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Известно, что Hsp70 и доноры сероводорода уменьшают воспалительные процессы в клетках чело-
века и животных, однако молекулярные механизмы их действия изучены недостаточно. Эффекты
Hsp70 и доноров H2S (GYY4137 и тиосульфат натрия) зависят от кинетики защиты клеток от акти-
вации липополисахаридами (ЛПС). В работе изучено влияние рекомбинантного Hsp70 человека и
доноров H2S на образование активных форм кислорода и фактора некроза опухоли-альфа, индуци-
рованных в клетках человека (THP-1) ЛПС. Определены изменения транскриптома в этих клетках
после введения ЛПС в сочетании с предварительной обработкой GYY4137. Показано, что Hsp70 и
доноры сероводорода снижают воспалительные процессы в клетках, активированных ЛПС. Hsp70
и доноры H2S различались кинетикой защитного действия, при этом более эффективными оказа-
лись доноры сероводорода. Изучена роль эндоцитоза в механизмах защиты клеток донорами H2S и
Hsp70 от действия ЛПС. Установлено, что предварительная обработка клеток, подвергающихся
воздействию ЛПС, донором сероводорода GYY4137 снижает индукцию провоспалительных генов и
влияет на экспрессию генов разных путей внутриклеточной сигнализации.
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ВВЕДЕНИЕ

В этиопатогенезе широкого спектра заболева-
ний важную роль играют воспалительные про-
цессы, активаторами которых часто выступают
эндотоксины (липополисахариды, ЛПС). К ос-
новным источникам ЛПС в организме относятся
грамотрицательные бактерии, входящие в состав
микробиома человека, а поступление ЛПС из
просвета кишечника в кровяное русло (эндоток-
семия) [1] считается важным патогенетическим
фактором грамотрицательного сепсиса, сердеч-
но-сосудистых и нейродегенеративных заболева-
ний, сахарного диабета типа 2 и других. Кроме то-
го, важную роль в развитии многих хронических
заболеваний животных и человека играет метабо-

лическая эндотоксемия, к развитию которой
приводят нарушения в питании [2].

Циркулирующие в крови ЛПС активируют
различные клетки врожденного иммунитета
(нейтрофилы, моноциты, макрофаги и др.) [3]
посредством цепи последовательных событий.
Сначала ЛПС связываются со вспомогательными
белками LBP и CD14, затем сигнал от них переда-
ется на Тоll-подобный рецептор 4 (TLR4) в ком-
плексе с MD2. После димеризации комплекса
TLR4-MD2 на клеточной поверхности происхо-
дит MyD88-зависимая передача сигналов с по-
следующей экспрессией факторов транскрипции
(NF-κB и др.). Интернализация TLR4 индуциру-
ет MyD88-независимую (TRIF-зависимую) пере-
дачу сигналов в эндосомах и экспрессию таких
регуляторов, как интерферон-регуляторный фак-
тор 3 (IRF-3) и, в конечном итоге, интерфероны
(IFN) типа 1. Это приводит к синтезу цитокинов
и хемокинов, таких как IL-1β, IL-6, IL-8, CCL2 и

Сокращения. Hsp70 – белок теплового шока 70 кДа, ЛПС –
липополисахарид; АФК – активные формы кислорода;
TNFα – фактор некроза опухоли-альфа; STS – тиосульфат
натрия.
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TNFα, с использованием MyD88-зависимых пу-
тей, а CXCL10, CCL5, IFN-β и оксида азота по-
средством MyD88-независимых путей [4]. Посто-
янное пополнение пула провоспалительных цито-
кинов приводит к слабовыраженному системному
хроническому воспалению [5].

Один из природных лигандов TLR4 – индуци-
бельная форма белка теплового шока Hsp70, от-
вечающего также за фолдинг белков, синтезируе-
мых в клетке, рефолдинг частично денатуриро-
ванных белков при различных видах стресса, в
том числе при тепловом шоке [6, 7].

Ранее было показано, что рекомбинантный
Hsp70 обладает противовоспалительным дей-
ствием, ингибирует продукцию активных форм
кислорода (АФК), а также экспрессию основных
медиаторов воспаления (TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8
и др.) нейтрофилами и макрофагами в ответ на
различные бактериальные токсины [8–11]. Взаи-
модействие эндогенного Hsp70 с TLR4 приводит
к быстрому фагоцитозу образовавшегося ком-
плекса [12]. Также известно, что эндогенный
внутриклеточный Hsp70 ингибирует активность
TLR4, способствуя его убиквитинзависимой де-
градации [13].

Еще одно важное противовоспалительное со-
единение – газотрансмиттер сероводород (H2S),
образуется в клетках в результате процесса транс-
сульфурации, описанного у большинства прока-
риотических и эукариотических организмов,
включая человека [14]. У млекопитающих H2S
продуцируется клетками с помощью различных
ферментов, преимущественно цистатионин-β-
синтазы (CBS), цистатионин-γ-лиазы (CSE) и
3-меркаптопируват-сульфидтрансферазы (3-MST),
но часть H2S продуцируется кишечной микробио-
той. Подавление эндогенных ферментов, участвую-
щих в образовании H2S при различных заболевани-
ях, или генетические дефекты ферментных систем
биосинтеза H2S приводят к развитию различных
патологий, включая онкологические, сердечно-со-
судистые, нейродегенеративные, аутоиммунные
(ревматоидный артрит, астма) и др. [15–18]. В по-
следние годы наши исследования защитных
свойств рекомбинантного Hsp70 человека и раз-
личных доноров H2S показали, что эти соедине-
ния защищают клетки от действия ЛПС [6, 11, 19,
20]. Известно также, что повышенный уровень
H2S в клетках может приводить к индукции обра-
зования Hsp70 [21]. Ранее мы изучали влияние
экзогенного Hsp70 на функциональные свойства
клеток нейробластомы при действии различных
ингибиторов эндоцитоза [22]. В настоящей рабо-
те исследовали действие белка Hsp70 на клетки
THP-1 в присутствии ЛПС и доноров сероводо-
рода разной природы – GYY4137 и тиосульфата
натрия (STS).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты. В работе использовали культураль-

ную среду RPMI-1640, флуоресцентный зонд
SF7-AM, HEPES, L-глутамин, фосфатно-соле-
вой буфер (PBS), краситель Crystal Violet, краси-
тель нитросиний тетразолий (НСТ), краситель
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетра-
золий бромид (MTT), актиномицин D, додецил-
сульфат натрия (SDS), пенициллин, стрептомицин,
диметилсульфоксид (ДМСО), раствор Трипсина-
Версена, ЛПС из Escherichia coli O55:B5, GYY4137
(морфолин-4-иум (4-метоксифенил)морфолин-
4-илфосфинодитиоат) (все “Sigma-Aldrich”,
США); эмбриональная сыворотка крупного рога-
того скота (ЭТС), тестированная на присутствие
эндотоксина 0.01 ед./мл (“HyClone”, США); ди-
насор (Dyn), амилорид (Am), метил-бета-цикло-
декстрин (MBCD), нокодазол (Noc), филипин
(Fil) (“Sigma-Aldrich”); STS (“Дальхимфарм”,
Россия).

Выделение рекомбинантного Hsp70 человека.
Рекомбинантный Hsp70 человека с пятью амино-
кислотными заменами, повышающими раство-
римость и стабильность белка [23], продуцирова-
ли в бактериальной культуре с использованием
конструкции на основе вектора pET-14b и очища-
ли методом металл-аффинной хроматографии на
Ni-NTA-сефарозе и аффинной хроматографии на
АТР-агарозе. Дополнительную доочистку препа-
ратов Hsp70 от остаточного ЛПС проводили на
полимиксин- или полилизин-агарозе, степень
очистки контролировали с помощью электрофо-
реза в полиакриламидном геле (ПААГ) и LAL-те-
ста согласно инструкции производителя. Кон-
центрацию очищенного белка измеряли по мето-
ду Брэдфорда (Pierce Coomassie (Bradford) Protein
Assay Kit).

Культуры клеток. Линия промоноцитов чело-
века, THP-1, получена из Американской Коллек-
ции Типовых Культур (АТСС, США), линия кле-
ток L-929 фибробластов мыши – из коллекции
клеточных культур Института цитологии РАН
(Санкт-Петербург, Россия). Клетки культивиро-
вали в среде RPMI-1640 (“Sigma-Aldrich”), содер-
жащей 10% термоинактивированной ЭТС, 2 мМ
L-глутамина, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/мл
стрептомицина при 37°C и 5% CO2.

Дифференцировку клеток ТНР-1 проводили в
культуральной среде (КС) в 24-луночных плоско-
донных планшетах с добавлением 200 нМ фор-
бол-12-миристат-13-ацетата (PMA) в течение 72 ч
при 37°С в атмосфере 5% СО2, промывали КС и
затем использовали в экспериментах. К клеткам
добавляли 2 мкг/мл Hsp70, 2 мМ STS или 200 мкM
GYY4137 на 120 мин, затем в соответствующие об-
разцы добавляли 1 мкг/мл ЛПС из E. coli (серотип
O55:B5) и инкубировали в течение 24 ч при +37°С в
атмосфере 5% СО2.
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Образование активных форм кислорода (АФК) в
клетках THP-1 определяли с использованием
красителя НСТ [24]. Этот метод отражает актив-
ность кислородзависимого клеточного метабо-
лизма – источника АФК. По окончании куль-
тивирования из планшетов с клетками отбира-
ли КС, клетки промывали PBS и добавляли
0.1%-ный раствор НСТ (2 ч при +37°С и 5% СО2).
Затем клетки отмывали 2 раза PBS, фиксировали
этанолом и сушили. Образовавшийся внутрикле-
точный формазан растворяли в 300 мкл 2 М КОН
и 400 мкл ДМСО на лунку. Оптическую плот-
ность полученного раствора измеряли при длине
волны 620 нм на планшетном ридере “Униплан”
(“Пикон”, Россия).

Продукцию TNFα определяли по цитотоксиче-
скому действию образцов на клетки-мишени – ли-
нию фибробластов L-929 мыши [19]. Клетки L-929
культивировали в 96-луночных планшетах (2 × 104 в
100 мкл среды на лунку) при +37°С и 5% СO2 в те-
чение 24 ч, затем к образовавшемуся монослою
добавляли актиномицин D (1 мкг/мл), а затем по
100 мкл супернатанта исследуемых клеток. К кон-
трольным лункам добавляли только КС. Планше-
ты инкубировали в течение 24 ч, затем клетки от-
мывали фосфатным буфером, окрашивали кра-
сителем Crystal Violet (“Sigma-Aldrich”, США) и
определяли выживаемость клеток после раство-
рения кристаллов в 1%-ном растворе SDS. Опти-
ческую плотность измеряли при 595 нм на план-
шетном ридере “Униплан” (“Пикон”, Россия).
Продукцию TNFα определяли по индексу цито-
токсичности [25].

Жизнеспособность клеток контролировали с
использованием MTT-теста [19, 20]. Жизнеспо-
собность клеток в экспериментальных пробах
была не менее 96–99%.

Образование сероводорода в клетках. Образо-
вание H2S под действием доноров сероводорода
GYY4137 и STS регистрировали на проточном ци-
тометре CytoFLEX (“Beckman Coulter”, США) с
использованием флуоресцентного зонда SF7-AM
[26]. Показано, что добавление GYY4137 и STS
приводило к высвобождению H2S в клетках THP-1,
что полностью соответствует результатам, приве-
денным в [19].

Ингибиторный анализ. В экспериментах ис-
пользовали следующие ингибиторы эндоцитоза:
амилорид (Amil), нокодазол (Noc), филипин
(Fil), динасор (Dyn), Метил-β-циклодекстрин
(MBCD). Ингибиторы добавляли к клеткам за
30 мин до введения Hsp70, ЛПС и доноров серо-
водорода (GYY4137 и STS) [27]. Оптимальные и
нетоксичные концентрации ингибиторов опре-
деляли, используя предварительно установлен-
ные максимальные нетоксичные концентрации
(данные не приведены).

Регистрация действия Hsp70-Alexa 555 на клет-
ки THP-1. Клетки ТНР-1 в КС c 10% ЭТС поме-
щали в 35 мм чашки Петри с повышенной адгези-
ей (“Eppendorf”, Германия) и добавляли 200 нМ
PMA. Клетки дифференцировали в течение 72 ч
при +37°С в атмосфере 5% СО2, промывали КС,
снимали с поверхности с помощью раствора
Трипсина–Версена и использовали в экспери-
ментах. Суспензию дифференцированных клеток
THP-1 (1 × 106/мл) в бессывороточной КС без фе-
нолового красного разливали в микропробирки
по 300 мкл, вносили добавки (ингибиторы) и ин-
кубировали в течение 30 мин при +37°С и 5% СО2.
Затем клетки центрифугировали (отмывали от
ингибиторов) при 250 g в течение 5 мин, разводи-
ли осадок в 300 мкл бессывороточной КС без фе-
нолового красного и добавляли Hsp70-Alexa 555 в
конечной концентрации 1 мкг/мл. Hsp70, мечен-
ный Alexa 555 (Hsp70-Alexa 555), любезно предо-
ставлен Б. Маргулисом (Институт цитологии
РАН, Санкт-Петербург). Пробы инкубировали
при +37°С и 5% СО2 в течение 3 ч, этот интервал
времени был выбран, исходя из результатов, по-
лученных в [12], а затем измеряли на цитометре
CytoFLEX (“Beckman Coulter”).

Статистика. Данные представлены как среднее
значение ± стандартное отклонение, вычислен-
ные в шести независимых экспериментах, выпол-
ненных в четырех повторностях. Различия между
группами анализировали с помощью однофак-
торного дисперсионного анализа с попарными
сравнениями Тьюки. Нормальность распределе-
ния анализируемых величин проверяли с исполь-
зованием критерия Шапиро–Уилка. Пороги зна-
чимости были следующими: *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.005, ****p < 0.001, #p < 0.001, ## p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Кинетика защиты клеток THP-1 белком
теплового шока Hsp70, GYY4137 и STS 
от ЛПС-индуцированной активации

Инкубация клеток с Hsp70 (2 мкг/мл),
GYY4137 (200 мкМ) и STS (2 мМ) в течение 24 ч
приводит (по сравнению с контрольными клетка-
ми) к небольшому увеличению продукции TNFα
клетками – до 17, 9 и 7 пг/мл соответственно
(рис. 1а, 1). Добавление Hsp70, GYY4137 и STS к
клеткам за 2 ч до ЛПС снижает продукцию TNFα
(по сравнению с действием ЛПС) на 61, 69 и 65%
соответственно. Исследование кинетики защит-
ного действия использованных соединений пока-
зало, что при предварительной обработке клеток
в течение 20 мин (до добавления ЛПС) эффектив-
ность защиты достигает 50% (рис. 1б). Из трех со-
единений наиболее эффективно клетки от дей-
ствия ЛПС защищал GYY4137. Эффективность
Hsp70, GYY4137 и STS можно оценить, сравнивая
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Рис. 1. Действие Hsp70, GYY4137 и STS на ЛПС-индуцированную продукцию TNFα клетками THP-1. а: 1 – продукция
TNFα клетками в отсутствие ЛПС; 2 – продукция TNFα клетками в присутствии ЛПС. б: 1 – 2 мкг/мл Hsp70; 2 –
200 мкМ GYY4137; 3 – 2 мМ STS. 1, 2 и 3 – последовательное добавление к клеткам сначала одного из соединений
(Hsp70, GYY4137 и STS), а затем (в интервале 1–120 мин) ЛПС. Концентрация ЛПС в клеточных пробах – 1 мкг/мл.
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отношение ЛПС-индуцированной продукции
TNFα (или АФК) клетками к контролю и отно-
шение продукции TNFα в присутствии Hsp70
(или GYY4137 и STS) и ЛПС (обозначено как ко-
эффициент эффективности КЭ) к контрольному
значению. Так, например, отношение продукции
TNFα для ЛПС составило 11.4 (57/5), а для STS –
3.1 соответственно. В случае Hsp70 и GYY4137 ве-
личины КЭ составят 2.3 и 3.5 соответственно.

Ингибиторы эндоцитоза снижают связывание 
Hsp70-Alexa 555 с клетками THP-1

Показано, что все использованные нами инги-
биторы эндоцитоза снижали связывание Hsp70-
Alexa 555 с макрофагами по сравнению с кон-
трольными клетками. Наиболее эффективно свя-
зывание снижали ингибиторы динасор и MBCD
(рис. 2, MBCD и Dyn) по сравнению с контроль-
ными клетками (рис. 2, КС), ~35%.

Влияние Hsp70, GYY4137 и STS
на ЛПС-индуцированную активацию

клеток THP-1 в присутствии 
ингибиторов эндоцитоза

Изучение действия ингибиторов эндоцитоза
показало, что все примененные ингибиторы
уменьшали продукцию АФК и TNFα клетками
THP-1, а также и ЛПС-индуцированную продук-
цию АФК и TNFα (рис. 3 и 4, сравнение столби-

ков 2 с ингибиторами со столбиком 2 с ЛПС).
Максимальное снижение продукции АФК вызы-
вали MBCD и динасор. Амилорид, нокодазол и
филипин ингибировали продукцию АФК в мень-
шей степени. MBCD, динасор и амилорид не-
сколько снижали продукцию АФК для Hsp70,
GYY4137 и STS по сравнению с действием этих
соединений без ингибиторов. В присутствии ин-
гибиторов величины КЭ для Hsp70, GYY4137 и
STS приближаются к единице.

Ингибиторы эндоцитоза более значимо влия-
ли на продукцию TNFα клетками, чем на продук-
цию АФК (рис. 4). Так, в присутствии всех инги-
биторов ЛПС-индуцированная продукция TNFα
снижается более чем в 2 раза (рис. 4, столбики 2 с
ингибиторами по сравнению со столбиком 2,
КС). В присутствии ингибиторов во всех клеточ-
ных пробах величина КЭ находится в интервале ~
~1.3–1.5. Ингибиторы MBCD, динасор, амило-
рид и филипин снижали продукцию TNFα в кле-
точных пробах с Hsp70, GYY4137 и STS по сравне-
нию с действием этих соединений без ингибито-
ров (рис. 4, 1–5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

TLR4 активируется ЛПС с участием LBP (LPS
binding protein) и CD14 и последовательно запус-
кает два сигнальных каскада. Первый каскад с
участием адапторных белков TIRAP и MyD88 ин-
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дуцируется в плазматической мембране, тогда
как второй каскад активируется присоединением
адапторных белков TRAM и TRIF к удвоенному
комплексу (TLR4-MD2) в ранних эндосомах по-
сле эндоцитоза рецептора TLR4 [28]. Мембран-
ная форма CD14 заякорена в липидных микродо-
менах клеточной мембраны рядом c молекулами
TLR4 [29].

Одним из первых ответов клетки на провоспа-
лительное действие ЛПС является индукция син-
теза АФК с последующим синтезом TNFα и ряда
других провоспалительных цитокинов [30]. Основ-
ной источник АФК в макрофагах – NADPH-окси-
даза [31], механизм активации которой с участием
Toll-подобных рецепторов (TLR) остается не-
достаточно изученным. Однако известно, что
NADPH-оксидаза, по крайней мере частично,
включает сигнальные пути с участием различных
протеинкиназ [31, 32].

Исследование кинетики защитного действия
Hsp70 и доноров H2S показало, что доноры серо-
водорода более значимо снижают активацию кле-
ток при действии ЛПС, чем Hsp70 (pис. 1б). При
этом и Hsp70, и доноры H2S в отсутствие ЛПС
увеличивали продукцию TNFα клетками по срав-
нению с контролем (pис. 1a, столбики 2). Мак-
симальной активацией обладал белок Hsp70

(17 пг/мл), минимальной – STS (6.5 пг/мл).
Меньшая эффективность защитного действия
Hsp70 (по сравнению с STS), вероятно, связана с
его небольшим провоспалительным действием.
Некоторое увеличение продукции TNFα клетка-
ми при действии GYY4137 (9.4 пг/мл) может быть
обусловлено тем, что GYY4137 способен увеличи-
вать экспрессию белков семейства Hsp70 [19].

Нами показано (pис. 3), что Hsp70 и доноры
сероводорода значительно снижают продукцию
АФК. Эти результаты подтверждаются и данны-
ми проведенного нами транскриптомного анали-
за, согласно которым ЛПС вызывает увеличение
синтеза нескольких субъединиц NADPH-оксида-
зы: мембранной gp67 и двух цитоплазматических –
p47phox и p67 phox [19]. При этом GYY4137 сни-
жает уровень трех субъединиц в составе NADPH-
оксидазного комплекса. В этом, по-видимому,
состоит основной механизм защиты клеток от
ЛПС-индуцируемой продукции АФК. При бак-
териальной инфекции NADPH-оксидаза участ-
вует в механизмах гибели бактерий в составе фа-
госом. Анализ транскриптома показал [19], что
ЛПС увеличивает уровень катепсина и Fcγ-ре-
цептора. Этот рецептор вместе с фосфолипазой D
и ARF6 может участвовать в активации NADPH-
оксидазы [33]. В наших экспериментах экспрес-
сия фосфолипазы D и ARF6 не изменялась под

Рис. 2. Действие ингибиторов эндоцитоза на связывание Hsp70-Alexa 555 с клетками THP-1. MFI – медианная интен-
сивность флуоресценции. КС – культуральная среда; Am – 100 мкМ амилорид; Noc – 1 мкМ нокодазол; Fil – 1 мкМ
филипин; Dyn – 40 мкМ динасор; MВCD – 2 мМ метил-β-циклодекстрин. Ингибиторы добавляли к клеткам за
30 мин до Hsp70-Alexa 555. За 100% принята MFI клеток в культуральной среде, все остальные значения представлены
в процентах от указанного значения. Общее время культивирования клеток – 24 ч. N = 6, *p < 0.01, **p < 0.005 по срав-
нению с КС.
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действием ЛПС и GYY4137, при этом GYY4137
снижал уровень FcαR, FcγR и катепсина, присут-
ствующего в фаголизосомах. В фаголизосомах
присутствует только катепсин. Ингибитор дина-
сор снижал защиту клеток от ЛПС донорами H2S
и Hsp70, а также общую продукцию АФК и TNFα
(pис. 3, 4, Dyn). Снижение продукции АФК и TNFα
клетками при действии динасора может быть обу-
словлено взаимосвязью NADPH-оксидазы [34] и
TLR4 [35] с клатрином клеточных мембран.

Другим механизмом снижения уровня АФК и
TNFα в наших экспериментах (рис. 1, 3 и 4) мо-
жет быть снижение уровня клеточных TLR4 в
присутствии Hsp70 и доноров H2S [19, 20].

ЛПС может не только активировать NADPH-
оксидазу, но и переключать метаболизм макро-
фагов с окислительного фосфорилирования на
гликолиз и пентозофосфатный путь. Ингибиро-
вание пентозофосфатного пути подавляет вы-
званное ЛПС повышение активности NOX2 и
связано со значительным снижением экспрессии
мРНК NADPH-оксидазы [36]. По данным тран-
скриптомного анализа ЛПС и GYY4137 влияют на

экспрессию ферментов, вовлеченных в регуляцию
гликолиза и глюконеогенеза. Установлено [19],
что ЛПС увеличивает экспрессию мутаротазы га-
лактозы, гексокиназы 1, фруктозо-1,6-бисфосфа-
тазы и бисфосфоглицератмутазы. GYY4137 умень-
шает экспрессию первых трех ферментов и не вли-
яет на экспрессию бисфосфоглицератмутазы. Эти
данные позволяют предположить, что под дей-
ствием ЛПС метаболизм клеток THP-1 переклю-
чается с окислительного фосфорилирования на
гликолиз. GYY4137 нивелирует эти процессы.

В наших экспериментах Hsp70 эффективно за-
щищал клетки от ЛПС-индуцированной продук-
ции АФК и TNFα (рис. 1, 3 и 4). Одним из меха-
низмов этой защиты может быть непосредственное
взаимодействие Hsp70 с NADPH-оксидазой с по-
следующей деградацией этого фермента [37, 38].
Показано, что Hsp70, используя TLR4, может по-
давлять индукцию NOX3 [39].

Ключевую роль в активации макрофагов под
действием ЛПС играет TLR4 [4]. Выполненный
нами ранее транскриптомный анализ клеток
THP-1 [19] показал, что ЛПС вызывает повыше-

Рис. 3. Действие ингибиторов эндоцитоза на продукцию АФК клетками THP-1 в присутствии Hsp70 (2 мкг/мл),
GYY4137 (200 мкМ), STS (2 мМ) и ЛПС (1 мкг/мл). КС – культуральная среда; MBCD – 2 мМ метил-β-циклодекстрин;
Dyn – 40 мкМ динасор; Am – 100 мкМ амилорид; Noc – 1 мкМ нокодазол; Fil – 1 мкМ филипин. 1 – клетки в отсут-
ствие ЛПС, Hsp70, GYY4137 и STS; 2 – добавление ЛПС; 3 – добавление Hsp70; 4 – добавление GYY4137; 5 –добавле-
ние STS. Ингибиторы добавляли за 30 мин до Hsp70, GYY4137 и STS; с последними клетки инкубировали в течение 2 ч
и добавляли ЛПС. За 100% принята продукция АФК клетками THP-1 в контроле (КС, столбик 1), все остальные зна-
чения представлены как процент от указанного значения. Общее время культивирования клеток – 24 ч. Сравнивали
значения # с *** и ## с *.
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ние уровня экспрессии MyD88 и активирует сиг-
нальный путь NF-kB, важную роль в котором иг-
рает TRAF6 (TNF receptor associated factor 6). При
действии ЛПС экспрессия TRAF6 в клетках THP-1
не изменяется, зато значительно снижается в
присутствии GYY4137 [19]. ЛПС вызывает также
увеличение экспрессии TRIF (TIR-domain-con-
taining adapter-inducing interferon-β) и адапторной
киназы RIP1 (receptor-interacting protein 1), свя-
занной с регуляцией сигнальных путей с участием
MAP-киназ, а также с регуляцией программируе-
мой клеточной гибели [40]. Согласно данным
транскриптомного анализа [19], в присутствии
ЛПС значительно возрастает экспрессия хемоки-
нов и провоспалительных цитокинов (INFα, IL-1β,
IL-6, IL-8) [19, 20, 22].

Экзогенный Нsр70 взаимодействует с клетка-
ми-мишенями благодаря ряду клеточных рецеп-
торов, основными из которых являются TLR4 и
TLR2, а также LOX-1, SREC-1 и CLEVER-1
(группа Scavanger receptors, SR), а также CD40
(семейство рецепторов TNF), CD91 (рецептор
липопротеинов низкой плотности) и CCR5 (ре-
цептор хемокинов) [41]. Кроме того, рекомби-
нантный Нsр70 может проникать в клетки, взаи-
модействуя с липидами клеточных мембран [42].
Связываясь с рецепторами, Нsр70 проникает в
клетки при интернализации рецепторов. Показа-

но, что Hsp70 может поступать в клетки и с помо-
щью клатриннезависимого эндоцитоза [43]. ЛПС
может поступать в клетки путем рецепторзависи-
мого и клатринзависимого эндоцитоза [44, 45], а
также с использованием белков LBP, HMGB1
(high-mobility group protein B1) и RAGE (Receptor
of advanced glycation end products) [4].

Изучение влияния ингибиторов эндоцитоза
показало, что наиболее эффективным ингибито-
ром эндоцитоза Hsp70-Alexa 555 был MBCD.
Способность других ингибиторов снижать эндо-
цитоз Hsp70-Alexa 555 изменялась в следующем в
порядке – амилорид < нокодазол < филипин <
< динасор < MBCD) (pис. 2). С этим связано значи-
тельное ингибирование продукции АФК и TNFα
клетками в присутствии ингибитора липидных
микродоменов – MBCD (рис. 3 и 4). Следует от-
метить, что MBCD не полностью подавляет про-
дукцию АФК и TNFα в присутствии ЛПС и
Нsp70, что обусловлено, по-видимому, проник-
новением ЛПС и Нsp70 в клетку путями, не свя-
занными с рецепторами. Кроме того, ЛПС-инду-
цированная активация TLR4 усиливает синтез
жирных кислот, которые превращаются в сфин-
голипиды, входящие в состав липидных микро-
доменов [46].

Транскриптомный анализ влияния ЛПС и
GYY4137 на сигнальные пути, регулирующие эн-

Рис. 4. Действие ингибиторов эндоцитоза на продукцию TNFα клетками THP-1. Обозначения как на рис. 3. Сравни-
вали значения # с **** и ## с *.
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доцитоз, показал, что эти соединения действуют
как на клатринзависимый, так и на клатриннеза-
висимый эндоцитоз. ЛПС увеличивает уровень
MHC1, END1 (принимает участие в рециркуля-
ции рецепторов [47]), CHMP5, MVB12, SWIP,
SNX5, CPML и уменьшает уровень Ras, рецепто-
ров TGFβ и др. GYY4137 несколько увеличивает
уровень TGFβR и Smad (2/3) и снижает уровень
cPML. Установлено, что образование комплекса
ЛПС-TLR4 индуцирует инактивацию сигналов от
рецептора TGFβ (TGFβR–Smad (2/3) – факторы
транскрипции). Эффективность передачи сигна-
ла от TGFβR к Smad (2/3) возрастает при присо-
единении к TGFβR адапторных белков cPML и
SARA [48]. Cигнальный путь от рецептора TGFβ
может активироваться окислительным стрессом,
что в дальнейшем приводит к активации сигналь-
ных путей с участием p38 MAPK. Показано, что
H2S может эффективно ингибировать сигналь-
ные пути NF-κB, TGFβ и IL-4/STAT6, а также
снижать продукцию АФК посредством подавле-
ния NOX2/4 [49].

ЛПС уменьшает уровень GPCR и β-аррестина,
в то время как GYY4137 повышает их уровень.
Также нами установлено, что ЛПС увеличивает
уровень кавеолина и тирозинкиназы Src, которые
играют важную роль в путях клатриннезависимо-
го эндоцитоза, а GYY4137 снижает уровень кавео-
лина и тирозинкиназы Src [19]. Ингибитор кавео-
линзависимого эндоцитоза филипин практиче-
ски отменял защиту клеток донорами Н2S и
Hsp70 от ЛПС-индуцированной продукции АФК.
При этом филипин почти на 30% снижал образо-
вание АФК, индуцированное ЛПС. Интересно,
что продукцию TNFα (связанную с ЛПС) фили-
пин уменьшал почти в 6 раз (рис. 4, Fil). Кавеолы
также связаны сигнальными путями с MAP-ки-
назами, Akt, малыми GTPaзами Rac и др. Все эти
сигнальные пути в определенной степени связа-
ны с активирующим действием ЛПС. В наших
экспериментах филипин – ингибитор кавеолин-
зависимого эндоцитоза – снижал защитное дей-
ствие Hsp70 и GYY4137, нарушая структуру кавеол
и воздействуя на многообразие внутриклеточных
сигнальных путей, связанных с кавеолинзависи-
мым эндоцитозом [50].

Ингибитор макропиноцитоза амилорид умень-
шает и активацию клеток ЛПС, и защитное дей-
ствие Hsp70 и доноров сероводорода (рис. 3, Am).
Важную роль в макропиноцитозе играет NADPH-
оксидаза, ингибирование которой подавляет
макропиноцитоз, а также Na+/H+-обменник, ко-
торый участвует в регуляции уровня актина. Ами-
лорид воздействует на сигнальные пути NF-kB и
снижает продукцию TNFα клетками, что корре-
лирует с данными [51].

Ингибитор тубулинзависимого эндоцитоза –
нокодазол, снижал ЛПС-индуцированную про-

дукцию АФК (~ на 20%) и TNFα (~ в 2.5 раза).
При этом ингибитор значительно уменьшал за-
щитное действие Hsp70 и доноров сероводорода
(рис. 3 и 4, Noc), как и в [52].

Изучение влияния ингибиторов эндоцитоза на
продукцию АФК и TNFα клетками THP-1 в при-
сутствии ЛПС, Hsp70 и доноров сероводорода по-
казало, что все эти ингибиторы снижают продук-
цию АФК и TNFα клетками. Все ингибиторы
уменьшают продукцию TNFα клетками в присут-
ствии ЛПС, Hsp70 и доноров сероводорода. MBCD,
динасор и амилорид снижают продукцию АФК в
присутствии ЛПС, Hsp70 и доноров сероводорода.

Таким образом, Hsp70 и доноры сероводорода
снижают воспалительные процессы в клетках,
активированные ЛПС. Hsp70 и доноры H2S раз-
личаются кинетикой защитного действия, при
этом более эффективными оказались доноры се-
роводорода. Изучена роль ингибиторов эндоци-
тоза в механизмах защиты клеток донорами H2S и
Hsp70 от действия ЛПС. Установлено, что пред-
варительная обработка GYY4137 клеток, подверг-
шихся воздействию ЛПС, повышает опосредо-
ванную ЛПС индукцию провоспалительных ге-
нов и снижает экспрессию генов таких путей
внутриклеточной сигнализации, как эндоцитоз,
фагоцитоз, гликолиз, сигнальный путь NF-kB,
сигнальные пути с участием рецепторов TNFα,
TLR4, сигнальные пути тирозинкиназ (PI-3K,
MAPK, Src и др.).

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 19-14-00167
для Д.Г.).
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Protective Action of HSP70 and Hydrogen Sulfide Donors in THP-1 Macrophages 
at Lipopolysaccharide-Induced Inflammatory Response by Modulating Endocytosis
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Hsp70 and hydrogen sulfide donors reduce inflammatory processes in human and animal cells. The biolog-
ical action mediated by Hsp70 and H2S donors (GYY4137 and sodium thiosulfate) depends on their protec-
tion kinetics from cell activation by lipopolysaccharides. However, the molecular mechanisms of action of
Hsp70 and H2S are not well understood. We studied the effect of human recombinant Hsp70 and H2S donors
on the formation of reactive oxygen species and tumor necrosis factor-alpha induced in human cells (THP-1) by
lipopolysaccharides. Transcriptomic changes occurring in these cells after LPS administration in combina-
tion with GYY4137 pretreatment were investigated. The results obtained showed that Hsp70 and hydrogen
sulfide donors reduce inf lammatory processes in cells activated by the action of LPS. Hsp70 and H2S do-
nors differed in the kinetics of the protective action, while hydrogen sulfide donors turned out to be more
effective. The role of endocytosis in the mechanisms of protection of cells by H2S and Hsp70 donors from
the action of LPS was studied. It has been found that GYY4137 pretreatment of LPS-exposed cells reduces
the LPS-induced induction of various pro-inf lammatory genes and affects the expression of genes of var-
ious intracellular signaling pathways.

Keywords: GYY4137, STS, Hsp70, LPS, THP-1, TNFα, ROS


