клеток (мертвые + апоптотические).
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фамин активирует включение субъединиц GluR1
в плазматическую мембрану нейронов D1-рецеп-
тор-зависимым образом [18, 19]. Полученные на-
ми данные о действии дофамина на кальциевые
сигналы в ответ на активацию KA- и NMDA-ре-
цепторов находятся в некотором противоречии с
данными авторов [20]. В указанной работе было
продемонстрировано, что хотя дофамин и защи-
щает клетки от каинат-индуцированной нейро-
токсичности, но в этом эффекте не задействованы
механизмы, связанные с модуляцией кальциево-
го гомеостаза. Более того, активность NMDA-ре-
цептора вообще не регулировалась дофамином.
В отличие от этого, мы обнаружили, что эффект
дофамина связан с NMDA-рецептором, тогда как
на кальциевый ответ при активации KA-рецепто-
ра дофамин не оказывал влияния.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе показано, что дофамин обладает ней-
ропротекторным действием против глутаматной
нейротоксичности, поскольку добавление дофа-
мина к культуре клеток гиппокампа снижает
кальциевый ответ и митохондриальную деполя-
ризацию, вызванные добавлением глутамата, и
увеличивает количество жизнеспособных клеток
после воздействия глутаматом. Мы также обнару-
жили, что дофамин, действуя через D2-подобные
рецепторы, способен активировать NMDA-ре-
цепторы и влиять на работу ГАМКергической си-
стемы.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
тересов, связанных с публикацией настоящей
статьи.

Источники финансирования. Работа выполнена
при поддержке Российского научного фонда
(проект № 22-24-01043).

Соответствие принципам этики. Работу с лабо-
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ствии с положениями “Европейской конвенции о
защите позвоночных животных, используемых
для эксперимента и других научных целей” и “Ру-
ководством по работе с лабораторными живот-
ными ИБК РАН № 57 от 30.12.2011”.
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Parkinson’s disease is associated with neuronal loss in the midbrain and the resulting development of dopa-
mine-deficient states. At the later stages of the disease, increased neuronal death is also observed in other
parts of the brain. We hypothesized that dopamine may function as a glutamate antagonist, and dopamine
deficiency may increase glutamate-induced excitotoxicity. Using rat hippocampal primary culture and f luo-
rescence microscopy, we show that dopamine reduces the amplitude of calcium response evoked by the acti-
vation of NMDA receptors but does not affect calcium signals mediated by AMPA and KA receptors. Volt-
age-gated calcium channels are also unaffected by dopamine. It was shown that the effect of dopamine de-
pends not only on NMDA receptors, but also on D2-type dopamine receptors and on the GABAA receptor.
Dopamine reduced glutamate-induced mitochondrial depolarization and improved neuronal survival in the
presence of toxic levels of glutamate. The data presented suggest a protective role of dopamine against gluta-
mate toxicity.

Keywords: dopamine, glutamate, calcium, excitotoxicity, ionotropic glutamate receptors, neuroprotection
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Изучение механизмов устойчивости опухолевых клеток к TRAIL-индуцированной гибели остается
актуальной задачей, так как данный цитокин является важным высокоизбирательным молекуляр-
ным эффектором противоопухолевого иммунитета. В нашей работе показано, что у клеток лейкоза
человека THP-1, HL-60 и K562 индукция экзогенными факторами миелоидной дифференцировки
in vitro во всех направлениях миелопоэза, кроме эритроидоподобного, повышает устойчивость к
TRAIL-индуцированной гибели, снижая экспрессию рецепторов DR4 и DR5 на клеточной поверх-
ности. Было установлено также, что ONC201, туникамицин и SAHA (субероиланилид гидроксамо-
вой кислоты), способные вызывать повышение экспрессии DR5 у лейкозных клеток, подавляли их
TRAIL-резистентность, индуцированную факторами дифференцировки. Полученные результаты
представляют интерес для разработки препаратов и стратегий для повышения эффективности лече-
ния миелоидных лейкозов.

Ключевые слова: лейкозные клетки, цитокин TRAIL, клеточная гибель, миелоидная дифференци-
ровка, резистентность
DOI: 10.31857/S023347552206010X

ВВЕДЕНИЕ

Цитокин TRAIL/Apo2L является важным
молекулярным эффектором противоопухолевого
иммунитета благодаря его высокоизбирательной
способности индуцировать рецептор-опосредо-
ванную апоптотическую гибель опухолевых, но
не здоровых клеток организма [1–6]. Однако
возникновение TRAIL резистентности у части опу-
холевых клеток ограничивает потенциал проти-
воопухолевого иммунитета и возможность ис-
пользования этого цитокина в терапии злока-
чественных заболеваний [7, 8]. Формирование
устойчивости у лейкозных клеток к противоопу-
холевому иммунитету, опосредованному действием
TRAIL, может являться одной из основных при-
чин прогрессии миелоидных лейкозов [8–11].
Поэтому на сегодняшний день актуальным явля-
ется изучение механизмов, опосредующих сни-
жение чувствительности лейкозных клеток к
TRAIL-индуцированной гибели.

Ранее нами было показано, что лейкозные
клетки в высокоплотных культурах, которые мо-
гут отражать условия клеточного микроокруже-
ния в нишах костного мозга, способны приобре-
тать резистентность к TRAIL-индуцированной
гибели на фоне формирования у них признаков,
характерных для воспалительной активации [12]
или макрофагоподобного фенотипа [13]. В то же
время появление признаков дифференцировки у
лейкозных клеток под воздействием экзогенных
стимулов соотносится с формированием у них ре-
зистентности к TRAIL-опосредованному апопто-
зу [14, 15]. Это важно учитывать при использова-
нии стратегий дифференцирующей терапии, так
как обнаружено участие дифференцированных
лейкозных клеток в рецидиве заболевания [16–18].
Кроме того, показана возможность возникнове-
ния устойчивости и рецидива миелоидного лей-
коза, обусловленная формированием злокаче-
ственных высокодифференцированных опухолевых
клонов, в том числе под воздействием используе-
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мых в клинике химиопрепаратов [19–21]. Исходя
из вышесказанного, можно предположить, что в
условиях in vivo стрессовое микроокружение кле-
ток в опухолях и/или действие на них противо-
опухолевых агентов различной природы может
способствовать приобретению лейкозными клет-
ками признаков дифференцировки, что сопряже-
но с усилением защиты лейкозных клеток от им-
мунной системы и с опухолевой прогрессией.

В данной работе мы исследовали влияние ин-
дукции дифференцировки лейкозных клеток ли-
ний THP-1, HL-60 и K562 в разных направлениях
миелопоэза на их чувствительность к TRAIL-ин-
дуцированной гибели. В работе показано, что
индукция моноцитарной, макрофагальной, грану-
лоцитарной, мегакариоцитарной, но не эритрои-
доподобной дифференцировки лейкозных клеток
in vitro повышает их устойчивость к цитотоксиче-
скому действию лиганда TRAIL. Представлены
данные об изменении экспрессии рецепторов
DR4 и DR5 у лейкозных клеток в процессе миело-
идной дифференцировки. Показана возможность
подавления TRAIL-резистентности дифферен-
цированных лейкозных клеток с помощью ин-
дукторов стресса эндоплазматического ретикулу-
ма (ЭПР-стресса).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные культуры. В работе использовали
клетки миелоидного лейкоза человека ТНР-1,
HL-60, K562, полученные из ATCC (США). Клет-
ки культивировали в среде RPMI 1640/F12 (Sigma,
США) с добавлением 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки (FBS) (Gibco, США), 80 мкг/мл
гентамицина сульфата (Sigma), 20 мкг/мл дифлю-
кана (Pfizer, США) при 37°С, в условиях 5% со-
держания СО2 в воздухе. Для индукции моноци-
тарной дифференцировки клетки ТНР-1 инкуби-
ровали с 1 мкМ транс-ретиноевой кислоты (ATRA)
(Sigma) в течение 96 ч [22]. Для индукции макро-
фагальной дифференцировки клетки ТНР-1 ин-
кубировали с 200 нM форболового эфира (PMA)
(Sigma) в течение 96 ч [23, 24]. Для индукции гра-
нулоцитарной дифференцировки клетки HL-60
инкубировали с 1 мкМ ATRA в течение 96 ч, а так-
же с 1.25% диметилсульфоксида (DMSO) (Sigma)
в культуральной среде в течение 96 ч [25–27]. Для
индукции мегакариоцитарной дифференцировки
клетки K562 инкубировали с 10 нМ PMA в тече-
ние 96 ч [28–31]. Для индукции эритроидоподоб-
ной дифференцировки клетки К562 инкубирова-
ли с 1 мМ бутирата натрия (SB) в течение 168 ч,
а также с 50 мкМ гемина (Hem) (Sigma) в течение
96 ч [32–35].

Тестирование клеточных культур на зараже-
ние микоплазмой проводили с помощью набора
MycoFluor Mycoplasma Detection Kit (ThermoFisher

Scientific, США). Заражение культур клеток ми-
коплазмой не выявлено.

Моноциты были получены из мононуклеар-
ной фракции периферической крови здоровых
доноров с использованием набора MojoSort Hu-
man Pan Monocyte Isolation Kit (BioLegend, США)
в соответствии с рекомендациями производите-
ля. Макрофаги получали из моноцитов перифе-
рической крови человека. Для этого моноциты
культивировали в среде DMEM/F12 с добавлени-
ем 10% FBS, 40 мкг/мл гентамицина при 37°С,
в условиях 5% содержания СО2 в увлажненном
воздухе. Культуральную среду заменяли на све-
жую через 3 дня после посева клеток с добавлени-
ем 2% FBS. Через 14 дней культивирования моно-
циты поляризовались в макрофаги, и их исполь-
зовали в экспериментах. Коктейль ферментов
Accutase (Sigma) применяли для отделения мак-
рофагов от поверхности культурального пластика.

Гранулоциты были получены путем центрифу-
гирования гепаринизированной периферической
крови человека в градиенте плотности с исполь-
зованием Ficoll-Paque PREMIUM 1.084 (Sigma),
1600g в течение 20 мин. После центрифугирова-
ния для выделения гранулоцитов из смеси с эрит-
роцитами применялся буфер хлорида аммония
для лизиса эритроцитов (0.155 мМ хлорид аммо-
ния; 10 мM гидрокарбонат калия, 0.1 мM EDTA
с рН 7.4). Гранулоциты культивировали в полной
ростовой среде RPMI/F12 c 10% FBS с добавлени-
ем антибиотиков при 37°С в условиях 5% содер-
жания СО2 в увлажненном воздухе.

Эритроциты и тромбоциты получали путем
центрифугирования гепаринизированной пери-
ферической крови человека при 250g в течение
15 мин. Эритроциты отбирали из слоя осажден-
ных эритроцитов, добавляли полную ростовую
среду RPMI/F12 c 10% FBS и использовали в по-
следующих экспериментах. Тромбоциты выделя-
ли из слоя плазмы, образовавшегося после цен-
трифугирования. Плазму разбавляли в соотноше-
нии 1 : 8 с фосфатно-солевым буфером (PBS) и
центрифугировали 10 мин при 1200g [36]. Осадок
тромбоцитов собирали в среду RPMI/F12 c 10%
FBS и использовали в дальнейших экспериментах.

Протокол получения белка izTRAIL. Для полу-
чения растворимой тримерной формы белка
izTRAIL был синтезирован мотив изолейциновой
“молнии” и ген izTRAIL, которые были клониро-
ваны в плазмидный вектор pET101 (Novagen,
США). Полученным вектором трансформирова-
ли клетки E. сoli BL21 (DE3) и методом микробного
синтеза с последующей очисткой металл-аффинной
хроматографией получили тримерную форму
izTRAIL с молекулярной массой около 80 кДа [6].

Иммунофенотипирование и анализ экспрессии
рецепторов к TRAIL. Для изучения экспрессии
кластеров дифференцировки (CD) клетки соби-
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рали из культуральных флаконов, отмывали в бу-
фере для окрашивания клеток (BioLegend) путем
центрифугирования при 300g 5 мин. Окрашива-
ние проводили с использованием панели моно-
клональных антител (BioLegend): APC anti-hu-
man CD11b, FITC anti-human CD11c, anti-human
CD14, PE anti-human CD36, FITC anti-human
CD45, FITC anti-human CD163, FITC anti-human
CD68, FITC anti-human CD66, PE anti-human
CD284, PE anti-human CD68, PE anti-human
CD41, PE anti-human CD61, PE anti-human
CD235a, APC anti-human CD71, PE anti-human
HLA-DR. Для анализа экспрессии TRAIL-рецеп-
торов использовали: PE anti-human TRAIL-R1
(CD261) (BD Bioscience, США), APC anti-human
CD262 (TRAIL-R2) (BioLegend), FITC Anti-hu-
man CD263 (TRAIL-R3) (BD Bioscience), PE anti-
human CD264 (TRAIL-R4) (BioLegend). Для
определения неспецифического связывания
клетки окрашивали контрольными антителами
изотипа: APC Mouse IgG1 k isotype Ctrl, FITC
Mouse IgG1 k isotype Ctrl, PE Mouse IgG1 k iso-
type, PE Mouse IgG2a k isotype, APC Mouse IgG2a
k isotype, полученными от BioLegend. Окрашива-
ние проводили при комнатной температуре в
темноте в течение 30 мин. После окрашивания
клетки фиксировали 2% раствором параформаль-
дегида. Анализ экспрессии CD проводили с по-
мощью проточного цитометра BD Accuri C6 (BD
Biosciences). Гистограммы экспрессии поверх-
ностных маркеров формировали с помощью про-
граммы FlowJo v10 (BD Biosciences).

Анализ фагоцитарной активности и ДНК цито-
метрия. Фагоцитарную активность оценивали че-
рез 2 ч инкубации клеток в ростовой среде с до-
бавлением 1 мг/мл pHrodo Green Escherichia coli
(ThermoFisher Scientific). Для контроля неспеци-
фического окрашивания клетки инкубировали с
10 мкг/мл цитохалазина D (Sigma) в течение 30 мин
в СО2-инкубаторе, затем добавляли 1 мкг/мл pHro-
do Green E. coli и продолжали инкубацию еще 2 ч.
Флуоресценцию измеряли с помощью проточно-
го цитометра BD Accuri C6. Распределение по фа-
зам клеточного цикла оценивали с помощью ана-
лиза содержания ДНК на проточном цитометре.
Для оценки содержания клеточной ДНК клетки
суспендировали в PBS, фиксировали 70% этано-
лом и окрашивали 1 мкг/мл йодида пропидия
(Sigma). Клеточный цикл анализировали с ис-
пользованием программного обеспечения Mod-
Fit LT 4.1 (Verity Software House, США).

Анализ окислительной активности и продукции
гемоглобина. Индуцируемую и конститутивную
внутриклеточную окислительную активность оце-
нивали с использованием зонда DCFH-DA (воз-
буждение: 485 нм, эмиссия: 530 нм). В начале
клетки нагружали флуоресцентным зондом путем
инкубирования в ростовой среде с 10 мкМ DCFH-
DA в течение 15 мин. Далее для оценки индуци-

бельной окислительной активности часть клеток
после нагрузки отмывали в холодном PBS и инку-
бировали в свежей среде с 500 нМ PMA в течение
30 мин. Параллельно для оценки конститутивной
продукции АФК часть клеток после нагрузки от-
мывали в холодном PBS и инкубировали в отсут-
ствие PMA в течение 30 мин. Затем клетки по-
вторно отмывали в PBS и анализировали флуо-
ресценцию с помощью проточного цитометра BD
Accuri C6. Измерение гемоглобина в клетках
К562 проводили по методике, описанной в статье
[32]. Равные количества клеток промывали хо-
лодным PBS и лизировали в течение 20 мин в ли-
зирующем буфере (0.2% Triton X-100 (Sigma) в
PBS). Лизаты центрифугировали 15 мин при
1500g, 10 мкл супернатанта инкубировали с 2 мл
раствора ТМБ (3,3',5,5'-тетраметилбензидин
(Sigma-Aldrich, США); 5 мг/мл в ледяной уксус-
ной кислоте) и c 2 мл 30% H2O2 в течение 10 мин
при комнатной температуре. Реакцию останавли-
вали добавлением раствора 0.16 М серной кислоты.
Адсорбцию измеряли при 450 нм с использовани-
ем планшетного спектрофлюориметра Infinite F200
(Tecan, Австрия). Содержание гемоглобина в пг
на клетку рассчитывали по стандартной кривой
гемоглобина и данные отображали как кратное
увеличение по сравнению с уровнем гемоглобина
в контрольных клетках К562.

Анализ цитотоксичности izTRAIL. Клетки вы-
севали в 96-луночные планшеты в количестве
5×103 клеток в 0.1 мл питательной среды на лунку.
Препараты (izTRAIL, ONC201, SAHA (субероила-
нилидом гидроксамовой кислоты) и туниками-
цин) добавляли в культуры через 24 ч после посе-
ва клеток. Цитотоксичность препаратов и их со-
четаний оценивали по соотношению количества
живых клеток в опытной и контрольной (без пре-
паратов) культурах через 24 ч после добавления
препаратов. Количество живых клеток оценивали
по восстановлению резазурина. Клеточные куль-
туры инкубировали с резазурином (30 мкг/мл) в те-
чение 4 ч при 37°С и 5% СО2, а затем измеряли ин-
тенсивность флуоресценции инкубационной
среды при длине волны возбуждения 532 нм и по-
глощения 590 нм, используя планшетный спек-
трофлуориметр Infinity F200.

Статистическая обработка данных. Результаты
представляли в виде среднего ± стандартное от-
клонение (M ± SD). Опыты проводили не менее
чем в трех повторах (n ≥ 3). Статистическую зна-
чимость отличия определяли с помощью одно-
стороннего ANOVA с последующим множествен-
ным сравнением Холма–Сидака, р < 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Результаты иммунофенотипирования лейкозных 
клеток линий ТНР-1, HL-60, K562, 

дифференцированных экзогенными факторами

Миелопоэз заключается в дифференцировке
миелоидных клеток в моноцитарном, макрофа-
гальном, гранулоцитарном, эритроидном и мега-
кариоцитарном направлениях. Ряд экзогенных
факторов могут индуцировать формирование в
лейкозных клетках признаков дифференцировки
в указанных направлениях. Каждое направление
дифференцировки характеризуется определенным
набором поверхностных маркеров и формирова-
нием специфических функций у клеток. Важней-
шим показателем дифференцировки является
изменение иммунофенотипа, т.е. приобретение
специфических поверхностных маркеров – кла-
стеров дифференцировки (CD). Иммунофеноти-
пирование клеток THP-1ATRA и ТНР-1PMA
проводили по 10 основным маркерам моноцитар-
но-макрофагальной дифференцировки в сравне-
нии с контрольными клетками ТНР-1, моноцита-
ми и макрофагами (табл. 1). Клетки THP-1ATRA
являлись положительными по основным моно-
цитарным маркерам CD11b, CD11c, CD14, CD284,
которые отсутствовали у контрольных клеток
THP-1. Процент CD68+ популяции у клеток
THP-1ATRA не отличался от моноцитов. Также
процент HLA-DR+ клеток THP-1ATRA увели-
чился до 53 ± 5% относительно 21 ± 1% у кон-
трольных клеток. Все клетки THP-1ATRA, так же
как и моноциты, являлись СD68+ в отличие от
контрольных клеток ТНР-1, у которых только
51 ± 3% клеток несли данный маркер. Нужно от-
метить, что у клеток ТНР-1ATRA также возрастал
уровень экспрессии CD64 в пересчете на клетку,
что выражалось в увеличении средней интенсив-
ности флуоресценции (СИФ) с 1465 ± 43 произ-

вольных единиц (далее пр. ед.) у ТНР-1 до 30264 ±
± 2113 пр. ед. у ТНР-1ATRA. Также наряду с уве-
личением числа клеток THP-1ATRA, несущих
СD68 и HLA-DR, возрастал уровень экспрессии
этих маркеров в пересчете на одну клетку с 2700 ±
± 172 пр. ед. до 20546 ± 3420 пр. ед. и с 814 ± 54 пр. ед.
до 3756 ± 213 пр.ед. соответственно по сравнению
с контрольными клетками ТНР-1. В отличие от
контрольных клеток ТНР-1 клетки THP-1PMA
имели маркеры СD11c, CD14, CD36, CD284, что
также характерно для макрофагов (табл. 1). Про-
цент CD11c+, а также CD14+ клеток в популяции
ТНР-1РМА был больше, чем у макрофагов. Экс-
прессия СD36 отсутствовала у контрольных кле-
ток ТНР-1 и появлялась у ТНР-1РМА, однако
процент СD36+ клеток в популяции ТНР-1PMA
был ниже, чем у макрофагов. В свою очередь,
процент CD284+ клеток у ТНР-1PMA был не-
большим и близок к тому, что выявлялся у макро-
фагов. Таким образом, клетки ТНР-1ATRA и
THP-1PMA имели различный иммунофенотип,
но у обоих клеточных вариантов наблюдалось по-
явление дифференцировочных маркеров, харак-
терных для моноцитарной и макрофагальной
дифференцировки соответственно.

Иммунофенотип клеток HL-60DMSO и HL-
60ATRA был характерным для гранулоцитопо-
добных клеток (табл. 2). У этих клеток появля-
лись маркеры CD11b, CD11c и увеличивалась суб-
популяция клеток, несущих CD66, в сравнении с
контрольными клетками HL-60. Сильнее всего
менялся иммунофенотип клеток, обработанных
ATRA. Процент клеток CD11b+ и CD66+ у них
достоверно не отличался от соответствующих
значений для гранулоцитов и включал почти всю
популяцию клеток. Количество положительных
по CD11c клеток HL-60ATRA было почти в 4 раза
больше в сравнении с клетками HL-60DMSO,

Таблица 1. Процент клеток, несущих CD-маркеры моноцитарно-макрофагальной дифференцировки, в культурах
клеток THP-1 ATRA, THP-1PMA, THP-1, у моноцитов и макрофагов

Примечание. Жирным шрифтом выделены показатели, достоверно отличающиеся от тех, что у ТНР-1.

CD THP-1 THP-1ATRA THP-1PMA Моноциты Макрофаги

Интегрин αM (CD11b) – 88 ± 1 – 93 ± 1 90 ± 3
Интегрин αX (CD11c) – 48 ± 3 90 ± 1 90 ± 2 66 ± 1
Корецептор LPS (СD14) – 26 ± 2 95 ± 1 81 ± 2 47 ± 2
SCARB3 (CD36) – – 20 ± 1 95 ± 1 97 ± 1
PTPRC (CD45) 96 ± 8 99 ± 1 99 ± 1 99 ± 1 99 ± 1
Fc-γ рецептор 1 (СD64) 95 ± 1 99 ± 1 28 ± 4 85 ± 1 55 ± 4
Макросиалин (CD68) 51 ± 3 94 ± 4 – 99 ± 1 95 ± 4
TLR4 (CD284) – 72 ± 9 15 ± 1 49 ± 6 9 ± 1
Рецептор для гемоглобин-
гаптоглобинового комплекса (СD163)

– – – 75 ± 1 –

MHC II (HLA-DR) 21 ± 1 53 ± 5 – 73 ± 1 59 ± 2
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43 ± 4% и 12 ± 1% соответственно. На клетках
HL-60DMSO выявлялась более высокая пред-
ставленность исследуемых маркеров в сравнении
с контрольными клетками HL-60, но меньшая,
чем на клетках HL-60ATRA и гранулоцитах (дан-
ные не представлены). Таким образом, хотя клет-
ки HL-60DMSO и HL-60ATRA имели одинако-
вый гранулоцитоподобный иммунофенотип, сте-
пень представленности СD11b, CD66 и СD11 на
клетках и процент клеток, положительных по
этим маркерам, были выше у клеток HL-60ATRA,
что может указывать на более выраженный диф-
ференцированный иммунофенотип этих клеток.

Мегакариоцитоподобная дифференцировка
сопровождалась появлением у клеток K562PMA
двух главных маркеров мегакариоцитов и зрелых
тромбоцитов – CD41 и CD61 [37], которые пол-
ностью отсутствовали у контрольных клеток
(табл. 3).

Экспрессия эритроидного маркера CD71 при-
суща всем клеткам эритроидного ростка, кроме
самой зрелой формы – эритроцитов, а наличие
CD235a характерно для всех эритроидных клеток,
начиная с проэритробластов [38]. Мы показали,
что популяция как дифференцированных клеток
K562Hem и К562SB, так и контрольных клеток
К562 несли данные маркеры (табл. 4). Однако
представленность этих CD маркеров, выражен-
ная в пр. ед. СИФ, на дифференцированных
клетках была выше и отличалась от того, что было
у контрольных клеток. Наибольшее значение
СИФ как для CD71, так и для CD235a среди ис-
следуемых вариантов имели клетки К562SB

(рис. 1а). Таким образом, иммунофенотип диф-
ференцированных клеток К562SB и К562Hem
выражал маркеры эритроподобной дифференци-
ровки.

Было также обнаружено, что лейкозные клет-
ки в процессе миелоидной дифференцировки
приобретают специфические функциональные
маркеры. Фагоцитоз является одной из основных
функций моноцитов и макрофагов, а наличие в
клетках THP-1ATRA и THP-1PMA мембранных
рецепторов CD14 и CD284, входящих в состав
мультимолекулярного рецепторного комплекса,
распознающего липополисахарид клеточной
стенки бактерий, указывает на потенциальную
способность данных клеток осуществлять фаго-
цитоз. Для клеток THP-1ATRA и THP-1PMA бы-
ла обнаружена высокая фагоцитарная активность
по отношению к комплексам pHrodo Green
E. coli, сопоставимая с моноцитами и макрофага-
ми, что отражено на гистограммах (рис. 1б). Для
гранулоцитов была показана высокая индуцируе-
мая окислительная активность, что также харак-
терно для клеток HL-60DMSO и HL-60ATRA, в
отличие от недифференцированных клеток HL-60
(рис. 1в). Помимо многоядерности, для мегака-
риоцитоподобных клеток K562РМА была ха-
рактерна полиплоидность, что отражается в
увеличении количества ДНК в клетках и явля-
ется маркером мегакариоцитов (рис. 1г). Основ-
ным функциональным маркером эритроидных
клеток является продукция гемоглобина [38], и у
дифференцированных клеток К562Hem, а также
у K562SB она была в несколько раз выше, чем у

Таблица 2. Процент клеток, несущих CD-маркеры гранулоцитарной дифференцировки, в культурах клеток
HL-60DMSO и HL-60ATRA, HL-60 и у гранулоцитов

CD HL-60 HL-60DMSO HL-60ATRA Гранулоциты

Интегрин αM (CD11b) – 78 ± 3 95 ± 1 99 ± 1
Интегрин αX (CD11c) – 12 ± 1 43 ± 4 94 ± 1
CEACAM3 (CD66) 41 ± 1 74 ± 10 90 ± 5 99 ± 1

Таблица 3. Процент клеток, несущих CD-маркеры мегакариоцитарной дифференцировки в культурах клеток
K562PMA, K562 и у тромбоцитов

CD K562 K562 PMA Тромбоциты

Интегрин αIIb (CD41) – 20 ± 1 99 ± 1
Интегрин β3 (CD61) – 86 ± 2 98 ± 2

Таблица 4. Процент клеток, несущих CD-маркеры эритроидной дифференцировки в культурах клеток K562Hem,
K562SB, K562 и у эритроцитов

CD K562 K562Hem K562SB Эритроциты

Рецептор трансферрина (CD71) 88 ± 9 74 ± 4 97 ± 1 –
Гликофорин А (CD235a) 99 ± 1 93 ± 3 97 ± 1 100
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контрольных клеток (рис. 2д). У K562Hem про-
дукция Hb была выше в 1.36 ± 0.03 раза, чем у кле-
ток K562, а у клеток К562SB – в 2.45 ± 0.04 раза,
что указывает на более выраженный эритроидо-
подобный фенотип клеток K562SB.

Дифференцировка лейкозных клеток экзогенными 
факторами во всех миелоидных направлениях, 

кроме эритроидного, сопровождается повышением 
их устойчивости к TRAIL-индуцированной гибели

Было установлено, что приобретение моноци-
тарно-макрофагальных черт у клеток ТНР-1 со-
провождается снижением их чувствительности к
TRAIL-индуцированной гибели. Не было обна-
ружено токсического действия белка izTRAIL да-

же в высоких концентрациях (до 1.5 мкг/мл) на
клетки ТНР-1ATRA и моноциты, что свидетель-
ствует об их TRAIL-резистентности (рис. 2а).
Аналогично, дифференцировка в макрофагопо-
добном направлении сопровождалась формиро-
ванием TRAIL-резистентности в клетках THP-
1PMA. Такая же полная TRAIL-резистентность
была характерна для макрофагов (рис. 2б). Чув-
ствительность клеток HL-60 к действию izTRAIL
также изменилась после их гранулоцитоподоб-
ной дифференцировки. Клетки HL-60DMSO и
HL-60ATRA приобрели резистентность к TRAIL-
индуцированной гибели (рис. 2в). При макси-
мальной используемой концентрации izTRAIL
(1.5 мкг/мл) 84 ± 10% клеток HL-60DMSO и 83 ±
± 2% клеток HL-60ATRA являлись нечувстви-

Рис. 1. а – Гистограммы экспрессии CD71 и СD235a на клетках К562, К562Hem и K562SB, окрашенных антителами,
конъюгированными с флуорохромами. б – Гистограммы указанных на рисунке клеток после фагоцитирования ими
флуоресцентных комплексов pHrodo Green E. сoli, представленные гистограммы являются репрезентативными для
трех независимых экспериментов. в – Конститутивная и РМА-индуцибельная окислительная активность указанных
клеток. СИФ – средняя интенсивность флуоресценции клеток, окращенных зондом DCFH-DA, выраженная в про-
извольных единицах (пр. ед.). г – Процент популяции клеток К562 и К562РМА в G0 и G1 (G0/G1), G2 и М (G2/М)
фазах клеточного цикла, а также содержащих количество ДНК большее, чем в G2/М фазах (полиплоидные клетки).
Окраска иодидом пропидия; д – Продукция гемоглобина клетками K562Hem и K562SB, выраженная как кратная та-
ковой для контрольных клеток К562. * – p <0.05 по сравнению с клетками К562.
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тельными к izTRAIL, что примерно в 4 раза боль-
ше в сравнении с клеточными культурами HL-60,
в которых было только 20 ± 1% TRAIL-нечув-
ствительных клеток.

Клетки K562 обладали повышенной в сравне-
нии c ТHP-1 и HL-60 устойчивостью к TRAIL-
индуцированной гибели. Для них концентрация
полумаксимального ингибирования (IC50) белка
izTRAIL составила 1.5 мкг/мл, т.е. максимальную
используемую дозу (рис. 2г). Дифференцирован-

ные клетки K562PMA, как и тромбоциты, были
TRAIL-резистентным (рис. 2г). В то же время
дифференцировка в эритроподобном направле-
нии клеток K562 не способствовала повышению
их TRAIL-устойчивости (рис. 2д). Клетки К562,
обработанные гемином, стали более чувствитель-
ны к izTRAIL. При концентрации белка izTRAIL
1.5 мкг/мл процент живых клеток в культурах
К562Hem был равен 30 ± 2%, а для контрольных

Рис. 2. Цитотоксическое действие izTRAIL на дифференцированные (см. материалы и методы) и не дифференциро-
ванные лейкозные клетки, указанные на рисунке.
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культур К562 и для K562SB он равнялся 52 ± 4%
(рис. 2д).

Таким образом, наши результаты показывают
повышение TRAIL-устойчивости лейкозных кле-
ток при их дифференцировке во всех миелоидных
направлениях, кроме эритроидоподобного.

Дифференцировка лейкозных клеток 
по всем миелоидным направлениям, 

кроме эритроидного, сопровождается снижением 
доли клеток, несущих DR4 и DR5

Известно, что изменение экспрессии рецепто-
ров к TRAIL на клетках влияет на их чувствитель-
ность к цитотоксическому действию данного
цитокина [1, 8]. Поэтому мы изучили, как диф-
ференцировка в миелоидном направлении лей-
козных клеток влияет на экспрессию TRAIL-
рецепторов. Было обнаружено, что изменение
TRAIL-чувствительности у дифференцирован-
ных клеток согласуется с представленностью на
них проапоптотических TRAIL-рецепторов DR4
и DR5. Экспрессия антиапоптотических рецеп-
торов TRAIL (DcR1 и DcR2) отсутствовала во
всех исследованных типах клеток. Мы проанализи-
ровали процент субпопуляций, несущих TRAIL-
рецепторы DR4 и DR5 (DR4+/DR5+), только
DR4 (DR4+/DR5–) или только DR5 (DR4–/DR5+),
а также не несущих ни один из этих рецепторов
(DR4–/DR5–), во всех дифференцированных ли-
ниях клеток и сравнили их с контрольными (не-
дифференцированными) клетками, а также с соот-
ветствующими дифференцированными клетками
организма. Для этого проводили окрашивание
клеток совместно антителами к DR4 и DR5 и ана-
лизировали сдвиг цитограммы флуоресценции
этой популяции относительно клеток, окрашен-
ных двумя контрольными изотипами. Было обна-
ружено, что в популяции THP-1ATRA по сравне-
нию с THP-1 наблюдалось значительное (p < 0.05),
более чем в 3 раза, снижение количества дважды
позитивных клеток DR4+/ DR5+ (с 67 ± 3% до
15 ± 6% соответственно), а также уменьшение попу-
ляции DR4+/DR5– с 22 ± 2% до 11 ± 1% (рис. 3а).
У моноцитов полностью отсутствовали рецепто-
ры DR5. Наиболее значимо было увеличение два-
жды негативной популяции DR4–/DR5– у кле-
ток ТНР-1ATRA (более чем в 10 раз) в сравнении
с ТНР-1, у которых только 6 ± 1% клеток не имели
ни DR4, ни DR5. У моноцитов процент популя-
ции DR4–/DR5– также был намного больше
(>17 раз), чем у ТНР-1 клеток. У макрофагоподоб-
ных клеток ТНР-1РМА и макрофагов было выяв-
лено полное отсутствие популяции DR4+/DR5+.
У клеток ТНР-1РМА полностью отсутствовали ре-
цепторы DR4. Большинство клеток ТНР-1РМА
(85 ± 1%), а также макрофагов (98 ± 1%) не имели
проапоптотических рецепторов (рис. 3б).

При гранулоцитоподобной дифференцировке
мы также обнаружили потерю рецепторов DR4 и
DR5 (рис. 3в). Было установлено, что для 75 ±
± 10% гранулоцитов характерно одновременное
отсутствие обоих рецепторов на клетках. Тенденция
к увеличению дважды негативной DR4–/DR5– по-
пуляции наблюдалась у HL-60DMSO (72 ± 1%) и
у HL-60ATRA (43 ± 1%). У контрольных клеток
HL-60 данная популяция составляла только 16 ± 5%,
а большинство клеток (51 ± 6%) несли оба ре-
цептора DR4 и DR5 на своей мембране. У кле-
ток HL-60ATRA популяция DR4+/DR5+ была
вдвое меньше, чем у контрольных клеток, а у
HL-60DMSO она составляла всего 5 ± 1% отно-
сительно общего числа.

У мегакариоцитоподобных клеток K562PMA
также наблюдалось изменение в экспрессии DR4
и DR5. Мы выявили, что в клеточной культуре
K562PMA был снижен процент DR4+/DR5+ и
повышен процент DR4–/DR5– клеток в сравне-
нии с контрольными K562. Так, субпопуляция
клеток DR4+/DR5+ у К562РМА составила 29 ±
± 3%, а у контрольных К562 – в 2 раза больше,
59 ± 2%. Вместе с тем, процент дважды негатив-
ных клеток DR4–/DR5– составил 29 ± 2% в попу-
ляции К562РМА и 7 ± 1% у клеток К562 (рис. 3г).
Литературные данные показывают наличие у тром-
боцитов экспрессии DR4 и DR5 [39, 40], однако
мы не обнаружили популяций, несущих данные
рецепторы, что согласуется с полной резистент-
ностью тромбоцитов к izTRAIL.

Дифференцировка клеток К562 в эритроидо-
подобном направлении также сопровождалась
изменением в экспрессии DR4 и DR5, что отра-
жено на рис. 3д. Обнаружено достоверное сниже-
ние количества клеток популяции DR4+/DR5+
в 2.5 раза у К562Hem и в 5 раз у К562SB в сравне-
нии с контрольными клетками. Вместе с тем,
выявлено увеличение процента клеток, несущих
только DR5 у дифференцированных клеток. Так,
популяция DR4–/DR5+ составила 70 ± 2% у кле-
ток K562Hem, 83 ± 3% у клеток К562SB и досто-
верно меньшую величину 16 ± 1% у контрольных
клеток К562 (рис. 3д). Популяция клеток, не не-
сущих ни один из апоптотических рецепторов к
TRAIL, полностью отсутствовала у обоих вариан-
тов дифференцированных клеток, а у контроль-
ных клеток К562 составила всего 7 ± 1%.

Таким образом, повышение устойчивости к
TRAIL-индуцированной гибели у лейкозных кле-
ток, дифференцированных во всех миелоидных
направлениях, кроме эритроидоподобного, со-
провождалось снижением экспрессии проапо-
птотических TRAIL-рецепторов на клеточной
поверхности.
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Рис. 3. Процент клеток, которые экспрессируют TRAIL-рецепторы DR4 и DR5 (DR4+/DR5+), только DR4
(DR4+/DR5–) или только DR5 (DR4–/DR5+) или ни DR4, ни DR5 (DR4–/DR5–): а – в популяциях THP-1,
THP-1ATRA и моноцитов; б – в популяциях THP-1PMA в сравнении с THP-1 и макрофагами; в – в популяциях
HL-60DMSO и HL-60ATRA в сравнении с Hl-60 и гранулоцитами; г – в популяциях клеток К562РМА и K562 в срав-
нении с тромбоцитами; д – в клетках K562Hem, K562SB в сравнении с К562 и эритроцитами; * – p < 0.05 по сравнению
с соответствующими контрольными клетками.
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Индукторы ЭПР-стресса повышают 
чувствительность дифференцированных лейкозных 

клеток к TRAIL-индуцированной гибели

Мы показали, что миелоидная дифференци-
ровка лейкозных клеток в моноцитоподобном,
макрофагоподобном, гранулоцитоподобном и
мегакариоцитоподобном, но не в эритроидопо-
добном, направлениях сопровождалась приобре-
тением устойчивости к TRAIL-индуцированной
гибели и снижением экспрессии рецепторов DR4
и DR5. Следовательно, сама представленность
проапоптотических TRAIL-рецепторов может
опосредовать устойчивость к TRAIL у лейкозных
клеток при миелоидной дифференцировке. Мы
оценили возможность применения препаратов,
вызывающих ЭПР-стресс (ONC201, туниками-
цин и SAHA), для сенситизации дифференциро-
ванных лейкозных клеток к цитотоксическому
действию TRAIL, так как известна их способ-
ность индуцировать экспрессию DR5 [41–43].
Были подобраны такие концентрации данных ве-
ществ, которые наряду с минимальной токсично-
стью, оказываемой на лейкозные клетки, вызы-
вали наиболее выраженный цитотоксический
эффект при совместном применении с izTRAIL.
Было установлено, что все три препарата досто-
верно повышали чувствительность моноцитопо-
добных клеток THP-1ATRA к действию izTRAIL
(рис. 4а). При совместном применении izTRAIL и
ONC201, 69 ± 5% этих клеток были чувствитель-
ны к TRAIL-индуцированной гибели. Аналогич-
но, совместное применение izTRAIL c туниками-
цином или с SAHA индуцировало гибель 57 ± 3%
и 64 ± 1% клеток ТНР-1ATRA соответственно
(рис. 4а). Также применение этих индукторов
ЭПР-стресса повышало чувствительность макро-
фагоподобных клеток ТНР-1РМА к TRAIL-опо-
средованной гибели (рис. 4б). Наибольший эф-
фект сенситизации этих макрофагоподобных
клеток к izTRAIL оказал туникамицин. Его при-
менение более чем в 5 раз увеличило цитотоксич-
ность izTRAIL, уменьшив количество живых кле-
ток с 96 ± 4% до 18 ± 6%. Наименьший эффект
оказал ОNC201, который уменьшил TRAIL-
устойчивость клеток ТНР-1РМА в 1.5 раза. При-
менение SAHA в 8 раз повысило чувствитель-
ность клеток ТНР-1РМА к izTRAIL, однако для
этого потребовалось добавить SAHA в слаботок-
сичной концентрации. В отношении мегакарио-
цитоподобных клеток К562 SAHA оказал наибо-
лее значимый эффект сенситизации к TRAIL-
индуцированной гибели среди применяемых
препаратов. SAHA снизил количество TRAIL-ре-
зистентных клеток К562РМА с 92 ± 5% до 62 ± 2%
в популяции (рис. 4в). Эффект ONC201 и туника-
мицина был менее значимым. Количество TRAIL-
устойчивых клеток К562РМА при применении
ONC201 снизилось до 75 ± 2%, а при воздействии
туникамицина – до 76 ± 5% клеток. Гранулоцито-

подобные HL-60ATRA и HL-60DMSO клетки от-
вечали на сенситизацию к izTRAIL различными
индукторами ЭПР-стресса по-разному. SAHA
оказал выраженный сенсибилизирующий эф-
фект к TRAIL у клеток HL-60ATRA. Применение
этого агента увеличило число чувствительных к
TRAIL клеток до 63 ± 2%, а использование
ONC201 и туникамицина повысило чувствитель-
ность только у 38 ± 2% и 21 ± 3% клеток HL-60AT-
RA соответственно (рис. 4г). SAHA не оказал ка-
кого-либо эффекта на чувствительность клеток
HL-60DMSO (рис. 4д). На данные гранулоцито-
подобные клетки близкий сенсибилизирующий
эффект оказали ONC201 и туникамицин. После
их применения 31 ± 2% и 23 ± 1% клеток соответ-
ственно приобрели чувствительность к TRAIL-
индуцированной гибели.

Таким образом, мы выявили, что использо-
вание индукторов ЭПР-стресса, модулирующих
экспрессию TRAIL рецепторов, способствовало
повышению чувствительности клеток, диффе-
ренцированных в миелоидном направлении. Это
указывает на то, что приобретение устойчивости
к TRAIL-индуцированной гибели данных клеток
может быть связано с изменением экспрессии
TRAIL-рецепторов.

Индукторы ЭПР-стресса повышают экспрессию 
DR5 у лейкозных клеток, дифференцированных

в миелоидном направлении

Для оценки механизма сенситизации диффе-
ренцированных лейкозных клеток к TRAIL-ин-
дуцированной гибели было выполнено исследо-
вание влияния препаратов ONC201, туникамици-
на и SAHA на представленность рецепторов DR4
и DR5 на этих клетках. Оказалось, что эффект
сенситизации к TRAIL-индуцированной гибели
указанными агентами сочетался с повышением
экспрессии рецептора DR5 на всех исследован-
ных лейкозных клетках, дифференцированных в
миелоидном направлении (рис. 5). Причем у всех
клеток наблюдалась тенденция увеличения числа
популяции DR4–/DR5+ и снижения количества
дважды негативных DR4–/DR5– клеток. У мо-
ноцитоподобных клеток ТНР-1ATRA туниками-
цин вызвал достоверное повышение процента
DR4–/DR5+ клеток (с 10 ± 2% до 45 ± 1%) и
уменьшение популяции DR4–/DR5– клеток (с
54 ± 8% до 30 ± 5% клеток) (рис. 5а). Эффекты,
оказываемые ONC201 и SAHA на экспрессию
DR4 и DR5 в клетках THP-1ATRA, были менее
выражены, чем у туникамицина. Хорошо выра-
женный и схожий эффект повышения экспрес-
сии DR4 и DR5 на макрофагоподобных клетках
THP-1PMA оказали туникамицин и SAHA, но не
ONC201 (рис. 5б). Туникамицин и SAHA повыша-
ли процент DR4–/DR5+ клеток THP-1PMA с
40 ± 5% в контроле (без ингибиторов) до 70 ± 1%



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 39  № 6  2022

МИЕЛОИДНАЯ ДИФФЕРЕНЦИРОВКА ПОВЫШАЕТ УСТОЙЧИВОСТЬ 467

Рис. 4. Сенсибилизация дифференцированных лейкозных клеток к цитотоксическому действию izTRAIL индуктора-
ми ЭПР-стресса. a – THP-1ATRA совместно со 100 мкМ ONC201, 3.3 мкМ туникамицина (Tm) и 100 мкМ SAHA;
б – THP-1PMA совместно со 100 мкМ ONC201, 1 мкМ туникамицина (Tm) и 33 мкМ SAHA; в – K562PMA совместно
со 100 мкМ ONC201, 3.3 мкМ туникамицина (Tm) и 33 мкМ SAHA; г – HL-60ATRA совместно с 10 мкМ ONC201,
3.3 мкМ туникамицина (Tm) и 100 SAHA; д – HL-60DMSO совместно с 10 мкМ ONC201, 1.1 мкМ туникамицина (Tm)
и 11 мкМ SAHA; * – p <0.05 по сравнению с эффектом только индуктора ЭПР-стресса.
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и 63 ± 3% (с ингибиторами) соответственно и
уменьшали процент DR4–/DR5– клеток с 50 ± 4% в
контроле до 28 ± 2% и 35 ± 2% соответственно.
Аналогично, достоверно значимый эффект на
экспрессию DR4 и DR5 у мегакариоцитоподоб-
ных клеток К562РМА оказали туникамицин и
SAHA в противоположность ONC201 (рис. 5в).
Туникамицин и SAHA повысили в 2 раза количе-
ство клеток K562PMA, несущих только DR5, c
41 ± 1% в контроле до 81 ± 2% и 82 ± 2% соответ-
ственно. В то же время данные препараты умень-
шили процент DR4–/ DR5– клеток K562PMA
более чем в 2 раза, с 29 ± 2% до 12 ± 2% и 11 ± 1%
соответственно. Применение индукторов ЭПР-
стресса также отразилось в изменении экспрессии
DR5 у гранулоцитоподобных клеток HL-60ATRA
и HL-60DMSO. У клеток HL-60ATRA наиболь-
ший эффект на экспрессию рецепторов оказал
туникамицин (рис 5г). Туникамицин индуциро-
вал в культуре клеток HL-60ATRA увеличение по-
пуляции DR4–/DR5+ почти в 4 раза, с 20 ± 1% до
71 ± 1% клеток, а также уменьшение популяции
дважды негативных клеток с 43 ± 1% до 18 ± 1%.
В клетках HL-60DMSO все три препарата оказали
одинаковый эффект на экспрессию DR5, а имен-
но повысили количество клеток DR4–/DR5+ по-
чти в 3 раза и уменьшили число DR4–/DR5– кле-
ток более чем в 1.5 раза (рис. 5д).

Полученные результаты указывают на то, что
механизм повышения TRAIL-устойчивости лей-
козных клеток, дифференцированных в миело-
идном направлении, связан с уменьшением пред-
ставленности на них рецепторов DR4 и DR5.
В свою очередь, препараты ONC201, туниками-
цин, а также SAHA способствуют подавлению
TRAIL-резистентности дифференцированных в ми-
елоидном направлении лейкозных клеток, повышая
экспрессию проапоптотического TRAIL-рецептора
DR5 на клеточной поверхности.

ОБСУЖДЕНИЕ
Литературные данные о способности лейкоз-

ных клеток in vivo дифференцироваться с приоб-
ретением более “злокачественного” фенотипа
[16, 18–21], а также о подавлении TRAIL-чув-
ствительности дифференцированных лейкозных
клеток [13–15] предполагают участие механизма
дифференцировки лейкозных клеток в повыше-
нии их резистентности к TRAIL-индуцирован-
ной гибели.

На различных моделях дифференцировки лей-
козных клеток in vitro в работе установлено, что
повышение устойчивости к TRAIL-индуциро-
ванной гибели характерно для лейкозных клеток,
дифференцированных во всех исследуемых на-
правлениях миелопоэза, кроме эритроидоподоб-
ного, независимо от индуцирующего агента. По-
мимо этого мы обнаружили тенденцию к умень-

шению экспрессии рецепторов DR4 и DR5, а
также увеличение числа клеток, не несущих ни
один из проапоптотических TRAIL-рецепторов,
во всех дифференцированных лейкозных клет-
ках, кроме эритроидоподобных. Можно сказать,
что дифференцировка в эритроидоподобном на-
правлении сопровождалась перераспределением
экспрессии TRAIL-рецепторов внутри популя-
ции DR4/DR5-позитивных клеток, так как число
клеток в популяции DR4+/DR5+ снижалось на-
ряду с увеличением числа клеток, обладающих
только DR5. Это согласуется с повышением чув-
ствительности к TRAIL у клеток K562 при диф-
ференцировке гемином, что опосредуется сниже-
нием уровня экспрессии сFLIP [44]. Отсутствие
эффекта повышения TRAIL-устойчивости при
эритроидоподобной дифференцировке клеток
K562 может быть связано с особой ролью TRAIL
как физиологического ингибитора эритропоэза.
Известно, что присутствие рецептора эритропоэ-
тина (EpoR) на клеточной мембране может повы-
шать устойчивость эритроидных клеток к дей-
ствию TRAIL независимо от экспрессии DR4 и
DR5 через Epo-зависимую регуляцию внутрикле-
точного уровня протеинкиназы Cϵ (PKCϵ), кото-
рая влияет на экспрессию модулятора апоптоза
BCL-2 [45, 46]. В то же время, экспрессия рецеп-
торов DR4 и DR5 остается важной для негативной
регуляции эритропоэза через TRAIL-опосредо-
ванную активацию ERK 1/2-зависмого сигнально-
го пути. Так, у зрелых эритробластов совместно
со снижением экспрессии EpoR уменьшается
также экспрессия DR4 и DR5, что приводит к
формированию TRAIL-резистентности [47, 48].
Таким образом, для эритроидной дифференци-
ровки свойственно снижение чувствительности к
TRAIL, однако эта тенденция не постоянна и не
всегда коррелирует со снижением проапоптоти-
ческих TRAIL-рецепторов. По-видимому, фено-
тип клеток K562 при обработке бутиратом натрия
или гемином не обладает достаточно высокой
степенью дифференцировки, нужной для форми-
рования резистентности к TRAIL-индуцирован-
ной гибели.

В связи с полученными результатами о зависи-
мости экспрессии DR4 и DR5 от степени диффе-
ренцировки лейкозных клеток мы оценили воз-
можность повышения TRAIL-чувствительности
лейкозных клеток посредством стимуляции на
них экспрессии проапоптотических TRAIL-ре-
цепторов. Было выявлено, что такие вещества,
как ONC201, туникамицин и SAHA, достоверно
повышали чувствительность к цитотоксическому
действию TRAIL у дифференцированных лейкоз-
ных клеток, увеличивая процент клеток, несущих
рецепторы DR5, совместно со снижением попу-
ляции клеток DR4–/DR5–, которые заведомо яв-
ляются резистентными к TRAIL. При всех вариан-
тах миелоидной дифференцировки туникамицин
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Рис. 5. Влияние индукторов ЭПР-стресса на процент субпопуляций клеток, которые экспрессируют TRAIL-рецепторы DR4
и DR5 (DR4+/DR5+), только DR4 (DR4+/DR5–) или только DR5 (DR4–/DR5+) или ни DR4, ни DR5 (DR4–/DR5–):
a –ТНР-1ATRA, 100 мкМ ONC201, 3.3 мкМ туникамицина (Tm) и 100 мкМ SAHA; б –ТНР-1PMA, 100 мкМ ONC201,
1 мкМ Tm и 33 мкМ SAHA; в – K562PMA, 100 мкМ ONC201, 3.3 мкМ Tm и 33 мкМ SAHA; г – HL-60ATRA, 10 мкМ ONC201,
3.3 мкМ Tm и 100 мкМ SAHA; д – HL-60ATRA, 10 мкМ ONC201, 1.1 мкМ Tm и 11 мкМ SAHA. * – p < 0.05 в сравнении с кон-
тролем (без индуктора).
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наиболее значительно повышал экспрессию
DR5. Известны перекрестные взаимодействия
между UPR (unfolded protein response) сигналь-
ным путем, который запускает ЭПР-стресс, и
DR-cигналингом [49]. Например, сенсибилизи-
рующее к TRAIL действие туникамицина связано
с вызванной ЭПР-стрессом PERK- и CHOP-опо-
средованной индукцией экспрессии DR5 [41, 42,
50, 51]. Повышение экспрессии DR5 при дей-
ствии ONC201 и SAHA связано с активацией тран-
скрипционных факторов ATF4, CHOP, Foxo3a,
которые являются регуляторами транскрипции
гена DR5 [43, 54–57], в том числе через запуск
ЭПР-стресса [52, 53]. Возможность подавления
TRAIL-резистентности лейкозных клеток, имею-
щих дифференцированный фенотип, с помощью
применения индукторов ЭПР-стресса представ-
ляет интерес для разработки стратегий повыше-
ния чувствительности лейкозных клеток к
TRAIL-опосредованному иммунному надзору и
для создания препаратов на основе рекомбинант-
ных белков TRAIL.

Таким образом, полученные результаты пока-
зывают, что дифференцировка лейкозных клеток
в миелоидном направлении, за исключением
эритроидоподобного, повышает их TRAIL-рези-
стентность, подавляя экспрессию рецепторов
DR4 и DR5 на их поверхности, а индукторы экс-
прессии рецепторов DR5 способны подавлять
TRAIL-резистентность дифференцированных лей-
козных клеток.
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Death by Reducing the Expression of DR4 and DR5 Receptors
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Studying the mechanisms of resistance of tumor cells to TRAIL-induced death remains an urgent task, since
this cytokine is an important highly selective molecular effector of antitumor immunity. Our work has shown
that human leukemia cells THP-1, HL-60, and K562, as a result of induction of myeloid differentiation in
them by exogenous factors in vitro in all directions of myelopoiesis, except for erythroid, increase their resis-
tance to TRAIL-induced death by reducing the expression of receptors DR4 and DR5 on the cell surface. It
was also found that ONC201, tunicamycin, and SAHA (hydroxamic acid suberoylanilide), capable of induc-
ing an increase in DR5 expression on leukemia cells, suppressed their TRAIL resistance induced by differen-
tiation factors. The results obtained are of interest for the development of drugs and strategies to improve the
effectiveness of the treatment of myeloid leukemia.
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Воспаление – защитно-приспособительная реакция организма, многие триггеры и медиаторы ко-
торой воздействуют на рецепторы, локализованные на клеточной мембране. Поэтому соединения,
изменяющие свойства клеточной мембраны, могут влиять на воспалительный процесс. В проведен-
ном исследовании оценено влияние производного адамантана N-(2-адамантил)-гексаметиленими-
на гидрохлорида (гимантана) на фосфолипазу А2 (КФ 3.1.1.4., ФЛА2) – фермент, под действием ко-
торого из фосфолипидов образуется предшественник простагландинов и лейкотриенов арахидоно-
вая кислота, и циклооксигеназу-2 (КФ 1.14.99.1., ЦОГ-2), под действием которой при воспалении
из арахидоновой кислоты образуются провоспалительные простагландины. Установлено, что при
остром экссудативном воспалении у мышей гимантан снижает повышенную активность ФЛА2, но
не влияет на уровень ЦОГ-2. Мы также показали, что курсовое превентивное применение препара-
та в течение 10 дней (1 раз в день) как при внутрибрюшинном введении (10 мг/кг), так и накожном
нанесении в лекарственной форме для наружного применения (5% гель) способствует усилению
противовоспалительного эффекта гимантана, что может быть обусловлено его влиянием на запуск
воспалительного процесса и вследствие этого на активность ФЛА2.

Ключевые слова: производные адамантана, гимантан, фосфолипаза А2, циклооксигеназа-2, экссу-
дативное воспаление, мыши
DOI: 10.31857/S0233475522060068

ВВЕДЕНИЕ
Воспаление является защитно-приспособи-

тельной реакцией организма в ответ на поврежде-
ние тканей и/или действие патогенного раздра-
жителя. Хотя воспаление направлено на локали-
зацию и уничтожение патогенных факторов,
участвующие в воспалительном ответе медиато-
ры и клетки могут вызвать повреждение здоровых
тканей [1, 2]. Многие рецепторы триггеров воспа-
ления (несколько Toll-подобных рецепторов) и
медиаторов воспаления (простагландинов, лей-
котриенов, интерлейкинов и хемокинов) локали-
зованы на клеточной мембране. Структурно-
функциональное состояние мембранно-рецеп-
торных комплексов обеспечивается липидными
рафтами [3]. Оказывая действие на фосфолипиды
клеточной мембраны, в частности изменяя их
жирнокислотный состав, можно влиять на ли-
пидные рафты и способность белков переме-
щаться в плоскости мембраны и, следовательно,
на запуск воспалительного процесса [4]. Ряд вто-
ричных мессенджеров, таких как лизофосфоли-

пиды, диацилглицерин и способные проявлять
противовоспалительную активность эндоканна-
биноиды, образуется из фосфолипидов клеточ-
ной мембраны, а высвобождаемые из фосфоли-
пидов полиненасыщенные жирные кислоты слу-
жат субстратом для циклооксигеназы (ЦОГ),
липооксигеназы (ЛОГ) и цитохрома P450. Обра-
зующиеся из арахидоновой кислоты под действи-
ем ЦОГ и ЛОГ соответственно простагландины и
лейкотриены являются хорошо описанными ме-
диаторами воспаления [4].

Соединения, обладающие активностью в от-
ношении клеточных мембран, могут влиять на
воспалительную реакцию. Так, производное кар-
касного углеводорода адамантана N-(2-адамантил)-
гексаметиленимина гидрохлорид (гимантан) про-
являет мембранотропные свойства, в частности,
повышает заряд мембран эритроцитов [5] и обла-
дает противовоспалительной активностью. Про-
тивовоспалительная активность гимантана выяв-
лена на моделях острого экссудативного воспале-
ния как при однократном внутрибрюшинном
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введении [6, 7], так и накожном нанесении в ле-
карственной форме для наружного применения
(5% гель) [8].

Цель данной работы состояла в исследовании
способности гимантана влиять на активность
фосфолипазы А2 (КФ 3.1.1.4., ФЛА2) и уровень
ЦОГ-2 (КФ 1.14.99.1.) при экссудативном воспа-
лении, а также в оценке его действия на вызван-
ный конканавалином А отек лапы у мышей при
внутрибрюшинном введении раствора субстан-
ции гимантана и накожном нанесении гимантана
в лекарственной форме для наружного примене-
ния при однократном и курсовом (10 дней) при-
менении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Использовали половозрелых аут-
бредных мышей-самцов массой 26–29 г, полу-
ченных из питомника лабораторных животных
филиала “Столбовая” ФГБУН НЦБМТ ФМБА.
Организацию и проведение работ осуществляли в
соответствии с ГОСТ 33216–2014 “Руководство
по содержанию и уходу за лабораторными живот-
ными. Правила содержания и ухода за лаборатор-
ными грызунами и кроликами”, ГОСТ 33215–2014
“Руководство по содержанию и уходу за лабора-
торными животными. Правила оборудования по-
мещений и организации процедур” и Директивой
2010/63/EU Европейского парламента и Совета
Европейского союза от 22 сентября 2010 года по
охране животных, используемых в научных це-
лях. Проведение экспериментов одобрено Ко-
миссией по биомедицинской этике ФГБНУ
“НИИ фармакологии имени В.В. Закусова”.

Дозы, способы введения. Гимантан (субстан-
ция) синтезирован и предоставлен химико-тех-
нологической лабораторией ФГБНУ “НИИ фар-
макологии имени В.В. Закусова”; лекарственная
форма гимантана для наружного применения (5%
гель, состав: гимантан – 2.5 г, гидроксипропил-
метилцеллюлоза – 1.0 г, нипагин – 0.075 г, нипа-
зол – 0.025 г, диметилсульфоксид – 5.0 г, вода
очищенная до 50.0 г) разработана и предоставле-
на лабораторией готовых лекарственных форм
ФГБНУ “НИИ фармакологии имени В.В. Заку-
сова”.

Модель уксусного перитонита у мышей. Уксус-
ный перитонит у мышей моделировали путем
внутрибрюшинного введения 1% раствора уксус-
ной кислоты (из расчета 1 мл раствора на 100 г
массы тела) [9]. Гимантан в дозе 20 мг/кг вводили
внутрибрюшинно за 40 мин до индукции воспа-
ления. Также за 40 мин до введения раствора ук-
сусной кислоты мышам контрольных групп –
группе пассивного контроля (мышам которой не
вводили раствор уксусной кислоты, а вместо него
вводили эквивалентный объем растворителя –

физиологического раствора) и группе активного
контроля (мышам вводили раствор уксусной кис-
лоты) внутрибрюшинно вводили растворитель –
физиологический раствор в объеме 10 мл/кг
массы тела. Через 3 ч после введения раствора ук-
сусной кислоты или физиологического раствора
мышей подвергали эвтаназии методом церви-
кальной дислокации и в брюшную полость жи-
вотных вводили 3 мл натрий-фосфатного буфера
(4°C, pH 7.4), делали легкий массаж брюшной
стенки и собирали перитонеальную жидкость.
Супернатант перитонеальной жидкости получа-
ли центрифугированием при 5000 об/мин в тече-
ние 15 мин на центрифуге-встряхивателе меди-
цинской СМ-70М-07 с 36-местным универсаль-
ным угловым ротором (производитель – ELMI
лабораторное оборудование) и до проведения
биохимического исследования хранили при тем-
пературе –20°С.

Модель отека, вызванного конканавалином А,
у мышей. Отек лапы у мышей вызывали субплан-
тарным введением (в подушечку задней̆ стопы)
раствора конканавалина А (Кон А, Sigma-Aldrich)
в дозе 100 мкг/20 г массы тела (концентрация рас-
твора 5 мг/мл), в контралатеральную конечность
мышам вводили эквивалентный объем изотони-
ческого раствора натрия хлорида [10]. Через 1 ч
после введения Кон А мышей подвергали эвтана-
зии методом цервикальной дислокации, опреде-
ляли массу задних лап и подсчитывали индекс ре-
акции воспаления (Ир) по формуле:

где Роп – масса стопы задней лапы, в подушечку
которой вводили Кон А, Рк – масса стопы задней
лапы, в подушечку которой вводили изотониче-
ский раствор натрия хлорида.

В ФГБНУ “НИИ фармакологии имени В.В. За-
кусова” разработана лекарственная форма ги-
мантана для наружного применения, и ее исполь-
зование у грызунов с моделями экссудативного
воспаления лап позволяет оценить действие изу-
чаемого производного адамантана при непосред-
ственном нанесении в область повреждения тка-
ней. Ввиду этого в эксперимент по оценке дей-
ствия гимантана на выраженность экссудативной
воспалительной реакции у мышей с вызванным
Кон А отеком лапы включены группы мышей,
которым гимантан как вводили внутрибрюшин-
но, так и наносили в виде лекарственной формы
для наружного применения накожно на заднюю
лапу животных.

Оценку влияния гимантана при внутрибрю-
шинном введении и наружном нанесении в виде
5% гелевой лекарственной формы на вызванное
Кон А воспаление проводили в двух эксперимен-
тах при превентивном применении препарата:
однократном или курсовом (10 дней), при кото-

р оп к кИ (Р Р ) 100% Р ,= − ×
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ром последнее применение препарата осуществ-
ляли за 1 ч до индукции воспаления. В первом
эксперименте изучали противовоспалительное
действие гимантана при однократном внутри-
брюшинном введении в дозах 10 и 20 мг/кг или
при однократном нанесении на лапу 5% геля; во
втором опыте гимантан вводили внутрибрю-
шинно в дозе 10 мг/кг или наносили наружно
(5% гель) ежедневно 1 раз в сутки в течение 10 дней.
Животным контрольных групп обеих экспери-
ментальных серий внутрибрюшинно вводили
физиологический раствор однократно или в тече-
ние 10 дней соответственно схеме применения
препаратов. В день проведения экспериментов
гимантан животным вводили внутрибрюшинно
или наносили наружно в виде 5% геля за 1 ч до
субплантарного введения раствора Кон А.

Определение активности фосфолипазы А2 (ФЛА2)
в перитонеальном экссудате. Определение актив-
ности ФЛА2 осуществляли флуориметрически.
В качестве субстрата для ФЛА2 использовали
умбеллифериларахидонат (Sigma-Aldrich, США).
Гидролиз субстрата регистрировали по приросту
флуоресценции при 460 нм (возбуждение при 380
нм) на микропланшетном ридере Varioscan LUX
(ThermoFisher, США). Интенсивность флуоресцен-
ции коррелировала с количеством образующегося
7-гидроксикумарина. Количество гидролизован-
ного субстрата определяли по калибровочной кри-
вой, построенной по стандарту 7-гидроксикума-
рина. Субстрат готовили, смешивая 0.1 мкМ
умбеллифериларахидоната с 0.9 мкМ 1-олеоил-2-
стеароил-sn-3-фосфохолином в хлороформе. Рас-
творитель удаляли в токе азота. Липидную пленку
ресуспендировали до конечной концентрации в
1 мл 10 мМ буферного раствора HEPES (pH 7.0),
содержащего 0.1 мМ EDTA, и смесь обрабатыва-
ли ультразвуком (22 кГц, ультразвуковой дезин-
тегратор УЗДН-1 У 4.2 № 242-1974, ТУ 25-05-
1375-73, СССР) в течение 3–5 мин. Полученную
суспензию разводили в 10 раз перед использова-
нием в 1 мл буфера, содержащего 50 мМ Трис-
HCl (pH 8.0), 0.1 мМ EDTA, 1.1 мМ CaCl2 при
30°С в микропланшетном ридере. Скорость соль-
волиза умбеллифериларахидоната мониториро-
вали в течение 2–3 мин до начала реакции, ко-
торую запускали добавлением 100 мкл перито-
неальной жидкости. Скорость ферментативной
реакции рассчитывали после вычитания скоро-
сти сольволиза. Реакцию останавливали добавле-
нием 5 мМ EGTA, 1 мМ дитиотреитола и 10 мМ
глицерина с последующей обработкой ультразву-
ком [11].

Определение уровня ЦОГ-2 в перитонеальном
экссудате. Определение уровня ЦОГ-2 в перито-
неальном экссудате у мышей осуществляли мето-
дом иммуноферментного анализа, используя на-
бор фирмы Calbiochem (CBA053), на микроплан-

шетном ридере Varioscan LUX (ThermoFisher).
Набор фирмы Calbiochem (CBA053) включает в
себя 96-гнездный микропланшет, покрытый мо-
ноклональными анти-ЦОГ-2 антителами (Sigma-
Aldrich), конъюгаты козьего антимышиного IgG,
пероксидазу и специальный раствор для останов-
ки реакции. Стандарты и образцы добавляют в
ячейки, где ЦОГ-2 связывается с антителами. До-
бавление субстрата для пероксидазы 5,5'-тетра-
метилбензидина (Sigma-Aldrich) приводит к об-
разованию синей окраски. Реакцию останавлива-
ют специальным раствором, содержащим 0.1 н
серную кислоту.

Измеряли оптическую плотность при 450 нм с
длиной волны сравнения 595 нм на микроплан-
шетном ридере Varioscan LUX (ThermoFisher).
Уровень ЦОГ-2 вычисляли по стандартной кри-
вой, выполненной для стандарта рекомбинант-
ной ЦОГ-2 (Sigma-Aldrich). При определении ко-
личества фермента в исследуемых образцах ис-
пользовали 100 мкл перитонеальной жидкости
(приблизительно 2–5 мг/мл общего белка).

Статистическую обработку результатов экспе-
риментов проводили с помощью языка програм-
мирования R версии 3.5.1 [12]. Нормальность
распределения данных проверяли критерием
Шапиро–Уилка с последующей оценкой межгруп-
пового равенства дисперсий критерием Бартлет-
та. При наличии нормального распределения в
группах и равенства дисперсий для дальнейшей
статистической обработки использовали диспер-
сионный анализ (ANOVA) и критерий Ньюмена–
Кейлса, при их отсутствии – критерий Краскела–
Уоллиса и критерий Манна–Уитни. Различия
между группами считали статистически значи-
мыми при p ≤ 0.05. Результаты на рисунках пред-
ставлены в зависимости от использования пара-
метрических или непараметрических методов
анализа: в случае применения параметрической
статистики – как среднее ± стандартное отклоне-
ние; в случае анализа непараметрическими мето-
дами – в виде боксплотов. Рисунки выполнены с
помощью программы GraphPad Prism V. 8.4.3.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные ранее экспериментальные дан-

ные свидетельствуют о том, что гимантан, как и
ингибирующие ЦОГ нестероидные противовос-
палительные препараты, эффективен на моделях
экссудативного воспаления [5–8]. Поэтому в
проводимом нами исследовании активность ФЛА2,
уровень ЦОГ-2 и влияние гимантана на эти по-
казатели оценивали у мышей с уксусным пери-
тонитом – моделью острого экссудативного вос-
паления, позволяющей получить для анализа
достаточный объем биологического материала –
перитонеального экссудата. Результаты прове-
денного эксперимента свидетельствуют о том,



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 39  № 6  2022

ВЛИЯНИЕ ГИМАНТАНА НА АКТИВНОСТЬ ФОСФОЛИПАЗЫ А2 477

что активность ФЛА2 в перитонеальном экссуда-
те мышей группы “Активный контроль”, собран-
ном через 3 ч после внутрибрюшинного введения
им раствора уксусной кислоты (время, когда экс-
судативное воспаление у мышей с этой моделью
максимально выражено), возросла в 2.9 раза по
сравнению с показателем в группе животных без
уксусного перитонита (группа “Пассивный кон-
троль”). Гимантан при внутрибрюшинном введе-
нии в эффективной на этой модели дозе 20 мг/кг
снижал повышенную при воспалении активность
ФЛА2 в 2.1 раза (рис. 1а). Уровень ЦОГ-2 в пери-
тонеальном экссудате мышей с уксусным перито-
нитом повысился в 2.9 раза, но гимантан не оказал
значимого влияния на этот показатель (рис. 1б).

Ранее было установлено, что гимантан в дозе
20 мг/кг (внутрибрюшинно) снижает повышен-
ный при воспалении уровень продуктов свобод-
норадикального окисления (СРО) липидов, реа-
гирующих с 2-тиобарбитуровой кислотой (ТБК),
в перитонеальном экссудате мышей с гликогено-
вым перитонитом и крыс с уксусным перитони-
том [5]. Гимантан снижает экссудативное воспа-
ление у крыс с каррагинановым отеком лапы как
при внутрибрюшинном введении в дозе 20 мг/кг,
так и при местном нанесении на заднюю лапу в
лекарственной форме для наружного примене-
ния (5% гель). При этом гимантан в виде 5% геля
выраженно (на 62%) снижает повышенный уро-
вень ТБК-активных продуктов СРО липидов в
гомогенатах мягких тканей лап крыс с каррагина-
новым отеком, превосходя по этой способности
гимантан при внутрибрюшинном введении [8].
Гимантан влияет на уровень ТБК-активных про-
дуктов СРО липидов и в условиях других моделей
патологических состояний у животных. Так, он
уменьшает повышенный уровень продуктов СРО
липидов в структурах головного мозга мышей
C57BL/6 c 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагид-
ропиридин-индуцированным паркинсоническим
синдромом и аутбредных крыс с 6-гидроксидо-
фамин-индуцированным паркинсоническим син-
дромом [13]. Кроме того, установлено, что гиман-
тан снижает уровень малонового диальдегида в
системе аскорбат-зависимого СРО липидов в го-
могенате печени интактных крыс [14].

Выраженность воспалительной реакции зави-
сит не только от уровня и активности ЦОГ, но и
от количества ее субстрата арахидоновой кислоты
в составе клеточных мембран. Так, установлено,
что потребление эйкозапентаеновой и докозагек-
саеновой кислот приводит к увеличению их со-
держания в составе фосфолипидов мембран клеток,
и это происходит в основном за счет снижения
в них арахидоновой кислоты [1]. Хотя эйкозапен-
таеновая кислота, как и арахидоновая кислота,
является субстратом ЦОГ, ЛОГ и цитохрома
P450, из-за структурных различий этих кислот из
нее образуются эйкозаноиды, которые зачастую

Рис. 1. Влияние гимантана на активность фосфоли-
пазы А2 (а) и уровень циклооксигеназы-2 (б) в пери-
тонеальном экссудате мышей с уксусным перитони-
том. а – Данные представлены в виде боксплотов
(нормальность распределения в группах и/или равен-
ство дисперсий отсутствовали); б – данные представ-
лены в виде среднего значения и стандартного откло-
нения (нормальное распределение в группах, равен-
ство дисперсий соблюдалось). Пассив – “Пассивная
группа”, группа мышей, которым не вводили раствор
уксусной кислоты, а вместо него вводили эквива-
лентный объем растворителя – физиологического
раствора. Актив – “Активная группа”, группа мы-
шей, которым внутрибрюшинно вводили 1% раствор
уксусной кислоты. Гимантан 20 мг/кг – группа мы-
шей с уксусным перитонитом, которым за 40 мин до
его индукции внутрибрюшинно вводили гимантан в
дозе 20 мг/кг. В каждой группе по 8 мышей.
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обладают меньшей биологической активностью,
чем продуцируемые из арахидоновой кислоты
[15–17]. Кроме того, известно, что эйкозапентае-
новая и докозагексаеновая кислоты способны
ингибировать метаболизм арахидоновой кислоты
и экспрессию ЦОГ-2 [18, 19].

В отсутствие влияния на ЦОГ-2 гимантан сни-
жал повышенную при воспалении активность
ФЛА2 в перитонеальном экссудате мышей с ук-
сусным перитонитом. Подавлением активности
ФЛА2 достигается уменьшение продукции суб-
страта ЦОГ – арахидоновой кислоты и, соответ-
ственно, обеспечивающих развитие воспалитель-
ной реакции простагландинов и лейкотриенов
[20]. Гимантан является низкоаффинным некон-
курентным блокатором NMDA-рецепторов [21,
22], которые локализованы в том числе в энте-
ральной нервной системе [23, 24] и на лимфоци-
тах [25–27]. ФЛА2 относится к кальций-зависи-
мым ферментам [28], поэтому способность ги-
мантана влиять на повышенную при воспалении
активность ФЛА2 может быть обусловлена сни-
жением входа кальция в клетки за счет блокады
NMDA-рецепторов.

Гимантан обладает высокой липофильностью
и проявляет мембранотропные свойства [5]. Об-
ладающие мембранотропной активностью соеди-
нения могут влиять на воспалительный процесс [4],
поэтому представляет интерес изучение влияния
гимантана при превентивном однократном и кур-
совом применении на экссудативное воспаление
с целью выявления усиления его противовоспа-
лительного эффекта при курсовом применении.
Например, влияние на состав фосфолипидов
мембран уже упоминаемых выше эйкозапентае-
новой и докозагексаеновой кислот зависит как от
дозы, так и от длительности их потребления [4,
29, 30]. Для реализации этой задачи в качестве мо-
дели экссудативного воспаления выбрана модель
отека лапы у мышей, вызванного субплантарным
введением Кон А. Ранее было установлено, что
гимантан при однократном внутрибрюшинном
введении в дозах 10, 20 и 40 мг/кг снижает выра-
женность вызванного Кон А отека лапы у мышей
и повышенный в их крови уровень интерлейкина 6
(ИЛ-6) [7]. Так как повышение экспрессии ИЛ-6
может происходить за счет ее стимуляции про-
стагландином Е2 [31], снижение уровня ИЛ-6
в крови мышей с воспалением после введения
им гимантана объясняется влиянием препарата
на повышенную при экссудативном воспалении
активность ФЛА2, отвечающей за образование
предшественника простагландинов – арахидоно-
вой кислоты.

При изучении влияния однократного превен-
тивного применения гимантана на воспаление
лапы у мышей установлено, что при внутрибрю-
шинном введении препарат оказывает дозозави-

симый противовоспалительный эффект. Гиман-
тан в дозе 10 мг/кг значимого влияния на вызван-
ный Кон А отек лапы мышей не оказывал, а в дозе
20 мг/кг подавлял его выраженность на 41.5% по
сравнению с контрольной группой животных (p <
< 0.05). Эффективность гимантана в лекарственной
форме для наружного применения не отличалась
от эффективности препарата при внутрибрю-
шинном введении в дозе 20 мг/кг: при однократ-
ном нанесении 5% геля гимантана выраженность
отека снижалась на 36.5% (рис. 2). Ранее было по-
казано, что гимантан при внутрибрюшинном
введении в дозе 10 мг/кг способен снижать вы-
званный Кон А отек лап у мышей линии CBA
(масса 18–20 г) [7]. Отсутствие значимого влия-
ния гимантана при внутрибрюшинном введении
в дозе 10 мг/кг в этом исследовании мы объясня-
ем тем, что у аутбредных мышей (масса 26–29 г)
развилось более выраженное воспаление, чем в
проведенном ранее опыте на мышах линии CBA.

Эксперименты по изучению влияния курсово-
го превентивного применения гимантана на вы-
раженность вызванного Кон А отека лап у мышей
показали, что у животных контрольной группы
развилось более выраженное воспаление, чем у
контрольных животных в эксперименте, оцени-
вающем влияние однократного применения пре-
парата. Об этом свидетельствует увеличение ин-
декса реакции воспаления от 28.6 до 34.8 (рис. 2, 3).
Несмотря на это, превентивное курсовое (еже-
дневно, 1 раз в день) внутрибрюшинное введение
гимантана в дозе 10 мг/кг в течение 10 дней при-
вело к усилению его антиэкссудативного эффекта
по сравнению с однократным введением в этой
дозе: препарат значимо снижал выраженность
отека лапы у мышей на 29.5% по сравнению с
контрольной группой. При курсовом превентив-
ном применении гимантана в лекарственной
форме для наружного применения было зафик-
сировано более выраженное снижение воспале-
ния лапы у мышей – на 47.2% по сравнению с
контрольной группой, что мы связываем с боль-
шей концентрацией действующего вещества в зо-
не повреждения тканей (рис. 3). Известно, что
NMDA-рецепторы расположены на немиелини-
зированных аксонах в области дермоэпидермаль-
ного соединения [32], и при воспалении количе-
ство сенсорных аксонов, на которых локализованы
ионотропные глутаматные рецепторы, увеличи-
вается [33]. Кроме того, установлено, что при вос-
палении усиление чувствительности к механиче-
ским и тепловым раздражителям обусловлено по-
вышением активности NMDA-рецепторов [34].
Поэтому противовоспалительный эффект гиман-
тана при вызванном Кон А отеке лап мышей, бо-
лее выраженный при нанесении гимантана в ле-
карственном форме для наружного применения,
вероятно, в том числе объясняется снижением
повышенной при воспалении активности ФЛА2



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 39  № 6  2022

ВЛИЯНИЕ ГИМАНТАНА НА АКТИВНОСТЬ ФОСФОЛИПАЗЫ А2 479

вследствие уменьшения поступления кальция в
клетки поврежденных тканей при блокаде гиман-
таном NMDA-рецепторов.

Таким образом, результаты экспериментов по
оценке влияния превентивного однократного и
курсового применения гимантана при внутри-
брюшинном введении и накожном нанесении
в лекарственной форме для наружного примене-
ния на острое экссудативное воспаление свиде-
тельствуют о том, что курсовое превентивное
применение препарата способствует усилению
его противовоспалительного эффекта.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Оценено влияние производного адамантана

N-(2-адамантил)-гексаметиленимина гидрохло-
рида (гимантана) на повышенные при остром
экссудативном воспалении активность фосфоли-
пазы А2 и уровень циклооксигеназы-2 у мышей.
Установлено, что гимантан не влияет на повышен-
ный при воспалении уровень циклооксигеназы-2,
но снижает повышенную активность фосфолипа-
зы А2. Зарегистрированное в проведенном иссле-
довании влияние гимантана на активность фос-
фолипазы А2 расширяет представление о его
механизме действия. Наряду с этим изучено про-
тивовоспалительное действие гимантана при од-
нократном и курсовом превентивном примене-

Рис. 2. Влияние гимантана при однократном внутрибрюшинном введении и наружном нанесении гелевой лекар-
ственной формы на заднюю конечность на вызванный конканавалином А отек стопы у мышей.
Контроль – группа мышей с вызванным конканавалином А отеком стопы. В каждой группе 11–12 животных. Индекс
реакции (%) рассчитывали по формуле, приведенной в разделе “Материалы и методы“. Данные представлены в виде
боксплотов (нормальность распределения в группах и/или равенство дисперсий отсутствовали).
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Рис. 3. Влияние гимантана при внутрибрюшинном вве-
дении и наружном нанесении гелевой лекарственной
формы на заднюю конечность в течение 10 дней на вы-
званный конканавалином А отек стопы у мышей.
Контроль – группа мышей с вызванным конканавали-
ном А отеком стопы. В каждой группе 11–12 животных.
Индекс реакции (%) рассчитывали по формуле, приве-
денной в разделе “Материалы и методы”. Данные пред-
ставлены в виде среднего значения и стандартного от-
клонения (нормальное распределение в группах, равен-
ство дисперсий соблюдалось).
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нии на выраженность острого экссудативного
воспаления лап у мышей. Установлено, что кур-
совое превентивное применение препарата в те-
чение 10 дней (1 раз в день) как при внутрибрю-
шинном введении, так и накожном нанесении в
лекарственной форме для наружного примене-
ния способствует усилению его противовоспали-
тельного эффекта.
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Effect of Hemantane on Phospholipase A2 Activity and Cyclooxygenase-2 Level
in Exudative Inflammation

E. A. Ivanova1, *, N. N. Zolotov1, A. I. Matyushkin1, T. A. Voronina1

1Research Zakusov Institute of Pharmacology, Moscow, 125315 Russia
*e-mail: iwanowaea@yandex.ru

Inflammation is a protective and adaptive reaction, and many triggers and mediators of inflammation act on
receptors localized on the cell membrane. Therefore, factors affecting the cell membrane can disrupt pro-in-
flammatory signaling. Previously we found that an adamantane derivative, N-(2-adamantyl)-hexamethy-
leneimine hydrochloride (hemantane), has membranotropic and anti-inflammatory effects. In this study we
evaluate the effect of hemantane on phospholipase A2 (EC 3.1.1.4., PLA2), an enzyme that converts phos-
pholipids to arachidonic acid, precursor of prostaglandins, and on cyclooxygenase-2 (EC 1.14.99.1., COX-2),
which produces pro-inflammatory prostaglandins from arachidonic acid during inflammation. We found
that in acute exudative inflammation in mice, hemantane reduces increased PLA2 activity but does not affect
the level of COX-2. Based on the hypothesis that compounds with membranotropic activity can affect in-
flammatory signaling, we evaluated the effect of a preventive course and a single dose of hemantane on the
severity of exudative inflammation in order to determine whether its anti-inflammatory effect is enhanced
when administered as a course. A preventive course of the drug administered over 10 days (once daily) either
intraperitoneally (10 mg/kg) or by cutaneous application as a topical dosage form (5% gel) was found to en-
hance its anti-inflammatory effect, which may be due to its effects on the initiation of inflammatory signaling
and, consequently, on the activity of PLA2.

Keywords: adamantane derivatives, hemantane, phospholipase A2, cyclooxygenase-2, exudative inflamma-
tion, mice
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Исследовано влияние озонированного физиологического раствора (ОФР) с концентрацией озона в
озоно-кислородной смеси 400 мкг/л, вводимого внутрибрюшинно крысам-самцам стока Sprague
Dawley, на жирнокислотный состав тимуса, плазмы крови, печени и холангиокарциномы РС-1. Об-
наружено, что воздействие ОФР на интактных зрелых животных приводит к достоверному увеличе-
нию содержания олеиновой кислоты, суммарного количества мононенасыщенных и полиненасы-
щенных жирных кислот, а также общего количества жирных кислот в тканях тимуса. Воздействие
ОФР на опухоленосителей вызывало увеличение содержания насыщенных и полиненасыщенных
жирных кислот, а также увеличение количества полиненасыщенной линолевой кислоты в тканях
тимуса. В плазме крови опухоленосителей увеличивалось содержание докозагексаеновой кислоты,
сопровождавшееся снижением количества пальмитиновой и пальмитолеиновой кислот. После воз-
действия на опухоленосителей ОФР количество докозагексаеновой кислоты снижалось до уровня
интактных животных. Изменений количества жирных кислот в печени и опухолевой ткани не про-
исходило ни в одном варианте исследования. Наличие опухоли у животных приводило к снижению
активности каталазы в печени. Воздействие ОФР приводило к еще большему снижению активности
каталазы в печени интактных животных и опухоленосителей. Количество малонового диальдегида
увеличивалось в эритроцитах животных с опухолью и после воздействия на них ОФР. В печени ко-
личество малонового диальдегида снижалось после воздействия ОФР на опухоленосителей. Пред-
полагается, что воздействие ОФР, как и развитие опухоли, запускают стресс-индуцированные тка-
неспецифичные реакции в организме крыс, вызывая изменения жирнокислотного состава и актив-
ности антиоксидантных ферментов.

Ключевые слова: опухоль, озон, жирные кислоты, антиоксидантные ферменты, малоновый диаль-
дегид
DOI: 10.31857/S0233475522060093

ВВЕДЕНИЕ
Поиск методов и подходов для лечения онко-

логических заболеваний остается важнейшей
проблемой биологии и медицины. Поэтому по-
иск противоопухолевых соединений, не оказыва-
ющих тяжелых пробочных эффектов, возникаю-
щих при радио- и химиотерапии, является важной
задачей. Общей чертой опухолевых клеток явля-
ется их способность переориентировать метабо-

лизм для поддержания энергетического и пласти-
ческого гомеостаза, направленного на рост, деле-
ние и выживание. Особый интерес представляет
исследование метаболизма жирных кислот (ЖК)
при онкогенезе, поскольку помимо своей глав-
ной роли в качестве структурных компонентов
мембран, ЖК являются важными вторичными мес-
сенджерами, а также служат источниками энер-
гии [1]. Трансформированные опухолевые клетки

УДК 612.014.464:577(115.3+151+352.38):57.085.1:616-006

EDN: QEKSPZ
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с различной степенью злокачественности имеют
различающиеся липидные профили и различную
чувствительность к окислительному стрессу, в
том числе к перекисному окислению липидов
(ПОЛ) [2]. Активные формы кислорода (АФК)
играют важную роль в качестве сигнальных и ре-
гуляторных молекул на физиологическом уровне
в зависимости от их концентрации в тканях [3–5].
Чувствительность опухолевых клеток к повышен-
ному содержанию АФК может быть использована
для нарушения клеточных механизмов самоадап-
тации и индукции гибели опухоли [6, 7]. В связи с
обнадеживающими результатами озонотерапии и
терапии монооксидом азота в лечении пациентов
с COVID-19 [8] возрастает мотивация к широкому
использованию медицинских газов и интерес к
изучению механизмов их действия. Ранее было
показано, что озонированный физиологический
раствор (ОФР) избирательно влияет на организм
и опухоль в зависимости от сроков роста опухоли
и концентрации озона в озоно-кислородной сме-
си [9]. Озон, являясь мощным окислителем, вли-
яет на про-антиоксидантный баланс организма [9].

Целью работы является определение жирно-
кислотного состава, содержания малонового ди-
альдегида (МДА), активности антиоксидантных
ферментов супероксиддисмутазы (СОД) и ката-
лазы в органах и тканях животных при опухоле-
вом росте и при воздействии на животных опухо-
леносителей озона в виде ОФР. Определение из-
менений ЖК при действии озона в комплексе с
другими параметрами (содержание МДА, актив-
ность антиоксидантных ферментов) составляет
новизну настоящего исследования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Подготовка животных. В исследованиях ис-

пользовали аутбредных крыс-самцов стока Sprague
Dawley в возрасте 3–8 месяцев. Животные содер-
жались в стандартных условиях вивария с есте-
ственным освещением при свободном доступе к
полнорационному корму и питьевой воде. Жи-
вотные были разделены на 4 группы (n ≥ 7):
“интактные”, “интактные + ОФР”, “опухолено-
сители”, “опухоленосители + ОФР”. В качестве
модели неоплазии использовали холангиоцеллю-
лярный рак РС-1 (коллекция ФГБУ “Националь-
ный медицинский исследовательский центр он-
кологии им. Н.Н. Блохина” Минздрава России,
г. Москва). Опухоль для инокуляции брали на
14-е сутки развития. Перевивку проводили 25%
взвесью клеток опухоли в растворе Хенкса
(ПанЭко, Россия), прививочная доза составила
100 мг на крысу. Инокулюм карциномы РС-1 вво-
дили в мышцы голени крысы так, чтобы опухоле-
вые узлы развивались в бассейне кровоснабже-
ния бедренной артерии [10]. После перевивки
наблюдали за ростом опухоли, в опыт отбирали

крыс с развившимися опухолями, достигшими
среднего объема 3–5 см3.

Действие озона осуществляли введением ОФР
в течение 10 суток (5 воздействий через сутки) ин-
тактным животным или опухоленосителям, на-
чиная с 10-х суток после перевивки опухолевого
штамма [11]. Внутрибрюшинно вводили по 0.5 мл
ОФР (сразу после барботирования изотоническо-
го 0.9% раствора хлорида натрия (Мосфарм, Рос-
сия) озоно-кислородной смесью) с концентраци-
ей озона в озоно-кислородной смеси 400 мкг/л,
получаемой с помощью медицинского озонатора
“ТЕОЗОН” (РФЯЦ ВНИИЭФ, Россия), как опи-
сано ранее [11].

Подготовка препаратов. Забор образцов крови,
тканей тимуса, печени и опухолевого узла для ис-
следования проводили, как описано ранее [12].
Контролем служили аналогичные образцы тка-
ней интактных животных. Образцы тканей про-
мывали в охлажденном во льду изотоническом
0.9% растворе хлорида натрия, гомогенизировали
в этом же растворе, отбирали образцы для опреде-
ления жирнокислотного состава. В качестве ан-
тикоагулянта при заборе крови (~5 мл) исполь-
зовали 200 мкл 10% раствора EDTA (PanReac
AppliChem, Испания). Плазму крови получали
осаждением форменных элементов крови при
1000g. Количество МДА определяли в эритроци-
тах, плазме крови, тканях печени и опухоли по
содержанию тиобарбитуровой [11]. Активность
СОД и каталазы определяли в эритроцитах, ткани
печени и опухоли по реакции восстановления
нитросинего тетразолия (Диаэм, Россия) и на ос-
нове изменения оптической плотности в области
поглощения пероксида водорода [11]. Активность
ферментов выражали в единицах активности на
1 г гемоглобина (Hb) или ткани. Содержание ге-
моглобина в эритроцитах определяли гемигло-
бинцианидным методом с помощью коммерче-
ского диагностического набора “Гемоглобин Агат”
(Агат-Мед, Россия).

Определение жирнокислотного состава. Сум-
марное количество (свободных и этерифициро-
ванных) ЖК в образцах тканей определяли мето-
дом газовой хроматографии на аналитическом га-
зовом хроматографе GC 3900 (Varian, США), как
описано ранее [12]. Для дериватизации 100 мкл
образца помещали в стандартные пробирки для
работы под давлением, добавляли 100 мкл рас-
твора внутреннего стандарта в метаноле (марга-
риновая кислота, 320 мкг/мл) и высушивали в ро-
тационно-вакуумном концентраторе (Savant In-
struments, США) при комнатной температуре в
течение 30–60 мин. Сапонификацию и метили-
рование проводили в термоблоке (Lab Line,
США). Экстрагированные в гексановую фазу ме-
тиловые эфиры жирных кислот определяли мето-
дом газовой хроматографии на аналитическом га-
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зовом хроматографе GC 3900 с пламенно-иони-
зационным детектором (температура детектора
260°С). Для разделения метиловых эфиров жир-
ных кислот использовали кварцевую капилляр-
ную колонку (15 м × 0.25 мм × 0.3 мкм) с приви-
той неподвижной фазой SupelcoWax10 (Supelco,
США). Концентрацию индивидуальных ЖК в об-
разцах определяли с использованием внутренне-
го стандарта (с предварительным вычислением
соответствующих калибровочных коэффициен-
тов из хроматограмм смеси определяемых ЖК с
маргариновой кислотой (С17:0) (Sigma, США).

Статистическая обработка. Все эксперименты
выполнены по протоколу “слепого контроля”,
когда экспериментатор, проводивший измере-
ния, не знал, какие воздействия были использо-
ваны. Статистический анализ проводили с ис-
пользованием однофакторного дисперсионного
анализа (ANOVA) и критерия множественного
сравнения Стьюдента–Ньюмена–Кейлса при нор-
мальном распределении данных по тесту Колмо-
горова–Смирнова. Для парного сравнения групп
данных использовали t-критерий Стьюдента (p <
< 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Масса экспериментальных животных досто-

верно не изменялась во всех группах в течение
всего периода исследования и к концу экспери-
ментов в среднем составила 472 г. Воздействие
ОФР не влияло на массу тимусов интактных жи-
вотных (табл. 1). Наличие опухоли достоверно
снижало массу тимусов крыс. Однако воздей-
ствие ОФР не оказывало влияния на массу тиму-
сов у опухоленосителей (табл. 1). Сравнение жир-
нокислотного состава в тимусе у интактных мо-
лодых и интактных зрелых животных выявило
достоверное увеличение количества ЖК с возрас-
том (p < 0.05 по t-критерию Стьюдента) (табл. 1).
Воздействие ОФР на интактных зрелых животных
привело к достоверному увеличению содержания
олеиновой кислоты, суммарного количества мо-
ноненасыщенных ЖК (МНЖК: пальмитолеино-
вая + олеиновая + вакценовая + эйкозеновая) и
полиненасыщенных ЖК (ПНЖК: линолевая +
+ эйкозадиеновая + дигомо-γ-линоленовая +
+ арахидоновая + докозагексаеновая), а также
общего количества ЖК в тканях тимуса. Наличие
опухоли индуцировало увеличение всех классов
ЖК в тканях тимуса. Возрастало количество
устойчивых к перекисному окислению насыщен-
ных ЖК (НЖК) и МНЖК – пальмитиновой, сте-
ариновой и олеиновой кислот. Воздействие ОФР
на опухоленосителей вызывало дополнительное
увеличение содержания этих ЖК. Наблюдалось
преимущественное увеличение НЖК и МНЖК, а
также увеличение количества полиненасыщен-
ной линолевой кислоты в тканях тимуса (табл. 1).

После воздействия на интактных животных ОФР
не обнаружено достоверных изменений количе-
ства ЖК в плазме крови (табл. 2). Однако в плазме
крови опухоленосителей и после воздействия на
них ОФР происходило снижение содержания
пальмитиновой и пальмитолеиновой кислот,
а также увеличение количества докозагексаено-
вой кислоты (табл. 2).

В табл. 3 представлены данные по жирнокис-
лотному составу ткани печени интактных живот-
ных и опухолевой ткани животных-опухоленоси-
телей. В печени крыс не обнаружено изменений
жирнокислотного состава при опухолевом росте.
При воздействии ОФР на интактных животных и
опухоленосителей количество ЖК также не изме-
нялось. ОФР не влиял на количество ЖК в опухо-
левой ткани, где суммарное количество НЖК и
МНЖК, устойчивых к перекисному окислению,
практически в 2 раза превышало суммарное ко-
личество ПНЖК (табл. 3).

Контролем ПОЛ и окислительного стресса
служило количество МДА в исследованных тка-
нях. Количество МДА достоверно возрастало в
эритроцитах животных-опухоленосителей и по-
сле воздействия на них ОФР (табл. 4). В печени
опухоленосителей после воздействия на них ОФР
происходило снижение количества МДА (табл. 4).
Определение активности СОД в эритроцитах, пе-
чени и опухолевом узле не выявило изменений ее
активности ни в одной из экспериментальных
групп (табл. 5). Однако происходило достоверное
снижение активности каталазы в печени живот-
ных и в опухолевой ткани после воздействия ОФР
(табл. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Тимус является центральным органом иммун-

ной системы, обеспечивающим Т-клеточный им-
мунитет [13]. Обнаружено, что тимус у крыс в воз-
расте 1 месяца был менее чувствителен к АФК,
чем у крыс в возрасте от 3 до 7 месяцев [14]. Эта
чувствительность коррелировала с количеством
ПНЖК и антиоксидантов в тимусе. Возрастная
инволюция тимуса сопровождается снижением
количества тимоцитов и замещением ткани тиму-
са жировой тканью [15, 16]. Вероятно, наличие
опухоли в организме крыс потенциирует процесс
инволюции тимуса, о чем свидетельствует досто-
верное снижение его массы по сравнению с ин-
тактными животными (табл. 1). Увеличение жи-
ровой ткани в тимусе, по-видимому, объясняет
повышение количества ЖК в тимусе опухолено-
сителей (табл. 1). Полагают, что окислительный
стресс способствует атрофии тимуса [17]. Увели-
чение устойчивой к перекисному окислению оле-
иновой кислоты в тимусе при воздействии ОФР
на интактных животных (табл. 1) может быть обу-
словлено ее защитным действием от АФК. В экс-
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периментах in vitro показана способность олеино-
вой кислоты сохранять морфологию, внутрикле-
точный антиоксидантный статус и активность
метаболических ферментов эритроцитов, кото-
рые были повреждены фенилгидразином, вызы-
вающим окислительный стресс [18]. Однако при

облучении крыс ионизирующей радиацией, вы-
зывающей образование АФК, атрофия тимуса со-
провождалась повышенной активностью фосфо-
липазы D, активирующей олеиновую кислоту [19].
Возможно, при воздействии ОФР на интактных
животных в тимусе происходят два противопо-

Таблица 1. Жирнокислотный состав (в мкг/мг ткани) и масса тимусов 3- и 8-месячных крыс в норме и после воз-
действия на 8-месячных крыс ОФР

Примечание. Представлены средние значения и величины стандартных ошибок.
аp < 0.05 по сравнению с группой интактных крыс возрастом 3 мес. по t-критерию Стьюдента; * p < 0.03 по сравнению с груп-
пой интактных крыс возрастом 8 мес., ^p < 0.03 по сравнению с группой опухоленосителей возрастом 8 мес., #p < 0.03
по сравнению с группой интактных крыс возрастом 8 мес. после воздействия ОФР по критерию Стьюдента–Ньюмена–
Кейлса (n ≥ 7).

Жирная кислота
Интактные Опухоленосители

3 мес. 8 мес. 8 мес. + ОФР 8 мес. 8 мес. + ОФР

Пальмитиновая (C16:0) 1.95 ± 0.11 2.65 ± 0.24а 3.36 ± 0.15 4.14 ± 0.42* 6.00 ± 0.84*^#

Стеариновая (C18:0) 1.05 ± 0.04 1.51 ± 0.10а 0.95 ± 0.06 2.23 ± 0.25* 2.43 ± 0.29*#

Пальмитолеиновая (C16:1, n-7) 0.20 ± 0.02 0.25 ± 0.06 0.41 ± 0.03 0.46 ± 0.08 1.10 ± 0.26*
Олеиновая (C18:1, n-9) 1.31 ± 0.12 2.33 ± 0.34а 4.21 ± 0.26* 4.56 ± 0.65* 7.58 ± 0.93*^#

Вакценовая (C18:1, n-7) 0.30 ± 0.01 Следовые количества
Эйкозеновая (C20:1, n-9) 0.092 ± 0.005 Следовые количества
Линолевая (C18:2, n-6) 0.83 ± 0.07 1.31 ± 0.21 1.93 ± 0.16 3.21 ± 0.73 5.77 ± 1.27*^#

Эйкозадиеновая (C20:2, n-6) 0.105 ± 0.004 Следовые количества
Дигомо-γ-линоленовая (C20:3, n-6) 0.070 ± 0.009 Следовые количества
Арахидоновая (C20:4, n-6) 1.33 ± 0.05 1.80 ± 0.03а 2.03 ± 0.03 1.95 ± 0.17 1.96 ± 0.19
Докозагексаеновая (C22:6, n-3) 0.23 ± 0.01 0.41 ± 0.05а 0.36 ± 0.04 0.55 ± 0.07 0.55 ± 0.08
НЖК 3.01 ± 0.14 4.16 ± 0.32а 4.31 ± 0.17 6.37 ± 0.59* 8.43 ± 1.08*^#

МНЖК 1.91 ± 0.15 2.47 ± 0.41 4.62 ± 0.29* 5.02 ± 0.72* 8.68 ± 1.50*^#

ПНЖК 2.57 ± 0.12 3.52 ± 0.26а 4.32 ± 0.17* 5.71 ± 0.76* 8.28 ± 1.10*^#

Сумма 7.49 ± 0.40 10.15 ± 0.98а 13.25 ± 0.59* 17.10 ± 2.00* 25.39 ± 3.55*^#

Масса тимусов, мг 465 ± 21* 338 ± 14 327 ± 18 239 ± 30* 243 ± 30*

Таблица 2. Содержание ЖК (в мкг/мл) в плазме крови у животных различных экспериментальных групп

Примечание. Представлены средние значения и величины стандартных ошибок.
*p < 0.03 – достоверные отличия по сравнению с интактными крысами, ^p < 0.03 по сравнению с группой опухоленосителей,
#p < 0.03 по сравнению с группой “Интактные + ОФР” по критерию Стьюдента–Ньюмена–Кейлса (n ≥ 7).

Жирная кислота Интактные Интактные + ОФР Опухоленосители Опухоленосители + ОФР

Пальмитиновая (C16:0) 4.72 ± 0.20 4.54 ± 0.36 3.97 ± 0.15* 3.52 ± 0.29*#

Стеариновая (C18:0) 2.33 ± 0.33 2.27 ± 0.34 2.42 ± 0.23 2.42 ± 0.37
Пальмитолеиновая (C16:1, n-7) 0.56 ± 0.10 0.45 ± 0.07 0.26 ± 0.03* 0.30 ± 0.08*
Олеиновая (C18:1, n-9) 3.62 ± 0.49 3.43 ± 0.38 3.23 ± 0.28 2.88 ± 0.24
Линолевая (C18:2, n-6) 4.70 ± 0.37 4.44 ± 0.49 4.55 ± 0.19 4.32 ± 0.37
Арахидоновая (C20:4, n-6) 5.25 ± 0.42 6.57 ± 0.44 5.10 ± 0.52 4.65 ± 0.41
Докозагексаеновая (C22:6, n-3) 0.137 ± 0.008 0.167 ± 0.020 0.218 ± 0.026* 0.139 ± 0.026^
НЖК 7.05 ± 0.31 6.81 ± 0.72 6.38 ± 0.22 5.93 ± 0.53
МНЖК 4.18 ± 0.69 3.88 ± 0.41 3.49 ± 0.26 3.18 ± 0.32
ПНЖК 10.09 ± 0.29 11.17 ± 0.91 9.45 ± 0.57 8.41 ± 0.76
Сумма 21.32 ± 0.60 21.86 ± 0.80 19.78 ± 0.74 17.52 ± 1.38
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Таблица 3. Содержание ЖК (в мкг/мг ткани) в ткани печени интактных животных и в опухолевой ткани животных-
опухоленосителей, в том числе после воздействия ОФР

Примечание. Представлены средние значения и величины стандартных ошибок (n ≥ 7).

Жирная кислота Печень Печень (интактные + 
+ ОФР)

Опухолевая 
ткань

Опухолевая ткань + 
+ ОФР

Пальмитиновая (C16:0) 4.84 ± 0.35 4.94 ± 0.50 0.43 ± 0.06 0.34 ± 0.04
Стеариновая (C18:0) 4.60 ± 0.39 4.27 ± 0.28 0.32 ± 0.05 0.26 ± 0.03
Пальмитолеиновая (C16:1, n-7) 0.26 ± 0.02 0.29 ± 0.03 0.04 ± 0.01 0.03 ± 0.01
Олеиновая (C18:1, n-9) 2.10 ± 0.38 2.89 ± 0.54 0.30 ± 0.05 0.23 ± 0.03
Вакценовая (C18:1, n-7) 0.52 ± 0.03 0.60 ± 0.03 0.21 ± 0.03 0.18 ± 0.02
Линолевая (C18:2, n-6) 4.49 ± 0.53 5.84 ± 0.85 0.29 ± 0.05 0.22 ± 0.03
α-Линоленовая (C18:3, n-3) 0.08 ± 0.01 0.09 ± 0.01 Следовые 

количества
Следовые 

количества
Эйкозадиеновая (C20:2, n-6) 0.09 ± 0.04 0.08 ± 0.02 0.05 ± 0.01 0.03 ± 0.01
Дигомо-γ-линоленовая (C20:3, n-6) 0.13 ± 0.04 0.10 ± 0.02 0.03 ± 0.01 0.02 ± 0.01
Арахидоновая (C20:4, n-6) 5.68 ± 0.34 5.07 ± 0.21 0.24 ± 0.03 0.19 ± 0.02
Докозапентаеновая (C22:5, n-3) 0.032 ± 0.013 0.032 ± 0.012 Следовые

количества
Следовые 

количества
Докозагексаеновая (C22:6, n-3) 0.22 ± 0.04 0.23 ± 0.03 0.10 ± 0.02 0.09 ± 0.01
НЖК 9.44 ± 0.70 9.17 ± 0.70 0.75 ± 0.10 0.60 ± 0.07
МНЖК 2.82 ± 0.35 3.77 ± 0.54 0.55 ± 0.08 0.44 ± 0.06
ПНЖК 10.72 ± 0.76 11.43 ± 0.94 0.71 ± 0.12 0.55 ± 0.07
Сумма 22.98 ± 1.73 24.37 ± 2.20 2.01 ± 0.30 1.59 ± 0.20

Таблица 4. Содержание МДА (в мкМ) в тканях и органах интактных животных и животных-опухоленосителей
при воздействии ОФР

Примечание. *p < 0.02 – отличия достоверны по сравнению с интактными крысами по критерию Стьюдента–Ньюмена–
Кейлса (n ≥ 7).

Ткань, орган Интактные Интактные + ОФР Опухоленосители Опухоленосители + ОФР

Плазма крови 4.5 ± 0.4 4.2 ± 0.5 5.1 ± 0.4 6.3 ± 0.9
Эритроциты 39.5 ± 4.3 48.1 ± 6.8 69.7 ± 9.6* 65.6 ± 7.4*
Печень 20.2 ± 1.7 17.1 ± 1.0 16.6 ± 1.8 13.9 ± 1.4*
Опухоль – – 3.8 ± 0.2 3.5 ± 0.1

Таблица 5. Активность СОД и каталазы в тканях и органах интактных животных и животных-опухоленосителей
при воздействии ОФР

Примечание. *p < 0.01 – отличия достоверны по сравнению с интактными крысами, ^p < 0.03 – отличия достоверны по срав-
нению с опухоленосителями по критерию Стьюдента–Ньюмена–Кейлса (n ≥ 7).

Ткань, орган
Интактные Интактные + ОФР Опухоленосители Опухоленосители + ОФР

СОД каталаза СОД каталаза СОД каталаза СОД каталаза

Эритроциты, 
ед. акт/г Hb

307.1 ± 36.2 23.2 ± 3.3 243.3 ± 51.4 17.0 ± 3.7 258.7 ± 47.7 25.0 ± 1.8 256.5 ± 39.2 26.8 ± 3.7

Печень, 
ед. акт/г

17.0 ± 2.9 0.98 ± 0.11 14.0 ± 1.7 0.33 ± 0.04* 16.5 ± 2.7 0.50 ± 0.06* 18.0 ± 4.1 0.29 ± 0.04*^

Опухоль, 
ед. акт/г

– – – – 11.0 ± 1.4 2.5 ± 0.3 13.2 ± 2.6 1.5 ± 0.2^
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ложных процесса (с одной стороны, активация
инволюции тимуса, а с другой – усиление защит-
ного действия от озона вследствие увеличения
количества МНЖК) с преобладанием апоптоза
тимоцитов и дополнительным увеличением жиро-
вой ткани в тимусе. В пользу этого предположе-
ния свидетельствует увеличение количества
НЖК и МНЖК при опухолевом росте и при воз-
действии на опухоленосителей ОФР, сопровож-
дающееся снижением массы тимуса вследствие
его атрофии (табл. 1).

Увеличение содержания линолевой кислоты в
тимусе животных-опухоленосителей после воз-
действия ОФР (табл. 1) может быть связано с ак-
тивацией цитолитической и цитостатической ак-
тивности Т-клеток и макрофагов. Показано, что
введение линолевой кислоты интраперитонеаль-
но мышам с лимфомой замедляло рост лимфомы
и метастазирование [20]. При этом в спленоцитах
повышалось образование IL-2 и IFNγ и снижа-
лась выработка IL-4 и IL-6. Однако на клетках
гладкой мускулатуры артерий человека [21] и
гладкомышечных клетках кишечника человека
при болезни Крона [22] показано, что в условиях
окислительного стресса линолевая кислота значи-
тельно увеличивала продукцию IL-8 и количество
метаболитов арахидоновой кислоты. Полагают,
что IL-8 способен оказывать разнонаправленное
влияние на активацию и функциональную дея-
тельность разных субпопуляций Т-клеток, в том
числе и опосредовать иммуносупрессивный эф-
фект на регуляторные Т-клетки [23]. Вероятно,
что при воздействии на опухоленосителей ОФР
линолевая кислота может, как замедлять рост
опухоли, так и снижать иммунную функцию ти-
муса.

Полагают, что содержание ЖК в плазме крови
опухоленосителей обусловлено их высвобожде-
нием из жировой ткани благодаря липид-моби-
лизующему фактору, продуцируемому опухоле-
выми клетками. Скорость окисления ЖК плазмы
у опухоленосителей, по-видимому, зависит от ти-
па опухоли [24, 25] и от стадии опухолевого роста.
Показано, что количество пальмитиновой кисло-
ты обратно коррелировало с наличием аденомы
толстой кишки человека [26]. Но для пальмитоле-
иновой кислоты наблюдалась прямая корреля-
ция. Авторы связывают увеличение количества
пальмитолеиновой кислоты в плазме крови с ак-
тивацией стеарол-КоА-десатуразы n-7. Снижен-
ное количество пальмитолеиновой кислоты в
плазме крови наблюдалось у пациентов с неходж-
кинской лимфомой при прогрессировании забо-
левания [27]. Возможно, снижение количества
пальмитолеиновой кислоты в плазме крови опу-
холеносителей (табл. 2) объясняется отсутствием
активации стеарол-КоА-десатуразы n-7 при дан-
ном типе опухоли. Полагают, что при каждом ти-
пе опухоли имеется свой собственный набор ЖК

в плазме крови [28–30]. Обнаруженное нами
увеличение в плазме крови количества докоза-
гексаеновой кислоты (табл. 2), обладающей про-
тивоопухолевыми свойствами [31, 32], возможно,
обусловлено защитной реакцией организма опу-
холеносителей на рост опухоли. Снижение коли-
чества докозагексаеновой кислоты, имеющей
6 двойных связей, до уровня интактных живот-
ных при воздействии на опухоленосителей ОФР
(табл. 2), вероятно, объясняется защитной реак-
цией опухоленосителей от повреждающего дей-
ствия избыточного ПОЛ [33].

Отсутствие изменений количества МДА в
плазме крови (табл. 4) может быть связано со ста-
дией роста опухоли и степенью ее злокачествен-
ности. У онкологических пациентов с меланомой
уровень МДА в плазме крови был повышен [34].
Наблюдалось достоверное увеличение уровня МДА
в сыворотке крови собак с опухолью по сравне-
нию с клинически здоровыми животными [35].
Повышенный уровень МДА в эритроцитах жи-
вотных (табл. 4) обусловлен характерным для них
высоким уровнем ПОЛ [36], поскольку эритро-
цитам свойственна функция транспорта кисло-
рода. Значимое повышение уровня МДА в эрит-
роцитах после воздействия ОФР на опухолено-
сителей (табл. 4), по-видимому, обусловлено
усилением ПОЛ. У пациентов с меланомой ПОЛ
в эритроцитах наблюдалось только на поздней
стадии заболевания при наличии метастазов [36].
Повышение уровня МДА в эритроцитах при на-
личии опухоли, вероятно, связано со снижением
активности глутатионпероксидазы. Увеличение
уровня МДА при снижении активности глутати-
онпероксидазы наблюдалось в эритроцитах кро-
ви у пациентов с раком молочной железы [37],
в эритроцитах больных миелоидным лейкозом [38].
Снижение активности глутатионпероксидазы
происходило при раке яичников [39] и при раке
шейки матки [40]. Вероятно, уровень ПОЛ и ак-
тивность ферментов антиоксидантной защиты в
эритроцитах также зависят от типа опухоли и ста-
дии опухолевого роста [41, 42]. Снижение уровня
МДА в печени (табл. 4) может быть связано с раз-
витием окислительного стресса под действием
ОФР [43], который, вероятно, активирует в печени
антиоксидантные ферменты. Воздействие ОФР,
как и развитие опухоли, запускают универсаль-
ные стресс-индуцированные тканеспецифичные
реакции в организме крыс. Показано, что в ответ
на острые стрессоры различной модальности (эмо-
ционально-болевой, гипо- и гипероксия) обычно
наблюдается усиление перекисного окисления
липидов и белков в различных органах и тканях.
Для печени половозрелых крыс характерно сни-
жение содержания МДА в ответ на воздействие
стресс-факторов [44, 45]. Это можно объяснить
высоким адаптационным потенциалом антиок-
сидантной системы защиты в печени у особей ре-
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продуктивного возраста, в том числе с участием
глутатионпероксидазы [45].

Отсутствие изменений количества ЖК и ак-
тивности СОД в печени на данной стадии роста
опухоли и под влиянием ОФР (табл. 5) свидетель-
ствуют об отсутствии нарушений регуляции син-
теза ЖК в этот период. Полагают, что активность
СОД в клетках определяется общим состоянием
всей окислительно-восстановительной системы,
как в норме, так и при опухолевом росте [46].
Обнаруженное нами уменьшение активности ка-
талазы в печени животных-опухоленосителей
(табл. 5) совпадает с ранее полученными литера-
турными данными [47, 48]. Авторы показали, что
снижение экспрессии гена каталазы наблюдалось
независимо от тканевого или видового происхож-
дения трансплантированных опухолей. Удаление
имплантированной опухоли приводило к восста-
новлению экспрессии гена каталазы до нормаль-
ного уровня. В наших экспериментах снижение
активности каталазы было более выраженным
при воздействии ОФР как на интактных живот-
ных, так и на опухоленосителей (табл. 5). Такое
снижение активности каталазы в печени интакт-
ных животных и животных с опухолью после воз-
действия ОФР может быть обусловлено сниже-
нием пула молекул фермента в связи с нейтрали-
зацией большого количества АФК. Уменьшение
количества МДА в печени опухоленосителей
после действия ОФР свидетельствует о снижении
ПОЛ. Вероятно, активность ферментов антиок-
сидантной системы клеток печени способна
справляться с окислительным стрессом на дан-
ной стадии роста опухоли.

Мы не обнаружили достоверных изменений
жирнокислотного состава в опухолевой ткани
под влиянием ОФР. Одним из важных метаболи-
ческих признаков опухолевых клеток является
нарушение регуляции липидного обмена. Для
них характерно усиление синтеза ЖК de novo, уве-
личение поглощения липидов и активация липо-
лиза. Жирные кислоты участвуют в различных ас-
пектах образования и прогрессии опухоли [49, 50].
Одним из преимуществ повышенной скорости
липогенеза de novo в опухолевых клетках является
синтез НЖК и МНЖК, которые по своей приро-
де более стабильны, чем ПНЖК, поскольку они
содержат меньше двойных связей, более подвер-
женных ПОЛ. Опухолевые клетки с более высо-
ким содержанием НЖК менее восприимчивы к
окислительному стрессу [51].

Специфичность повреждения опухолевых кле-
ток, вероятно, достигается за счет их локального
окислительно-восстановительного состояния. По-
казано, что уровни активности антиоксидантных
ферментов изменяются при опухолевом росте [52].
Вероятно, повышенное количество устойчивых к
перекисному окислению НЖК и МНЖК по срав-

нению с ПНЖК и состояние антиоксидантной
системы в опухолевых клетках препятствует мо-
дификации их мембран (нарушению плотности
их липидного бислоя), что затрудняет проникно-
вение АФК внутрь клеток и снижает уровень
окислительных повреждений ДНК и белков [53].
Снижение активности каталазы в опухолевом уз-
ле при воздействии ОФР на опухоленосителей
может быть связано, как и в печени, с подавлени-
ем экспрессии гена каталазы. На клетках гепато-
целлюлярной карциномы показано, что длитель-
ное воздействие АФК индуцировало метилирова-
ние CpG-острова II на промоторе гена каталазы и
подавляло экспрессию гена на уровне транскрип-
ции [54]. Гиперметилирование CpG-острова II
снижало уровень экспрессии мРНК каталазы и
белка. Возможно, для данного типа опухоли и
стадии ее роста доза ОФР оказалась недостаточ-
ной для нарушения клеточных механизмов само-
адаптации и индукции гибели опухолевых клеток
под действием АФК [6, 7].

Таким образом, обнаружено, что воздействие
ОФР на интактных крыс и животных-опухолено-
сителей приводит к достоверному изменению со-
держания ЖК и активности антиоксидантных
ферментов в различных органах и тканях. Полу-
ченные результаты свидетельствуют об увеличе-
нии количества ЖК, устойчивых к перекисному
окислению при воздействии ОФР, а также об
изменении количества ЖК в органах и тканях
животных-опухоленосителей, роль которых не-
достаточно изучена при опухолевом росте. Изме-
нения жирнокислотного состава в тканях и про-
антиоксидантного баланса организма при дей-
ствии озона, вероятно, зависят от типа опухоли и
стадии опухолевого роста.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
тересов, связанных с публикацией настоящей
статьи.

Соответствие принципам этики. Все примени-
мые международные, национальные и/или ин-
ституциональные принципы ухода и использова-
ния животных были соблюдены.
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Effect of Ozone on the Fatty Acid Composition and Free Radical Activity 
in Rat Tissues during Tumor Growth
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The effect of ozonized saline (OS) with an ozone concentration in the ozone–oxygen mixture of 400 μg/L,
administered intraperitoneally to male Sprague Dawley rats, on the fatty acid composition of the thymus,
blood plasma, liver, and solid PC-1 cholangiocarcinoma was studied. It was found that in intact animals OS
caused a significant increase in the content of oleic acid, the total amount of monounsaturated and polyun-
saturated fatty acids, as well as the total amount of fatty acids in thymus tissues. In tumor-bearing rats OS
caused an increase in the content of saturated and polyunsaturated fatty acids, as well as an increase in the
amount of polyunsaturated linoleic acid in thymus tissues. In the blood plasma of tumor carriers, the content
of docosahexaenoic acid increased, while the content of palmitic and palmitoleic acids decreased. After ex-
posure of tumor carriers to OS, the amount of docosahexaenoic acid decreased to the level of intact animals.
There were no changes in the content of fatty acids in the liver and tumor tissue in any of the studied groups.
The decrease in catalase activity in the liver was found in tumor-bearing rats. Treatment with OS led to an
even greater decrease in catalase activity in the liver of intact animals and tumor carriers. The amount of
malondialdehyde increased in the erythrocytes of tumor-bearing rats and after their treatment with OS. The
amount of malondialdehyde decreased in the liver after treatment of tumor carriers to OS. We suppose that
the treatment with OS, as well as tumor development in rats, triggers stress-induced tissue-specific reactions
such as changes in the fatty acid composition and activity of antioxidant enzymes.

Keywords: tumor, ozone, fatty acids, antioxidant enzymes, malonic dialdehyde
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на сайте https://www.pleiades.online/ru/authors/guid-
lines/prepare-electonic-version/.

Рукопись надлежит представлять в электрон-
ном виде. Следует присылать единый прикреп-
ленный файл, не превышающий 15 Мб, в форма-
те MS Word (*.doc), содержащий текст, таблицы и
рисунки (обычно черно-белые) в последовательно-
сти, изложенной ниже. При необходимости фай-
лы рекомендуется сжимать в стандарте WinZip
или WinRAR. Цветные иллюстрации принимают-
ся по согласованию с редакцией.

Сопроводительные документы. Рукопись статьи
должна сопровождаться: (а) письмом-направлением
от автора для корреспонденции, в котором констати-
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руется, что данная работа (название, авторы) направ-
ляется для опубликования в журнале Биологиче-
ские мембраны и что все авторы согласны с на-
правлением статьи в журнал; (б) заполненными
бланками договоров о передаче авторского права
на использование материалов для русской и ан-
глийской версий журнала. Бланки договоров
размещены на сайтах https://www.sciencejournals.ru
и https://www.pleiades.online. В случае отклонения
статьи договор в силу не вступает.

Сопроводительные документы принимаются
в электронном виде. Письмо-направление от
учреждения с подписью руководителя и печа-
тью, заполненные и подписанные бланки дого-
воров и титульная страница статьи (см. ниже) с
подписями всех авторов сканируются и посыла-
ются (biomembranes2010@gmail.com) в формате
jpeg или pdf.

При наличии в авторском коллективе зарубеж-
ных соавторов их согласие индивидуально подтвер-
ждается письмом, посылаемым в редакцию по
электронной почте (biomembranes2010@gmail.com)
на имя Главного редактора.

Порядок представления материалов. При оформ-
лении статьи необходимо придерживаться следую-
щего порядка.

Титульная страница:
• индекс УДК (в левом верхнем углу);
• заглавие статьи (не более 150 знаков без про-

белов);
•инициалы и фамилии авторов;
•полное название учреждения(ий), почтовый

индекс, город, страна;
• инициалы и фамилия автора для корреспон-

денции с указанием почтового адреса, контакт-
ного телефона, факса, электронного адреса;

• ключевые слова (3–6);
• количество слов в основном тексте;
• количество таблиц;
• количество рисунков;
• подписи всех авторов.
Основной текст:
• индекс УДК (в левом верхнем углу);
• заглавие статьи (не более 150 знаков, не счи-

тая интервалы);
• инициалы и фамилии авторов;
• полное название учреждения(ий), почтовый

индекс, город, страна;
• аннотация (до 300 слов)
• ключевые слова (3–6);
• введение
• материалы и методы;
• результаты;
• обсуждение (или результаты и обсуждение)
• благодарности (отдельный абзац без заголовка)
• таблицы (каждая на отдельной странице);

• подписи к рисункам (на отдельной странице);
• список цитированной литературы (на отдель-

ной странице);
• резюме на английском языке или на русском,

если основной текст представлен на английском
(до 300 слов, на отдельной странице);

• рисунки (пронумерованные, каждый на от-
дельной странице).

Расположение основных материалов теорети-
ческой работы произвольно, хотя следует в целом
придерживаться последовательности, изложен-
ной выше. Уравнения должны быть напечатаны
предпочтительно с помощью Microsoft Equation
Editor. Не рекомендуется использование симво-
лов корней, вместо них должны использоваться
дробные показатели степени. Двоеточие не долж-
но использоваться как знак деления. Уравнения
должны нумероваться с правой стороны в скоб-
ках. Символы должны быть определены при пер-
вом упоминании в тексте.

Математические модели должны быть пред-
ставлены таким образом, чтобы для широкого
круга читателей было понятно, какая система
(молекулярная, клеточная и др.) или процесс мо-
делируется, каковы исходные постулаты модели
и целесообразность ее использования для описа-
ния процесса или системы, а также ограничения
модели. Методы решения уравнений модели долж-
ны быть описаны в деталях, достаточных для их
воспроизведения. Коммерческие программы и ис-
пользуемые в них алгоритмы должны быть упомя-
нуты. Основополагающие детали вывода уравне-
ний и/или их решения могут быть представлены в
Приложении, помещаемом в конце работы.

Аннотация (не более 300 слов) обязательна для
статьи (обзора) и должна давать ясное представле-
ние о сути работы, объектах и методах исследова-
ния, основных результатах и сделанных выводах.

Раздел Материалы и методы должен содер-
жать информацию о методах исследования, до-
статочную для их ясного понимания и воспроиз-
ведения. Методы, описанные ранее, могут быть
представлены в краткой форме и должны сопро-
вождаться адекватными ссылками. Необходимо
указывать квалификацию и источник основных
реактивов; название (в оригинальной транскрип-
циии) фирмы-изготовителя реактивов/оборудо-
вания и страна приводятся в скобках (Serva, Гер-
мания). Использованные статистические методы
обработки данных, графические программы и т.п.
также должны быть указаны.

Таблицы (и рисунки) нумеруются в порядке
упоминания их в тексте. Каждая таблица должна
иметь заголовок и, если необходимо, краткие по-
яснения к представленным данным (условия экс-
перимента, число экспериментов и т.п.).

Рисунки должны быть выполнены с разреше-
нием не менее 300 dpi и в масштабе, допускаю-
щем их двукратное уменьшение без потери каче-
ства. В сложных рисунках со множественными
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панелями каждую следует пометить курсивной бук-
вой (а, б, в …). На графиках следует использовать
стандартные символы (m . d s r h j). В нижней
части рисунка необходимо указать его порядковый
номер и фамилию первого автора.

Электронные версии штриховых рисунков и
полутоновых фотографий должны представлять-
ся в формате JPEG или TIFF.

Цитирование литературы. Ссылка на цитиро-
ванную работу дается в тексте цифрой в квадрат-
ных скобках (нумерация в порядке цитирования).
Если ссылка на работу есть в таблице или в подпи-
си к рисунку, ей присваивается порядковый но-
мер, соответствующий расположению данного ма-
териала в тексте статьи.

Авторы несут полную ответственность за пра-
вильность цитирования работ. Последние должны
быть либо опубликованными, либо принятыми в
печать. Ссылки на тезисы докладов, диссертации,
авторские свидетельства следует приводить только,
если они являются единственным источником. Ци-
тирования типа “неопубликованные данные” или
“персональное сообщение” не должны включаться
в список литературы, но допускаются в тексте (на-
пример, Прутков К.Ф., персональное сообщение).
При этом предполагается, что авторы получили раз-
решение на цитирование в какой-либо форме.

Список цитированной литературы должен
оформляться следующим образом:

Статья в журнале
Карпушев А.В., Павлов Т.С., Старущенко А.В.

2009. Регуляция эпителиальных натриевых кана-
лов (ENaC) малыми G-белками и фосфатидили-
нозитидами. Биол. мембраны. 26 (4), 265–279.

Takeuchi H., Imanaka Y, Hirono H., Kurahashi T.
2003. Cross-adaptation between olfactory responses
induced by two-subgroups of odorant molecules.
J. Gen. Physiol. 122, 255–264.

Книга
Владимиров Ю.А., Добрецов Г.Е. 1980. Флуорес-

центные зонды в исследовании биологических
мембран. М.: Наука. 320 с.

Hille B. 1992. Ionic channels of excitable membranes.
2nd ed. Sunderland: Sinauer Associates, Inc. 607 p.

Статья в книге
Леднев В.В. 1977. Исследование структуры ак-

тинсодержащих нитей методом дифракции рент-
геновских лучей. В кн.: Молекулярная и клеточная
биофизика. Ред. Франк Г.М. М.: Наука, с. 164–172.

Keating M.T 1995. Molecular genetics of the long QT
syndrome. In: Ion channels and genetic diseases. Eds
Dawson D.C., Frizzell R.A. New York: The Rockefeller
University Press, p. 53–60.

Статья, принятая в печать
Додонова С.О., Крупенина Н.А., Булычев А.А.

2010. Подавление H+-проводимости плазмалеммы
на фоне высокой активности H+-насоса в клетках
Chara под действием дитиотреитола. Биол. мембраны
(в печати).

Во многих международных журналах статьи,
принятые в печать, публикуются в электронном
виде до выхода бумажной версии. При этом статьи
идентифицируются с использованием DOI (digital
object identifier), и их следует цитировать в ориги-
нальном формате:

Komaki S., Abe Т, Coutuer S., Inze D., Russinova E.,
Hashimoto T 2010. Nuclear-localized subtype of end-
binding 1 protein regulates spindle organization in Arabi-
dopsis. J. Cell Sci. doi 10.1242/jcs.062703

Если работы, которые цитировались как в печати,
были опубликованы на момент получения кор-
ректуры, авторы должны внести необходимые ис-
правления в список литературы.

Сокращения и аббревиатуры. Стандартные со-
кращения, рекомендованные комиссией по биохи-
мической номенклатуре IUPAC-IUB (Eur. J. Bio-
chem. 1977, 74 (1), 1–6), могут быть использованы
непосредственно. Нестандартные сокращения хи-
мических соединений, сокращения общего харак-
тера разрешается вводить лишь в случае многократ-
ного употребления. Их следует ввести (в скобках)
при первом же использовании сложного словосоче-
тания в основном тексте статьи, например: актив-
ные формы кислорода (АФК).

Аббревиатуры или формулы химических соеди-
нений, употребляемые как прилагательные, пишут-
ся через дефис: ИК-спектроскопия, ЖК-состоя-
ние, Na+-форма, ОН-группа, но группа ОН.

Размерности отделяются от цифры пробелом
(100 кПА, 77 К), кроме градусов, процентов и про-
милле: 90°, 20°С (для градусов Цельсия 20°С, а не
20°), 45%, 10‰. Дробные размерности: 58 Дж/моль,
10 моль/л. Для более сложных размерностей до-
пускается использование степеней, в том числе
отрицательных; символы различных размерно-
стей должны быть отделены пробелом: 9.8 м/c2 или
9.8 м с–2, 37 Дж моль–1 град–1. Единообразие напи-
сания размерностей в рукописи является обяза-
тельным.

При перечислении, а также в числовых интер-
валах размерность приводится лишь для послед-
него числа (10–30 Дж/моль, 22–25°С), за исклю-
чением угловых градусов (5°–10°, а не 5–10°).
Размерности переменных пишутся через запятую
(Е, кДж/моль).

Специальные символы и цифры. Для печати спе-
циальных символов (греческие буквы, математи-
ческие символы, графические символы и т.п.)
следует использовать функцию Insert Symbol в ре-
дакторе Microsoft Word. Десятичные доли в числах
отделяются точкой (3.14, а не 3,14).

Репринты. После выхода журнала издатель-
ство высылает авторам бесплатно PDF-файлы
русской и английской версии статьи.

Адрес редакции: 117997, Москва, ул.Миклухо-Ма-
клая, 16/10, Институт биоорганической химии РАН,
корп. 32, комн. 411, редакция журнала Биологиче-
ские мембраны. Телефон редакции: 8(499)724-80-89.
E-mail: biomembranes2010@gmail.com.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1
Сокращения часто употребляемых слов и терминов

ПРИЛОЖЕНИЕ 2
Стандартные обозначения некоторых тривиальных названий химических соединений

БЛМ Бислойные (бимолекулярные) липидные н. Нормальный (раствор)
мембраны

втор- Вторичный ОЕ Оптическая единица
ВЭЖХ Высокоэффективная жидкостная ПААГ Полиакриламидный гель

хроматография

ГЖХ Газожидкостная хроматография п. о. Пары оснований
ед. акт. Единица активности т. п. о. Тысяча пар оснований
ИК Инфракрасный т. кип. Температура кипения
КД Круговой дихроизм т. пл. Температура плавления
КР Комбинационное рассеяние трет- Третичный
КССВ Константа спин-спинового взаимодействия ТСХ Хроматография в тонком слое
ME Международная единица УФ Ультрафиолетовый
м-, о-, п- мета-, орто-, пара- ЭПР Электронный парамагнитный резонанс
н Нормальный (изомер) ЯМР Ядерный магнитный резонанс

ДНК Дезоксирибонуклеиновая кислота FAD Флавинадениндинуклеотид
ДНКаза Дезоксирибонуклеаза FCCP Карбонилцианид-4-трифторметокси-

фенилгидразон
РНК Рибонуклеиновая кислота FMN Флавинмононуклеотид
РНКаза Рибонуклеаза GA Грамицидин A
Трис Трис(оксиметил)аминометан Gpp(NH)p Гуанозин-5'-(β,γ-имидо)трифосфат
ADP Аденозин-5'-дифосфат HEPES 4-(2-Гидроксиэтил)-1-пипера- 

зинэтансульфоновая кислота
AMP Аденозин-5'-фосфат MES 2-(N-морфолино)этансульфоновая 

кислота
сАМР Аденозин-3',5'-циклофосфат MOPS 3-(N-морфолино)пропансульфоновая 

кислота
ANS 1-Анилинонафталин-8-сульфонат NAD, NAD+, 

NADH
Никотинамидадениндинуклеотид и его 
окисленная и восстановленная формы

АТР Аденозин-5'-трифосфат NADP, 
NADP+, 
NADPH

Никотинамидадениндинуклеотид- 
фосфат и его окисленная
и восстановленная формы

АТР-аза Аденозинтрифосфатаза Pi Неорганический фосфат

СССР Карбонилцианид-м-хлорфенилгид-
разон

PPi Неорганический пирофосфат

СМ-целлюлоза Карбоксиметилцеллюлоза poly(A) (3'-5')Поли(адениловая кислота)
Con А Конканавалин А POPOP 1,4-Бис[2-(5-фенил)оксазолил]бензол
DCC N,N'-дициклогексилкарбодиимид PPO 2,5-Дифенилоксазол
DEAE-целлюлоза Диэтиламиноэтилцеллюлоза SDS Додецилсульфат натрия
EDTA Этилендиаминтетрауксусная кислота TAPS 3-{[2-Гидрокси-1,1-бис(гидрокси-

метил)этил]амино}-1-пропансульфо-
новая кислота

EGTA Этиленгликольбис(β-аминоэтиловый 
эфир)-N,N'-тетрауксусная кислота
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ПРИЛОЖЕНИЕ 3
Символы для некоторых физических и химических величин и единицы их измерения

а 1/12 массы чистого изотопа 12С.
б Не °К.
в Англ. “absorbance” – поглощательная способность.
г Термин “экстинкция” употреблять не рекомендуется.

Символ Величина Единица измерения

m Масса г, мг, мкг и т.д.
М Молекулярная масса Даа (дальтон)
Мr Относительная молекулярная масса безразмерная
сB или [В] Концентрация вещества В М (моль/л), мМ и т.д.
n Количество вещества моль, нмоль, мкмоль и т.д.
s Коэффициент седиментации S (cвeдбepг, 10–13 с)
Т Термодинамическая температура Кб (кельвин)
t Температура по Цельсию °С
Е Энергия Дж или кал (4.1868 Дж)
Р Давление Па (паскаль), или атм (101325 Па), или 

мм рт. ст. (133.2 Па)
I Ионная сила М, мМ и т.д.
I Интенсивность излучения безразмерная
А Поглощениев (–lgI/I0) безразмерная

ε Молярный коэффициент поглощенияг М–1 см–1

λ Длина волны нм
Le Радиоактивность (излучательная способность) Бк (беккерель, с–1) или Ки (3.7 × 1010 Бк)
t Время с (не сек), мин, ч (не час), сут (не сутки)
V Объем дм3 (л), см3 (мл), мкл и т.д.
K Константа равновесия моль/л
Km Константа Михаэлиса М, мМ
Ks Субстратная константа То же
Ki Константа ингибирования »
k Константа скорости с–1 или М–1 с–1

kкат Каталитическая константа c–1

v Скорость превращения моль/с
V или Vmax Максимальная скорость моль л–1 с–1

h или nH Коэффициент Хилла безразмерный
U Напряжение В (вольт)
I Сила тока А (ампер)
С Емкость Ф (фарада)
R Сопротивление Ом
G Проводимость См (сименс)

Градиент электрохимического потенциала В (вольт)

Δψ Разность электрических потенциалов на мембране В (вольт)
Е, или Vm, или Δϕ Мембранный потенциал В (вольт)

+ΔμH


