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Малые ГТФазы — это небольшие (около 21 кДа) белки, регулирующие множество биологических 
процессов, таких как транспорт везикул, цикл клеточного деления, клеточная миграция, инвазия, 
адгезия, пролиферация и репарация ДНК; они участвуют в канцерогенезе и нейродегенеративных 
заболеваниях. Некоторые из этих белков, такие как белки семейства Rho, являются ключевыми: 
регулируют актиновый цитоскелет, влияют на клеточную адгезию и подвижность. В настоящем об-
зоре рассмотрены нормальные и патологические процессы в клетках человека, в регуляцию которых 
вовлечены малые ГТФазы семейства Rho. Особое внимание уделено ингибиторам малых ГТФаз и 
их применению в терапии различных заболеваний.
Ключевые слова: цитоскелет, малые ГТФазы, Rho, ROCK, мезенхимные стволовые клетки, репли-
кативное старение, канцерогенез, инвазия
Принятые сокращения: АФК — активные формы кислорода; ИПСК — индуцированные плюрипо-
тентные стволовые клетки; МСК — мезенхимные стволовые клетки; РС — репликативное старение; 
GAP — белки, активирующие ГТФазную активность; GEF — фактор обмена гуанозина; ROCK — 
Rho-ассоциированная протеинкиназа; PAK — p21-активируемые киназы.
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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА МАЛЫХ  
ГТФаз СЕМЕЙСТВА Rho

Малые ГТФазы — небольшие (около 21 кДа) 
белки, продукты генов семейства Ras, которые 
участвуют в множестве клеточных процессов, 
включая регуляцию клеточного цикла, диффе-
ренцировку, апоптоз, клеточную подвижность 
и репарацию ДНК. Суперсемейство белков Ras 
ключает в себя семейства Ras, Rho, Arf, Rab, 
Rap, Ran и другие; известно более 170 различ-
ных малых ГТФаз этого суперсемейства, каждый 
из которых играет уникальную роль в регуляции 
клеточных функций. Эти белки занимают различ-
ные функциональные места в клетке и регули-
руют множество биологических процессов, таких 
как транспорт везикул, цикл клеточного деления, 
клеточную миграцию, инвазию, адгезию и про-
лиферацию, репликацию ДНК, а также участву-
ют в нормальном развитии организма и проти-

водействии различным заболеваниям (Jaffe, Hall, 
2005). У млекопитающих семейство Rho включает 
20 членов, распределенных на основании вырав-
нивания аминокислотных последовательностей 
по семи подсемействам: Rac, Cdc42, Rho, Rnd, 
RhoBTB, RhoDF и RhoUV (Narumiya, Thumkeo, 
2018).

Типичные ГТФазы Rho, такие как RhoA, Rac1 
и Cdc42, регулируются противоположным дей-
ствием факторов обмена гуанозина (GEF) и бел-
ков, активирующих ГТФазную активность (GAP). 
GAP и GEF являются мультидоменными белка-
ми, способными связываться с другими белками 
и участками липидной мембраны, активируясь 
таким образом через аллостерические сайты в 
присутствии вторичных мессенджеров, таких как 
цАМФ, кальций или диацилглицерол (Bos et al., 
2007). GEF активируют ГТФазы Rho, стимулируя 
обмен ГДФ на ГТФ, тогда как GAP катализируют 
гидролиз ГТФ, инактивируя эти белки.
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Некоторые известные GEF для Rho — это бел-
ки p115-RhoGEF и GEF-H1; некоторые известные 
GAP — ARHGAP, ARAP3, p190RhoGAP (Van Buul 
et al., 2014). Многие GEF и GAP вносят вклад 
в опосредованную Rho регуляцию подвижности. 
Однако динамическая регуляция ГТФаз Rho тре-
бует не простого линейного взаимодействия (сна-
чала между GEF и Rho ГТФазой, затем между 
ГТФазой и ее эффекторной мишенью и, нако-
нец, между Rho и GAP), но скоординированной 
и локализованной работы множества компонентов 
(Van Buul et al., 2014).

У атипичных членов семейства Rho преобла-
дает ГТФ-связанная форма. Так, подсемейства 
Rnd и RhoH не способны гидролизовать ГТФ, а 
значит, являются конститутивно ГТФ-связанны-
ми белками. RhoU имеет высокую внутреннюю 
скорость нуклеотидного обмена, поэтому предпо-
лагается, что он также преимущественно связан 
с  ГТФ (Lawson, Ridley, 2018).

Сигналинг с помощью этих ГТФаз контро-
лируется другими механизмами, обычно пост-
трансляционными модификациями, такими как 
фосфорилирование, убиквитинирование и сумо-
илирование. Посттрансляционные модификации 
также оказывают влияние на типичные ГТФазы, 
изменяя их локализацию в клетке, регулируя цикл 
ГТФ/ГДФ или взаимодействие ГТФаз с их эффек-
торами (Navarro-Lérida et al., 2021).

Белки семейства Rho важны по ряду причин: 
примерно 1% генома человека кодирует белки, кото-
рые либо регулируют Rho-белки, либо регулируются 
прямым взаимодействием с ними (Mosaddeghzadeh, 
Ahmadian, 2021); они контролируют почти все фун-
даментальные клеточные процессы у эукариот, 
включая морфогенез, поляризацию, подвижность, 
реорганизацию цитоскелета, цитокинез и экспрес-
сию генов; их аномальная активация играет решаю-
щую роль в развитии рака, инфекционных и когни-
тивных расстройств, а также сердечно-сосудистых 
заболеваний (Ellenbroek, Collard, 2007).

Белки Rho состоят из консервативного G-до-
мена, ответственного за связывание ГТФ (актива-
ция) и гидролиз связанного ГТФ до ГДФ (инак-
тивация), а также С-концевой гипервариабельной 
области, оканчивающейся консенсусной последо-
вательностью CAAX (где C — цистеин, A — лю-
бая алифатическая аминокислота, а X — любая 
аминокислота).

Субклеточная локализация белков Rho регу-
лируется за счет серии посттрансляционных мо-
дификаций остатка цистеина в мотиве СААХ, 

включая изопренилирование, эндопротеолиз и 
карбоксиметилирование. G-домен состоит из 
пяти консервативных участков (G1–G5), два из 
которых, G2 и G3, претерпевают в цикле между 
неактивным и активным состояниями конформа-
ционные изменения и являются консенсусными 
сайтами связывания GEF, GAP, GDI и эффекто-
ров (Mosaddeghzadeh, Ahmadian, 2021).

К настоящему времени известно более 70 по-
тенциальных эффекторов, которые специфически 
взаимодействуют с ГТФ-связанной формой Rho-
белков, обеспечивая таким образом передачу сиг-
нала, к примеру, на пути Rho/ROCK, Rac/JNK 
или Cdc42/PAK (Vidal et al., 2002; Szczepanowska, 
2009; Zhang et al., 2009; Amano et al., 2010).

Одни из наиболее изученных эффекторов 
RhoA — это Rho-ассоциированные серин-треони-
новые протеинкиназы I и II (ROCK I/II), модули-
рующие образование стресс-фибрилл и активность 
миозина и, следовательно, участвующие в регуля-
ции клеточной адгезии, миграции и инвазии. Эти 
эффекторы также играют важную роль в регуля-
ции сокращения гладких мышц и поддержании 
кровообращения. Кроме того, существуют данные 
о влиянии ROCK на регуляцию метаболизма глю-
козы и липидов. 

Для Rac1 и Cdc42 общими являются p21-акти-
вированные протеинкиназы (PAK1/2/3), также от-
носящиеся к серин-треониновым протеинкиназам 
и влияющие на активацию киназ некоторых фак-
торов транскрипции и стабилизацию актиновых 
филаментов (Mosaddeghzadeh, Ahmadian, 2021). 
Подсемейства белков семейства Rho, их GEF и 
GAP, а также пути активации и основные эффек-
торы представлены в табл. 1.

Необходимым условием функционирования 
многих ГТФаз Rho является ассоциация с мембра-
ной, поэтому большинство Rho модифицированы 
на C-концах изопрениловыми липидами, что поз-
воляет им локализоваться на мембране. Например, 
локализуясь на мембране, изопренилированный 
Rac1 может физически взаимодействовать с компо-
нентами комплекса НАДФH-оксидазы, приводя 
к  ее активации и образованию в  клетке активных 
форм кислорода (АФК) (Ueyama et al., 2002).

Ингибиторы диссоциации гуанозина (GDI) ре-
гулируют RhoA, Rac1 и Cdc42, связываясь с  изо-
пренильными группами и тем самым предотвращая 
локализацию этих белков на мембране и созда-
вая цитозольный пул инактивированных ГТФаз 
(Hodge, Ridley, 2016). Находясь на мембране, малые 
ГТФазы могут быть выявлены в липидных рафтах, 
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что придает им дополнительную степень регуляции 
за счет пространственного сближения с рафт-ассо-
циированными GEF (Moissoglu, Schwartz, 2014).

В экспериментах, выполненных на клетках 
аденокарциномы легкого CL1, было показано, 
что интегральный мембранный белок кавеолин 
стабилизирует структуру липидных рафтов и вза-
имодействует с интегрином β1, вызывая инакти-
вацию p190Rho-GAP и продлевая существование 
RhoA в активном состоянии (Yang et al., 2011). 
На МСК, полученных из костного мозга человека 
и обработанных метил-β-циклодекстрином, было 
показано, что чувствительность клеток к действию 
постоянного тока (120 В/см), измеряемая по ми-
грационной способности, опосредована измене-
ниями структуры липидных рафтов: кавеолин оли-
гомеризуется и ориентируется в магнитном поле, 
что приводит к запуску Rho и PI3-киназных сиг-
нальных путей (Lin et al., 2017).

С одной стороны, малые ГТФазы управляют 
выпячиваниями и инвагинациями плазматической 
мембраны, контролируя состав белковых комплек-
сов, содержащих актин и актин-связывающие бел-
ки и формирующих примембранный цитоскелет. 
С  другой стороны, Arf- и Rab-зависимое слияние 
мембранных компартментов и экзоцитоз везикул, 

содержащих малые ГТФазы, обеспечивает нацели-
вание ГТФаз Rho и их регуляторных компонентов 
на отдельные участки плазматической мембраны. 
Взаимодействие между мембранами и цитоскелетом 
может приводить к изменению площади поверх-
ности плазматической мембраны и ее натяжения. 
Таким образом, процессы мембранного транспор-
та и динамического ремоделирования цитоскелета 
взаимосвязаны (de Curtis, Meldolesi, 2012).

Далее в обзоре будут рассмотрены участие ма-
лых ГТФаз семейства Rho в таких нормальных 
процессах, как организация цитоскелета, клеточ-
ная подвижность, репарация ДНК и репликатив-
ное старение, а также роль Rho ГТФаз в развитии 
различных патологических процессов и использо-
вание ингибиторов Rho ГТФаз в качестве фарма-
кологических препаратов.

РЕГУЛЯЦИЯ ЦИТОСКЕЛЕТА 
И  ПОДВИЖНОСТИ

ГТФазы семейства Rho регулируют актиновый 
цитоскелет и влияют на такие процессы, как из-
менение формы клетки, поляризация, клеточная 
адгезия и подвижность (Spiering, Hodgson, 2011; 
Hanna, El-Sibai, 2013). Подвижность необходима 

Таблица 1. Подсемейства белков семейства Rho, их GEF и GAP, пути активации и основные эффекторы
Подсемейство 

(ПС) Члены ПС GEF GAP Активаторы Эффекторы

Rho RhoA, RhoB, 
RhoC

Dbl, Lbc, Lfc, Lsc, 
Vav, Trio, Ost, 
Bcr, Abr, p115-
RhoGEF, PDZ-
RhoGEF, LARG, 
Net1, Ect2

p50, p190 
RhoGAP, 
p122, 
Myr5, Graf, 
ARHGAP18 
(MacGAP)

LPA, 
bombesin

Cit, Cnksr1, Diaph1, Diaph2, 
DgkQ, FlnA, KcnA2, Ktn1, 
Rtkn1, Rtkn2, Rhpn1, Rhpn2, 
Itpr1, PlcG1, PI-5-p5K, Pld1, 
Pkn1, Pkn2, Rock1, Rock2, 
PrkcA, Ppp1r12A

Rac Rac1, Rac2, 
Rac3, RhoG, 
RhoH

Tiam, Vav, Trio, 
Bcr, Abr

p50, Bcr, Abr, 
N-chimerin, 
β-chimerin, 
p190GAP, 
3BP-1, RalBP1

PDGF, 
insulin, 
bombesin

Sra1, IRSp53, PAK1, PAK2, 
PAK3

Cdc42 Cdc42, RhoQ 
(TC10), RhoJ 
(TCL)

Dbl, Vav, FGD1, 
Ost, Bcr, Abr

P50, Bcr, Abr, 
p190GAP, 
3BP-1, Myr5, 
RalBP1, Graf

Bradikinin WASp, N-WASP, IRSp53, 
Dia2, Dia3, ROCK1, ROCK2, 
PAK4

Rnd Rnd1, Rnd2, 
Rnd3 (RhoE)

Syx p190 RhoGAP –

RhoBTB RhoBTB1, 
RhoBTB2, 
RhoBTB3

– Cul3

RhoUV RhoU (Wrch), 
RhoV (Chp)

–

RhoF RhoD, RhoF 
(Rif)

Источники: Van Aelst, D’Souza-Schorey, 1997; Berthold et al., 2008; Goh, Manser, 2012.
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клеткам для адаптации к изменениям в окружаю-
щей среде. Это сложный динамический процесс, 
охватывающий постоянное ремоделирование кле-
точной архитектуры, находящейся во взаимодей-
ствии с внеклеточным матриксом.

Чтобы структуры актинового цитоскелета мог-
ли координированно работать и обеспечивать 
клеточную подвижность, необходимы быстро ак-
тивируемые сигнальные сети с пространственно-
временной регуляцией, которые позволяют клеткам 
реагировать на внешние сигналы. Малые ГТФазы 
семейства Rho являются ключевыми компонента-
ми таких сигнальных сетей (Sadok, Marshall, 2014; 
Hervé, Bourmeyster, 2015). Например, провоспали-
тельный медиатор лизофосфатидная кислота (LPA) 
может усиливать клеточную подвижность следую-
щим образом: LPA взаимодействует на поверхности 
клеток со специфическими G-белок-связанными 
рецепторами (LPAR), в результате чего активиру-
ется RhoA, который взаимодействует со своим эф-
фекторным белком ROCK, который впоследствии 
активирует киназу легкой цепи миозина, что в 
свою очередь приводит к активации миозина путем 
фосфорилирования, а следовательно, повышению 
сократимости и образованию стресс-фибрилл.

Кроме того, RhoA может стимулировать поли-
меризацию актина через свои эффекторы mDia1 и 
mDia2 (формины), которые катализируют сборку 
F-актина во внутриклеточные структуры, обеспечи-
вающие подвижность — филоподии и ламеллопо-
дии. Cdc42 и Rac1 регулируют организацию актина, 
воздействуя на комплекс Arp2/3, ответственный за 
нуклеацию актина и ветвление, через свои эффек-
торные белки N-WASP и WAVE соответственно, 
что приводит к полимеризации актина и формиро-
ванию филоподий или ламеллоподий (Ridley, 2015).

Помимо участия в регуляции актинового цито-
скелета, малые ГТФазы Rho также являются регу-
ляторами микротрубочек. RhoA через mDia может 
способствовать формированию стабильных и вы-
ровненных микротрубочек. Rac1 и Cdc42 могут 
влиять на стабильность микротрубочек, передавая 
сигналы PAK на белок статмин, дестабилизиру-
ющий микротрубочки. Кроме того, Rac1 и Cdc42 
способны способствовать захвату микротрубочек, 
что необходимо для их стабилизации и поляриза-
ции (Ellenbroek, Collard, 2007).

Семейство киназ PAK, активируемых Rac/
Cdc42, играет ключевую роль в сборке/разборке 
фокальных контактов (Rane, Minden, 2014). RhoA 
принимает участие в регуляции адгезивных кон-
тактов, передавая через mDia сигналы, необходи-

мые для формирования и поддержания адгезивных 
контактов, а через ROCK — для разрушения адге-
зивных контактов. Rac1 и Cdc42 через комплекс 
Par регулируют полярность передний–задний край 
и направленную миграцию в эпителиальных клет-
ках. Rho также участвуют в процессах поляриза-
ции в других типах клеток (Ridley, 2015).

В подвижных фибробластоподобных клетках 
RhoA преимущественно активен в задней части 
клетки, где он индуцирует подтягивание отстаю-
щего конца клетки за счет сократительной способ-
ности миозина. Значительно меньшая часть актив-
ного RhoA присутствует на переднем крае клетки, 
причем активность RhoA в передней части клетки 
очень динамична и иногда индуцируется только 
на несколько секунд. 

Интересно, что, с одной стороны, активность 
RhoA на переднем крае предшествует образованию 
выпячивания мембраны; с другой стороны, Rac1 
почти исключительно активен на самом переднем 
крае мигрирующих клеток. Важно отметить, что 
активность RhoA в передней части достигает пика 
перед началом активности Rac1 в цикле выпячи-
вание–подтягивание (Nguyen et al., 2018).

Активность обеих ГТФаз четко разделена либо 
в пространстве, либо во времени. Это связано с 
тем, что RhoA и Rac1 взаимно ингибируют друг 
друга. Было показано, что Rac1 снижает актив-
ность RhoA с помощью нескольких механизмов, 
некоторые из которых зависят от эффекторной 
киназы PAK. RhoA, со своей стороны, способен 
снижать активность Rac1 за счет активации своих 
эффекторных белков ROCK1/2 (Comunale et al., 
2007; Nguyen et al., 2018).

Было показано, что малые ГТФазы Rho иг-
рают важную роль в процессе митоза и цито-
кинеза. RhoA способствует округлению клеток, 
определению места деления и сборке/разборке 
сократительного кольца и остаточного тельца, а 
Cdc42 — ориентации веретена деления, а также 
целостности центросомы и двунаправленному 
прикреплению хромосом к микротрубочкам. При 
этом Rac1 является негативным регулятором ци-
токинеза: его инактивация важна для правильно-
го формирования и активности сократительного 
кольца (Chircop, 2014).

РОЛЬ МАЛЫХ ГТФаз Rho В ЯДРЕ

Помимо описанных функций, реализуемых ма-
лыми ГТФазами семейства Rho в цитозоле и на 
мембране клетки, существуют также и ядерные 
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функции этих белков. Так, канонические сигналы 
ядерной локализации были обнаружены в С-кон-
цевых полиосновных участках таких белков, как 
RhoC, RhoG, Rac1, Cdc42 и Rnd1 (Williams, 2003; 
Sandrock et al., 2010).

Кроме самих малых ГТФаз, в ядре также могут 
находиться некоторые GEF, примером чему яв-
ляется Net1, активирующий внутриядерную RhoA 
(Dubash et al., 2011). В обзорной статье Magalhaes 
et al. (2021) представлены данные, свидетельству-
ющие о том, что малые ГТФазы, такие как Rac1, 
RhoA, Cdc42, не только регулируют состояние ци-
тоскелета в цитоплазме, но и активно участвуют 
в процессах репарации ДНК. Показано, что сиг-
нальный путь Net1/RhoA в ядре клетки вовлечен 
в ответ на повреждение ДНК (Dubash et al., 2011; 
Kim et al., 2018); повреждение ДНК индуцирует 
транспорт активного мономерного Rac1 в ядро 
(Hinde et al., 2014).

В клетке существует двунаправленная передача 
механических сигналов между ядром и цитоскеле-
том. Показано, что приложение напряжения к по-
верхности клетки передается ядру через цитоскелет 
и вызывает искажение ядра. Различное положение 
ядра у разных типов клеток также опосредовано 
взаимодействием ядра с цитоскелетом. При этом 
удаление комплекса, связывающего ядро с цито-
скелетом, или самого ядра значительно изменяет 
механотрансдукцию (перевод физических сил в 
биохимические сигнальные пути) клетки, причем 
большая часть изменений связана со снижением 
активности RhoA (Kristó et al., 2016).

Малые ГТФазы Rho влияют на транскрипцию и 
экспрессию генов путем регуляции ядерного актина 
и актин-связывающих белков, таких как кофилин, 
профилин, формины и др. Кофилин и профилин 
участвуют в транспорте актина между ядром и ци-
топлазмой, формин — в репарации повреждений 
ДНК; эти белки также играют роль в транскрипции 
генов (Rajakylä et al., 2014; Kristó et al. 2016).

Было показано, что путь RhoA/ROCK вовле-
чен в опосредованную транскрипционным фак-
тором SRF регуляцию экспрессии мышечных и 
гладкомышечных генов (Liu et al., 2003). Кро-
ме того, RhoA, Rac1 и Cdc42 через управление 
транскрипционными факторами специфических 
генов, например циклина D1, который стимули-
рует переход из фазы G1 клеточного цикла в фазу 
S, регулируют клеточный цикл и рост, а также 
апоптоз (Rajakylä et al., 2014).

Ядерная локализация Rac1 зависит от кле-
точного цикла: она повышается в конце фазы G2 

и снижается в начале G1. Кроме того, установле-
но, что Rac1 локализуется на центросомах в фазе 
G2, профазе и ранней прометафазе митоза, где он 
регулирует отделение центросом и начало митоза 
(Payapilly, Malliri, 2018).

Ранее было показано, что за ядерную локали-
зацию Rac1 отвечает полиосновный участок PBR, 
содержащий канонический сигнал ядерной лока-
лизации, в то время как PBR в RhoA не способ-
ствует ядерной локализации этого белка (Lanning 
et al., 2004). Известно также, что фосфорилирова-
ние киназой ERK вызывает ядерную локализацию 
Rac1, но не RhoA (Tong et al., 2016).

RhoA не имеет сигнала ядерной локализации, 
но является регулятором транскрипционных фак-
торов, таких как SRF, AP-1, NF-κB, YAP/TAZ, 
β-катенин и HIF-1α (Kim et al., 2018). Ядерная 
локализация RhoA в нескольких линиях МСК че-
ловека была продемонстрирована с помощью кон-
фокальной микроскопии. Было обнаружено, что 
в  процессе репликативного старения (РС) при-
сутствие этого белка в ядре уменьшается (Bobkov 
et al., 2020, 2022).

На клетках рака кишечника с помощью коим-
мунопреципитации было показано, что RhoA фор-
мирует мультимолекулярные белковые комплексы 
с импортином α и cубъединицей p50 транскрипци-
онного фактора NF-κB; авторы предполагают, что 
ядерную транслокацию RhoA обеспечивает меха-
низм активного транспорта через ядерные поры (Xu 
et al., 2013). Обобщая такие исследования, можно 
сказать, что к настоящему времени механизмы 
ядерной локализации RhoA изучены не до конца, и 
этот вопрос подлежит дальнейшему исследованию.

МСК И РЕПЛИКАТИВНОЕ СТАРЕНИЕ

Мехенхимные стволовые клетки человека 
в  настоящее время используются для фармаколо-
гических и биомедицинских исследований, свя-
занных с широким спектром заболеваний, таких 
как сахарный диабет 1 типа, пневмония, ишемия 
конечностей, травмы головного или спинного 
мозга, периодонтит, рак и нейродегенеративные 
заболевания (Hezan et al., 2022; Jayasinghe et al., 
2022; Navarro et al., 2022; Pischiutta et al., 2022; 
Chen et al., 2023; Mou et al., 2023; Sousa et al., 
2023; Turano et al., 2023), поэтому изучение малых 
ГТФаз в МСК человека может помочь разработке 
новых методов лечения этих заболеваний.

Согласно требованиям Международного обще-
ства клеточной терапии, статус МСК, полученных 
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из любых источников, определяется рядом обяза-
тельных характеристик: адгезивностью к культу-
ральному пластику, активной пролиферацией, 
экспрессией определенной панели поверхностных 
антигенов, нормальным кариотипом человека и 
способностью к дифференцировке в остеоген-
ном, хондрогенном и адипогенном направлениях 
(Dominici et al., 2006).

Cравнительный анализ линий МСК, выде-
ленных из разных источников, свидетельствует 
о разной степени выраженности в них статус-
ных характеристик. Причинами различий могут 
быть следующие эпигенетические факторы: усло-
вия культивирования; различия состава секрето-
ма клеток линий, полученных от одного донора, 
но из разных органов или частей одного органа; 
микроокружение, в котором находились клетки 
до помещения их в условия in vitro. Причинами 
различий могут быть также генетические факторы, 
связанные с разными донорами (Полянская, 2018; 
Semenova et al., 2021; Shin et al., 2021; Poljanskaya 
et al., 2022).

МСК человека относятся к неиммортализо-
ванным клеточным линиям. С увеличением числа 
клеточных удвоений в процессе культивирования 
МСК пролиферация клеток постепенно замедля-
ется, и клеточная популяция входит в активную 
стадию РС. Процесс РС обусловлен укорочением 
теломер, происходящим при каждом цикле ре-
пликации ДНК и, соответственно, при каждом 
клеточном делении, как правило вследствие пре-
кращения синтеза фермента теломеразы (Прайс, 
1997; Хейфлик, 1997; Bodnar et al., 1998).

РС, происходящее в процессе длительного 
культивирования клеточных популяций МСК че-
ловека, представляет собой комплексный динами-
ческий процесс, индуцированный генетическими 
и эпигенетическими нарушениями, вызывающи-
ми многочисленные функциональные изменения 
в клетках, включая и статусные характеристики 
МСК (снижение пролиферативной активности, 
дифференцировочного потенциала, а также воз-
можное усиление цитогенетической нестабильно-
сти). РС начинается на ранних пассажах и посте-
пенно усиливается в процессе культивирования, 
входя в активную стадию (Turinetto et al., 2016; 
Poljanskaya et al., 2022).

Процесс РС постепенно способствует ухудше-
нию и, в конечном счете, остановке клеточных 
процессов, характерных для МСК на ранних и 
средних пассажах. Его нельзя считать патологиче-
ским процессом, связанным с болезнями, а следу-

ет считать завершением генетической программы 
онтогенеза данных клеток (Matsumura et al., 1979; 
Хейфлик, 1997).

Изменения клеточных характеристик МСК 
в  процессе РС обусловлены ключевыми микро
РНК, которые являются мультипотентными фак-
торами и участвуют в системе регуляции экс-
прессии генов, в частности путем взаимодействия 
с мРНК, корректируя функции разных транскрип-
ционных факторов (Al-Azab et al., 2022; Poljanskaya 
et al., 2022; Yang et al., 2023).

Большую роль в изменении характеристик 
МСК играет состав секретома, который представ-
ляет собой кондиционированную среду, содержа-
щую продукты секреции МСК: цитокины; фак-
торы, ремодулирующие внеклеточный матрикс; 
ферменты; ростовые факторы, способствующие 
активации генетического аппарата клетки; пара-
кринные факторы и др.

В результате изменения в процессе РС факто-
ров, составляющих секретом, образуется секретор-
ный фенотип, связанный со старением — SASP. 
(Özcan et al., 2016; Ratushnyy et al., 2020; Al-Azab 
et al., 2022; Liu et al., 2022). Недавно проведен-
ный протеомный и биоинформатический анализ 
МСК, выделенных из костного мозга человека, 
позволил определить 95 белков, ассоциированных 
с РС. В  процессе анализа функциональных взаи-
мосвязей, выполненного с помощью инструмен-
та STRING, среди этих белков были выявлены 
несколько ключевых: MYL6, MAP2K1, PAK2 и 
малая ГТФаза Cdc42 (Samsonraj et al., 2023).

Существуют и другие исследования, которые 
показывают, что малые ГТФазы могут играть роль 
в регуляции старения МСК. Так, на МСК, полу-
ченных из жировой ткани состарившихся крыс, 
было показано, что повышенная активность Cdc42 
в них приводит к клеточному старению (Zhang et 
al., 2021).

В сравнительном исследовании, выполненном 
на различных линиях МСК человека, полученных 
от здоровых доноров, была показана отрицатель-
ная корреляция между степенью РС и ядерной 
локализацией RhoA (Bobkov et al., 2022). Ген, 
кодирующий RhoB, был выявлен среди генов, 
повышенная экспрессия которых является по-
стоянным и селективным признаком устойчивой 
способности к самообновлению гемопоэтических 
стволовых клеток (Kent et al., 2009). Малые ГТ-
Фазы также могут принимать участие в регуля-
ции дифференцировки МСК; например, было 
показано, что МСК дифференцируются в мио-
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фибробласты при включении пути RhoA/ROCK и 
в эндотелиальные клетки — при его выключении 
(Li et al., 2016).

Роль Rac1 в регуляции стабильности генома и 
РС была исследована в экспериментах, выполнен-
ных на первичных эмбриональных фибробластах 
мыши. Индукция старения за счет потери или 
увеличения активности Rac1 была обусловлена, 
по крайней мере частично, увеличением клеточ-
ных АФК. Делеция гена rac1 вызывала компен-
саторную активацию близкородственного члена 
семейства — Rac3, который индуцирует путем 
связывания с НАДФH-оксидазой продукцию 
АФК независимо от Rac1. Генетическая делеция 
p53 в  этих клетках способствует (по результатам 
окраски на SA-β-галактозидазу) снижению в по-
пуляции количества старых клеток.

Авторы приходят к выводу, что в совокупности 
эти результаты показывают, что активность Rac1 
служит регулятором РС посредством модуляции 
образования АФК в клетке, стабильности генома 
и активности р53 (Debidda et al., 2006).

Кроме того, существуют исследования, кото-
рые показывают, что малые ГТФазы могут играть 
важную роль в регуляции старения организма че-
ловека. Интересно, что в раннем исследовании 
(Kerber et al., 2009), в котором изучали связь про-
филей экспрессии генов со старением и смертно-
стью в  семьях в течение трех поколений, самая 
сильная связь с негативными результатами была 
обнаружена для гена Cdc42. 

Недавно опубликованы данные, показываю-
щие, что уровни белка Cdc42, измеренные в пе-
риферической крови 196 доноров, коррелировали 
с хронологическим возрастом участника, установ-
ленным с помощью анализа профиля метилиро-
вания ДНК. Была также обнаружена сильная по-
ложительная корреляция с сердечно-сосудистыми 
заболеваниями (Florian et al., 2017; Leins et al., 
2018). Роль белка Cdc42 в старении организма 
и связанных со старением заболеваниях широко 
обсуждается в настоящее время (Pawelec, 2018; 
Umbayev, 2023).

МАЛЫЕ ГТФазы СЕМЕЙСТВА Rho 
В РАЗВИТИИ ПАТОЛОГИЧЕСКИХ 

ПРОЦЕССОВ

Как будет видно из представленных далее при-
меров, малые ГТФазы семейства Rho вовлечены 
в развитие ряда патологических процессов, вклю-
чая рак, нейродегенеративные и сердечно-сосуди-
стые заболевания.

Чаще всего развитие патологического процесса 
обусловлено избыточной активностью какой-ли-
бо ГТФазы и ассоциированного с ней сигналь-
ного пути, поэтому в настоящее время ведется 
поиск фармакологических средств, нацеленных 
на ингибирование как самих малых ГТФаз, так и 
ассоциированных с ними киназ. Некоторые та-
кие ингибиторы, разной степени специфичности, 
представлены в табл. 2 и  3.

Таблица 2. Ингибиторы малых ГТФаз семейства Rho 
Ингибитор малых ГТФаз Целевой белок IC50

* Источник литературы
C3 Exoenzyme RhoA, RhoB, RhoC – Barth et al., 2015
TAT-C3 Sahai, Olson, 2006
Rhosin RhoA 0.4 мкМ Shang et al., 2012
Ibuprofen – Dill et al., 2010
Y16 RhoGEF Shang et al., 2013
EHT 1864 Rac1, Rac1b, Rac2, Rac3 Onesto et al., 2008
EHop-016 Rac1, Rac3 1.1 мкМ Dharmawardhane et al., 2013
NSC 23766 Rac1 50–100 мкМ Mizukawa et al., 2011;

Prieto-Dominguez et al., 2019
ZINC69391 41–54 мкМ Cardama et al., 2014
1A-116 4–21 мкМ Cabrera et al., 2017
BART – Taniuchi et al., 2012
YM1B Jim Leu et al., 2013
Migrastatin Shan et al., 2005
AZA1 Rac1, Cdc42 Zins et al., 2013
R-ketorolac Guo et al., 2015
MBQ-167 0.08–0.1 мкМ Humphries-Bickley et al., 2017
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Таблица 3. Некоторые ингибиторы ассоциированных с малыми ГТФазами семейства Rho- киназ, используемые 
в качестве фармакологических препаратов

Ингибитор Целевой 
белок IC50

* Применение в  медицине Источник литературы

HA-1077
(Fasudil)

ROCK1
ROCK2

0.33 мкМ
0.158 мкМ

Острый инсульт, стенокардия, 
легочная гипертензия

Shi, Wei, 2013

FSD-C10 – Аутоиммунные заболевания ЦНС Xin et al., 2015
Y27632 220 нМ

300 нМ
Реперфузионное повреждение, 
гипертония, инсульт, астма, рак

Narumiya et al., 2000

AR-12286 (Verosudil) 2 нМ ПВГ **, глаукома Ren et al., 2023
TC-S 7001 
(Azaindole-1)

0.6 нМ
1.1 нМ

Гипертония, рак Kast et al., 2007

RKI-1447 14.5 нМ
6.2 нМ

ПВГ, рак Patel et al., 2012

Y-39983 3.6 нМ Глаукома Ramachandran et al., 2011
K-115
(Ripasudil)

51 нМ
19 нМ

ПВГ, глаукома Kaneko et al., 2016

AMA0076 3.7 нМ
2.3 нМ

Глаукома Abbhi, Piplani, 2020

SR-3677

ROCK2

3 нМ Сердечный фиброз Santos et al., 2019
SAR407899 135 нМ Гипертония, эректильная 

дисфункция
Löhn et al., 2009

H-1152 0.012 мкМ Глаукома Liao, et al., 2007
KD025 (Belumosudil, 
SLx-2119)

60 нМ Атеросклероз, фиброз,
солидные опухоли

Diep et al., 2018

Thiazovivin
ROCK1

0.5 мкМ Получение iPSCs Park et al., 2017
GSK429286A 14 нМ Гипертония, воспаления Goodman et al., 2007
DJ4 ROCK1

ROCK2
MRCK

–

Рак

Kale et al., 2014

AT13148 ROCK1
ROCK2

AKT
p70S6K

PKA

6 нМ
4 нМ

50 нМ
8 нМ
3 нМ

McLeod et al., 2020

BDP8900
MRCK

43 нМ Unbekandt et al., 2014
BDP9066 64 нМ East, Asquith, 2021
KPT-9274 PAK4 – Cordover et al., 2019;

Crosas-Molist et al., 2022
* IC50 — концентрация полумаксимального ингибирования соответствующей киназы; ** ПВГ —повышенное вну-
триглазное давление. 

Ингибитор малых ГТФаз Целевой белок IC50
* Источник литературы

CID-2950007 (ML141) Cdc42 200 нМ Surviladze et al., 2010; Hong et al., 2013
CID44216842 1 мкМ Hong et al., 2013
MLS000532223 16–120 мкМ Surviladze et al., 2010
MLS-573151 2 мкМ Wang et al., 2017
ZCL278 11.4 мкМ Aguilar et al., 2019
ZCL367 – Aguilar et al., 2019
CASIN 2 мкМ Florian et al., 2012
Secramine A – Pelish et al., 2006

* IC50 — концентрация полумаксимального ингибирования.

Окончание табл. 2
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Молекулярный механизм ингибирования ма-
лых ГТФаз такими специфическими ингибитора-
ми, как малые молекулы и пептиды, заключается 
в том, что ингибиторы связываются с GEF-свя-
зывающим участком G-домена и либо стерически 
блокируют взаимодействие GEF с ГТФазой, либо 
запирают ГТФазу в конформационном состоянии, 
неспособном к связыванию с GEF (Gray et al., 
2020).

Механизмы ингибирования активности ГТФаз 
Rho неспецифическими ингибиторами типа не-
стероидных противовоспалительных препаратов 
(ибупрофена) до сих пор не ясны (Dill et al., 2010).

Существует связь малых ГТФаз семейства Rho 
с различными формами нейродегенерации — бо-
лезнью Альцгеймера, боковым амиотрофическим 
склерозом и болезнью Паркинсона. Показано, что 
активация пути RhoA/ROCK усиливает продук-
цию β-амилоида в нейронах, а кроме того, может 
способствовать реакциям нейровоспаления путем 
активации клеток микроглии и астроцитов, ко-
торые высвобождают воспалительные цитокины 
(Cai et al., 2021).

В обзоре Schmidt et al., (2022) описывает-
ся множество исследований, посвященных роли 
RhoA в патогенезе нейродегенеративных заболе-
ваний. RhoA оказывает влияние на актиновый 
цитоскелет, транспорт нейротрансмиттеров и си-
наптическую пластичность, поэтому возможны 
механизмы, по которым RhoA может участвовать 
в  регуляции патологий, сопряженных с переклю-
чением когнитивных механизмов, эксайтотоксич-
ностью и оксидативным стрессом. В этой связи 
обсуждают перспективы терапевтических подхо-
дов для лечения нейродегенеративных заболева-
ний, в которых будут использовать ингибиторы 
RhoA (Guiler et al., 2021; Linseman, Lu, 2023).

Аномальную активацию пути RhoA/ROCK 
наблюдали при основных сердечно-сосудистых 
заболеваниях, таких как атеросклероз, рестеноз, 
гипертензия, легочная гипертензия и гипертро-
фия сердца (Loirand et al., 2006). Существуют и 
клинические исследования, в которых применяют 
комбинации из ингибиторов малых ГТФаз. 

Комбинации нескольких препаратов позволя-
ют достичь синергетического эффекта и повысить 
эффективность лечения. Например, в клиниче-
ском исследовании NCT00914277 изучается ком-
бинация ROCK2 ингибитора SAR407899 (Löhn et 
al., 2009) и силденафила для лечения эректильной 
дисфункции. Это клиническое исследование сей-
час находится в фазе 2.

Трудно переоценить ту роль, которую малые 
ГТФазы семейства Rho играют в канцерогенезе 
(Humphries et al., 2020). Одной из наиболее опас-
ных особенностей опухолей является способность 
их клеток к инвазии, то есть проникновению 
в  окружающую ткань, а также образованию ме-
тастазов в других органах (Al-Koussa et al., 2020). 
Поскольку малые ГТФазы семейства Rho игра-
ют ключевую роль в регуляции подвижности, 
их гиперактивация в раковых клетках позволяет 
последним усиленно мигрировать, инвазировать 
в окружающие ткани и образовывать метастазы 
(Qadir et al., 2015; Haga, Ridley, 2016; Porter et al., 
2016; Maldonado, 2018, 2020; Prieto-Dominguez et 
al., 2019; Ma et al., 2023; Santos et al., 2023).

Например, гиперактивация LPA/Rho/ROCK 
сигнального пути ассоциирована с метастазирова-
нием и инвазией рака яичников (Yung et al., 2014). 
В этой связи использование ингибиторов малых 
ГТФаз семейства Rho и ассоциированных с ними 
киназ является одним из направлений развития 
новых методов терапии рака (Liao et al., 2007).

В обзоре Crosas-Molist et al. (2022) подчерки-
вается роль Rho на каждом этапе прогрессиро-
вания рака, поэтому изучение функциональной 
роли малых ГТФаз на этих этапах может помочь 
в идентификации новых молекулярных маркеров 
рака, которые могут использоваться для диагно-
стики и  прогнозирования заболевания.

Роль Rac в регуляции инвазии клеток глиобла-
стомы связана с тем, что этот белок активно участ-
вует в механизмах регуляции клеточной адгезии и 
подвижности, обеспечивая изменение цитоскелета 
и поддержание связи клетки с внеклеточным мат-
риксом. Например, было показано, что Rac2, но 
не Rac1, имеет решающее значение для инициа-
ции острого миелоидного лейкоза в модели ретро-
вирусной экспрессии в клетках MLL-AF9. Однако 
потери Rac1 или Rac2 достаточно, чтобы ухудшить 
выживаемость и рост трансформированных кле-
ток. Rac2 положительно регулирует экспрессию 
белков семейства Bcl-2 что приводит к  подавле-
нию апоптоза (Mizukawa et al., 2011).

Мембранная локализация белков Rho-семейства 
является ключом к их активации и регулируется 
пренилированием. Статины ингибируют пренили-
рование ГТФаз Rho и таким образом предлагают 
интересные терапевтические возможности.

В настоящее время более 70 клинических испы-
таний проводят для того, чтобы показать, что ста-
тины обладают противоопухолевым действием при 
солидных и гематологических злокачественных 
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опухолях. Статины увеличивают выживаемость 
больных раком головы и шеи (Barbalata et al., 
2020).

В других исследованиях было показано, что ин-
гибирование пренилирования Rho статинами повы-
шает иммуногенность клеток меланомы и стимули-
рует противоопухолевый иммунитет (Sarrabayrouse 
et al., 2017), а также ингибирует инфицирование 
клеток респираторно-синцитиальным вирусом 
(Malhi et al., 2021). Однако на клетках эндотелия 
сосудов линии HUVEC недавно были выявлены 
нарушения барьерной функции как следствие дол-
говременного ингибирования пренилирования Rho 
с помощью статинов (Aslam et al., 2019).

В настоящее время проводится значительное 
количество клинических испытаний ингибиторов 
малых ГТФаз семейства Rho в лечении различных 
типов рака. Исследования показывают, что инги-
бирование Cdc42-связывающей киназы (MRCK) 
нарушает рост и диссеминацию рака кожи 
(Unbekandt et al., 2014). Селективные ингибиторы 
MRCK показали стойкие антипролиферативные 
эффекты и в других экспериментах, однако нуж-
ны дальнейшие доклинические исследования для 
изучения биодоступности и токсичности (Cordover 
et al., 2019).

Существуют клинические исследования, в ко-
торых ингибитор киназ ROCK1 и ROCK2 фа-
судил применяется для лечения атеросклероза и 
сердечно-сосудистых заболеваний (Shi, Wei, 2013). 
Фасудил и рипасудил, тоже ингибитор ROCK, ис-
пользуются в клинической практике для лечения 
церебрального вазоспазма и глаукомы в Азии.

В первое исследование фазы I на людях с 
использованием AT13148, сильнодействующего 
двойного ингибитора ROCK–AKT, были вклю-
чены пациенты с солидными опухолями, в основ-
ном с колоректальным раком. В этой работе не 
сообщалось о клинических ответах из-за узкого 
терапевтического индекса и фармакокинетическо-
го профиля ингибитора (McLeod et al., 2020).

Одним из способов изучения роли RhoA в 
инвазии опухолей является использование инги-
биторов RhoA для блокировки его активности. 
Например, одним из таких ингибиторов является 
токсин C3 бактерии Clostridium botulinum, кото-
рый специфически инактивирует RhoA путем ко-
валентного присоединения AДФ-рибозы (Barth et 
al., 2015).

Было показано, что факторы, индуцируемые 
гипоксией (HIF), активируют транскрипцию ге-
нов и вызывают экспрессию RhoA и ROCK1, что 

приводит к реорганизации цитоскелета, которая 
лежит в основе фенотипа инвазивных раковых 
клеток. Согласованно повышенные уровни мРНК 
RhoA и ROCK1 при раке молочной железы чело-
века предсказывают смертность пациентов.

Эти результаты демонстрируют, что такой сти-
мул микроокружения, как гипоксия, может ак-
тивировать Rho-ассоциированный путь передачи 
сигнала и таким образом стимулировать прогрес-
сирование рака (Gilkes et al., 2014). Для глиобла-
стомы было показано, что белок Netrin-1 способ-
ствует ангиогенезу и инвазии опухоли, включая 
пути RhoA, CREB и катепсина B (Shimizu et al., 
2013).

Стоит также упомянуть исследование, опубли-
кованное в журнале Oncotarget в 2016 г., где было 
показано, что Cdc42 имеет повышенную актив-
ность в глиобластомах низкой и высокой степе-
ни злокачественности. Авторы предположили, что 
эти малые ГТФазы могут играть критичную роль 
в миграции и инвазии клеток глиобластомы, и 
поэтому они могут быть потенциальными мише-
нями для новых лекарственных препаратов (Okura 
et al., 2016).

Синтетические аналоги миграстатина являются 
мощными ингибиторами метастазирования в мы-
шиной модели опухоли молочной железы. Введе-
ние этих соединений почти полностью ингибирует 
метастазирование в легкие высокометастатических 
клеток карциномы молочной железы.

Обработка опухолевых клеток аналогами ми-
грастатина блокирует активацию Rac, образование 
ламеллиподий и миграцию клеток. Эти соедине-
ния также ингибируют миграцию клеток мета-
статического рака молочной железы, клеток рака 
предстательной железы и рака толстой кишки, но 
не нормальных эпителиальных клеток молочной 
железы, фибробластов и лейкоцитов, т.е. являются 
специфическими низкомолекулярными ингибито-
рами метастазирования опухоли (Shan et al., 2005). 

Вещество Y27632 является широко исследуе-
мым ингибитором ROCK, который предлагают 
применять для лечения таких различных заболе-
ваний, как реперфузионное повреждение, гипер-
тония, инсульт, астма и рак (Narumiya et al., 2000). 
Ингибитор ROCK2 белумосудил является участ-
ником более десятка клинических исследований, 
посвященных различным заболеваниям, включая 
псориаз, склероз и реакцию “трансплантат против 
хозяина” (Diep et al., 2018).

Интересно, что одним из применений ингиби-
торов ROCK является получение ИПСК с помо-
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щью тиазовивина. Он представляет собой малую 
селективную молекулу, которая непосредственно 
воздействует на ROCK и увеличивает экспрессию 
факторов плюрипотентности. Процесс получения 
ИПСК с использованием тиазовивина может быть 
проще, быстрее и дешевле, чем без него (Hwang 
et al., 2008; Mohseni et al., 2015).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленные в обзоре данные демонстриру-
ют разнообразие функций малых ГТФаз семейства 
Rho в различных клеточных процессах. В целом 
изучение малых ГТФаз остается активной обла-
стью исследований и в будущем может привести 
к созданию новых методов диагностики и лечения 
различных заболеваний, включая рак, нейродегене-
ративные, аутоиммунные и сердечно-сосудистые.

Поскольку малые ГТФазы семейства Rho ре-
гулируют клеточную подвижность, они являются 
потенциальными мишенями для разработки новых 
методов эффективного подавления способности 
опухолевых клеток к инвазии и метастазированию; 
методов, основанных на применении ингибито-
ров как самих малых ГТФаз семейства Rho, так 
и ассоциированных с ними киназ.

Кроме того, такие ингибиторы могут оказы-
вать дополнительный эффект путем блокирова-
ния ангиогенеза, сокращая поставку питательных 
веществ и кислорода в опухоль и тем самым за-
медляя ее рост.

Однако в настоящее время ингибиторы малых 
ГТФаз имеют ограниченную эффективность и 
могут вызывать нежелательные побочные эффек-
ты, поэтому для разработки новых лекарствен-
ных препаратов необходимо более глубокое ис-
следование механизмов регуляции малых ГТФаз 
семейства Rho в различных условиях и клетках 
разных типов.
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THE ROLE OF THE Rho FAMILY SMALL GTPases IN REGULATION  
OF NORMAL AND  PATHOLOGICAL PROCESSES
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Small GTPases are small (about 21 kDa) proteins that regulate many biological processes, such as vesicle 
transport, cell division cycle, cell migration, invasion, adhesion, proliferation and DNA repair, they are 
involved in carcinogenesis and neurodegenerative diseases. Some of these proteins, like those in the Rho 
family, are important regulators of the actin cytoskeleton, which has an impact on cell adhesion and motility. 
The review considers normal and pathological processes in human cells, which are regulated by the Rho 
family small GTPases. Particular attention is paid to inhibitors of small GTPases and their use in the 
treatment of various diseases.

Keywords: cytoskeleton, small GTPases, Rho, ROCK, mesenchymal stem cells, replicative senescense, 
carcinogenesis, invasion



ЦИТОЛОГИЯ, 2024, том 66, № 1, с. 20—34

20

УДК 576.7:571.27:612.112.5

РОЛЬ АУТОФАГИИ И ПОЛЯРИЗАЦИИ МАКРОФАГОВ В ПРОЦЕССАХ 
ХРОНИЧЕСКОГО ВОСПАЛЕНИЯ И РЕГЕНЕРАЦИИ

© 2024 г. С. Г. Зубова1, *, А. В. Моршнева1

1Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург,194064, Россия
* E-mail: egretta_julia@mail.ru

Поступила в редакцию 12.05.2023 г. 
После доработки 04.09.2023 г. 

Принята к публикации 21.09.2023 г.

Причиной многих тяжелых недугов, в том числе диабета, ожирения, остеопороза и нейродегене-
ративных заболеваний является хроническое воспаление, которое развивается в жировой ткани, 
костях или головном мозге. Такое воспаление возникает из-за смещения поляризации макрофагов 
(микроглии) в сторону провоспалительного фенотипа М1. В настоящее время доказано, что по-
ляризацию макрофагов определяет внутриклеточный уровень аутофагии в макрофаге. Модулируя 
аутофагию, можно вызвать переключение активностей макрофагов в сторону М1 или М2. Обоб-
щив накопленный в литературе материал, мы полагаем, что активация аутофагии репрограммирует 
макрофаг в сторону М2, заменяя его белковое содержимое, рецепторный аппарат и включая иной 
тип метаболизма. Термин “репрограммирование” наиболее подходит для этого процесса, поскольку 
за ним следует смена функциональной активности макрофага, а именно переключение от цито-
токсической провоспалительной активности на антивоспалительную (регенеративную). Модуляция 
аутофагии может быть подходом к терапии онкозаболеваний, нейродегенеративных расстройств, 
остеопороза, диабета и других тяжелых заболеваний.
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Раневой процесс, в котором ключевой клеткой 
является макрофаг, состоит их двух фаз – про-
воспалительной и регенеративной. В первой фазе 
процесса из раны удаляются патогенны, мертвые 
и поврежденные клетки. Во второй фазе стиму-
лируется ранозаживление за счет ростовых и ан-
гиогенных факторов.

В литературе была сформулирована парадигма, 
описывающая два полярных фенотипа макрофа-
гов, соответствующих фазам раневого процесса – 
провоспалительных М1 и противовоспалительных 
М2, способных переходить друг в друга (Hesketh 
et al., 2017). Эти полярные состояния макрофагов 
имеют ключевое значение для терапии онкозабо-
леваний и нейродегенеративных процессов. Если 
для терапии опухолей целью является активация 
макрофагального статуса М1, то для нейродегене-
ративных процессов терапия нацелена на переход 
микроглии/макрофагов в статус М2. В течение 
нескольких лет было установлено, что катаболиче-
ский процесс аутофагии направляет поляризацию 
макрофагов в тот или иной фенотип.

Цель настоящего обзора заключается в том, 
чтобы на основе литературных данных показать, 

что за счет включения аутофагии в макрофагах 
активируется иная программа, связанная с за-
мещением белкового содержания клетки, пере-
ходом на иной тип метаболизма, то есть проис-
ходит репрограммирование клетки. Кроме того, 
мы обобщаем данные, свидетельствующие о том, 
что за счет модуляции аутофагии можно влиять 
на процессы хронического воспаления и регене-
рации, протекающие в различных тканях, в том 
числе жировой, мышечной, костной, и головном  
мозге.

ФЕНОТИПЫ МАКРОФАГОВ В СВЕТЕ 
ПАРАДИГМЫ М1/М2

Макрофаг является ключевой клеткой воспале-
ния, он участвует в противовирусной, противоми-
кробной и противоопухолевой защите организма, 
в регенерации и репарации тканей.

Согласно парадигме М1/М2, макрофаги могут 
обладать полярными функциями  – провоспали-
тельными и антивоспалительными (регенератив-
ными). Эти функции сменяют друг друга в соот-
ветствии с фазами раневого процесса.

mailto:egretta_julia@mail.ru
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Каждому фенотипу макрофагов соответствует 
свой набор продуцируемых цитокинов. Активиро-
ванные провоспалительные макрофаги М1 проду-
цируют факторы воспаления, среди которых ин-
терлейкины IL-6, IL-1, IL-8, интерферон IFNɣ, 
фактор некроза опухолей TNFα и другие. Про-
тивовоспалительные макрофаги М2 продуцируют 
ростовые факторы, факторы, способствующие 
регенерации, среди которых TGFβ, IL-4, IL-10, 
IL-13 и многие другие.

Для нормального тканевого гомеостаза должен 
поддерживаться оптимальный баланс между ма-
крофагами с фенотипом М1 и М2 (Hesketh et al., 
2017). Макрофаги М2 обладают проопухолевым 
действием, стимулируют ангиогенез и метастазы и 
подразделяются на несколько подтипов. Выделяют 
подтипы М2а, М2b, M2c и M2d. Эти разновидно-
сти макрофагов М2 хорошо описаны (см. обзор: 
Zang, Siond, 2023).

Говоря кратко, необходимо отметить, что под-
тип М2a поляризуется под действием IL4 и проду-
цирует цитокины IL10, TGFβ, IGF, IL4 и другие. 
Макрофаги М2b поляризуются под действием LPS 
и среди прочих цитокинов (IL10, SPHK1, CCL1, 
IL6, IL1) продуцируют TNF-α, который спосо-
бен ускорять клеточную миграцию и метастази-
рование, как было показано на клетках опухоли  
груди.

Образование макрофагов M2c стимулирует-
ся IL10b и TGFβ, или глюкокортикоидами. Ак-
тивность этих макрофагов связана с активацией 
противовоспалительных генов, ремодулированием 
матрикса, ангиогененезом и фагоцитозом. Они 
продуцируют IL10, TGFβ, CCL18, CCL13. Диффе-
ренцировка макрофагов в фенотип M2d происходит 
под действием IL6. Эти макрофаги продуцируют 
IL10, IL6, CCl18, M-CSF (Zang, Siond, 2023). Все 
эти М2-макрофаги обладают мощным действием, 
стимулирующим рост, и играют роль в реализации 
цитокинового шторма после активации.

Макрофаги отвечают за тканевой гомеостаз и 
поддерживают ткань в функциональном состоя-
нии. То есть помогают ткани противостоять изме-
нениям и сохранять динамическое относительное 
постоянство состава и свойств. Они удаляют кле-
точный дебрис, апоптотирующие клетки, играют 
роль в переработке железа, запускают воспали-
тельные реакции и ограничивают их.

Одной из основных функций макрофагов яв-
ляется удаление апоптотических клеток и апопто-
тических телец, а парадигма М1/М2 возникает для 

макрофагов при активации (в том числе при па-
тологическом процессе).

Необходимо отметить, что в зависимости от ор-
гана, в котором макрофаги располагаются, они вы-
полняют тканеспецифичные функции. Например, 
в кости остеокласты разрушают минерализован-
ный костный матрикс, моноциты крови удаляют 
отмершие эндотелиальные клетки, микроглиаль-
ные клетки обеспечивают жизнеспособность ней-
ронов, Купферские клетки печени очищают кровь 
от старых эритроцитов, альвеолярные макрофаги 
осуществляют надзор за проникшими патогенами.

Функции макрофагов по поддержанию гомео-
стаза не ограничиваются участием в иммунном 
ответе и реакцией на проникновение инфекции. 
Макрофаги обеспечивают трофические функции 
в различных тканях за счет синтеза органоспе-
цифических белков и мРНК (Davies et al., 2013).

В 1892 году Илья Мечников описал фагоци-
тарную активность макрофагов и, по сути, пер-
вый заявил о существовании макрофагальной 
системы (Metchnikoff, 1892). В  наше время по-
казано, что макрофаги происходят из различных 
источников  — из желточного мешка и эмбрио-
нальной печени во время формирования эмбрио-
на, или из костного мозга после рождения. Так, 
моноциты крови имеют костномозговое происхо-
ждение, а тканевые макрофаги часто возникают  
пренатально.

Моноциты из крови могут проникать в тка-
неспецифичные ниши, где находятся макрофаги 
эмбрионального происхождения, что часто проис-
ходит в случае воспаления. Таким образом, мо-
ноциты крови, имеющие костномозговое проис-
хождение, отличаются от тканеспецифичных 
резидентных макрофагов, образующихся в эм-
бриогенезе, тем, что это клетки циркулирующие 
и подвижные, но общим у них является то, что 
все они часть мононуклеарной иммунной системы 
(Davies et al., 2013). 

В тканеспецифичных нишах находится целый 
коктейль цитокинов и ростовых факторов, поэто-
му мы понимаем, что парадигма М1/М2 часто не 
описывает всего многообразия макрофагальных 
фенотипов. Но наличие макрофагов с полярной 
активностью позволяет им не только запустить 
иммунную реакцию, но и завершить ее. 

Как уже говорилось, различные фенотипы ма-
крофагов соответствуют фазам раневого процесса. 
Поэтому, несмотря на несовершенство, парадигма 
имеет право на существование.
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АУТОФАГИЯ КАК СИСТЕМА  
ДЛЯ РЕПРОГРАММИРОВАНИЯ 

МАКРОФАГОВ
Несколько лет назад было показано, что, моду-

лируя макроаутофагию, можно менять поляриза-
цию макрофагов (Guo et al., 2019). Макроаутофа-
гия (в дальнейшем просто аутофагия) представляет 
собой внутриклеточный катаболический процесс, 
при помощи которого клетка избавляется от 
долгоживущих белков и поврежденных органелл. 
В  начале этого процесса образуется аутофагосо-
ма, содержащая материал, предназначенный к де-
градации, а затем она сливается с лизосомой и 
содержимое аутофаголизосомы переваривается за 
счет лизосомных ферментов (Klionsky et al., 2021).

Было установлено, что применение хлорохина, 
блокирующего слияние аутофагосомы с лизосо-
мой и ингибирующего аутофагию, переводит ма-
крофаги, ассоциированные с опухолью, в фенотип 
М1 (Mauthe et al., 2018; Guo et al., 2019). Авторы 
показали, что хлорохин увеличивает чувствитель-
ность раковых клеток гортани к цисплатину и 
ингибирует их рост (Guo et al., 2019). По всей 
видимости, включение аутофагии, переводящей 
макрофаги в статус М2, меняет профиль секре-
тируемых ими белков, заменяя старый белковый 
состав новым, то есть приводит к репрограммиро-
ванию макрофагов (Zubova et al., 2022).

Стимуляция аутофагии может вызывать поля-
ризацию микроглии в фенотип М2 и подавлять 
процесс воспаления. Фармакологические актива-
торы аутофагии рапамицин и ресвератрол стиму-
лируют поляризацию микроглии к фенотипу М2, 
подавляя гены, ответственные за фенотип М1 (Jin 
et al., 2018).

Мы рассматриваем репрограммирование как 
смену профиля экспрессии генов и синтеза белков, 
а не только как переход от дифференцированных 
клеток к стволовым, как это было принято ранее. 
При репрограммировании меняется также паттерн 
секретируемых белков (Zubova et al., 2022).

Как заметил в своей работе Tin Su, “that which 
does not kill us, well, makes us different” (Su, 2018, 
p. 1). Существует какой-то некритический уровень 
аутофагии, который не убивает клетку, а меняет ее 
программу, убирая старый набор белков, включая 
новый профиль экспрессии генов и иные транс-
крипционные факторы.

Известно, что аутофагия тесно связана с про-
цессами регенерации, и, возможно, репрограм-
мирование макрофагов играет в этом процессе не 
последнюю роль. Так, известно, что в микроглии, 

стимулированной IFNγ или LPS, играют роль та-
кие транскрипционные факторы, такие как NF-κB 
и Stat1 (Orihuela et al., 2015).

При стимуляции микроглии IL-4 или IL-10, 
которые активируют аутофагию, включаются иные 
транскрипционные факторы, такие как Stat6 и Stat3 
соответственно (Orihuela et al., 2015). Кроме того, 
смена функционального состояния микроглии со-
провождается сменой метаболизма. Поляризация 
микроглии в М1 фенотип сопровождается сдви-
гом в энергетическом балансе от окислительного 
фосфорилирования к аэробному гликолизу. Таким 
образом, классически активированная микроглия 
получает энергию за счет гликолиза, а альтерна-
тивно активированная использует оксидативный 
метаболизм (Orihuela et al., 2015).

По всей видимости, аутофагия может менять 
клеточный метаболизм в сторону, как гликолиза, 
так и окислительного фосфорилирования. Значит, 
изменение статуса дифференцировки макрофагов 
является частным случаем репрограммирования. 
Включение или подавление аутофагии служит 
переключателем функционального состояния ма-
крофага, иными словами, его дифференцировки.

При переходе макрофагов в фенотип М2 ста-
рый белковый состав заменяется новым, меняется 
рецепторный аппарат клетки, включаются иные 
транскрипционные факторы, работают иные гены, 
что свидетельствует о полном репрограммирова-
нии клетки (Orihuela et al., 2015; Stone et al., 2019).

Как уже говорилось, в соответствии с фазами 
раневой реакции макрофаг переключается с поля-
ризации М1 на М2 (рис.1). Мы считаем, что это 
и есть репрограммирование макрофага, в котором 
не последнюю роль может играть аутофагия.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ АСПЕКТЫ АУТОФАГИИ

В начале процесса аутофагии формируется 
двумембранная структура, окружающая предна-
значенный для деградации груз – поврежденные 
органеллы или долгоживущие белки (рис. 2).

Этому процессу предшествует целый ряд моле-
кулярно-генетических событий. Гены, контроли-
рующие аутофагию, изначально были описаны на 
модели дрожжей. Это семейство генов получило 
название “autophagy-related genes” (Atg) (Kametaka, 
1998). Позже аналоги таких генов были описаны у 
млекопитающих (Kametaka, 1998). Эти гены осу-
ществляют инициацию аутофагии, формирование 
и созревание аутофагосом. Киназный комплекс 
mTORС1 – главный регулятор аутофагии контро-
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лирует серин-треониновую киназу ULK1. Процесс 
аутофагии состоит из нескольких стадий: иници-
ации, нуклеации, элонгации, матурации, слияния 
и деградации (Kawamata, 2008). 

Инициация начинается с образования фаго-
форы. Это двухмембранная структура, источни-
ком мембраны для которой может служить эндо-
плазматический ретикулум, наружняя мембрана 
митохондрий, аппарат Гольджи и плазматическая 
мембрана. При достаточном количестве питатель-
ных веществ активный mTORC1 гиперфосфори-
лирует Atg13 и блокирует связывание Atg13, ULK1 
и FIP200 (Green, Llambi, 2015).

mTORС1 фосфорилирует ULK1 по сайту 
Ser757, одновременно она фосфорилирует Atg13, 
что приводит к подавлению процесса аутофагии. 
Фосфорилирование ULK1 осуществляет также 
AMPK, но в данном случае оно играет активиру-
ющую аутофагию роль и осуществляется по сайту 
Ser555 (Lee, 2010).

При недостатке питательных веществ mTORC1 
диссоциирует от комплекса ULK1, тот активиру-
ется и фосфорилирует FIP200, что служит причи-
ной образования фагофоры. Иными словами, ин-
гибирование ULK1 и Atg13 при помощи mTORС1 
отменяется. Тогда образуется преинициаторный 
комплекс, состоящий из ULK1, FIP200 и Atg13. 
Сборка этого комплекса необходима для акти-
вации комплекса инициации (Beclin 1, VPS15 и 
VPS34, который генерирует PI3P и рекрутирует 
Atg7 на поверхность фагофоры). Так протекает 
стадия нуклеации.

Активность Beclin1 в аутофагии ингибируется 
взаимодействием с Bcl-2, который нарушает свя-
зывание Beclin1 с VPS34. Далее следует стадия элон-
гации, на которой происходит удлинение мембраны 
фагофоры. Для этой стадии также важно образова-
ние комплекса из белков семейства Atg (autophagy-
related genes). Atg7 активирует два пути конъюгации, 
которые необходимы для удлинения мембраны и 
закрытия аутофагосомы. На первом пути конъю-
гации Atg5 конъюгирует с  Atg12, а Atg12 последо-
вательно переносится на Atg7 и Atg10. Конъюгат 
Atg5-Atg12-Atg16L необходим для стабилизации фа-
гофоры и связан с  растущей мембраной фагофоры 
(Green, Llambi, 2015). Связь этих белков важна для 
образования комплекса LC3-I с фосфатидилэтано-
ламином и карбоксильной группой глицина, чтобы 
генерировать мембрано-ассоциированную процес-
сированную форму LC3-II (Glick, 2010).

На втором пути конъюгации LC3 последова-
тельно конъюгирует с Atg7 и Atg3. Образование 
LC3-II необходимо для созревания (матурации) 
и замыкания мембраны аутофагосомы (Kabeya, 
2000; Suzuki, 2013). LC3-II обнаруживается как на 
внутренней, так и на внешней мембранах ауто-
фагосомы, где он участвует в выборе груза для 
деградации.

Транспорт груза в аутофагосому — это селек-
тивный процесс, который, с одной стороны, регу-
лируется специальными белками-адапторами, сре-
ди которых известен белок р62/SQSTM1; с другой 
стороны, протеин LC3-II может действовать как 
рецептор, взаимодействующий с белковыми агре-
гатами или органеллами.

Процесс аутофагии завершается слиянием 
аутофагосомы с лизосомой, в результате чего об-
разуется аутофаголизосома, внутри которой содер-
жимое деградирует. В том числе деградирует p62/
SQSTM1 (Glick, 2010).

В регуляцию катаболических и анаболических 
процессов вовлечен транскрипционный фактор 

Рис. 1. Иллюстрация классической М1 (провоспа-
лительной) и альтернативной М2 (антивоспалитель-
ной) активации макрофагов. Рапамицин – иммуно-
депрессант, полученный из Streptomyces hygroscopicus, 
активатор аутофагии (АФ), его мишенью является 
киназный белковый комплекс mTORС1; ресвера-
трол – природный фитоалексин, активатор аутофа-
гии: хлорохин – препарат из группы 4-аминохино-
лина, ингибитор аутофагии, блокирует связывание 
аутофагосомы с лизосомой. Для провоспалительно-
го фенотипа макрофагов характерен гликолиз, а для 
антивоспалительного фенотипа – окислительное 
фосфорилирование. Классически активированные 
макрофаги секретируют провоспалительные цито-
кины (IL6, IL1α, IL1β, IL12, TNFα) при актива-
ции рецепторов, в частности к липополисахариду 
(ЛПС) и IFNγ. Классически активированные ма-
крофаги синтезируют активные формы кислорода 
(АФК). Альтернативно активированные макрофа-
ги секретируют противовоспалительные цитокины 
(IL4, IL10, IL12, TGFβ) при активации рецепторов, 
например, к IL4, IL13, IL10.
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TFEB. Этот фактор регулируется уровнем проте-
инов и энергетическим статусом клетки. В при-
сутствии питательных веществ киназа mTORC1 
может фосфорилировать TFEB и ингибировать его 
активность, но TFEB становится гипофосфорили-
рованным и локализуется в ядре, когда уровень 
питательных веществ и энергии низок. Будучи в 
ядре, TFEB активирует лизосомные и аутофаги-
ческие гены (Carroll, Dunlop, 2017).

Можно предположить, что при избыточной 
аутофагии TFEB особенно активен (рис. 2). При 

избыточной аутофагии может быть активирована 
программируемая клеточная смерть II типа, когда 
деградации подвергаются необходимые клетке 
элементы.

Аутофагия ингибируется усилением передачи 
сигналов фактора роста через группу PI3-киназ 
класса I и Akt, чтобы стимулировать активность 
mTOR посредством ингибирования TSC1/TSC2 и 
повышения активности ГТФазы Rheb (Glick, 2010).

О молекулярных механизмах смены поляри-
зации макрофагов под действием аутофагии из-

Ростовые факторы
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Рис. 2. Регуляторные пути аутофагии. Аутофагия (АФ) активируется в отсутствие ростовых факторов, например 
в условиях голодания. АФ ингибируется усилением передачи сигналов фактора роста через группу PI3-киназ 
класса I и Akt, чтобы стимулировать активность mTORС1 посредством ингибирования комплекса TSC1/TSC2 и 
повышения активности ГТФазы Rheb. Процесс АФ начинается с образования фагофоры. Его негативно регули-
рует протеинкиназа mTORС1 серин-треониновой специфичности. При недостатке питательных веществ mTORC1 
диссоциирует от комплекса ULK1, и ULK1 активируется и фосфорилирует FIP200, что служит причиной образо-
вания фагофоры; образуется преинициаторный комплекс, состоящий из ULK1, FIP200 и Atg13. Сборка этого 
комплекса необходима для активации комплекса инициации (Beclin 1, VPS15 и VPS34, который генерирует PI3P 
и рекрутирует Atg7 на поверхность фагофоры). В результате активируются две системы конъюгации с участием 
белков семейства Atg (Atg5, Atg7, Atg10, Atg12 и др.) Эти белковые взаимодействия необходимы для замыкания 
и созревания аутофагосомы. Затем белок LC3-I образует комплекс с фосфатидилэтаноламином (PE) и генерирует 
форму LC3-II, которая связана с внешней и внутренней мембраной аутофагосомы. Это необходимо для слияния 
с лизосомой образованной аутофагосомы. Затем содержание аутофаголизосомы деградирует. В присутствии пи-
тательных веществ киназа mTORC1 может фосфорилировать транскрипционный фактор TFEB и ингибировать 
его активность, но TFEB становится гипофосфорилированным и локализуется в ядре, когда уровень питательных 
веществ и энергии низок. Будучи в ядре, TFEB активирует лизосомные и аутофагические гены.
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вестно относительно немного. Рецептор CD206 
считается идеальным маркером поляризации ма-
крофагов М2. Известно, что ингибиторы аутофа-
гии подавляют фосфорилирование р38МАРК и 
экспрессию CD206 в клетках U937, обработанных 
докозагексаеновой кислотой (DHA).

Кроме того, в клетках U937, обработанных 
DHA, повышена экспрессия белка LC3II, который 
ассоциирован с микротрубочками и участвует в 
образовании аутофагосом. Эти результаты свиде-
тельствуют о том, что DHA регулирует поляриза-
цию макрофагов, сдвигает ее в сторону М2 через 
сигнальный путь р38МАРК и аутофагию (Kawano 
et al., 2019).

Известно, что цитокины, вызывающие М2-диф-
ференцировку, а именно IL4 и IL13, вызывают 
активацию транскрипционного фактора STAT6 
(Kawano et al., 2019).

Совсем недавно было показано, что аутофагия 
репрограммирует макрофаги костного мозга, пере-
водя их в фенотип М2, через индукцию CD38, 
Atg16L1-1, Atg16L1-3 и аргиназы 1 (Mazher et al., 
2023).

Известно, что мезенхимные стволовые клетки 
способствуют поляризации макрофагов M2 в мы-
шиной модели, что связывают с активацией фак-
тора транскрипции EB (TFEB) и последующим 
восстановлением лизосомной функции и актив-
ности аутофагии в макрофагах мыши, в которых 
наблюдали дисбаланс поляризации в связи с не-
фропатией (Yuan et al., 2020).

Как уже говорилось, в регуляции поляризации 
макрофагов под действием аутофагии принима-
ет участие транскрипционный фактор NF-kB. 
Он состоит из гомо- или гетеродимеров белков 
семейства Rel (p65, p50, p52, c-Rel и RelB). Ак-
тивированный гетеродимер p50/p65 отвечает за 
активацию провоспалительных генов, но с ним 
конкурирует гомодимер p50/p50 за сайт связыва-
ния промоторов провоспалительных генов. Если 
этот гомодимер все же связывается с такими про-
моторами, это приводит к блокаде транскрипции 
провоспалительных генов.

Включение аутофагии подавляет NF-kB через 
субъединицу р65 и, таким образом, генерирует 
М2-поляризацию макрофагов. NF-kB деградирует 
путем селективной аутофагии после убиквитини-
рования (Kuo et al., 2022). По всей видимости, 
регуляторный путь поляризации макрофагов при 
помощи аутофагии состоит из различных струк-
турных модулей, которые могут взаимодействовать 
друг с другом и менять поляризацию макрофагов.

ДИНАМИЧЕСКИЙ ХАРАКТЕР 
МАКРОФАГАЛЬНОЙ СИСТЕМЫ

И.И. Мечников не только открыл макрофа-
гальную систему, он установил, что эти клетки 
фагоцитируют не только патогены, но и мертвые 
клетки организма, которому они принадлежат 
(Metchnikoff, 1892). Этим исследованием было 
положено началу работ, описывающих роль ма-
крофагов в поддержании гомеостаза организма, а 
также участие макрофагов в процессах ранозажив-
ления и регенерации.

Удаление апоптотических клеток необходимо 
в  эмбриогенезе, поэтому макрофаги играют незаме-
нимую роль, фагоцитируя апоптотические клетки, 
поскольку при формировании органов одни клетки 
возникают, другие отмирают, а мертвые клетки необ-
ходимо удалять, чтобы они не вызвали воспаления.

Помимо фагоцитоза макрофаги выполняют 
множество других функций, например: метабо-
лизм железа, аминокислот, липидов и билируби-
на; ответственность за чувствительность организ-
ма к инсулину, резорбцию кости и регенерацию 
различных тканей. Кроме того, макрофаги регули-
руют накопление и реорганизацию межклеточного 
матрикса (Davies et al., 2013).

Ткани в организме находятся в состоянии ди-
намического равновесия. Примером является про-
цесс поддержания костной массы. В костной ткани 
поддерживается баланс между образованием и ре-
зорбцией кости. За формирование кости отвечают 
остеобласты, а за резорбцию – остеокласты. Функ-
ции этих клеток поддерживают гомеостаз кальция 
в кости. Неограниченная резорбция кости приво-
дит к остеопорозу, а недостаточная функция этих 
клеток служит причиной остеопетроза. При этом 
заболевании образуется более плотная, но хруп-
кая кость. Поэтому в норме работа остеокластов 
должна поддерживать равновесие (Schlundt 2021).

Еще одним примером динамического баланса 
является модель атеросклероза. При нем в стенке 
артерии накапливаются макрофаги, насыщенные 
холестерином и вызывающие хроническое воспа-
ление. Это происходит в результате дисбаланса 
липидного обмена и неадекватного иммунного 
ответа (Peled, Fisher, 2014; Rojas et al., 2015).

На судьбу холестериновой бляшки влияют 
воспалительный фенотип макрофагов и их ко-
личество. Макрофаги бляшки одновременно по-
лучают про- и противовоспалительные сигналы, 
поэтому образование бляшки – процесс динами-
ческий. Однако в модели in vitro было показано, 
что макрофаги М1 стимулируют воспалительный 
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процесс в бляшке, а макрофаги М2 его подавляют 
(Peled, Fisher, 2014; Rojas et al., 2015).

Новейшие исследования показывают, что голов-
ной мозг также является динамическим органом (Jha 
et al., 2016). Прогрессирование нейродегенеративных 
заболеваний и процесс репарации черепно-мозговой 
травмы зависят от баланса между классически и аль-
тернативно активированной микроглией.

Классически активированная микроглия вы-
зывает нейровоспалительную реакцию и может 
приводить к гибели нейронов, а состояние М2 
микроглии оказывает благоприятное воздействие 
на нейроны (Jha et al., 2016). По этой причине 
макрофагально/микроглиальная система очень 
пластична и определяет динамический баланс раз-
личных тканей. Поэтому в конкретный момент 
в  тканях могут присутствовать одновременно ма-
крофаги с дифференцировкой М1 и М2.

Именно баланс макрофагальной системы мо-
жет определять динамический характер разнооб-
разных тканей и проходящих в них процессов. 
Тканевые макрофаги очень гетерогенны, их фе-
нотип часто определяет та ниша, в которой они 
находятся в  организме.

Макрофаги в ткане-специфических нишах 
способны к самоподдержанию. Локальные фак-
торы определяют размер популяции макрофагов 
и продолжительность ее жизни. Плотность попу-
ляции макрофагов контролируется трофически-
ми и ростовыми факторами, доступными в нише 
(Davies et al., 2013).

Аутофагия в норме поддерживает гомеостаз, но 
может быть и причиной патологии. При избытке 
аутофагии может тормозиться рост клеток, а также 
иметь место клеточная гибель, недаром аутофагия 
считается клеточной смертью II типа. 

Усиленная аутофагия отрицательно влияет на 
процесс заживления кожи и связана с хронически-
ми ранами. Об этом свидетельствует повышенный 
уровень LC3 в коже мышей с диабетом или в хро-
нических ранах пациентов. Считается, что за этот 
процесс отвечают макрофаги, и при избыточной 
аутофагии поляризация макрофагов сдвигается к 
М1, что сопровождается экспрессией генов про-
воспалительных цитокинов (Guo et al., 2016).

РОЛЬ АУТОФАГИИ И ПОЛЯРИЗАЦИИ 
МАКРОФАГОВ В ЖИРОВОЙ ТКАНИ

Жировая ткань является во многом эндо-
кринным органом, определяющим устойчивость 
к  инсулину, кроме того, жировая ткань участвует 

в  терморегуляции и функционирует как энерго-
сберегающая структура. Она регулирует систем-
ный метаболизм, выделяя гормоны адипокины.

Жировая ткань состоит из преадипоцитов, 
эндотелиальных клеток, адипоцитов, а также из 
макрофагов. В жировой ткани макрофаги очень 
чувствительны к нарушениям гомеостаза и могут 
приводить к воспалению в отсутствии инфекции 
(Fujisaka et al., 2016).

Резистентность к инсулину и ожирение сопро-
вождаются хроническим воспалением в жировой 
ткани. При диабете I типа имеет место недостаток 
выработки инсулина в результате дисфункции β-кле
ток поджелудочной железы, а при диабете II типа 
развивается инсулинорезистентность вследствие на-
рушения клеточного инсулинового сигналинга.

Макрофаги с фенотипом М1 способствуют 
возникновению резистентности к инсулину, в то 
время как макрофаги М2 поддерживают ткане-
вой гомеостаз, участвуя в удалении умирающих 
адипоцитов и накоплении предшественников 
адипоцитов (Chylikova et al., 2018; Nawaz, Tobe, 
2019). Даже слабо выраженное воспаление нару-
шает сигнальные пути инсулина и способствует 
развитию системной дисрегуляции.

Инсулин должен связаться с рецептором на по-
верхности клетки, чтобы позволить глюкозе по-
пасть внутрь клетки. Если этого не происходит 
и возникает резистентность к инсулину, глюкоза 
не проникает в цитоплазму клетки, и ее уровень 
в крови повышается, что имеет место при диабете 
2 типа (Ahmed et al., 2021).

В этом случае нарушается энергетический ба-
ланс внутри клетки, процессы синтеза жирных 
кислот и протеинов. Β поджелудочной железе β-
клетки начинают вырабатывать избыток инсули-
на, чтобы компенсировать перегрузку глюкозой. 
Это картина характерна для диабета 1 типа, она 
приводит к изнашиванию β-клеток в результате 
интенсивной работы. Такой системный дисбаланс 
является следствием хронического воспаления и 
часто сопровождается ожирением (Ahmed et al., 
2021). Таким образом, второй тип диабета может 
переходить в первый.

При оценке популяций макрофагов при ожи-
рении было показано, что макрофаги жировой 
ткани меняют свою поляризацию, переключаясь 
с М2 фенотипа на М1. В  жировой ткани содер-
жится примерно 10% макрофагов, при ожирении 
их количество увеличивается до 40% (Eijk et al., 
2021). Эти макрофаги имеют пенистый фенотип. 
Эти клетки могут поглощать липидный груз, с ко-
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торым не справляются адипоциты, они содержат 
лизосомы для деградации, а также липидные кап-
ли для хранения липидов и демонстрируют воспа-
лительный фенотип (Eijk et al., 2021).

При прогрессировании ожирения адипоциты 
увеличиваются в размере из-за избыточных энер-
гетических условий, а классически активирован-
ные макрофаги М1 накапливаются и вызывают 
воспаление, негативно влияя на резистентность 
к инсулину. В то же время альтернативно акти-
вированные макрофаги поддерживают функции 
жировой ткани при недостатке энергетических 
ресурсов; играют роль в адаптации к условиям 
избыточной энергии.

Недавно были получены данные о том, что 
чрезмерное количество липидов может снижать 
клеточные уровни аутофагии и именно она регу-
лирует иммунный ответ. Это позволяет предпо-
ложить, что нарушения аутофагии в макрофагах 
могут способствовать усилению активации иммун-
ного ответа, лежащего в основе ожирения (Liu et 
al., 2015). Первичные макрофаги костного мозга 
и перитонеальные макрофаги мышей, получав-
ших диету с высоким содержанием жиров, имеют 
сниженную активность аутофагии, что говорит о 
нарушении аутофагического потока в макрофагах 
у мышей с ожирением.

С возрастом ткани и органы хуже выполня-
ют свои функции, кроме того, падает активность 
аутофагии, а количество макрофагов в жировой 
ткани увеличивается, что сопровождается увели-
чением воспалительных процессов и старением 
иммунной системы.

Когда практически все макрофаги жировой 
ткани трансформируются из М2 в М1, они окру-
жают умирающие адипоциты и формируют коро-
нообразную структуру, которая служит маркером 
резистентности к инсулину и свидетельствует о 
воспалении (Lu et al., 2021).

В юном возрасте в жировой ткани преобладают 
макрофаги с фенотипом М2. Они выполняют тро-
фические функции, но с годами их популяция ис-
тощается. Начинают преобладать провоспалитель-
ные цитокины, такие как TNF-α, IL-6, IL-1β (Lu 
et al., 2021). В макрофагах М1 происходит сдвиг 
метаболизма от окислительного фосфорилирова-
ния к гликолизу и снижается уровень аутофагии 
(Ghosh et al., 2016). Это способствует увеличению 
воспаления.

Делеция гена Atg7, ответственного за реа-
лизацию аутофагии, сдвигает фенотип макро-
фагов в  сторону М1 (Kang et al., 2016). Мыши 

с  таким нокаутом имеют более высокую степень 
инфильтрации макрофагами М1 белой жировой 
ткани по сравнению с мышами дикого типа. Та-
кие мыши имеют сниженную чувствительность 
к  инсулину (Kang et al., 2016).

Оценивая картину, которая наблюдается при 
развитии хронического воспаления в жировой тка-
ни, можно вспомнить тезис о том, что старение — 
это хроническое воспаление, которое развивается 
практически во всех тканях организма, и в жиро-
вой в частности.

РЕГЕНЕРАЦИЯ СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦ 
И  ПАРАДИГМА М1/М2

Определенный баланс между фенотипами ма-
крофагов М1 и М2 необходим при регенерации 
скелетных мышц. При хроническом воспалении 
регенерация нарушается. В процессах регенерации 
мышц макрофаги играют основную роль, посколь-
ку они связаны с функционированием стволовых 
клеток скелетных мышц, так называемых сател-
литных клеток, а также важны для выживания 
фибро-адипогенных клеток- предшественников.

Дисбаланс может приводить к накоплению 
клеток-предшественников с аномально выражен-
ными профиброзными факторами и увеличивать 
количество компонентов внеклеточного матрикса. 
Увеличение количества макрофагов М1 снижает 
или отменяет пролиферацию миобластов, а так-
же нарушает пролиферацию и активацию клеток-
сателлитов (Perandini et al., 2018). Повышение 
уровня макрофагов с фенотипом М2 приводит 
к накоплению внеклеточного матрикса и фиброзу 
в скелетных мышцах, что также нарушает регене-
ративные процессы.

Хроническое воспаление, в том числе старе-
ние и ожирение, а также миопатия вызывают 
одновременное увеличение числа как про-, так 
и противовоспалительных макрофагов. Это нару-
шает активацию сателлитных клеток и вызывает 
накопление фиброзо-жировых отложений с после-
дующим снижением способности ткани к регене-
рации (Perandini et al., 2018).

Что касается аутофагии, то известно, что она ре-
гулирует иммунное окружение клеток-сателлитов, 
влияя на поляризацию и рекрутирование макрофа-
гов (Chen et al., 2022). Старение мышечных стволо-
вых клеток связывают с подавлением аутофагии во 
время ключевых фаз регенеративного процесса (Lee 
et al., 2019). Было показано, что фармакологическая 
активация аутофагии восстанавливает мышечную 
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функцию при миопатиях и способствует регенера-
ции мышц (Chen et all., 2022).

АУТОФАГИЯ И ГОМЕОСТАЗ 
КОСТНОЙ  ТКАНИ

Макрофаги осуществляют взаимосвязь меж-
ду различными системами организма, например 
между жировой тканью и иммунной системой, а 
также между скелетной и иммунной системами 
(Yang et al., 2021). Такая взаимосвязь жизненно 
необходима для регенерации и гомеостаза.

В кости содержится множество субпопуляций 
макрофагов, некоторые из них, а именно остеокла-
сты, осуществляют резорбцию кости. Эти клетки 
участвуют в каскаде заживления кости. Фенотипы 
макрофагов при этом могут быть гораздо сложнее, 
чем их описывает парадигма М1/М2.

Чтобы не образовывался рубец, фенотип М1 
макрофагов должен вовремя смениться на М2. Из-
вестно, что ингибирование аутофагии приводит 
к  воспалению в костном мозге. Нокаут по гену 
Atg5 в клетках костного мозга приводит к  поля-
ризации макрофагов в М1. Эти результаты де-
монстрируют, что аутофагия подавляет воспаление 
и выполняет регулирующую функцию. При фор-
мировании кости in vivo осуществляется переход 
от фенотипа М1 к М2 (Yang et al., 2021). И тот, и 
другой фенотип активно участвуют в остеогенезе.

Активация аутофагии в стромальных клетках 
костного мозга, частью которых являются макро-
фаги, улучшает остеогенез. Нарушение аутофагии 
прерывает остеогенную дифференцировку и ми-
грацию стромальных клеток костного мозга (Yang 
et al., 2021).

Снижение способности к аутофагии и хрони-
ческое воспаление снижают способность клеток 
кости противостоять окислительному стрессу, что 
сопровождается нарушением гомеостаза костно-
мозговой ткани; такая картина наблюдается при 
старении. Этот дисбаланс приводит к потере 
костной массы и остеопорозу. Это происходит, 
поскольку угнетение аутофагии влечет за собой 
ингибирование образования кости остеобластами 
и апоптоз остеоцитов.

Увеличение оксидативного стресса активирует 
резорбцию кости, апоптоз остеоцитов и снижение 
активности остеобластов. Аутофагия повышает-
ся во время дифференцировки и минерализации 
остебластов. А ингибирование аутофагии угнетает 
минерализацию костей и снижает костную массу 
в моделях in vivo (Montaseri et al., 2020). Нарушение 

гомеостаза костной ткани за счет гиперактивации 
остеокластов вызывает деструктивные заболевания, 
в частности остеопороз, часто встречающиеся у по-
жилых людей (Florencio-Silva et al., 2017).

Как это ни странно, имеются сведения о том, 
что аутофагия усиливается и во время созрева-
ния и дифференцировки остеокластов (Aoki et 
al., 2020). Аутофагия поддерживает митохондри-
альную функцию остеокластов и положительно 
коррелирует с их активностью и выживаемостью 
(Aokis et al., 2020).

Таким образом, аутофагия играет важную роль 
в резорбции кости и ее формировании. При этом 
само заболевание остеопороз напоминает хрони-
ческое воспаление, при котором резорбтивные 
функции остеокластов не ограничены. 

Модулятор аутофагии рапамицин уменьшает 
остеопороз у старых крыс, активируя аутофагию 
в остеоцитах. А фармакологическое ингибирова-
ние аутофагии хлорохином или делеция гена Atg7 
снижает остеокластогенез и потерю костной массы 
(Florencio-Silva et al., 2017). Несмотря на некоторое 
противоречие экспериментальных данных, можно 
заключить, что для здорового метаболизма кости 
важен баланс резорбции и образования кости, и 
за этот баланс во многом отвечает аутофагия.

ЗНАЧЕНИЕ АУТОФАГИИ И АКТИВНОСТИ 
МИКРОГЛИИ ДЛЯ ГОЛОВНОГО МОЗГА

Микроглия, в отличие от костномозговых ма-
крофагов, имеет эмбриональное происхождение 
из желточного мешка и образуется у мыши на 
седьмые сутки эмбриогенеза. Благодаря своим 
функциям микроглия имеет транскриптомы и 
эпигеномы, которые отличаются от других тка-
невых макрофагов.

Микроглия образуется примерно в то же время, 
что и нейроны, и отвечает за архитектуру нейро-
нальной ткани мозга. Она играет роль в созрева-
нии синапсов мозга, удаляет излишки медиаторов, 
незрелые или дефектные нейрональные синапсы 
и проводит так называемую обрезку синапсов; 
микроглия определяет судьбу и число нейронов 
(Noyak et al., 2014). Кроме нейронов, микроглия 
поддерживает олигодендроциты и необходима для 
нормального миелиногенеза, она также контроли-
рует подрастание сосудов.

Микроглия головного мозга запускает воспа-
лительные процессы, которые возможны в отсут-
ствие патогенов. Хроническое воспаление сопро-
вождает старение не только в жировой и костной 
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ткани, нейровоспаление может стать причиной 
старения непосредственно в головном мозге.

Снижение уровня аутофагии наблюдается 
в  стареющем мозге человека. В  процессе ста-
рения падает активность генов аутофагии Atg5, 
Atg7 и Beclin1 (Azam et al., 2021). Одновременно 
усиливается активность комплекса mTORC1, ко-
торый ингибирует аутофагию. Такая активность 
охватывает анаболические процессы, стимулирует 
метаболические нарушения и агрегацию протеи-
нов (Blagosklonny, 2011). 

Можно предположить, что в головном мозге с 
возрастом увеличивается доля микроглии с поляри-
зацией М1, как это происходит в других органах. 
Увеличенный уровень воспаления нарушает синап-
тическую передачу, баланс свободных радикалов и 
вообще может приводить к гибели нейронов.

Действительно, многие исследования подтвер-
ждают, что с возрастом микроглия становится 
более провоспалительной и отвечает на иммун-
ные вызовы, несмотря на гематоэнцефалический 
барьер. Показано, что IL-4 ex vivo индуцирует 
профиль М2 в активированной микроглии взрос-
лых мышей, при этом активированная микроглия 
старых мышей сохраняет заметный профиль М1. 
Эти данные показывают, что активированная 
микроглия старых мышей менее чувствительна 
к противовоспалительному, М2-стимулирующему, 
действию IL-4 (Fenn et al., 2012).

У пожилых грызунов после стимуляции пе-
риферического или центрального иммунитета 
наблюдается длительное аномальное поведе-
ние, когнитивные нарушения и депрессивные 
расстройства (Fenn et al., 2012). Эти нарушения 
связывают с  провоспалительной активацией ми-
кроглии в головном мозге.

Показано нарушение экспрессии рецептора 
к  IL-4 на мембране микроглии старых мышей. 
Нарушения регуляции микроглии приводит к уси-
ленной и продолжительной активации микроглии.

При старении снижается уровень самого IL-4 
в головном мозге старых крыс, что соответствует 
усилению нейровоспаления. Пониженная чувстви-
тельность к IL-4 может быть вовлечена не только 
в процесс старения, но и в нейрологические забо-
левания. Например, продукция IL-4 в мозге при 
экспериментальном аутоиммунном энцефаломие-
лите и множественном склерозе позитивно корре-
лирует с ремиссией заболевания (Fenn et al., 2012).

Таким образом, активация перехода от фено-
типа макрофагов и микроглии М1 к фенотипу М2 
является принципиальной терапевтической стра-

тегией. Это актуально не только для широкого 
спектра нейродегенеративных заболеваний, но и 
для замедления старения и предотвращения свя-
занных с ним патологий.

Одно из часто встречающихся нейродегенера-
тивных заболеваний – болезнь Альцгеймера. Она 
характеризуется аномальным процессингом двух 
белков – β-амилоида и Tau. Накопление в  тка-
нях этих белков приводит к патологическому об-
разованию экстраклеточных сенильных бляшек и 
внутриклеточных нейрофибриллярных клубков. 
β-амилоид является фрагментом более крупного 
белка  – предшественника АРР.

Этот трансмембранный белок играет важную 
роль в росте нейрона, его выживании и восстанов-
лении после повреждений. Протеин АРР в норме 
должен расщепляться α-секретазой, но если такое 
расщепление отсутствует, этот протеин расщеп-
ляется β- и γ-секретазами. В этом случае как раз 
и образуется β-амилоид, из которого состоят се-
нильные бляшки (Sery et al., 2013).

При болезни Альцгеймера β-амилоид является 
активатором микроглии, что имитирует ситуацию 
хронического воспаления. Дисфункция М2 при 
этом заболевании и чрезмерная активность ми-
кроглии М1 способствуют патологическому по-
вреждению нейронов при воспалении. Изменяя 
поляризацию на М2, можно добиться восстанов-
ления тканей и активации фагоцитоза для сниже-
ния уровня β-амилоида и облегчить последствия 
заболевания (Xue et al., 2021).

При болезни Альцгеймера также нарушается 
функционирование аутофагии, а именно митофа-
гии. От правильного функционирования митохон-
дрий зависит своевременное удаление β-амилоида. 
Было установлено, что эффективность микроглии 
по удалению бляшек β-амилоида уменьшает 
хроническое воспаление и митохондриальную 
дисфункцию.

Восстановление нормального функциониро-
вания митохондрий и митофагии в микроглии 
уменьшает нейровоспаление и оказывает нейро-
протекторное действие (Agrawal, Jha, 2020). Было 
показано, что аутофагия в микроглии нарушается 
при долгом контакте с β-амилоидом, что имеет ме-
сто при прогрессировании болезни Альцгеймера.

На мышиной модели показано накопление 
субстрата аутофагии р62 и агрегатов убиквитина 
в клетках микроглии рядом с отложением β-ами
лоида в гиппокампе (Pomilio et al., 2020). Это зна-
чит, что аутофагический поток не реализуется и 
β-амилоид не удаляется.
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Разработка подходов к репрограммированию 
макрофагов очень важна для терапии болез-
ни Альцгеймера. Поэтому модуляция аутофагии 
представляется перспективным инструментом для 
направленной поляризации микроглии, что может 
иметь важное клиническое значение в будущем.

Направленная регуляция поляризации макро-
фагов необходима и при опухолегенезе. Но в этом 
случае необходимо индуцировать поляризацию ма-
крофагов М1 для успешной терапии. Это актуаль-
но практически для всех солидных опухолей чело-
века, в частности для опухолей головного мозга.

Глиобластома является наиболее опасной 
первичной опухолью головного мозга человека. 
В  трехмерной модели было показано, что опухо-
ли, подобные глиобластоме, как и многие другие 
опухоли человека, направляют поляризацию ма-
крофагов в сторону фенотипа М2 для построения 
иммуносупрессивной и проангиогенной ниши.

Было показано, что противовоспалительные ма-
крофаги М2 способствуют ангиогенезу, в то время 
как М1-подобные провоспалительные макрофаги 
подавляют ангиогенез, который авторы (Cui et al., 
2018) назвали ангиогенезом, обусловленным воспа-
лением: растворимые иммуносупрессвные цитоки-
ны, продуцируемые М2-подобными макрофагами, 
например TGF-β и интегрин ανβ3 на их поверхно-
сти, взаимодействующие с эндотелием, необходи-
мы для ангиогенеза, обусловленного воспалением. 
В этом случае возможно, что подавление аутофагии 
в опухоле-ассоциированных макрофагах было бы 
актуально для успешной терапии заболевания.

Для лечения нейродегенеративных заболева-
ний, напротив, перспективной представляется 
активация аутофагии в микроглиальных клетках. 
Накапливается все больше данных о том, что с 
возрастом микроглия претерпевает морфологиче-
ские и физиологические изменения, которые могут 
привести к хроническому воспалению. Микроглия 
с такой активностью приводит к нейродегенера-
тивным расстройствам или усугубляет текущую 
патологию центральной нервной системы.

Действительно, время является стрессовым 
фактором и фактором риска для нейродегене-
ративных заболеваний (Nikodemova et al., 2016). 
Необходимо понимать роль микроглии обоих фе-
нотипов в регенеративном процессе ремиелиниза-
ции, который может следовать за демиелинизаци-
ей в головном мозге.

Было показано, что происходит переклю-
чение фенотипа микроглии с М1 на М2, когда 
начинается ремиелинизация. Дифференцировка 

олигодендроцитов усиливается in vitro в среде, 
кондиционированной микроглиальными клетка-
ми с фенотипом М2, и нарушается in vivo после 
истощения клеток М2 внутри очага поражения. 
Блокирование активина А, характерного для кле-
ток М2, ингибирует дифференцировку олигоден-
дроцитов во время ремиелинизации в культурах 
клеток мозжечка. Таким образом, эти результаты 
показывают, что поляризация клеток микроглии 
М2 необходима для эффективной ремиелиниза-
ции (Miron et al., 2013).

Особенно механизмы демиелинизации акту-
альны для рассеянного склероза – хроническо-
го аутоиммунного воспалительного заболевания, 
характеризующегося не только демиелинизацией, 
но и повреждением аксонов, деструкцией гемато-
энцефалического барьера.

Многие нейротоксические молекулы присут-
ствуют в очагах рассеянного склероза. Это радикалы 
NO, активные формы кислорода, глутамат, активи-
рованные компоненты комплемента и провоспа-
лительные цитокины, характерные для микроглии 
с  поляризацией М1. М1-микроглия, активирован-
ная LPS или IFNγ, токсична для зрелых олиго-
дендроцитов. Обработка микроглии IL-4, который 
является индуктором дифференцировки микроглии 
в М2, стимулирует олигодендрогенез, повышая про-
дукцию IGF-1. Такая обработка снижает продукцию 
токсичных факторов М1 микроглии и увеличивает 
выживаемость и дифференцировку предшественни-
ков олигодендроцитов (Cao, He, 2013).

Еще одним заболеванием, характеризующим-
ся хроническим воспалением и нейродегенера-
цией, является болезнь Паркинсона. Она харак-
теризуется потерей дофаминергических нейронов 
в  компактной части черной субстанции и отло-
жением α-синуклеина в тельцах Леви, нейритах 
Леви и некоторых нейронах. Маркеры воспаления 
отмечаются вокруг и внутри черной субстанции 
при болезни Паркинсона. 

При этом заболевании наблюдается повышен-
ная активация микроглии, инфильтрация Т- и 
В-клетками, отложения иммуноглобулинов в чер-
ной субстанции и других областях мозга, связанных 
с  агрегацией α-синуклеина (Moehle, West, 2015). 
На течение болезни может оказывать влияние 
баланс между поляризацией микроглии М1/М2.

Как уже говорилось, процесс аутофагии может 
во многом определять этот баланс. Недавно было 
показано, что удаление микроглиального Atg5 вы-
зывало симптомы, подобные болезни Паркинсо-
на, у мышей, характеризующиеся нарушением 
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координации движений, когнитивного обучения, 
усилением нейровоспаления и снижением уровня 
дофамина в полосатом теле (Cheng et al., 2020).

Активация аутофагии увеличивает М2-маркеры 
микроглии, но снижает маркеры М1. В то же вре-
мя ингибирование аутофагии увеличивает М1, но 
редуцирует М2- маркеры микроглии. Нокдаун Atg5 
достаточен, чтобы перевести микроглию в статус 
М1. TNF-α нарушает аутофагичский поток.

Полиморфизм гена человека, кодирующего 
TNF-α, увеличивает риск развития болезни Пар-
кинсона. В дофаминергических клетках, обрабо-
танных TNF-α, выявляется дефицит аутофагии. 
Ученые пришли к заключению, что хроническое 
воспаление, опосредованное микроглией, служит 
патогенным фактором болезни Паркинсона. 

Нарушение аутофагического потока может 
приводить к накопленитю α-синуклеина в ней-
ронах головного мозга. TNF-α ингибирует ауто-
фагический поток, активируя сигнальный путь 
Akt/mTOR (Jin et al., 2018). IL-10, вызывающий 
М2-дифференцировку в микроглии, усиливает ми-
тофагию в макрофагах (Agrawal, Jha, 2020).

Кроме того, на мышиной модели было пока-
зано, что с возрастом активируется поляризация 
микроглии М1 и подавляется М2, что оказывается 
критично для такого нейродегенеративного забо-
леваня, как болезнь Паркинсона. Старение зна-
чительно усугубляет двигательную дисфункцию и 
утрату дофаминергических нейронов в нервной 
системе. Кроме того, увеличивается экспрессия 
белков воспаления TLR2 и pNF-kβ в группе по-
жилых мышей. Таким образом, при старении усу-
губляется воспалительная реакция за счет пере-
хода фенотипа микроглии из М2 в М1 и падения 
активности аутофагии (Yao, Zhao, 2018).

Известно, что рапамицин замедляет старение 
и способствует долголетию (Blagosklonny, 2018). 
Возможно, геропротекторные эффекты рапамици-
на связаны со способностью активировать аутофа-
гию в микроглии и переводить ее в фенотип М2. 
В результате этого сохраняется жизнеспособность 
нейронов и нивелируется воспаление.

Митохондриальные компоненты при высво-
бождении в цитоплазму распознаются как моле-
кулярные паттерны, ассоциированные с повре-
ждением (damage-associated molecular patterns) с 
помощью NOD-подобных рецепторов и инфлам-
масомы NLRP3. Эта инфламмасома превраща-
ет неактивную прокаспазу 1 в активную форму, 
которая расщепляет провоспалительный IL1β до 
зрелого IL1β, вызывая воспаление и преждевре-

менную гибель клеток, например клеток сетчатки. 
Чтобы противостоять повреждающему действию 
DAMPS, необходимо удаление поврежденных ми-
тохондрий при помощи аутофагии, а именно ми-
тофагии (Singh et al., 2018). Накопление DAMPS с 
возрастом считается “тикающей бомбой старения” 
(Kapetanovic et al., 2015).

DAMPS накапливаются также при хрониче-
ском воспалении, и несвоевременное удаление 
митохондрий и инфламмасом при помощи ауто-
фагии может способствовать не только хрони-
ческому воспалению, но даже развитию лейко-
зов (Urwanisch et al., 2021). Было показано, что 
низкомолекулярный флавонол кемпферол (раз-
новидность флавоноидов) защищает мышей от 
нейродегенерации, вызванной ЛПС. Кемпферол 
способствует макроаутофагии и дезактивирует ин-
фламмасому NLRP3 (Han et al., 2019). 

Избыточная аутофагия все же может способ-
ствовать клеточной гибели, и эта роль порой ду-
алистична. Рецептор конечных продуктов усилен-
ного гликозилирования (RAGE), известный как 
индуктор воспаления через NF-kB, также про-
мотирует аутофагию (Yamate et al., 2023)

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Парадигма макрофагов М1/М2 остается пред-
метом исследований, поскольку направленная 
дифференцировка фенотипа макрофагов в М1 
или М2 может служить перспективным подходом 
к терапии многих заболеваний – от опухолей до 
нейродегенеративных процессов.

Относительно недавно была описана роль 
аутофагии в направленной дифференцировке ма-
крофагов. Мы утверждаем, что дифференциров-
ка макрофагов в М2 под действием аутофагии 
является частным случаем репрограммирования 
клетки, поскольку сопровождается сменой белко-
вого контента и паттерна экспрессии генов. Кроме 
того, репрограммирование макрофагов в сторо-
ну М2 сопровождается метаболическим сдвигом 
в  сторону окислительного фосфорилирования.

Свежие данные говорят о том, что в смене по-
ляризации макрофага играют роль также рецеп-
торы, запускающие аутофагию. Таким образом, 
можно говорить о том, что аутофагия способна 
менять весь принцип поддержания гомеостаза 
клетки, затрагивая экспрессию генов, синтез белка 
и тип метаболизма. Аутофагия активирует транс-
крипционные факторы, регулирует численность 
митохондрий и изменяет количество рецепторов.
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В вязи с широким спектром эффектов аутофагии 
следует считать ее одним из важных ключей, регули-
рующих биологические функции клетки. Вследствие 
этого аутофагия может стать предпочтительной це-
лью при разработке терапевтических подходов.

На основании новейших литературных данных 
можно заключить, что подавление аутофагии ак-
тивирует провоспалительные функции макрофа-
гов и может стать перспективной основой подхода 
к  терапии онкозаболеваний. Напротив, активация 
аутофагии, переводящая микроглию в фенотип 
М2, может применяться для терапии нейроде-
генеративных заболеваний, в частности болезни 
Альцгеймера, Паркинсона и рассеянного склероза.

Основное ограничение парадигмы М1/М2 за-
ключается в том, что процесс образования подти-
пов М1 и М2 более вероятен для моноцитарных 
макрофагов, чем для макрофагов резидентных, 
которые могут не иметь выраженной склонности 
к поляризации М1/М2. Несмотря на это, иссле-
дование парадигмы, актуальной для макрофагов 
и микроглии, открывает широкие горизонты для 
дальнейшего изучения фагоцитирующих клеток, 
появившихся на ранних этапах эволюции жиз-
ненных форм и выполняющих фундаментальные 
биологические функции у млекопитающих.
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THE ROLE OF AUTOPHAGY AND MACROPHAGE POLARIZATION 
IN  THE  PROCESSES OF CHRONIC INFLAMMATION 

AND  REGENERATION

S. G. Zubova a, *, A. V. Morshnevaa

a Institute of Cytology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
* E-mail: egretta_julia@mail.ru

The cause of many serious illnesses, including diabetes, obesity, osteoporosis and neurodegenerative diseases 
is chronic inflammation that develops in adipose tissue, bones or the brain. This inflammation occurs due to 
a shift in the polarization of macrophages/microglia towards the pro-inflammatory phenotype M1. It has now 
been proven that the polarization of macrophages is determined by the intracellular level of autophagy in the 
macrophage. By modulating autophagy, it is possible to cause switching of macrophage activities towards M1 
or M2. Summarizing the material accumulated in the literature, we believe that the activation of autophagy 
reprograms the macrophage towards M2, replacing its protein content, receptor apparatus and including a 
different type of metabolism. The term reprogramming is most suitable for this process, since it is followed 
by a change in the functional activity of the macrophage, namely, switching from cytotoxic pro-inflammatory 
activity to anti-inflammatory (regenerative). Modulation of autophagy can be an approach to the treatment of 
oncological diseases, neurodegenerative disorders, osteoporosis, diabetes and other serious diseases.
Keywords: macrophage, microglia, M1/M2 phenotype, autophagy, reprogramming
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ДНК НЕ ЗАВИСИТ ОТ АКТИВНОСТИ NF-kB
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α-Актиниин-4 — это актин-связывающий белок, который вовлечен в широкий спектр клеточных 
процессов. Наряду с актином и другими белками актинового цитоскелета, α-актинин-4 обнару-
жен не только в цитоплазме, но и в ядре клеток различных типов. В  качестве ядерного белка он 
принимает участие в регуляции активности некоторых транскрипционных факторов. В частности, 
он может регулировать активность фактора NF-kB, который во многом определяет устойчивость 
раковых клеток к апоптозу и противораковой терапии. В ходе наших предыдущих исследований 
было обнаружено, что α-актинин-4 может влиять на устойчивость раковых клеток к ингибиторам 
топоизомеразы II и определять эффективность репарации двухцепочечных разрывов ДНК, регу-
лируя сборку комплексов белков HRR и NHEJ. В настоящей работе мы попытались ответить на 
вопрос, каким образом α-актинин-4 участвует в регуляции репарации двухцепочечных разрывов 
ДНК при генотоксическом стрессе. Наши результаты указывают на то, что влияние α-актинина-4 
на прохождение репарации в  клетках немелкоклеточного рака легкого линии H1299 не зависит от 
активности транскрипционного фактора NF-kB. Мы обнаружили, что в ядре клеток H1299 α-ак-
тинин-4 не  только локализуется в нуклеоплазме, но и обнаруживает тесную связь с хроматином.
Ключевые слова: α-актинин-4, NF-kB, репарация ДНК, немелкоклеточный рак легкого
Принятые сокращения: НМКРЛ — немелкоклеточный рак легкого; ОТ-ПЦР — полимеразная цепная 
реакция (ПЦР) с обратной транскрипцией (ОТ); ACTN4 — α-актинин-4; HRR — репарация ДНК 
путем гомологичной рекомбинации (homologous recombination repair); NHEJ — репарация ДНК в 
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Актин-связывающий белок α-актинин-4 
(ACTN4) принадлежит к спектриновому суперсе-
мейству, которое включает в себя разнообразную 
группу белков цитоскелета, среди которых альфа/
бета-спектрины и дистрофины (Baron et al., 1987). 
ACTN4 обнаружен практически в клетках всех ти-
пов организма человека и участвует в организации 
актинового цитоскелета. При этом ACTN4 не вхо-
дит в состав сократительных элементов клеток 
мышечной ткани (Dixson et al., 2003).

ACTN4 первоначально был описан как белок, 
ассоциированный с подвижностью раковых кле-
ток (Honda et al., 1998). C тех пор ему был при-
своен целый ряд различных функций, начиная 
от цитоплазматической структурной организации 
цитоскелета (Honda et al., 1998; Agarwal et al., 2013) 
и заканчивая регуляцией активности транскрип-
ционных факторов (Aksenova et al., 2013; Zhao et 
al., 2015, 2017).

Изменения уровня экспрессии гена ACTN4 
ассоциируются с определенными типами рака 
и могут определять скорость пролиферации и 
миграции клеток (Gao et al., 2015; Honda, 2015; 
Tentler et al., 2019; Huang et al., 2020). Обнаружена 
взаимосвязь между уровнем экспрессии ACTN4 
как на уровне мРНК, так и на уровне белка в опу-
холях и эффективностью применяемой адъювант-
ной химиотерапии у пациентов с немелкоклеточ-
ным раком легкого (НМКРЛ).

Повышенный уровень экспрессии ACTN4 
в  опухолях ассоциирован с лучшим прогнозом 
выживаемости пациентов в случае применения у 
них адъювантной химиотерапии препаратами цис-
платин и 5-фторурацил (Noro et al., 2013, 2022; 
Miura et al., 2016; Shiraishi et al., 2017).

В ходе наших предыдущих исследований 
мы продемонстрировали, что подавление экс-
прессии ACTN4 при помощи метода геномного 
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редактирования CRISPR/Cas9 на модельных ли-
ниях клеток рака легкого приводило к изменению 
активации апоптоза и увеличению их устойчиво-
сти к действию ингибиторов топоизомеразы II 
(TOPOII). Мы показали, что ACTN4 вовлечен в 
регуляцию репарации двухцепочечных разрывов 
ДНК в  клетках НМКРЛ. Подавление экспрессии 
ACTN4 приводило к нарушению соотношения 
частоты восстановления двухцепочечных разры-
вов ДНК при помощи основных путей репара-
ции — негомологичного воссоединения концов 
(non-homology end joining — NHEJ) и репарации с 
помощью гомологичной рекомбинации (homology 
recombination repair — HRR) (Kriger et al., 2022).

Исходя из наших результатов, мы полагаем, что 
ACTN4 может быть вовлечен в регуляцию сборки 
комплексов белков 53BP1 и BRCA1 — ключевых 
факторов, отвечающих за инициацию репарации 
двухцепочечных разрывов (Short, 2011; Moureau et 
al., 2016; Mirman, de Lange, 2020). Однако остает-
ся непонятным механизм, посредством которого 
ACTN4 может оказывать влияние на регуляцию 
сборки этих комплексов.

ACTN4 взаимодействует с десятками белков, 
среди которых транскрипционный фактор NF-kB 
(Aksenova et al., 2013; Lomert et al., 2018). ACTN4 
солокализуется с транскрипционным фактором 
NF-kB и, взаимодействуя с субъединицей RelA, 
может способствовать активации транскрипции 
зависимых от NF-kB генов (Бабаков и др., 2004; 
Aksenova et al., 2013).

В основной массе опухолей, в которых NF-kB 
конститутивно активен, раковые клетки характе-
ризуются более высокой выживаемостью за счет 
активации анти-апоптотических генов (Staudt, 
2010; DiDonato et al., 2012; Xia et al., 2018). Ак-
тивация NF-kB проходит в ходе применения хи-
мио- и радиотерапевтических стратегий терапии 
раковых опухолей, которые предназначены для 
уничтожения раковых клеток посредством индук-
ции апоптоза (Magné et al., 2006).

Ингибирование активации NF-kB приводит 
к  улучшению эффективности противоопухолевой 
терапии (Nakanishi, Toi, 2005). С одной стороны, 
индукция NF-kB может приводить к задержке 
клеточной гибели и, тем самым, предоставлять 
время системам репарации на восстановление по-
вреждений (W. Wang et al., 2017). С другой сторо-
ны, активация NF-kB может вызывать замедление 
пролиферации клеток (Ricca et al., 2001; Lomert 
et al., 2018).

В ходе нашей работы мы попытались прибли-
зиться к понимаю вероятного механизма участия 
ACTN4 в репарации двухцепочечных разрывов 
ДНК. Задачи работы: 1) проверить, зависит ли 
уровень экспрессии NF-kB-зависимых генов, 
в  том числе и тех, продукты которых вовлечены 
в ответ клетки на повреждение ДНК, от уровня 
экспрессии ACTN4 в клеточной линии H1299; 
2)  оценить, приводит ли конститутивная акти-
вация NF-kB к изменению устойчивости клеток 
к действию генотоксичеcких препаратов и измене-
нию эффективности репарации ДНК; 3) провести 
анализ ядерных белковых экстрактов, содержащих 
белки фракции гистонов.

Наши результаты указывают на то, что влияние 
ACTN4 на процесс репарации в клетках НМКРЛ 
линии H1299 не зависит от активации транскрип-
ционного фактора NF-kB. Мы обнаружили, что 
в  ядре клеток H1299 ACTN4 может тесно свя-
зываться с хроматином, что, возможно, лежит 
в  основе его влияния на репарацию разрывов 
ДНК.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клеточные линии и воздействия. В работе ис-
пользовали клеточные линии НМКРЛ (H1299; 
ATCC, American Type Culture Collection) с разным 
уровнем экспрессии генов ACTN4 и RELA. Ме-
тодика получения клеточных линий с полным 
нокаутом ACTN4 (линия ACTN4KO) и оверэкс-
прессией ACTN4 (линия ACTN4OE) подробно 
описана ранее (Kriger et al., 2022). Использовали 
линии ACTN4KO, полученные от разных клонов 
и обозначенные ACTN4KO_cl1 и ACTN4KO_cl2.

В качестве контрольной линии использовали 
линию H1299 ACTN4WT, которая несла генно-
инженерную конструкцию без gRNA. Методика 
получения линии с гиперэкспрессией RelA, субъ-
единицы NF-kB, (H1299 RelAOE) описана ранее 
(Lomert et al., 2018).

Клетки культивировали в среде RPMI-1640 
(Gibco, США). В среды добавляли 10% инакти-
вированной эмбриональной бычьей сыворотки 
(Gibco, США), 100 ед./мл пенициллина, 100 мг/мл 
стрептомицина (“Биолот”, Россия) и 2 мМ L-глу-
тамина (“Биолот”, Россия). Клетки культивиро-
вали при постоянных условиях в инкубаторе при 
37  °C в увлажненной атмосфере 5% CO2.

Для индукции ответа на повреждение ДНК 
клетки обрабатывали генотоксическими препа-
ратами с разным механизмом действия: этопози-
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дом, доксорубицином или цисплатином в разных 
концентрациях.

Анализ экспрессии генов методом ОТ-ПЦР 
в  реальном времени. Для анализа экспрессии ге-
нов мишеней транскрипционного фактора NF-kB 
проводили выделение тотальной РНК из клеток 
при помощи фенол-хлороформной экстракции ре-
агентом Trizol (Invitrogen, США) в соответствии с 
процедурой, описанной производителем.

Для последующего синтеза кДНК использова-
ли 2 мкг тотальной РНК, гексамерные праймеры 
и обратную транскриптазу MMLV (Thermo Fisher 
Scientific, США). Реакцию ПЦР в реальном вре-
мени проводили с использованием реакционной 
смеси 5X qPCRmix-HS SYBR (“Евроген”, Россия) 
на термоциклере CX96 (Bio-Rad Laboratories Inc., 
США). Для нормализации уровня экспрессии 
генов использовали значения экспрессии генов 
GAPDH и ACTB. Эксперимент повторяли не менее 
трех раз для подтверждения результата. Информа-
ция о последовательности праймеров, температуре 
отжига и размере продукта указана в табл. 1.

Анализ выживаемости клеток. Выживаемость 
клеток оценивали при помощи метода MTT. За 
1  сутки до добавления генотоксических препа-
ратов клетки рассаживали в 96-луночную плату 
в  плотности 3 · 103 клеток на 1 лунку. На следу-
ющие сутки к клеткам добавляли среду, содер-
жащую этопозид, доксорубицин или цисплатин 
в  различных концентрациях и далее культивиро-
вали в течение трех суток.

По истечении этого времени для оценки от-
носительного количества жизнеспособных клеток 
раствор 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-
тетразолиум бромида (MTT) добавляли в каж-
дую лунку в конечной концентрации 0.5 мг/мл и 
культивировали еще в течение 4 ч в темноте при 
температуре 37 °C. Далее среду удаляли и кристал-
лы формазана растворяли раствором ДМСО (99%).

Оптическую плотность измеряли с помощью 
планшетного ридера iMark (BioRad, США) при 
длине волны 570 нм. В качестве референса ис-
пользовали излучение на длине волны 630 нм. 
Построение кривых выживаемости осуществля-
ли, используя онлайн-ресурс Quest Graph™ IC50 
Calculator (AAT Bioquest, https://www.aatbio.com/
tools/ic50-calculator).

Оценка эффективности репарации разрывов ДНК 
при помощи метода ДНК-комет в щелочных услови-
ях. Чтобы индуцировать повреждения в молекуле 
ДНК, клетки (15 · 104 на чашку Петри 35 мм) об-
рабатывали этопозидом в концентрации 50  мкМ 
в течение 40 мин. Затем среду меняли на све-
жую и клетки культивировали еще в течение 8  ч 
в  CO2-инкубаторе для репарации образовавшихся 
разрывов. Через 8 ч клетки снимали раствором 
Трипсин/Версена (3 : 7), промывали и ресуспен-
дировали в фосфатно-солевом буферном растворе 
(PBS) объемом приблизительно 100–200 мкл для 
достижения концентрации 1.5 · 106 клеток/мл.

Из получившейся суспензии клеток отбирали 
4  мкл и добавляли к 40 мкл 0.5%-ному раствору 

Таблица 1. Праймеры, использованные для ОТ-ПЦР в реальном времени

Ген Последовательность праймера
(5′–3′)

Температура  
отжига, (Tan )

Размер продукта, 
нуклеотиды

IKBA GAGGAGTACGAGCAGATGGT
CCAAGTGCAGGAACGAGTC 63 123

ICAM1 CACAGTCACCTATGGCAACG
CTGAGACCTCTGGCTTCGTC 64 187

CCL2
(MCP1)

CATAGCAGCCACCTTCATTC
TCTGCACTGAGATCTTCCTATT 56 104

BCL2 AAGCGGTCCCGTGGATAGA
TCCGGTATTCGCAGAAGTCC 60 104

BRCA2 TGCCTGAAAACCAGATGACTATC
AGGCCAGCAAACTTCCGTTTA 60 154

DKN1A (P21) CTTGTCCTTTCCCTTCAGTACC
TTCTTCTTGTGTGTCCCTTCC 60 109

BBC3 (PUMA) GACCTCAACGCACAGTACGA
CACCTAATTGGGCTCCATCT 60 147

GAPDH CACCATCTTCCAGGAGCGAG
AAATGAGCCCCAGCCTTCTC 60 114

ACTB ACCGAGCGCGGCTACAG
CTTAATGTCACGCACGATTTCC 60 59

https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator
https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator
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легкоплавкой агарозы (R&D systems, США) в со-
отношении 1:10, нагретой до 37  °C, и тщательно 
перемешивали (носик дозатора должен быть срезан, 
для облегчения ресуспендирования). За сутки до 
эксперимента предметные стекла (Menzel-Gläser, 
GmbH, Германия) покрывали горячим 1%-ным 
раствором агарозы (TopVision Agarose, Fermentas, 
Литва) и высушивали в течение ночи при комнат-
ной температуре.

Образцы клеток, ресуспендированные в легко-
плавкой агарозе, наносили на подготовленные на-
кануне предметные стекла (слайды) и накрывали 
покровным стеклом. Слайды высушивали в  тече-
ние 10 мин при 4  °C и затем покровные стекла 
снимали. Далее все манипуляции со слайдами 
проводили через погружение их в раствор (лить 
на них жидкость строго запрещается).

Слайды помещали в лизирующий буфер (2.5 M 
NaCl, 0.1 M EDTA, 10 мМ Tris-HCl pH 10.0, 1% 
Triton X-100) на 1 ч при 4 °C, а затем — в щелоч-
ной буфер (0.2 M NaOH, 1 мМ EDTA pH 10.0) 
на 20  мин в темноту при комнатной температуре. 
Слайды ополаскивали в холодной воде и подверга-
ли электрофорезу при 23 В в течение 30 мин в го-
ризонтальной камере, заполненной охлажденным 
буфером (0.2 M NaOH, 1 мМ EDTA).

Перед окрашиванием слайды 2 раза промы-
вали холодной водой в течение 5 мин. Затем их 
погружали в 70%-ный раствор этилового спирта 
и высушивали при 37  °C. Окрашивали водным 
раствором SYBR Green II (Sigma-Aldrich), разве-
денным в 10 000 раз.

Съемку слайдов делали при помощи системы 
высокопроизводительного скрининга CellVoyager 
CQ1 (Yokogawa, Япония). Для этого использо-
вали объектив с увеличением 10×. Полученные 
изображения анализировали, используя плагин 
OpenComet. В каждом эксперименте оценивали 
более 200 клеток. Эксперимент повторяли не ме-
нее 3 раз для подтверждения результата.

Иммуноокрашивание клеток. Для иммуноокраши-
вания белков в 96-луночную плату со стеклянным 
дном 0.17 мкм (Eppendorf, GmbH, Германия) пас-
сировали клетки, 4 · 103 на 1 лунку. На следующие 
сутки клетки обрабатывали этопозидом в  концен-
трации 50  мкМ в течение 40 мин, после чего среду 
меняли на свежую и клетки культивировали еще 
4 ч. Далее их промывали холодным раствором PBS и 
фиксировали 4%-ным раствором параформальдегида 
в течение 30 мин. После этого их еще раз промыва-
ли PBS и пермебеализировали 0.5%-ным раствором 
Triton X-100, разведенным в PBS, в течение 15 мин.

Чтобы избежать неспецифического связывания 
антител с белками, клетки инкубировали в  бло-
кирующем буфере (0.5% Triton X-100 и 2% бы-
чьего сывороточного альбумина в PBS) в течение 
30  мин. Инкубацию клеток с первичными анти-
телами (гамма-H2AX, no. 97184; Cell Signaling, 
США) проводили в течение 1.5 ч, после чего их 
промывали 1 раз блокирующим буфером и далее 
инкубировали со вторичными антителами, конъ-
югированными с флуорохромом Alexa 488 (no. 
a-11008; Invitrogen, США) в течение 40 мин.

Далее клетки отмывали еще 3 раза. Окрашива-
ние ядер осуществляли красителем Hoechst 33342 
в конечной концентрации 4 мкг/мл (Sigma-Aldrich, 
США). Съемку и последующий анализ изображе-
ний осуществляли при помощи системы высоко-
производительного скрининга CellVoyager CQ1 
(Yokogawa, Япония).

Внутриклеточное фракционирование и иммуноги-
бридизация. Пробы, содержащие фракцию ядер-
ных белков, получали при помощи метода суб-
клеточного фракционирования. Для выделения и 
очистки ядер из клеток использовали метод, опи-
санный ранее (Бабаков et al., 2004) с некоторыми 
модификациями.

Клетки с чашек (150 мм) снимали при помощи 
резинового скребка, собирали и отмывали в PBS. 
Клетки осаждали при 1.5 тыс. g в течение 5  мин 
и ресуспендировали в 2 мл гипотонического бу-
фера (10 мМ Hepes pH 7.9, 1.5 мМ MgCl2, 10 мМ 
KCl, 1 мМ DTT, 1 мМ PMSF, ингибиторы протеаз 
(Roche, Швейцария)) и инкубировали в течение 
1  ч (до момента лизиса) во льду.

В течение этого времени суспензию клеток 
интенсивно перемешивали на вортеке и 20 раз 
пропускали через иглу диаметром 22.5G. Контроль 
вскрытия (разрушения клеточной мембраны и вы-
свобождение ядер) клеток осуществляли при по-
мощи светового микроскопа. Для осаждения фрак-
ции ядер суспензию центрифугировали в  течение 
5 мин при 2.5 тыс. g и 4 °С. Супернатант отбирали 
в отдельную пробирку и использовали для анализа 
цитоплазматических белков.

Осажденные ядра очищали от остатков цито-
скелетных структур в растворе 0.5 M сахарозы. Для 
этого осадок ядер ресуспендировали в 250 мкл ги-
потонического буфера и аккуратно наносили по-
верх 750 мкл сахарозы. Пробы центрифугировали 
в течение 5  мин при 3.5 тыс. g и 4  °С.

Выделение ядерной белковой фракции, содер-
жащей транскрипционные факторы, проводили 
в  течение 30 мин на льду в буфере, содержащем 
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400 мM NaCl, 20 мM HEPES pH 7.9, 25% гли-
церина, 1.5 мM MgCl2, 0.4 мM EDTA, 0.4 мM 
PMSF, 1 мM DTT и ингибиторы протеаз (Roche, 
Швейцария).

Чтобы получить ядерные белки, связанные 
с  хроматином, ядра предварительно обрабатыва-
ли бензоназой (Sigma-Aldrich, США) в течение 
15 мин в буфере, содержащем 20 мM NaCl, 20 мM 
HEPES pH 7.9, 25% глицерина, 1.5 мM MgCl2, 
0.4  мM EDTA, 0.4 мM PMSF, 1 мM DTT и ин-
гибиторы протеаз (Roche, Швейцария).

Затем к суспензии добавляли по каплям рав-
ный объем буфера, содержащего 840  мM NaCl, 
20 мM HEPES pH 7.9, 25% глицерина, 1.5 мM 
MgCl2, 0.4 мM EDTA, 0.4  мM PMSF, 1 мM DTT 
и ингибиторы протеаз (Roche, Швейцария) и ин-
кубировали в течение 30 мин. на льду. Остатки 
ядер осаждали центрифугированием (14 тыс. g, 
10  мин), супернатант использовали для анализа 
ядерных белков.

К полученным пробам добавляли буфер 
Laemmli (60 мМ Tris-HCl pH 6.8, 10% глицерина, 
2% SDS, 0.2% бромфенолового синего, 5% DTT) 
и прогревали при 96  °C в течение 10 мин.

Каждый образец разделяли при помощи элек-
трофореза в 12%-ном полиакриламидном геле, 
содержащем SDS, и белки переносили на нитро-
целлюлозную мембрану 0.22 мкм (Millipore, Ир-
ландия) в трис-глициновом буфере, содержащем 
20% этанола (v/v) при 100 В в течение 2 ч.

После переноса мембрану инкубировали 
в  растворе 5%-ного обезжиренного молока. Для 
визуализации белков мембрану инкубировали со 
специфичными первичными антителами к ACTN4 
или гистону H1 в течение ночи, а затем — со вто-
ричными антителами, конъюгированными с перо-
кидазой хрена, в течение 1 ч. 

Хемилюминесценцию регистрировали с по-
мощью системы гель-документации ChemiDoс 
(Bio-Rad, США). В работе были использованы 
первичные антитела к ACTN4 (no. 0042-05, 1:250; 
ImmunoGlobe GmbH, Германия) и к Гистону H1 
(no. sc-8030, 1:500; Santa-Cruze, США) и соответ-
ствующие к ним вторичные антитела: no. A0545 и 
no.  A9044 (Sigma-Aldrich, США).

Для визуализации белков в геле применяли 
метод окрашивания по Кумасси с использова-
нием PageBlue Protein Staining Solution (Thermo 
Scientific, США) согласно инструкции произво-
дителя.

Статистическая обработка результатов. При ана-
лизе относительной выживаемости клеток мето-

дом MTT каждую точку воспроизводили 4 раза, 
а каждый эксперимент повторяли 3 раза. Данные 
ОТ-ПЦР в реальном времени представлены сред-
ним значением и его ошибкой из не менее трех 
повторов из одного эксперимента. Статистическую 
значимость рассматривали при p < 0.05 с  исполь-
зованием U-критерия Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе нашего предыдущего исследования мы 
обнаружили, что полный нокаут ACTN4 в клетках 
линии H1299 приводит к повышению устойчи-
вости клеток к ДНК-повреждающим препаратам, 
усилению репарации по пути NHEJ и некоторому 
подавлению пути HRR (Kriger et al., 2022).

Согласно нашим более ранним работам, ACTN4 
усиливает активацию транскрипционного фактора 
NF-kB (Aksenova et al., 2013), который широко изве-
стен участием в контроле клеточного цикла, апопто-
за и устойчивости клеток к противораковой терапии 
(Bours et al., 2000; Mayo, Baldwin, 2000; Ricca et al., 
2001; Campbell et al., 2004; J. Wang et al., 2009).

На первом этапе настоящей работы мы прове-
рили, приводит ли подавление экспрессии ACTN4 
к изменению экспрессии NF-kB-зависимых генов 
в клеточной линии H1299. Для этого мы выбрали 
гены ICAM1 (Aoudjit et al., 1997), CCL2 (MCP1) 
(Stylianou et al., 1999) и IKBA (Haskill et al., 1991), 
относящиеся к разным функциональным группам 
и содержащие функциональные kB-сайты в про-
моторах. 

Экспрессию генов анализировали с помощью 
количественной ПЦР в клетках Н1299 (ACTN4WT) 
и в двух линиях ACTN4KO с полным нокаутом 
ACTN4 (ACTN4KO_cl1 и ACTN4KO_cl2). Мы 
установили, что подавление экспрессии ACTN4 
приводит к значительному, в несколько раз, сни-
жению экспрессии генов ICAM1 и CCL2 (MCP1), 
но не влияет на экспрессию гена IKBA (рис. 1). 
Таким образом, мы подтвердили, что ACTN4 во-
влечен в селективную регуляцию генов мишеней 
NF-kB в нашей модельной системе.

Далее мы проверили, влияет ли уровень экс-
прессии ACTN4 на активацию экспрессии ге-
нов, участвующих в регуляции репарации ДНК 
и апоптоза. Мы оценили экспрессию генов BBC3 
(PUMA) (Wang et al., 2009), BCL2 (Catz, Johnson, 
2001), CDKN1A (P21) (Hinata et al., 2003) и BRCA2 
(Wu et al., 2000) в клетках контрольной линии 
Н1299 ACTN4WT и двух линиях ACTN4KO до и 
после обработки этопозидом в течение 1 ч.
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Мы обнаружили, что уровень экспрессии 
ACTN4 коррелирует с активностью генов BBC3 
(PUMA) и BRCA2 в необработанных клетках. 
Однако после действия этопозида и активации 
обоих генов, корреляция у BBC3 (PUMA) более 
не прослеживалась, а у BRCA2 менялась на про-
тивоположную (рис. 2). Гены CDKN1A (P21) и 
BCL2 показали некоторую обратную корреляцию 
с ACTN4 после генотоксического стресса, хотя 
активация BCL2 была не слишком значительной  
(менее 50%).

Таким образом, полученные результаты не 
дают оснований предполагать, что ACTN4 влияет 
на устойчивость клеток к этопозиду через прямую 
регуляцию экспрессии ключевых генов репарации 
и апоптоза, в том числе NF-kB-зависимых. Экс-
прессия генов BCL2 и BRCA2 может регулировать-
ся NF-kB (Wu et al, 2000; Catz, Johnson, 2001), 
но мы не обнаружили снижения их экспрессии 
в клетках клонов ACTN4KO. Напротив, BRCA2 
активируется в клонах ACTN4KO сильнее и более 
чем в два раза.

Влияние нокаута ACTN4 на гены BBC3 (PUMA) 
и CDKN1A (P21) было разнонаправленным, хотя 
оба гена подавляют пролиферацию, индуцируя 
апоптоз через BBC3 (PUMA) (Yu, Zhang, 2008) 
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и блок клеточного цикла через CDKN1A (P21) 
(Vermeulen et al., 2003). При нормальных условиях 
подавление экспрессии ACTN4 приводило к  сни-
жению экспрессии гена BBC3 (PUMA) и, напротив, 
к увеличению экспрессии гена CDKN1A (P21) в 
обоих клонах по сравнению с контрольной лини-
ей. При этом гиперэкспрессия ACTN4 оказывала 
обратный эффект (см. рис. 2).

Обработка этопозидом индуцировала значи-
тельную активацию обоих генов, что соответствует 
данным из литературы. Интересно, что оба гена 
в  большинстве клеток активируются транскрип-
ционным фактором р53, который стабилизируется 
при генотоксическом стрессе. Однако в клетках 
Н1299 его ген ТР53 отсутствует. Вероятно, это 
служит причиной не слишком сильной актива-
ции BBC3 (PUMA). Тем не менее экспрессия гена 
CDKN1A (P21) увеличивается в несколько раз не-
смотря на отсутствие ТР53 (см. рис. 2).

Таким образом, анализ экспрессии выбранных 
генов ответа на повреждения ДНК, в том числе 
NF-kB-зависимых, не позволил выявить причину 
резистентности клеток ACTN4KO к ингибиторам 
TOPOII. Однако активация NF-kB обычно ассо-
циирована с туморогенезом и резистентностью 
к  противоопухолевой терапии (Mayo, Baldwin, 
2000). Возможно, влияние ACTN4 на NF-kB-за-

висимую резистентность определяется очень огра-
ниченным количеством генов. Кроме того, мы 
ранее продемонстрировали, что активация RelA-
субъединицы NF-kB приводит к значительному 
замедлению пролиферации клеток линии H1299 
(Lomert et al., 2018).

Возможно, нокаут ACTN4 и подавление некото-
рых NF-kB-зависимых генов приводят к обратному 
эффекту. Исходя из этого, мы проверили, влия-
ет ли активность NF-kB на выживаемость клеток 
Н1299 и эффективность репарации разрывов ДНК 
после воздействия генотоксических препаратов.

Для анализа использовали полученную нами 
ранее линию Н1299 с постоянной гиперэкспресси-
ей гена RELA (линия RelAOE) (Lomert et al., 2018). 
При помощи метода MTT мы оценили выживае-
мость клеток RelAOE после воздействия этопозида 
(0.8–50 мкM), доксорубицина (0.08–0.5 мкM) или 
цисплатина (8–32 мкM). Эти препараты широ-
ко используются в терапии НМКРЛ и обладают 
разными механизмами действия. Анализ показал, 
что повышение экспрессии NF-kB не приводило 
к изменению выживаемости при воздействии всех 
трех препаратов (рис. 3).

Мы применяли два подхода к оценке эффек-
тивности репарации разрывов ДНК. Сначала 
проанализировали фокусы фосфорилированого 
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гистона H2AX (гамма-H2AX). Фосфорилирование 
гистона H2AX в месте разрыва ДНК является од-
ним из ранних событий репарации повреждения 
(Muslimović, 2012). Клетки обрабатывали этопо-
зидом (50 мкМ) или доксорубицином (1.5 мкМ) 
в  течение 40 мин, после чего препарат убирали и 
культивировали клетки в течение еще 4 ч, давая 
им время для репарации разрывов ДНК. Мы обна-
ружили, что среднее число фокусов гамма-H2AX 
не отличалось в клетках с нормальным и с акти-
вированным NF-kB (рис. 4а).

Для подтверждения полученных результатов 
мы оценили эффективность репарации ДНК при 
помощи метода ДНК-комет в щелочных услови-
ях. Клетки обрабатывали так же, как при анализе 
фокусов гамма-H2AX, но репарацию оценивали 
через 8 ч после удаления препарата.

Клетки линии H1299 RelAOE не отличались 
по эффективности репарации разрывов ДНК от 

контрольной линии (см. рис. 4б). Таким образом, 
конститутивная активация NF-kB не приводит 
к увеличению резистентности клеток Н1299 к дей-
ствию ДНК-повреждающих веществ и не оказы-
вает влияния на прохождение репарации ДНК.

Другим возможным механизмом вовлечения 
ACTN4 в регуляцию репарации ДНК может быть 
непосредственное взаимодействие ACTN4 с фак-
торами репарации. Для проверки этого предполо-
жения мы проанализировали присутствие ACTN4 
в хроматине клеток H1299.

Мы применяли метод субклеточного фракци-
онирования с последующей очисткой ядер через 
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Рис. 4. Оценка эффективности репарации разры-
вов ДНК в клетках линий H1299 и H1299 RelAOE: 
a  — среднее число (и его ошибка) фокусов гисто-
на γH2AX в ядре. Клетки обрабатывали этопози-
дом (Это) или доксорубицином (Доксо) в течение 
40 мин, после чего препарат удаляли и культиви-
ровали еще 4 ч; б — результаты теста ДНК-комет 
в  щелочных условиях. Обработку клеток этопози-
дом проводили, как описано ранее, с последующим 
культивированием в отсутствие препарата в течение 
8 ч. Контроль — интактные клетки.
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Рис. 5. Распределение ACTN4 в клетках H1299: 
a  — электрофорез в SDS-геле белков, полученных 
методом субклеточного фракционирования, из кле-
ток линии H1299. Детекция белков по окраске по 
Кумасси; б — вестерн-блот с антителами к ACTN4. 
Гистон H1 использован для контроля нагрузки бел-
ка. M — белковый маркер; Цит — цитоплазма; Ну-
кл-ма — нуклеоплазма; Хром — хроматин.



	 ЗАВИСИМАЯ ОТ альфа-АКТИНИНА-4 РЕГУЛЯЦИЯ РЕПАРАЦИИ РАЗРЫВОВ ДНК...	 43

ЦИТОЛОГИЯ    том 66    № 1    2024

0.5  M сахарозу с целью удаления остатков цито-
скелетных структур, которые могут оставаться свя-
занными с ядрами после лизиса клеток. Посколь-
ку количество ACTN4 в цитоплазме значительно 
превышает его содержание в ядре, этот этап кри-
тичен для корректного анализа ядерного ACTN4.

После получения и очистки ядер мы исследо-
вали присутствие ACTN4 в растворимой фракции 
(нуклеоплазме) и в хроматине. Для расщепления 
геномной ДНК и экстракции белков хроматина 
ядра дополнительно обрабатывали бензоназой 
(Moreno et al., 1991). На рис. 5а, дорожка 3 вид-
но, что в растворимой фракции ядерных белков 
гораздо слабее детектируются фракция гистонов 
(15 кДа). Иммуногибридизация показала, что ко-
личество белка ACTN4 в хроматиновой фракции 
значительно больше, чем в растворимой (рис. 5б).

Полученные нами данные согласуются с опубли-
кованными сообщениями о том, что ACTN4 обна-
руживается в комплексах ремоделирования хрома-
тина, таких как INO80 (Kumeta et al., 2010). INO80 
состоит из 15 белков (Shen et al., 2000), которые 
участвуют в регуляции транскрипции, репликации 
и репарации молекулы ДНК (Poli et al., 2017).

Таким образом, мы обнаружили, что в линиях 
H1299 с полным нокаутом гена ACTN4 проис-
ходит подавление экспрессии некоторых, но не 
всех, NF-kB-зависимых генов. Тем не менее нам 
не удалось выявить зависимости между влиянием 
ACTN4 на экспрессию генов и повышенной рези-
стентностью нокаутных клеток к ДНК-поврежда-
ющим препаратам. Более того, мы не выявили 
какого-либо влияния активности NF-kB на устой-
чивость клеток Н1299 к генотоксическому стрессу. 
Обнаруженное нами присутствие ACTN4 в хро-
матиновой фракции позволяет предположить его 
непосредственное влияние на сборку комплексов 
белков, участвующих в репарации ДНК.
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ACTN4-DEPENDENT REGULATION OF DOUBLE-STRAND DNA BREAK  
REPAIR IS  INDEPENDENT OF NF-KB ACTIVITY
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α-Actinin-4 is an actin-binding protein that is involved in a wide range of cellular processes. Along with actin 
and other proteins of the actin cytoskeleton, α-actinin-4 was found not only in the cytoplasm, but also in 
the nucleus of various cells. As a nuclear protein, it is involved in regulation of certain transcription factors. 
In particular, it can regulate transcriptional activity of NF-kB, which largely determines the resistance of 
cancer cells to apoptosis and anticancer therapy. During our previous studies, it was found that α-actinin-4 
can influence resistance of cancer cells to topoisomerase II inhibitors and determine the efficiency of DNA 
double-strand break repair. We have demonstrated that α-actinin-4 interferes with the assembly of complexes 
involved in DNA repair via NHEJ and HRR, which in turn leads to an imbalance between these pathways. 
In this study, we were answering to the question of how α-actinin-4 is involved in the regulation of the DNA 
double-strand breaks repair following genotoxic stress. Our results indicate that the effect of α-actinin-4 on 
repair progression in H1299 non-small cell lung cancer cells does not depend on the transcription factor 
NF-kB activity. We found that in the nucleus of H1299 cells, α-actinin-4 is localized not only in the 
nucleoplasm, but also reveals close association with chromatin.
Keywords: ACTN4, NF-kB, DNA repair, Non-small cell lung cancer (NSCLC)
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ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ КЛЕТОК МЕЛАНОМЫ ВНЕ ЗАВИСИМОСТИ 
ОТ РЕДОКС-СТАТУСА

© 2024 г. В. А. Куценко1, Д. А. Дашкова1, Т. Г. Рукша1, *
1 Красноярский государственный медицинский университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого,  

Красноярск, 660022, Россия
*E-mail: tatyana_ruksha@mail.ru
Поступила в редакцию13.07.2023 г. 

После доработки 07.10.2023 г. 
Принята 11.10.2023 г.

Ген NFE2L2 редокс-зависимого транскрипционного фактора NRF2 является мишенью микроРНК 
miR-155. В представленной работе выполнена трансфекция имитатора (миметика) miR-155 в клетки 
меланомы В16, устойчивые к дакарбазину. Определено, что под влиянием миметика микроРНК 
miR-155 в клетках меланомы снижается уровень экспрессии NRF2, кодируемого NFE2L2, как в усло-
виях окислительного стресса, так и без него. Снижение уровня NRF2 сопровождалось снижением 
жизнеспособности устойчивых к дакарабазину клеток меланомы. Таким образом, miR-155-опосредо-
ванная активация NRF2, регулирующего выраженность антиоксидантных процессов в клетке, может 
быть связана с сохранением жизнеспособности и развитием лекарственной устойчивости опухолевых 
клеток. Последнее может быть использовано для преодоления химиорезистентности при лечении 
онкологических заболеваний.
Ключевые слова: меланома, B16, дакарбазин, miR-155, NRF2, ферроптоз, редокс-статус, окислитель-
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3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий бромид; ПЦР-РВ — полимеразная цепная реак-
ция в реальном времени; PBS — фосфатно-солевой раствор.
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Активные формы кислорода (АФК) обладают 
двойственной ролью в канцерогенезе. С одной 
стороны, они стимулируют разрушение и последу-
ющую элиминацию трансформированных клеток, 
выполняя протективную роль в отношении раз-
вития злокачественных новообразований; кроме 
того, они могут индуцировать развитие клеточного 
старения и гибель клеток путем ферроптоза (Wu 
et al., 2019). С другой стороны, при хроническом 
воспалении АФК, выступая одной из первых ли-
ний защиты, обеспечивают окисление макромо-
лекул, приводя к хромосомной нестабильности, 
появлению мутаций, изменению выраженности 
процессов пролиферации и дифференцировки 
(Seddon et al., 2023). В этой связи логично считать, 
что механизмы, регулирующие антиоксидантные 
процессы в клетках эукариот, играют существен-
ную роль в канцерогенезе (Cheung, Vousden, 2022).

NRF2 — траснкрипционный фактор, функ-
ционирование которого связано с поддержанием 

редокс-статуса в клетке (Aramouni et al., 2023). 
Установлено, что NRF2 регулирует экспрессию 
ряда антиоксидантных молекул, в том числе ката-
лазы, супероксиддисмутазы, глутатиона (Tossetta, 
Marzioni, 2023). В  физиологических условиях 
NRF2 находится в связанном состоянии с бел-
ком Keap1, репрессирующим его активность, 
и  подвергается убиквитин-зависимой деградации 
в  протеасомах.

В условиях действия повреждающих факторов 
NRF2 высвобождается и транслоцируется в ядро 
клетки, где образует гетеродимеры с малыми бел-
ками Maf и связывается с так называемым антиок-
сидант-респонсивным элементом (ARE) (Bollong 
et al., 2018). Генами-мишенями NRF2 являются 
глутаматцистеинлигаза, тиоредоксинредуктаза 1, 
NAD(P)H-дегидрогеназа, глутатион-S-трансфера-
за, гены семейства множественной лекарственной 
устойчивости. Активация NRF2 приводит к по-
вышению синтеза глутатиона, элиминации АФК, 

mailto:tatyana_ruksha@mail.ru


	 УГНЕТЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА NRF2...	 47

ЦИТОЛОГИЯ    том 66    № 1    2024

детоксикации ксенобиотиков, инициации транс-
порта лекарственных веществ в клетку (Milcovic 
et al., 2017).

Таким образом, сигнальный путь NRF2/Keap1/
ARE относится к ключевым механизмам, активи-
рующимся в условиях нарушенного редокс-статуса 
(Fan et al., 2017). В нормальных клетках посред-
ством NRF2/Keap1/ARE происходит усиление 
транскрипции генов провоспалительных и анти-
оксидантных факторов, что снижает вероятность 
нестабильности генома (Camiña, Penning, 2022).

Усиление активности NRF2 в опухолевых 
клетках может быть связано с приобретением 
последними повышенной устойчивости к повре-
ждающим факторам, в том числе к противоопу-
холевым лекарственным средствам. Пока нет од-
нозначного ответа, носит ли функционирование 
NRF2 в опухолевых клетках про- или, напротив, 
антиканцерогенный характер. Описаны попыт-
ки целенаправленного воздействия на NRF2 с 
терапевтической целью при злокачественных 
новообразованиях, хотя весьма широкий спектр 
функций NRF2 являлся фактором, ограничиваю-
щим эту область исследований (Feng et al., 2023). 

Выявлено, что длинная некодирующая РНК 
LINC00239 вызывает нестабильность комплекса 
NRF2/Keap1, приводя к NRF2-опосредованному 
усилению пролиферации и ингибированию фер-
роптоза клеток колоректального рака (Han et al., 
2022). Вместе с тем для развития колоректального 
рака in vivo одной активации или ингибирования 
только NRF2 было недостаточно (Knatko et al., 
2021).

Ряд микроРНК описан в качестве регуляторов 
экспрессии гена NFE2L2, кодирующего трасн-
скрипционный фактор NRF2. NFE2L2 является 
геном-мишенью микроРНК miR-155 (Aksenenko 
et al., 2019; Liu et al., 2023). Обычно функцио-
нирование miR-155 в клетках меланомы рассмат-
ривается как оносупрессорное. Эктопическая 
экспрессия miR-155 вызывала снижение мигра-
ции и инвазии клеток меланомы (Li et al., 2019). 
Повышение miR-155 посредством трансфекции 
в клетки меланомы миметика miR-155 приводило 
к ингибированию метастазирования in vivo, что 
было опосредовано снижением уровня мишене-
вого гена — протеинкиназы WEE1, являющейся 
компонентом сигнального пути BRAF. Помимо 
уменьшения интенсивности метастазирования, 
при трансфекции в клетки меланомы миметика 
miR-155, происходило снижение их жизнеспособ-
ности (DiSano et al., 2019).

В этой связи целью данного исследования яв-
лялось определение эффекта трансфекции миме-
тика микроРНК miR-155 на уровень мРНК гена 
NFE2L2 и жизнеспособности клеток меланомы, 
резистентных к дакарбазину, в условиях окисли-
тельного стресса.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клеточные линии и условия культивирования. 
В  эксперименте использовали клеточную линию 
меланомы B16, любезно предоставленную НИИ 
фундаментальной и клинической иммунологии 
(Новосибирск, Россия).

Клетки культивировали в среде DMEM (“Пан
Эко”; Москва, Россия), содержащей 10% эмбри-
ональной телячьей сыворотки (FBS) (HyClone, 
GmbH, Parsching, Австрия), 1% антибиотика/анти-
микотика (Gibco Life Technologies; Гранд-Айленд, 
США). Клетки культивировали в инкубаторе при 
37  °С в атсмосфере 5% СО2 (Sanyo MSO-5AC, 
Осака, Япония).

Воздействие цитостатическим препаратом да-
карбазин. Клетки меланомы В16 в концентрации 
1 · 105  кл./мл обрабатывали 1.2 мМ раствором 
дакарбазина (Sigma-Aldrich, США), разведенно-
го в ДМСО, и культивировали в течение 72  ч 
при 37  °C. Затем клетки промывали стерильным 
фосфатно-солевым буферным раствором (PBS) 
и культивировали дополнительно в питательной 
среде DMEM без дакарбазина в течение 48 ч, 
как было нами описано ранее (Esimbekova et al., 
2023). В качестве контроля использовали исход-
ные культуры клеток, обработанные 0.1% ДМСО.

МТТ-тест. Для оценки метаболической актив-
ности (жизнеспособности) клеток после воздей-
ствия миметиком микроРНК miR-155 выполняли 
МТТ-тест. Питательную среду отбирали из лунок, 
заменяли ее на свежую полную среду с МТТ 
(5  мг МТТ на 1 мл полной питательной среды) 
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., Нидер-
ланды). В каждую лунку добавляли по 135 мкл 
полной питальной среды и по 15 мкл концентрата 
МТТ. Далее клетки культивировали в условиях 
СО2-инкубатора в течение 4 ч. Затем отбирали 
жидкость из лунок, добавляли 200 мкл ДМСО и 
культивировали еще 10 мин. Оптическую плот-
ность раствора в лунках определяли на спектро-
фотометре “Эфос-9305” (“Фотосистемы Швабе”, 
Россия) при длине волны 594 нм.

Трансфекция миметика микроРНК miR-155 
в  клетки меланомы В16. Трансфекцию миметика 
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микроРНК miR-155 в клетки меланомы линий В16 
осуществляли после воздействия цитостатическим 
препаратом дакарбазином в бессывороточной 
питательной среде. Для увеличения количества 
микроРНК miR-155 в клетках меланомы исполь-
зовали коммерческий миметик микроРНК mmu-
miR-155 mirVana™ miRNA mimics (№ 4464066; 
Invitrogen, США) и для отрицательного контро-
ля — mirVana™ miRNA Mimic Negative Control  1 
(№  4464058; Invitrogen, США) в комплексе с ре-
агентом для трансфекции Lipofectamine™ 3000 
Transfection Reagent (Invitrogen, США).

В соответствии с прилагаемым протоколом 
производителя на 2 мл клеточной суспензии в 
концентрации 4 · 104 кл./мл использовали 12 мкл 
раствора миметика miR-155 или отрицательного 
контроля миметика и 6 мкл трансфектанта. После 
приготовления растворов Lipofectamine™ 3000 и 
миметика (негативного контроля), их смешива-
ли и инкубировали 15 мин для проникновения 
миметика в липосферы. Конечная концентрация 
вводимых миметика микроРНК и отрицатель-
ного контроля в питательной среде составляла 
250 нМоль/л. Трансфекцию осуществляли в тече-
ние 48 ч при температуре 37  °С и содержании 
углекислого газа 5% в условиях СО2-инкубатора.

Индукция окислительного стресса. Стресс вызы-
вали добавлением в лунки планшета с клетками 
раствора перекиси водорода (Н2О2) в конечной 
концентрации 700 мкМ, как нами было описано 
ранее (Komina et al., 2012). Клетки предваритель-
но обрабатывали дакарбазином в отдельной се-
рии экспериментов с последующей трансфекцией 
негативного контроля к микроРНК miR-155 или 
миметика miR-155. После добавления Н2О2 в лун-
ки планшета клетки культивировали в условиях 
СО2-инкубатора в течение 60 мин. Затем среду 
с Н2О2 заменяли на среду без Н2О2 и оставляли 
клетки на 24 ч в условиях СО2-инкубатора.

Выделение РНК и реакция обратной транскрип-
ции. Выделение РНК из культуры клеток проводи-
ли с помощью набора реагентов diaGene (№ 3317; 
“Диаэм”, Россия) согласно протоколу производи-
теля. Выделение тотальной РНК из клеток культур 
осуществляли после двукратной отмывки клеток 
от питательной среды стерильным PBS и дальней-
шего лизиса клеток лизирующим раствором, вхо-
дящим в состав набора. Полученные РНК-элюаты 
объемом 40 мкл использовали сразу для исследо-
ваний, или сохраняли при температуре −70  °С.

Для синтеза первой цепи кДНК проводили ре-
акцию обратной транскрипции с помощью набора 

MMLV RT kit (№ SK021; “Евроген”, Россия) со-
гласно протоколу производителя. Каждый обра-
зец состоял из 3 мкл раствора полученной РНК и 
1.5  мкл случайного декануклеотидного праймера 
или 5-кратного раствора специфичных праймеров 
из соответствующего набора для исследования экс-
прессии микроРНК/мРНК и 5.5 мкл реакционной 
смеси, состоящей из 1 мкл смеси дезоксинуклео-
зидтрифосфатов (dNTP), 1 мкл 1.4-дитиотреитола 
(DTT), 2 мкл 5-кратного раствора реакционного 
буфера, 0.5 мкл обратной транскриптазы MMLV 
и 1 мкл безнуклеазной воды. Образец инкубиро-
вали в термостате при 37  °C в течение 50 мин, а 
затем реакцию останавливали, нагревая образцы 
в течение 10 мин при 70  °C.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) в реальном 
времени. ПЦР в режиме реального времени (ПЦ-
Р-РВ) выполняли на амплификаторе StepOneTM 
(Applied Biosystems, Сингапур) с  протоколом тер-
моциклирования: 1 цикл 50  °C  — 2  мин, 95  °C  — 
10 мин, затем 40 циклов 95  °C  — 15  с, 60  °C — 
1  мин. Реакционная смесь для каждой реакции 
амплификации в общем объеме 20 мкл состояла из 
2 мкл кДНК, 1 мкл исследуемых праймеров, 8 мкл 
2.5-кратной реакционной смеси для ПЦР в при-
сутствии ROX (Синтол, Россия), 1.2  мкл раствора 
MgCl2 и 6.8  мкл безнуклеазной воды.

Для определения экспрессии мРНК ис-
пользовали набор для оценки уровня NRF2 
(Mm00477784_m1; Applied Biosystems, США), 
для нормализации образцов в качестве эндоген-
ных контролей определяли уровни мРНК HPRT1 
(Mm00446968_m1; Applied Biosystems, США) и 
GAPDH (Mm99999915_g1; Applied Biosystems, 
США).

Используемые реагенты для определения экс-
прессии микроРНК: набор для детекции экспрес-
сии микроРНК miR-155 (mmu-miR-204 PN4427975 
002571; Applied Biosystems, США). В качестве 
эндогенных контролей использовали U6 snRNA 
(NR_004394 001973; Applied Biosystems, США) и 
snoRNA234 (AF357329 001234; Applied Biosystems, 
США).

Данные анализировали количественно с опре-
делением относительных уровней экспрессии 
исследуемых молекул при помощи метода ∆∆Ct 
(Livak, Schmittgen, 2001). Для этого относитель-
ные уровни экспрессии микроРНК и мРНК по 
каждому эндогенному контролю рассчитывали по 
формуле 2–ΔΔCT, где СТ — средние пороговые цик-
лы образцов, при которых кривая флуоресценции 
ROX пересекала заданную линию фона, а ΔCT 
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определяли разницей СТ исследуемого маркера 
и СТ эндогенного нормирующего контроля для 
данного маркера.

Кроме нормализации по эндогенному контро-
лю осуществляли нормализацию по эталонному 
образцу. ΔΔCT — разница ΔCT образца после 
воздействия и ΔCT интактного образца без ка-
кого-либо воздействия. Для каждой исследуемой 
пробы методом ПЦР-РВ выполняли два техноло-
гических повтора.

Статистическая обработка. Все эксперименты 
по клеточному культивированию проводили в трех 
повторностях. Полученные результаты представ-
лены в виде среднего значения из трех повторов 
и его стандартной ошибки. Различия считали как 
статистически значимыми при Р < 0.05. Достовер-
ность различий оценивали на основе критерия 
Краскелла–Уоллеса с дальнейшим сравнением 
попарно с помощью критерия Манна–Уитни 
с  помощью программного обеспечения Statistica 
7.0 (StatSoft, Россия). Статистические результа-
ты получены с использованием GraphPad Prism 
(GraphPad Software, San Diego, USA).

РЕЗУЛЬТАТЫ

В клетках меланомы В16, подвергнутых дей-
ствию дакарбазина с последующей трансфекцией 
миметика микроРНК miR-155 наблюдали повы-
шение уровня miR-155 по сравнению с клетка-
ми, подвергнутыми действию ДМСО (Р  = 0.0495), 
дакарбазина (Р  = 0.0495), дакарбазина с после-
дующей трансфекцией негативного контроля 
(Р  = 0.0495) (рис. 1).

В клетках меланомы В16 на фоне оверэкспрес-
сии микроРНК miR-155 было обнаружено сниже-
ние уровня мРНК NFE2L2 по сравнению с клетка-
ми, подвергнутыми действию ДМСО, дакарбазина 
и дакарбазина с последующей трансфекцией нега-
тивного контроля (во всех случаях Р  = 0.0495). По-
мимо этого, уровень экспрессии NFE2L2 снижался 
в клетках меланомы В16 после действия дакар-
базина по сравнению с клетками, подвергнутыми 
воздействию ДМСО (Р  = 0.0495) (рис. 2а).

При добавлении в культуральную среду Н2О2 
для индукции окислительного стресса через 24  ч 
после отмывки уровень экспрессии NFE2L2 сни-
жался в клетках, подвергнутых действию дакарба-
зина с последующей трансфекцией миметика miR-
155 по сравнению со всеми тремя контрольными 
группами  — клетками с добавлением ДМСО, да-
карбазина и дакарбазина в сочетании с негатив-

ным контролем (во всех случаях Р  = 0.0495) (см. 
рис.  2б).

Стоит отметить, что уровень экспрессии 
NFE2L2 после действия дакарбазина снижался 
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Рис. 1. Уровни экспрессии микроРНК miR-155 
в  клетках меланомы В16 после действия 0.1% 
ДМСО, 1.2 мМ дакарабазина, дакарбазина с по-
следующей трансфекцией негативного контроля 
имитатора miR-155, дакарабазина с последующей 
трансфекцией миметика микроРНК miR-155 до 
окислительного стресса (а) и через 24 ч после до-
бавлении 700 мкМ Н2О2 (б). По результатам ПЦ-
Р-РВ; (*) — различия достоверны при Р  = 0.0495 
(критерий Краскелла–Уоллеса).
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при индукции в клетках окислительного стресса, 
а дополнительная трансфекция миметика miR-155 
не оказывала влияния на уровни экспрессии гена 
транскрипционного фактора NRF2 (см. рис. 2).

При оценке жизнеспособности клеток мела-
номы В16 вне зависимости от редокс-статуса, 
трансфекция миметика микроРНК вызывала сни-
жение жизнеспособности клеток (Р  = 0.0495). По-

мимо этого, в условиях отсутствия окислительного 
стресса трансфекция негативного контроля также 
вызывала уменьшение жизнеспособности клеток 
(Р  = 0.0495). Этот эффект нивелировался индук-
цией окислительного стресса (рис. 3).

Визуально морфология клеток меланомы В16 
изменялась после действия дакарбазина: клетки 
приобретали веретенообразную форму (рис. 4б, 
4е), что может быть связано с транскриптомным 
перепрограммированием под действием дакарба-
зина и последующим изменением процессов меж-

Рис. 2. Уровни экспрессии NFE2L2, кодирующего 
транскрипционный фактор NRF2, в клетках ме-
ланомы В16, подвергнутых воздействию ДМСО, 
дакарабазина, дакарбазина с последующей транс-
фекцией негативного контроля, дакарабазина с по-
следующей трансфекцией миметика микроРНК 
miR-155 в отсутствие Н2О2 (а) и после добавлении 
700 мкМ Н2О2 (б). (*) — Р  = 0.0495 (критерий Крас-
келла–Уоллеса).

Рис. 3. Жизнеспособность клеток меланомы В16, 
подвергнутых воздействию ДМСО, дакарабазина, 
дакарбазина с последующей трансфекцией нега-
тивного контроля, дакарабазина с последующей 
трансфекцией миметика микроРНК miR-155 в  от-
сутствие Н2О2 (а) и после добавлении 700 мкМ 
Н2О2 (б). Оценка оптической плотности продукта 
реакции в  МТТ-тесте. (*) — Р  = 0.0495 (критерий 
Краскелла–Уоллеса).
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клеточной коммуникации (Esimbekova et al., 2023). 
Трансфекция антисмысловых олигонуклеотидов 
в дальнейшем не влияла на морфологию клеток 
(рис. 4 в–г, 4ж–з).

ОБСУЖДЕНИЕ

Терапия злокачественных новообразований 
остается малоэффективной в отношении диссе-
минированных форм опухолей, что поддерживает 
актуальность исследования молекулярных меха-
низмов их лекарственной устойчивости, поиска 
новых стратегий противоопухолевого воздействия.

Дакарбазин является химиотерапевтическим 
агентом, используемым в качестве базового сред-
ства для лечения меланомы кожи. Он представляет 
собой алкилирующий агент, индуцирующий по-
вреждение ДНК и, как предполагалось, последую-
щую остановку клеточного цикла с развитием апо-
птоза. К сожалению, эффективность дакарбазина 
незначительна, а механизмы низкой эффективно-
сти до сих пор остаются недостаточно понятными.

Вместе с тем известно, что химиотерапевти-
ческие средства индуцируют в опухолевых клет-
ках окислительный стресс (Wang et al., 2021), 
что должно снижать их жизнеспособность. Без-
условно, антиоксидантные системы клеток в та-
ких условиях, выполняя цитопротекторную роль, 
способствуют выживаемости опухолевых клеток.

Целью представленной работы было miR-155-
опосредованное снижение экспрессии редокс-чув-
ствительного транскрипционного фактора NRF2 
в клетках меланомы в условиях окислительного 

стресса для оценки возможного антиканцероген-
ного действия miR-155.

Для этого в клетки меланомы, подвергнутые дей-
ствию дакарбазина и сохранившие жизнеспособ-
ность (Esimbekova et al., 2023), трансфецировали 
миметик микроРНК miR-155. В дальнейшем клетки 
подвергали действию перекиси водорода, как было 
описано нами ранее (Komina et al., 2012), с после-
дующим определением уровня miR-155, ее гена-ми-
шени NFE2L2, кодирующего трансрипционный 
фактор NRF2, и оценкой жизнеспособности клеток.

Оверэкспрессию микроРНК miR-155 осуще-
ствляли в клетках меланомы посредством транс-
фекции миметика на основе олигонуклеотидов. 
Эффективность трансфекции оценивали по уров-
ню miR-155. Только в клетках с трансфицирован-
ным миметиком miR-155 наблюдали повышение 
ее уровня, что говорит об успешной трансфекции 
олигонуклеотидов.

Помимо этого, в клетках с трансфецированным 
имитатором miR-155 отмечали снижение уров-
ня ее гена-мишени NFE2L2. Это косвенно еще 
раз указывает на эффективность оверэкспрессии 
miR-155, подтверждает, что NRF2 является функ-
циональной мишенью miR-155. Стоит отметить, 
что в  клетках, подвергнутых воздействию только 
дакарбазином, уровень NFE2L2 также снижался, 
хотя и не столь значимо. Данный факт может быть 
свидетельством способности дакарбазина модули-
ровать уровни экспрессии NFE2L2.

Понижение уровня NRF2 в клетках с трансфе-
цированным миметиком miR-155 соответствовало 
снижению жизнеспособности клеток меланомы. 

Рис. 4. Культура клеток меланомы линии B16 после воздействия ДМСО (а), дакарабазина (б), дакарбазина 
с  последующей трансфекцией негативного контроля (в), дакарабазина с последующей трансфекцией миметика 
микроРНК miR-155 (г) в условиях отсутствия (а–г) и после добавлении 700 мкМ Н2О2 в тех же группах (е–ж).
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Стоит отметить, что в данном случае трансфек-
цию миметика miR-155 осуществляли в клетки 
меланомы, сохранившие жизнеспособность после 
воздействия дакарбазином.

Как следует из наших предыдущих исследова-
ний, доля таких клеток составляла 50% (Lapkina et 
al., 2023). По всей видимости, miR-155-опосредо-
ванное снижение уровня NRF2 вызывает угнете-
ние жизнеспособности дакарбазин-резистентных 
клеток меланомы.

Стоит отметить, что повышение уровня NRF2 
при этом не происходило в условиях индукции 
окислительного стресса. Последнее также может 
указывать на выраженное супрессивное действие 
miR-155 в отношении NRF2.

Таким образом, в клетках меланомы NRF2 
является функциональной мишенью микроРНК 
miR-155. miR-155, действуя каноническим пу-
тем, вероятнее всего, связывается с мРНК NRF2 
в комплементарном участке 3’-нетранслируемой 
области, приводя к деградации последней, что 
и вызывает снижение соответствующего уровня 
экспрессии.

Сочетанное применение дакарбазина с миме-
тиком miR-155 может вызывать NRF2-опосредо-
ванное снижение жизнеспособности клеток ме-
ланомы. Последнее может быть применено для 
преодоления лекарственной устойчивости опухо-
левых клеток, обусловленной повышением актив-
ности в них антиоксидантных систем.
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Потенциал-зависимые натриевые каналы сердца Nav1.5 ответственны за инициацию и распростра-
нение потенциала действия в кардиомиоцитах. Дисфункция Nav1.5 может быть обусловлена как 
патогенными вариантами в самом гене SCN5A, кодирующем Nav1.5, так и генетическими вариантами 
в генах других белков, регулирующих его активность и транспорт. Смена различных фаз потенциала 
действия определяется строгой временной организацией активации и инактивации различных ион-
ных каналов. На переходы между функциональными состояниями канала, в том числе на переход 
в состояние медленной инактивации, могут влиять разнообразные факторы и взаимодействующие 
с каналом белки. Хотя процесс медленной инактивации канала известен несколько десятилетий, 
его роль в механизме развития наследственной патологии сердца остается неясной. В нашей работе 
мы с помощью метода локальной фиксации потенциала (patch clamp) в отведении от целой клетки 
(whole-cell) исследовали изменения процесса медленной инактивации Nav1.5 под влиянием раз-
личных мутаций в структурных генах (DSP-H1684R, LMNA-R249Q, FLNC-R1267Q, FLNC-V2264M), 
ассоциированных с генетически обусловленной патологией миокарда, приводящей к дисфункции 
кардиомиоцитов. Мы использовали модель кардиомиоцитов, дифференцированных из индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клеток (КМ-иПСК) и продемонстрировали усиление медленной 
инактивации каналов на модели КМ-иПСК, полученных от пациентов с фенотипом кардиомиопа-
тии, совмещенной с желудочковыми аритмиями. Таким образом, представленная работа вносит вклад 
в понимание роли процесса медленной инактивации Nav1.5 в механизме развития патологии сердца.
Ключевые слова: DSP, FLNC, LMNA, канал Nav1.5, гейтинг, медленная инактивация, наследственная 
аритмия
Принятые сокращения: иПСК — индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; КМ-иПСК — 
кардиомиоциты, дифференцированные из иПСК; Nav1.5 — потенциал-зависимый натриевый канал 
сердца.

DOI: 10.31857/S0041377124010052, EDN: IEDWYA

Порообразующая альфа-субъединица натри-
евого канала сердца Nav1.5 (кодируемая геном 
SCN5A) — это сложный трансмембранный бе-
лок, обеспечивающий быстрый вход ионов натрия 
в  клетку в ходе фазы 0 потенциала действия кар-
диомиоцитов (Catterall, 1992). Он представляет со-
бой псевдогетеротетрамер и состоит из цитоплаз-
матического N-конца, четырех трансмембранных 
доменов (I–IV), соединенных между собой вну-
триклеточными петлями, и цитоплазматического 
С-конца. Каждый из гомологичных доменов I–IV 
состоит из шести сегментов (S1–S6), из которых 
S5 и S6 образуют пору канала, а сегмент S4 со-
держит несколько положительно заряженных 

аминокислотных остатков и выполняет функцию 
сенсора напряжения (Sato et al., 1998).

Функционально активные каналы Nav1.5 лока-
лизованы в двух основных пулах плазматической 
мембраны кардиомиоцитов: в области вставоч-
ных дисков и в латеральной мембране (Shy et al., 
2013). Макромолекулярные участники комплексов 
Nav1.5 в этих пулах различны, активность натрие-
вых каналов находится под контролем различных 
белков-партнеров.

Нарушения активности ионных каналов мо-
гут быть как первичными, т.е. возникающими 
в  результате аминокислотной замены в структу-
ре Nav1.5, либо вторичными, ассоциированными 
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с  генетическими вариантами в генах, регулирую-
щих экспрессию, транспорт или биофизические 
свойства каналов. Генетические варианты в гене 
SCN5A были идентифицированы у пациентов 
с различными формами наследственных аритмий: 
синдром удлиненного интервала QT, синдром Бру-
гада, прогрессирующее замедление проводимости 
сердца, дилатационная кардиомиопатия и другие 
(Amin et al., 2010). Кроме того, дисфункция на-
триевых каналов миокарда может быть следствием 
генетических вариантов в других генах, кодирую-
щих белки, которые входят в состав макромолеку-
лярных комплексов Nav1.5 в области вставочных 
дисков и латеральной мембраны или регулируют 
экспрессию SCN5A, транспорт Nav1.5 на плазма-
тическую мембрану и его интернализацию.

Так, дисфункция натриевых каналов была по-
казана при мутациях в генах LMNA, PKP2 и DSP, 
ассоциированных с генетически обусловленными 
формами кардиомиопатий (Gusev et al., 2020; 
Khudiakov et al., 2020; Perepelina et al., 2022). Та-
ким образом, термин “натриевые каналопатии” 
может объединять гетерогенную группу заболева-
ний, в которую входят как аритмогенные синдро-
мы без структурных изменений миокарда (син-
дром LQT, синдром Бругада, прогрессирующее 
замедление проводимости сердца, идиопатическая 
атриовентрикулярная блокада), так и структурная 
патология сердца, например различные формы 
кардиомиопатий. 

Прогрессирующее замедление проводимости, 
также известное как болезнь Лева–Ленегра, — 
редкое наследственное заболевание, ассоцииро-
ванное с генами SCN5A, DSP и рядом других, 
которое характеризуется медленно и неуклонно 
прогрессирующим дегенеративным фиброзом во-
локон пучка Гиса (Amin et al., 2010). 

Мышечная дистрофия Эмери–Дрейфуса — это 
редкое наследственное заболевание, чаще всего 
ассоциированное с генами LMNA, EMD FHL1 и 
характеризующееся дистрофическими изменения-
ми в скелетной и сердечной мускулатуре, сопро-
вождающееся развитием внутримиокардиальных 
блокад (Emery, Dreifuss, 1966).

Ген FLNC также был изначально ассоциирован 
с нейромышечной патологией, но позже был опи-
сан в связи с развитием дилатационной, аритмо-
генной и рестриктивной кардиомиопатиями.

Ранее нами на модели КМ-иПСК было опи-
сано изменение функциональных характеристик 
натриевого тока у пациента с вариантом R249Q 
в  гене LMNA (Perepelina et al., 2022), однако ста-

ционарная медленная инактивация потенциал-за-
висимых натриевых каналов не была исследована.

Воротный механизм (гейтинг) потенциал-зави-
симых натриевых каналов описывается с помо-
щью совокупности процессов, которые являются 
отражением конформационных переходов Nav-ка-
налов между различными состояниями: закрытым, 
открытым, состояниями быстрой и медленной 
инактивации. Из активированного состояния ка-
нал может переходить в различные инактивиро-
ванные состояния.

К настоящему времени наиболее хорошо изу-
чено состояние быстрой инактивации, которая 
инициируется за счет работы сегмента IVS4, пере-
дающего сигнал на IFM-мотив во внутриклеточ-
ном линкере III–IV (Capes et al., 2013). Физио-
логическая роль IFM-мотива в процессе быстрой 
инактивации также подтверждена с помощью 
различных структурных исследований (Rohl et al., 
1999; Yan et al., 2017). Механизм перехода Nav1.5 
в состояние медленной инактивации, напротив, 
остается слабо изученным.

Исследования биофизических характеристик 
Nav1.5, как правило, проводят на гетерологиче-
ских системах экспрессии — клеточных линиях 
(HEK293, CHO) или ооцитах Xenopus laevis, транс-
фицированных векторной конструкцией, которая 
содержит ген SCN5A с исследуемым генетическим 
вариантом. Подобные системы временной сверх-
экспрессии SCN5A позволяют изучать эффект 
отдельных аминокислотных замен на функцио-
нальную активность канала (Sendfeld et al., 2019). 

Основным недостатком этих моделей является 
их неспособность воспроизводить сложную фи-
зиологию кардиомиоцитов, поскольку они не об-
ладают структурно-морфологическими особенно-
стями кардиомиоцитов и экспрессируют отличный 
набор генов, кодирующих ионные каналы. Кроме 
того, разнятся полученные результаты, зависимые 
от используемой экспрессионной системы.

Открытие репрограммирования индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клеток (иПСК) 
и их последующая дифференцировка в кардио-
миоциты (КМ-иПСК) дали новые возможности 
для моделирования сердечно-сосудистых заболе-
ваний. В КМ-иПСК присутствует большинство 
кардио-специфичных ионных каналов и вспомо-
гательных белков, и в настоящее время эта модель 
демонстрирует наиболее выраженное сходство 
с КМ человека (Karakikes et al., 2015; Kodama et al., 
2019). Поскольку КМ-иПСК могут быть получены 
непосредственно от пациента, они сохраняют его 
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генетический фон, включая потенциальные мо-
дификаторы, влияющие на фенотип (Nijak et al., 
2021).

КМ-иПСК зарекомендовали себя как эффек-
тивная модель для исследования роли изменения 
биофизических характеристик различных ионных 
каналов в развитии наследственной патологии 
сердца (Crasto, Di Pasquale, 2018; Steele-Stallard et 
al., 2018; El-Battrawy et al., 2019; Giacomelli et al., 
2020; Khudiakov et al., 2020; Kamga et al., 2021; Shah 
et al., 2021; Zhu et al., 2021). Однако большинство 
работ фокусируется на регистрации изменения 
плотности тока и не описывает изменение дру-
гих электрофизиологических параметров каналов. 
Таким образом, ранее не был исследован процесс 
медленной инактивации потенциал-зависимых на-
триевых каналов на модели КМ-иПСК и его роль 
в развитии наследственной патологии сердца.

Цель нашей работы заключалась в характери-
стике изменения медленной инактивации потен-
циал-зависимых натриевых каналов на модели 
КМ-иПСК, полученных от пациентов с наслед-
ственными заболеваниями сердца и аритмоген-
ными синдромами, ассоциированными с генети-
ческими вариантами в генах DSP, LMNA и FLNC.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Получение линий иПСК и их дифференциров-
ка. Линии иПСК были созданы и охарактеризо-
ваны, как описано ранее (Khudiakov et al., 2017; 
Rodina et al., 2021). Позднее иПСК были адапти-
рованы к условиям культивирования без кормле-
ния на основе планшетов, покрытых реагентом 
Geltrex (Corning) и среды E8 (Thermo Scientific). 
иПСК пассировали с реагентом ReleSR (Stemcell 
Technologies). Ингибитор rock-киназы Y27632 
(Tocris) добавляли в среду на 24 ч после пересева.

Были получены и проанализированы экспе-
риментальные данные для двух специфичных 
для каждого пациента линий иПСК. В качестве 
контроля для каждого пациента использовали две 
линии иПСК, полученные от здоровых доноров 
того же пола. Все линии иПСК были зарегистри-
рованы в базе данных hPSCreg (https://hpscreg.eu/).

Дифференцировку иПСК в кардиомиоциты 
выполняли с использованием протокола модуля-
ции сигнального пути Wnt/β-катенин с помощью 
малых молекул (Burridge et al., 2014). Активные 
кардиомиоциты через 14 суток дифференциров-
ки селектировали с помощью лактата в течение 
3–5  суток, как описано ранее (Tohyama et al., 

2013). После метаболической очистки кардио-
миоциты размножали в среде CMs (RPMI 1640, 
содержащей глутамакс, добавку B27, 100 ед./мл 
пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина (Thermo 
Fisher Scientific, США)).

Кардиомиоциты, полученные от пациен-
тов с  генетическими вариантами DSP-H1684R и 
LMNA-R249Q, и от условно здоровых доноров 
(донор 1 и донор 2 соответственно) дифферен-
цировали в течение 25–30 суток и использовали 
для электрофизиологических экспериментов. Для 
экспериментов на КМ-иПСК, полученных от па-
циентов с генетическими вариантами в гене FLNC 
(FLNC-R1267Q и FLNC-V2264M) была необходима 
более высокая степень зрелости кардиомиоцитов, 
поэтому регистрацию параметров натриевых токов 
проводили на 45-е сутки дифференцировки.

КМ-иПСК, полученные от здорового донора 
(донор 3), были дифференцированы аналогично 
клеткам пациентов. Наличие филамина-С в ис-
пользуемой модели верифицировали с помощью 
методов иммуноцитохимии. Для электрофизио-
логических измерений кардиомиоциты подвер-
гали как ферментативной, так и механической 
диссоциации с помощью реагента TrypLE Select 
(Thermo Fisher Scientific), промывали средой CMs 
и пересевали на покровные стекла за 24–36  ч до 
эксперимента.

Регистрация натриевых токов (INa). Процесс 
медленной инактивации каналов Nav1.5 изуча-
ли с помощью метода локальной фиксации по-
тенциала (patch-clamp) в конфигурации целой 
клетки (whole-cell). Стеклянные микроэлектроды 
изготавливали из боросиликатного стекла с по-
мощью пуллера (P-1000, Sutter Instrument). Со-
противление электродов составляло 1.5–2.5 МОм. 
Последовательное сопротивление компенсировали 
на 75–80%.

Сбор данных осуществляли с использованием 
усилителя Axopatch 200B и программного обес-
печения Clampfit версии 10.3 (Molecular devices, 
США). Токи регистрировали на частоте 20 кГц 
и подвергали низкочастотной фильтрации на ча-
стоте 5 кГц с использованием аналого-цифрового 
интерфейса (система сбора данных Digidata 1440A, 
Molecular devices, США).

Все измерения проводили при комнатной тем-
пературе. Внеклеточный раствор для регистрации 
INa содержал (мМ): 140 NaCl, 1 MgCl2, 1.8 CaCl2, 
10 HEPES, 10  глюкозы (pH 7.4, CsOH). Внутри-
клеточный раствор содержал (мМ): 130 CsCl, 
10  NaCl, 10 EGTA, 10 HEPES (pH 7.3, CsOH). 
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Измерения проводили при поддерживаемом по-
тенциале — 100 мВ.

Репрезентативные записи натриевых токов 
были получены с использованием протокола 
с  прямоугольным импульсом, варьировавшим от 
-80 до 60 мВ в течение 40  мс при частоте 1 Гц 
с  шагом 5 мВ.

Для исследования кинетики развития медлен-
ной инактивации канала был выбран протокол 
стационарной медленной инактивации, в кото-
ром первый импульс длился 10  с и варьировал 
по потенциалу от -80 до 20 мВ с последующей 
20-милисекундной гиперполяризацией (-100  мВ) 
и тестирующим импульсом −20 мВ продолжитель-
ностью 20 мс.

Ранее было показано, что использование ги-
перполяризации в течение 20 мс является доста-
точным для восстановления каналов из состояния 
медленной инактивации (Itoh et al., 2005; Zaytseva 
et al., 2022). Сравнение проводили по доли медлен-
но инактивированных каналов при различных по-
тенциалах, как было описано.

Статистическая обработка. Использовали про-
граммное обеспечении Graphpad Prizm. С целью 
проверки нормальности распределения значений 
нормированного тока на разных потенциалах ис-
пользовался тест Колмогорова–Смирнова. Ввиду 
того, что распределение внутри групп не соответ-
ствует нормальному, в качестве статистического 
теста использовался критерий Манна–Уитни.

Данные представлены как среднее арифметиче-
ское и его стандартная ошибка. Достоверно раз-
личающимися считались группы при p < 0.05. Для 
проведения множественных сравнений результаты 
попарного теста Манна–Уитни корректировали 
с  помощью метода Бенджамина–Хохберга, как 
было описано ранее (Khudiakov et al., 2020).

РЕЗУЛЬТАТЫ

В клетках всех представленных линий КМ-
иПСК, полученных от пациентов и здоровых до-
норов, регистрировали типичный натриевый ток 
(рис. 1).

Ранее нами был описан новый генетический 
вариант H1684R в гене десмоплакина (DSP), ассо-
циированный с прогрессирующим замедлением 
проводимости и желудочковыми нарушениями 
сердечного ритма (Gusev et al., 2020). Было по-
казано, что вариант DSP-H1684R ассоциирован 
с изменением плотности различных токов, однако 
процесс инактивации INa не был детально изучен.

В данной работе мы анализировали влияние 
этого генетического варианта на стационарную 
медленную инактивацию Nav1.5. Мы показали 
усиление медленной инактивации в кардиомио-
цитах, полученных из клеток пациента с прогрес-
сирующим замедлением проводимости, относи-
тельно значений, полученных у здорового донора 
(донор 1, рис. 2).

Кроме того, ранее нами был идентифициро-
ван генетический вариант R249Q в гене LMNA 
у пациента с дистрофией Эмери–Дрейфуса, со-
провождавшейся пароксизмальной фибрилляцией 
предсердий и атриовентрикулярной блокадой без 
признаков желудочковых аритмий, была получена 
и охарактеризована линия иПСК FAMRCi007-A 
(Perepelina et al., 2020).

Генетический вариант R249Q ранее был опи-
сан как патогенный, ассоциированный с сердеч-
но-сосудистой дисфункцией (Raffaele Di Barletta et 
al., 2000). Ранее мы показали, что LMNA-R249Q 
приводит к снижению активности Nav1.5 и изме-
нению экспрессии различных генов, кодирующих 
белки, регулирующие активность данного кана-
ла (Perepelina et al., 2022). В настоящей работе 

Рис. 1. Репрезентативные записи натриевых токов, 
зарегистрированные в клетках модели КМ-иПСК, 
полученных от пациентов с наследственной патоло-
гией сердца и здоровых доноров (доноры 1, 2,  3). 
Все представленные линии генерировали INa типич-
ной морфологии.
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мы проанализировали влияние LMNA-R249Q на 
процесс медленной инактивации и показали, что 
медленная инактивация Nav1.5 не изменялась 
в  КМ-иПСК пациента с дистрофией Эмери–
Дрейфуса на фоне LMNA-R249Q относительно 
значений, полученных для здорового донора (до-
нор 2, рис. 3). Таким образом, процесс медленной 
инактивации каналов Nav1.5 не вносит вклада в 

развитие сердечно-сосудистого фенотипа, обуслов-
ленного генетическим вариантом LMNA-R249Q.

Исследование роли медленной инактивации 
каналов в развитии фенотипов кардиомиопатий 
проводили на моделях иПСК, несущих вариан-
ты R1267Q и V2264M в гене FLNC. Генетический 
вариант R1267Q, локализованный в 11-м имму-
ноглобулино-подобном домене, был обнаружен 
у  пациента дилатационной формой кардиомио-
патии и желудочковыми нарушениями ритма. 
Нами показано усиление медленной инактивации 
потенциал-зависимых натриевых каналов в КМ-
иПСК, полученных от пациента с генетическим 
вариантом R1267Q относительно значений здо-
рового донора (рис. 4, донор 3). Таким образом, 
этот вариант может оказывать влияние на процесс 
медленной инактивации Nav1.5 и тем самым вно-
сить вклад в развитие аритмогенного фенотипа, 
в  частности желудочковых нарушений ритма.
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Рис. 2. Усиление стационарной медленной инакти-
вации на модели КМ-иПСК пациента с прогрес-
сирующим нарушением сердечной проводимости и 
выраженными желудочковыми нарушениями ритма 
(DSP-H1684R, нижняя кривая, n = 5) по сравне-
нию с данными, полученными на кардиомиоцитах 
от здорового донора (верхняя кривая, n = 9). * — 
различия достоверны при p < 0.05 (критерий Ман-
на–Уитни). Здесь и на рис. 3, 4 показаны средние 
значения и их стандартные ошибки.

Рис. 3. Медленная инактивации Nav1.5 в КМ-
иПСК, полученных от пациентов с дистрофией 
Эмери–Дрейфуса (мутация LMNA-R249Q, верхняя 
кривая, n = 9), и в клетках, полученных от здорового 
донора (нижняя кривая, n = 12). Не выявлено изме-
нений кинетики стационарной медленной инакти-
вации при потенциалах от -80 до 20 мВ (критерий 
Манна–Уитни).
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Рис. 4. Кинетика стационарной медленной инак-
тивации Nav1.5 в кардиомиоцитах пациента с му-
тацией R1267Q в гене FLNC, мутацией V2264M 
в  гене FLNC и в клетках здорового донора. Му-
тация R1267Q, ассоциированная со смешанным 
фенотипом (аритмогенной кардиомиопатией с вы-
раженными желудочковыми аритмиями) значимо 
изменяла долю медленно инактивированных кана-
лов (n = 6) по сравнению с характеристиками тока, 
зарегистрированными в клетках здорового донора 
(n = 12) при потенциалах от -10 до 20 мВ. Мутация 
V2264M в гене FLNC, ассоциированная со смешан-
ным фенотипом (рестриктивной кардиомиопатией, 
атриовентрикулярной блокадой и желудочковой 
тахикардией), не изменяла долю медленно инак-
тивированных каналов (n = 7) относительно клеток 
здорового донора. * — отличия значений нормиро-
ванного тока относительно здоровых доноров до-
стоверны при p < 0.05 после коррекции (критерий 
Манна–Уитни с последующей коррекцией на мно-
жественные сравнения с помощью метода Бенжа-
мина–Хохберга).
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Вариант V2264M в гене FLNC, идентифициро-
ванный у пациента с рестриктивной кардиомиопа-
тией и врожденным пороком сердца (Muravyev et 
al., 2022), локализован в 20-м иммуноглобулино-
подобном домене. Медленная инактивация Nav1.5 
не изменялась в кардиомиоцитах, полученных от 
пациентов с этим генетическим вариантом, по 
сравнению со значениями для контрольных ли-
ний, полученных от здорового донора (см. рис. 4, 
донор 3).

Исходя из полученных данных, можно сделать 
выводы о том, что нарушение процесса медленной 
инактивации натриевых каналов не ассоциирова-
но с развитием рестриктивной кардиомиопатии в 
данной экспериментальной модели, а нарушение 
процесса медленной инактивации может зависеть 
от локализации аминокислотной замены в фила-
мине-С.

ОБСУЖДЕНИЕ

Ключевыми характеристиками функциональ-
ной активности потенциал-зависимых натриевых 
каналов являются особенности его воротного ме-
ханизма (гейтинга). Для эукариотических организ-
мов характерно два основных механизма инакти-
вации потенциал-зависимых натриевых каналов.

Быстрая инактивация развивается в течение 
1–5 мс (Hodgkin, Huxley, 1952a, 1952b, 1952c), в то 
время как для перехода в состояние медленной 
инактивации необходима длительная деполяри-
зация длительностью от десятых долей секунды 
до десятков секунд (Adelman, Palti, 1969; Palti, 
Adelman, 1969; Rudy, 1975, 1981). Аминокислот-
ные остатки в селективном фильтре и окружаю-
щие сегменты S5 и S6 участвуют в конформаци-
онных изменениях, сопровождающих медленную 
инактивацию (Balser et al., 1996; Bénitah et al., 
1996, 1997; Vilin, Ruben, 2001). Таким образом, 
медленную инактивацию часто рассматривают как 
результат конформационного изменения структу-
ры поры потенциал-зависимых натриевых каналов 
(Payandeh et al., 2012; Zhang et al., 2012).

В норме только 40% каналов Nav1.5 переходят 
в состояние медленной инактивации, в отличие 
от 80% потенциал-зависимых натриевых каналов 
Nav1.4 в скелетной мускулатуре. Предполагается, 
что такая особенность Nav1.5 является адаптацией 
к постоянным деполяризующим импульсам, воз-
никающим в миокарде (Richmond et al., 1998). 
Таким образом, усиление процесса медленной 
инактивации потенциал-зависимых натриевых 

каналов, зарегистрированное в КМ-иПСК паци-
ентов с желудочковыми нарушениями ритма, по-
тенциально может влиять на адаптивные свойства 
натриевых каналов и способствовать возникнове-
нию аритмогенных очагов.

Изменения медленной инактивации Nav1.5 
описаны для некоторых генетических вариантов 
в гене SCN5A, идентифицированных у пациентов 
с различными наследственными формами желу-
дочковых аритмий. Например, для мутаций N406S 
(IS6) (Itoh et al., 2007), G752R (IIS2) (Hoogendijk 
et al., 2010) и S1710L (IVS5-S6) (Akai et al., 2000), 
ассоциированных с синдромом Бругада, также со-
провождаемым желудочковыми тахиаритмиями, 
характерно замедление активации в сочетании 
с  усиленной медленной инактивацией. В то вре-
мя как при мутации G298S (IS5-S6) наблюдается 
снижение плотности тока и усиление медленной 
инактивации в отсутствие изменений других био-
физических характеристик (Wang et al., 2002).

Усиление как быстрой, так и медленной инак-
тивации каналов было продемонстрировано для 
мутации N1541D (IVS1) (Dharmawan et al., 2019). 
Встречаются и более сложные варианты сочета-
ния изменений медленной инактивации и других 
биофизических характеристик Nav1.5. Так, гене-
тический вариант Y739D (IIS1-S2), ассоциирован-
ный с синдромом Бругада, приводит к снижению 
плотности тока, усилению быстрой и медленной 
инактивации и замедлению активации каналов 
(Zaytseva et al., 2022), в то время как генетиче-
ский вариант A1294G (IIIS3-S4), ассоциирован-
ный с развитием смешанной клинической карти-
ны, приводит к ускорению активации, ускорению 
быстрой и медленной инактивации и замедлению 
восстановления инактивированного состояния 
каналов (Zaytseva et al., 2019). Таким образом, 
в настоящее время есть свидетельства усиления 
медленной инактивации при желудочковых нару-
шениях ритма.

Следует отметить, что большинство работ, по-
священных изучению влияния генетических ва-
риантов, ассоциированных с наследственными 
аритмиями, на процесс медленной инактивации 
Nav1.5, выполнено на моделях гетерологической 
системы экспрессии (Зайцева и др., 2018). Несмот-
ря на очевидные преимущества, данная модель не 
позволяет оценить влияние генетического фона 
пациента и неудобна для исследования влияния 
генетических вариантов, идентифицированных в 
генах, кодирующих белки, участвующие в регу-
ляции каналов Nav1.5.
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В настоящее время наиболее актуальные подхо-
ды к сердечно-сосудистым исследованиям основа-
ны на использовании кардиомиоцитов, дифферен-
цированных из индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (КМ-иПСК). Изучение актив-
ности ионных каналов на модели КМ-иПСК поз-
воляют оценить биофизические свойства натрие-
вых каналов в их нативном тканеспецифическом 
окружении с учетом генетического фона пациента.

КМ-иПСК активно используются для изучения 
ассоциированных с кардиомиопатиями изменений 
активности ионных каналов (Crasto, Di Pasquale, 
2018; Steele-Stallard et al., 2018; Giacomelli et al., 
2020; Shah et al., 2021). Однако в этих исследовани-
ях авторы, как правило, ограничиваются измене-
ниями плотности тока и не пытаются рассмотреть 
более детальные механизмы активности натриевых 
каналов. Так, на модели КМ-иПСК было показано 
уменьшение плотности тока в клетках пациентов 
с  аритмогенной кардиомиопатией (Khudiakov et 
al., 2020), с дилатационной кардиомиопатией и 
прогрессирующим нарушением сердечной прово-
димости (Kamga et al., 2021) и в клетках пациентов 
с синдромом Бругада (El-Battrawy et al., 2019; Zhu 
et al., 2021), а также замедление активации при 
миотонической дистрофии 1 типа (Poulin et al., 
2021).

Актуальность данной работы во многом опре-
деляется тем, что в настоявшее время большая 
часть данных, полученных на модели КМ-иПСК, 
фокусируется на описании изменений плотности 
натриевого тока и уровня экспрессии SCN5A, в то 
время как изучение других электрофизиологиче-
ских характеристик натриевых каналов остается 
вне фокуса подавляющего числа исследований.

Мы продемонстрировали, что у пациентов с ге-
нетически обусловленными кардиомиопатиями, 
сопровождающимися желудочковыми аритмиями, 
ассоциированными с генетическими вариантами 
в генах DSP и FLNC, наблюдается усиление стаци-
онарной медленной инактивации. Это соотносит-
ся с данными литературы об изменениях медлен-
ной инактивации, обусловленных генетическими 
вариантами в гене SCN5A, ассоциированных с раз-
витием желудочковых нарушений ритма. Напри-
мер, при мутации T512I в гене SCN5A обнаружено 
изменение кинетики активации и инактивации и 
усиление медленной инактивации Nav1.5 (Yang et 
al., 2002), а генетический вариант G1712S сопро-
вождался спектром биофизических изменений, 
в  том числе нарушением медленной инактивации 
Nav1.5 (Sanner et al., 2021).

Таким образом, пока информации о роли про-
цесса медленной инактивации Nav1.5 в развитии 
наследственных кардиомиопатий и аритмий недо-
статочно. Мы показали, что процесс медленной 
инактивации потенциал-зависимых натриевых ка-
налов сердца может быть усилен в клетках паци-
ентов с желудочковыми нарушениями ритма, вы-
званными генетическими вариантами в различных 
генах, регулирующих активность каналов Nav1.5 
(FLNC и DSP).
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ANALYSIS OF THE ROLE OF NAV1.5 SLOW INACTIVATION  
IN THE DEVELOPMENT OF  INHERITED CARDIAC PATHOLOGY

K. Zaytsevaa, b, *, K. I. Perepelinaa, c, A. A. Kostarevaa

a World-Class Research Centre for personalized medicine, Almazov National Medical Research Centre,  
Saint-Petersburg, 197341, Russia

b Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences,  
Saint-Petersburg 194223, Russia

c Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, Saint-Petersburg, 194064, Russia
* E-mail: zaytseva_ak@almazovcentre.ru

Voltage-gated cardiac sodium channels Nav1.5 are responsible for the initiation and propagation of action 
potentials in cardiomyocytes. Dysfunction of Nav1.5 can be caused both by pathogenic variants in the SCN5A 
gene itself, which encodes Nav1.5, and by genetic variants in the genes of other proteins, regulating channel 
activity and trafficking. The change of different phases of the action potential is determined by the strict 
temporal organization of activation and inactivation of various ion channels. Transitions between channel 
functional states (for example, to slow inactivated state) can be influenced by various factors and proteins 
interacting with the channel. Despite the fact that the process of slow inactivation of the channel has been 
known for several decades, its role in the mechanism of development of hereditary heart pathology remains 
unclear. In this work, using the patch clamp method in whole-cell leads, we studied changes in the process of 
slow Nav1.5 inactivation under the influence of various mutations in structural genes (DSP-H1684R, LMNA-
R249Q, FLNC-R1267Q, FLNC-V2264M) associated with a genetically determined myocardial pathology 
leading to dysfunction of cardiomyocytes. The study used a model of cardiomyocytes differentiated from 
induced pluripotent stem cells (СM-iPSCs). We have demonstrated an increase in slow inactivation in the 
model of CM-iPSCs obtained from patients with a phenotype of cardiomyopathy combined with ventricular 
arrhythmias. Thus, this work contributes to understanding the role of the slow inactivation process in the 
mechanism of the development of heart pathology.
Keywords: DSP, FLNC, gating, inherited arrhythmia, LMNA, Nav1.5, slow inactivation
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Рак предстательной железы (РПЖ) является одним из самых распространенных онкологических забо-
леваний, которое в своем развитии проходит две стадии: локализованный РПЖ и кастрационно-ре-
зистентный РПЖ (КР-РПЖ). Первая стадия – локализованный РПЖ – может неопределенно долго 
протекать в дремлющей форме, не требующей активного медицинского вмешательства, или неожи-
данно переходить в агрессивную метастатическую форму (KР-РПЖ), заканчивающуюся быстрым ле-
тальным исходом. Патогенез перехода дремлющей формы РПЖ в метастатическую форму остается 
не полностью изученным. Сигнальные пути опухолевого супрессора pRb и протоонкогена β-катенина 
являются, вероятно, наиболее вовлеченными в патогенез РПЖ, однако роль их взаимодействия не 
исследована. Изучение патогенеза опухолей других тканей позволяет предположить, что в  начальной 
стадии развития РПЖ pRb теряет некоторые свойства опухолевого супрессора, что может происходить 
при его взаимодействии с β-катенином и дает возможность опухолевым клеткам получить конку-
рентные преимущества для размножения. В нашей работе мы показали, что гены RB и β-катенина 
(CTNNB1) экспрессируются в опухолевой и нормальной ткани предстательной железы (ПЖ). В от-
личие от β-катенина, pRb не выявляется в иммуноблотинге в опухолевой и нормальной ткани ПЖ, но 
легко определяется таким способом в экстрактах контрольных клеток линии T98G. С одной стороны, 
ко-иммунопреципитация антителами к pRb из экстрактов опухолевой и нормальной ткани ПЖ дает 
возможность выявить этот белок и β-катенин последующим иммуноблотингом, что свидетельствует 
о физическом взаимодействии названных белков в ткани ПЖ. С другой стороны, иммунопреципита-
ция β-катенина антителами к  его С-концевому фрагменту не дает возможности выявить этот белок 
в экстрактах ПЖ последующим иммуноблотингом с помощью тех же антител. В  противоположность 
ткани ПЖ, β-катенин легко определяется в иммунопреципитации, совмещенной с иммуноблотингом, 
в экстрактах контрольных клеток T98G. Полученные данные дают возможность предположить, что RB 
и β-катенин физически взаимодействуют друг с другом в клетках различной тканевой специфично-
сти. В клетках линии T98G такое взаимодействие происходит, вероятно, через С-концевой фрагмент 
β-катенина, но в клетках ПЖ оно осуществляется другим путем, поскольку С-фрагмент β-катенина 
оказывается экранированным от такого взаимодействия, возможно из-за его физической ассоциации 
с pRb.
Ключевые слова: локализованный рак предстательной железы, сигнальные пути, pRb, β-катенин, 
взаимодействие
Принятые сокращения: КР-РПЖ – кастрационно-резистентный РПЖ, ПЖ – предстательная железа, 
ПСА – простатический специфический антиген, ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реакция с обрат-
ной транскрипцией, РПЖ – рак предстательной железы, ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция 
в реальном времени, AR – андрогенный рецептор, CTNNB1 – ген β-катенина, передающего сигналы 
в каноническом сигнальном пути Wnt/β-катенин, RB – ген чувствительности к ретинобластоме; 
pRb – продукт гена RB.
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Ген RB, определяющий чувствительность к воз-
никновению ретинобластомы, был первым опухо-
левым супрессором, который удалось клонировать 
в 1986–1987 гг. (Friend et al., 1986; Lee et al., 1987). 

С тех пор RB и его продукт pRb постепенно заняли 
центральное место в публикациях, посвященных 
изучению основных клеточных функций и их на-
рушений при онкологических заболеваниях.
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Область регуляторной активности RB включает 
эмбриональные стволовые, соматические стволо-
вые и дифференцированные клетки различных 
тканей (Sage, 2012). Онкосупрессорная активность 
pRb основана на его канонической роли в регу-
ляции клеточного цикла и неканонической роли 
в регуляции состояния хроматина (Weinberg, 1995; 
Sherr, 1996; Dyson, 1998; Dick et al., 2018).

Многофункциональность pRb опосредована его 
свойством взаимодействовать со множеством раз-
личных регуляторных белков. Основными партне-
рами pRb являются транскрипционные факторы 
семейства E2F, которые опосредуют его регуля-
торное воздействие на клеточный цикл и хрома-
тин (Dyson, 1998). В ходе такого взаимодействия 
белки семейства E2F, имеющие сайты связывания 
в промоторах множества генов, физически взаи-
модействуют с pRb, способствуют формированию 
комплекса pRb-E2F на промоторах генов-мишеней 
и прямому или опосредованному торможению их 
транскрипции путем рекрутирования комплексов 
или отдельных белков, например метилтрансфера-
зы Ezh2. Ezh2 триметилирует лизин 27 гистона Н3 
(Н3К27ме3). Такая модификация хроматина в про-
моторах генов плюрипотентности OCT4, SOX2 в 
эксперименте вызывает их сайленсинг, сохраняю-
щий стволовые клетки в состоянии самоподдержа-
ния и тормозящий их дифференцировку в ткане-
специфические специализированные клетки (Kareta 
et al., 2015; Dick et al., 2018). Потеря, мутации, ме-
тилирование промотора RB или посттрансляцион-
ные модификации его продукта ведут к изменениям 
внутриклеточной сигнализации и возникновению 
опухолей в различных тканях, включая предстатель-
ную железу (ПЖ) (Mandigo et al., 2021).

В мужской репродуктивной системе ПЖ яв-
ляется небольшим вспомогательным органом, 
который в настоящее время находится в центре 
биомедицинских исследований вследствие самой 
высокой чувствительности к онкогенной транс-
формации среди других органов у мужчин.

Рак предстательной железы (РПЖ) диагности-
руется в течение жизни у каждого восьмого лица 
мужского пола (Siegel et al., 2021). ПЖ формиру-
ется и функционирует в эмбриональной жизни и 
после рождения под контролем сигнального пути 
андрогенного рецептора (AR) (Сunha, 1994). AR 
наиболее высоко экспрессируется в люминальном 
эпителии ПЖ, фенотип которого доминирует при 
РПЖ, поэтому AR является критическим эффек-
тором возникновения и прогрессии РПЖ и эф-
фективности его терапии (Balk, Knudsen, 2008).

С одной стороны, AR способствует делению 
клетки путем индукции экспрессии циклина D1, 
образованию активной киназы циклин-D/Cdk4,6 
и последующей инактивации pRb путем его гипер-
фосфорилирования (Xu et al., 2006). pRb являет-
ся убиквитарным негативным регулятором кле-
точного цикла. В начале фазы G1 он находится 
в гипофосфорилированном активном состоянии 
и индуцирует остановку клеточного цикла в ре-
стрикционной точке R1 перед началом реплика-
ции ДНК путем связывания и секвестрирования 
активаторных транскрипционных факторов E2Fs 
(E2F1-E2F3). Фосфорилирование pRb киназами 
циклин-D/Cdk4,6 и циклин-Е/Cdk2 освобождает 
белки E2Fs от связи с ним.

В несвязанном с pRb состоянии белки E2Fs 
способствуют последовательному формированию 
циклин-зависимых киназных комплексов, вклю-
чающих циклины D, E, A, М. Такие комплексы 
создают механизм последовательного прохожде-
ния клеткой фаз G1, S, G2/M клеточного цикла 
(Dyson, 1988; Рябов и др., 2022).

С другой стороны, проксимальный и дисталь-
ный промоторы гена AR содержат сайты связы-
вания белков E2Fs, передающих регуляторное 
влияние pRb на транскрипцию AR. Сигнальный 
путь pRb–E2F1 транскрипционно тормозит экс-
прессию AR и его мишеней – генов ПСА и се-
риновой трансмембранной протеазы (TMPRSS2). 
При потере RB происходит активация сигнального 
пути AR и связанное с ним повышение уровня 
продуктов ПСА и TMPRSS2. Ген TMPRSS2 у ча-
сти пациентов с РПЖ формирует рекомбинант-
ную последовательность путем слияния с геном 
ERG (TMPRSS2-ERG), которая является маркером 
РПЖ (Tomlins et al., 2008).

Утрата RB играет ключевую роль в патогене-
зе и снижении эффективности медикаментозного 
лечения РПЖ, направленного на модуляцию сиг-
нального пути AR. Прогрессирование РПЖ вклю-
чает две отдельные стадии: локализованный РПЖ 
и кастрационно-резистентный РПЖ (КР-РПЖ). 
В  первой стадии болезнь может протекать неопре-
деленно долго в дремлющей форме, не угрожающей 
жизни пациента, или внезапно трансформироваться 
в агрессивный КР-РПЖ, сопровождающийся бы-
стрым летальным исходом (Mandigo et al., 2021). По-
теря RB обнаруживается менее, чем у 1% пациентов 
с локализованным РПЖ, но у 30–60% пациентов 
с  КР-РПЖ (Sharma et al., 2010; McNair et al., 2018).

Механизм утраты pRb свойств опухолевого су-
прессора при локализованном РПЖ не ясен, но 
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изучение патогенеза опухолей других тканей позво-
ляет предположить, что в начальной стадии разви-
тия опухоли pRb может терять некоторые свойства 
опухолевого супрессора, что дает возможность опу-
холевым клеткам получить конкурентные преиму-
щества для размножения (Viatour, Sage, 2011).

Пациенты с раком грудной железы, у которых 
выявляется потеря pRb, демонстрируют более про-
должительный период безрецидивной выживаемо-
сти после химиотерапии по сравнению с пациен-
тами с нормальным уровнем pRb (Derenzini et al., 
2008). Сигнальный путь Wnt/β-катенин конститу-
тивно активирован более чем в 90% случаев коло-
ректального рака, при котором в некоторых слу-
чаях амплифицируется локус RB (Cancer Genome 
Atlas Network, 2012).

Опухоль может использовать разные механиз-
мы отмены негативного влияния pRb на ее рост. 
В нормальных условиях pRb способствует мито-
хондриальному апоптозу путем увеличения прони-
цаемости внешней митохондриальной мембраны, 
опосредованному взаимодействием pRb с белком 
Bax. Потеря RB и его взаимодействия с Bax умень-
шает уровень апоптоза и его защитную роль при 
росте опухоли (Wang et al., 2017). pRb тормозит 
транскрипцию E2F1, который способствует акти-
вации сигнального пути ARF-p53, вызывающего 
апоптоз (Weber et al., 2000).

В условиях потери pRb могут накапливаться 
реактивные формы кислорода, вызывающие ак-
тивацию аутофагии (Ciavarra, Zacksenhaus, 2011). 
Функции pRb почти всегда сохраняются при раке 
толстого кишечника, при котором pRb способ-
ствует росту опухоли путем транскрипционной 
супрессии E2F1, тормозящего продукцию β-кате-
нина (Morris et al., 2008).

Другой механизм участия β-катенина в разви-
тии опухолей толстого кишечника реализуется при 
хроническом воспалении и опосредуется факто-
ром некроза опухолей (TNF). В таких случаях TNF 
активирует каспазу 8, которая протеолизирует pRb 
в его С-концевой части, тогда как клетки с му-
тацией RB в С-домене проявляют устойчивость 
к апоптозу, индуцированному TNF (Chau et al., 
2002).

Устойчивость к апоптозу также повышена в 
клеточных линиях, происходящих из толстого 
кишечника и экспрессирующих ядерный β-кате-
нин, взаимодействие которого с pRb, вероятно, 
тормозит митохондриальный апоптоз (Han et al., 
2013). Взаимодействие между pRb и β-катенином 
при локализованном РПЖ не изучалось.

Цель настоящей работы заключалась в изуче-
нии взаимодействия pRb с β-катенином в опухоле-
вой и окружающей нормальной ткани ПЖ, полу-
ченных от пациентов, подвергнутых радикальной 
простатэктомии по поводу локализованного РПЖ.

Первая задача работы заключалась в оценке 
экспрессии эпителиальных маркеров (цитокера-
тина 5 и AR), опухолевого маркера (AMACR), ге-
нов CTNNB1 (β-катенина) и RB в опухолевой и 
нормальной ткани ПЖ.

Вторая задача состояла в определении уровня 
белков pRb и β-катенина в тех же тканях путем 
иммуноблотинга и иммунопреципитации.

Третья задача включала в себя оценку взаимо-
действия pRb и β-катенина в указанных тканях 
с помощью иммуноблотинга и иммунопреципи-
тации.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Пробы ткани ПЖ. Образцы ткани получали от 
пациентов, подвергнутых радикальной простатэк-
томии по поводу РПЖ в урологическом отделе-
нии Ленинградского областного клинического 
онкологического диспансера им.  Л.Д.  Романа 
(ЛОКОД) в соответствии с протоколом, утвер-
жденным биоэтическим комитетом Института 
цитологии РАН и согласованным с отделом кли-
нических исследований ЛОКОД.

Пробы ткани ПЖ весом около 100 мг, включая 
опухолевый узел или нормальную ткань того же 
слоя, помещали в пробирки с 5 мл стерильной 
среды RPMI  1640, содержащей 50 мкг/мл гента-
мицина (“Биолот”, Россия). Каждую из двух проб 
разделяли острыми ножницами на две части, одна 
из которых предназначалась для экстрагирования 
тотальной РНК и общеклеточного белка. Вторую 
часть обрабатывали коллагеназой для приготовле-
ния клеточной суспензии, которую использовали 
в дальнейшем для получения первичных клеточ-
ных двумерных культур.

Стабильная клеточная линия T98G. Глиобласто-
ма человека T98G широко используется в качестве 
золотого стандарта клеток, продуцирующих белки 
pRb и β-катенин (Hansen et al., 2001; Петров и 
др., 2016; Popov et al., 2020). Клетки были полу-
чены из коллекции культур клеток позвоночных 
Института цитологии РАН (Санкт-Петербург, 
Россия). Клетки культивировали в среде DMEM/
F12 с  10% фетальной бычьей сыворотки, гента-
мицином (50  мкг/мл) при 6% CO2 и 100%-ной 
влажности.
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Получение первичных клеточных культур из об-
разцов тканей ПЖ. Пробы ткани ПЖ, предназна-
ченные для получения клеточных культур, поме-
щали в 100-мм чашки Петри с 10 мл стерильного 
фосфатно-солевого буферного раствора (PBS). 
Далее пробы разрезали стерильными ножницами 
на кусочки размером 1 мм, переносили в 15  мл 
конические пластиковые пробирки (TTP, Ново-
сибирск, Россия), и подвергали ферментативной 
обработке в 1 мл раствора, содержащего 5 мг кол-
лагеназы II типа (Life Technologies, США) в 1 мл 
среды Advanced DMEM/F12, содержащей 50 мкг/
мл пенициллина и стрептомицина, 10 мМ Hepes 
и 1-кратный GlutaMAX (adDMEM/F12+++, Life 
Technologies, CША).

Далее добавляли ингибитор Rho-киназы Y27632 
(Abmole Bioscience, США) до конечной концен-
трации 10 мкМ и дигидротестостерон (Sigma, 
США) до конечной концентрации 1 нМ (Drost et 
al., 2016). Пробирки с материалом инкубировали 
на ротационном шейкере (PST-60 HL-4, “Био-
сан”, Латвия) 18 ч при 37  °С и 230 rpm.

Затем суспензии центрифугировали при 250  g 
5 мин, клеточные осадки отмывали в 5 мл среды 
adDMEM/F12, фильтровали через нейлоновые 
сито с порами 70  мкм (Corning, CША), осажда-
ли при 250 g 5 мин, осадок ресуспендировали в 
1 мл раствора TrypLE Express (Life Technologies, 
США) в течение 1 ч на ротационном шейкере 
(PST-60 HL-4, “Биосан”, Латвия) при 37  °С и  
230 rpm.

Затем к суспензии добавляли 5 мл среды 
adDMEM/F12, клетки осаждали центрифугирова-
нием при 250 g 5 мин, осадок ресуспендировали 
в 500 мкл среды adDMEM/F12+++.

Для подсчета количества клеток 5 мкл кле-
точной суспензии смешивали с 45 мкл 1%-ной 
уксусной кислоты и 50 мкл 2%-ного трипанового 
синего (“Биолот”, Россия), клетки подсчитывали 
в камере Горяева.

Для получения первичных клеточных культур 
2 · 105 клеток из клеточной суспензии добавляли 
в 4 мл специальной среды SCBM (Lonza, Швей-
цария) для стромальных клеток ПЖ человека и 
вносили в 60 мм культуральные чашки, предва-
рительно покрытые коллагеном (“Биолот”, Рос-
сия). Имиджи клеток первичных культур получа-
ли через 2–4 недели культивирования, используя 
микроскопа Axiovert 200M (Германия), камеру 
DFC420 в режиме проходящего света или фазо-
вого контраста, объектив 20*/0.5; размер снимка 
составлял 1728×1296 пикселей.

Извлечение тотальной РНК из проб ткани ПЖ 
пациентов, синтез кДНК. Пробы ткани ПЖ разме-
ром 2×2 мм помещали в стальную ступку, охла-
ждали жидким азотом и растирали пестиком. 
Полученный порошок переносили в отдельную 
пробирку и добавляли 1 мл ExtractRNA (“Евро-
ген”, Россия), оставляли на льду на 5 мин. Затем 
в каждую пробирку добавляли по 200 мкл охла-
жденного хлороформа и суспензию перемешивали 
на вортексе.

После этого пробирки ставили в лед на 3 мин, 
центрифугировали 15 мин при 4  °С и 13 000  g, 
верхнюю фазу супернатанта переносили в новые 
пробирки и добавляли 500 мкл изопропанола 
(Sigma, США). Инкубировали на льду 10 мин, за-
тем центрифугировали 10 мин при 4 °С и 13 000 g, 
удаляли супернатант, добавляли по 1  мл 70%-
ного этанола, центрифугировали 5 мин при 4  °С 
и 7600 g. Полностью удаляли супернатант, оса-
док сушили при комнатной температуре 10 мин, 
растворяли в 32 мкл безнуклеазной воды (Thermo 
Fisher Scientific, США) и инкубировали 15 мин 
при 57.5°С.

Концентрацию РНК измеряли на спектро-
фотометре NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher 
Scientific, США). Для синтеза кДНК 2 мкг РНК 
смешивали с 1 мкл праймера олиго-дТ18 (“Алкор 
Био”, Россия), объем смеси доводили до 11 мкл 
и инкубировали при 70  °С 10 мин; охлаждали, 
добавляли 2 мкл буфера для обратной транскрип-
тазы (SibEnzyme, Россия), 2 мкл 10 мМ смеси 
дНТФ (Beagle, Россия), 0.5 мкл ингибитора ри-
бонуклеаз RiboLock (Thermo Scientific, США), 40 
ед. обратной транскриптазы (SibEnzyme, Россия), 
предварительно разведённой в буфере для обрат-
ной транскриптазы, и инкубировали 1 ч при 37°С. 
Реакцию останавливали нагреванием до 70  °С 
в  течение 10 мин.

Полимеразная цепная реакция с обратной транс-
крипцией (ПЦР-ОТ). Смесь реагентов для прове-
дения ПЦР включала в себя: 1 мкл 10 мМ смеси 
дНТФ (Beagle, Россия), 2.5 мкл 10-кратного бу-
фера для Taq-полимеразы (“Алкор Био”, Россия), 
2.5 мкл 10 мМ MgCl2, 1 мкМ прямого и обратного 
праймеров (“Алкор Био”, Россия), 2  мкл кДНК, 
0.25 мкл Taq-полимеразы (“Алкор Био”, Россия) и 
воду до 25 мкл общего объeма реакционной смеси.

Смесь готовили при температуре тающего льда. 
Амплификацию проводили на термоциклере Bio-
Rad T100 (США) при следующем температур-
ном режиме: инициирующее плавление – 1 мин, 
94  °С; плавление – 15 с, 94  °С; отжиг – 30 с, 

file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx
file:///D:\\������_�����\\Interaction%20of%20RB,%20b-catenin,%20EZH2%20%20localized%20PCa\\2023\\may\\pRb%20and%20b-catenin%20interaction%204.5.23.docx


68	 РЯБОВ и др.

ЦИТОЛОГИЯ    том 66    № 1    2024

58  °С; элонгация – 30 с, 72  °С (40 циклов); пла-
то – 10 мин, 72 °С. Продукты ПЦР-амплификации 
подвергали электрофорезу в 2%-ном агарозном геле 
с бромистым этидием, размер отдельных амплико-
нов в агарозном геле определяли при сравнении их 
подвижности с маркерами 50 пар оснований (п. о.) 
(Invitrogen, США) на имиджах, полученных с по-
мощью Bio-Rad ChemiDoc XRS+ (США) (табл. 1).

ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ). Обще-
клеточную РНК выделяли при помощи набора 
для выделения РНК на колонках “Биолабмикс” 
(Новосибирск, Россия). Осадок клеток ресуспен-
дировали в 50 мкл PBS, добавляли по 350 мкл 
буфера для лизиса LB из набора, пипетировали, 
инкубировали в течение 10 мин. Добавляли к ли-
зату равный объем этанола, переносили на колон-
ки, центрифугировали 30 с при 10 000 g, удаляли 
фильтрат. Наносили на колонки по 500 мкл бу-
фера для промывки из набора, центрифугировали 
30  с при 10 000 g и удаляли фильтрат. Повторяли 
эту же процедуру с буфером для промывки WB2. 
Колонки центрифугировали при 10 000 g в течение 
3 мин для полного удаления промывочного буфера 
и переносили их в новые микропробирки. Далее 
на фильтр каждой колонки дважды наносилось по 
60  мкл буфера для элюции EB из набора, после 
чего колонки оба раза инкубировали в течение 
1  мин при комнатной температуре и центрифу-
гировали 1 мин при 10 000 g.

Количество РНК определяли спектрометриче-
ски при длине волны 260 нм. Для синтеза кДНК 
2 мкг РНК смешивали с 2 мкл 20 мкМ раствора 
случайного гексапраймера (“Биолабмикс”, Ново-
сибирск, Россия), объем смеси доводили до 12 мкл 
и инкубировали при 70  °С 3 мин, реакционную 
смесь охлаждали, добавляли к ней 4 мкл 5-крат-
ного буфера, 1 мкл (200 ед.) обратной транскрип-
тазы M-MuLV-RH (“Биолабмикс”, Новосибирск, 
Россия), 1 мкл 10 мМ смеси dNTP и 2 мкл 0.1  М 

ДТТ, инкубировали 10 мин. при 25  °С и затем 
60  мин при 42  °С.

Реакцию останавливали нагреванием до 70  °С 
в течение 10 мин. ПЦР-РВ проводили на ампли-
фикаторе Bio-Rad CFX96 Touch со следующими 
параметрами: инициирующее плавление – 6 мин. 
95°С, плавление – 15 с 95 °С, отжиг – 30 с 60 °С, 
синтез – 60 с 70  °С, 40 циклов.

Реакционная смесь состояла из 15 мкл 2-крат-
ного раствора HS-qPCR SYBR Blue, содержащего 
дезоксинуклеозидтрифосфаты (dNTP), ПЦР-бу-
фер, MgCl2, Taq ДНК-полимеразу, SYBR Green 
I и инертный краситель (“БиоМастер”, Россия), 
0.2  мкМ прямого и обратного праймеров (см. 
табл.  1), синтезированных в компании “Евроген” 
(Россия), 0.2 мкл кДНК и воды до объeма 30 мкл.

В качестве контрольного гена использовали 
GAPDH. Нормализованную экспрессию рассчи-
тывали по формуле ΔΔCq = ΔCqGOI / ΔCqGAPDH, 
где GOI – ген интереса, а ΔCq – относительное ко-
личество, рассчитанное из разницы между средним 
значением цикла выхода Cq и самым низким сред-
ним значением Cq среди образцов в эксперименте. 
Для всех генов ПЦР-РВ повторяли шесть раз.

Денатурирующий электрофорез в полиакриламид-
ном геле и иммуноблотинг. Электрофорез белков 
проводили в 10%-ном полиакриламидном геле 
(ПААГ) с додецилсульфатом натрия (SDS). Пробы 
ткани ПЖ размером 2×2 мм помещали в сталь-
ную ступку, охлаждали жидким азотом и растира-
ли пестиком. Затем добавляли 100 мкл буферного 
раствора, содержащего 25 мМ Трис-НСl (pH 7.4), 
250 мM NaCl, 0.25%-ный детергент NP-40, 1 мM 
PMSF – коктейль ингибиторов протеаз и фосфа-
таз (Sigma, США) в разведении 1:100.

Полученные экстракты центрифугировали 
15  мин при 13 000 g и температуре 4  °С, супер-
натанты использовали для последующих экс-
периментов. Пробы уравнивали по количеству 

Таблица 1. Праймеры, использованные для амплификации маркерных генов, экспрессирующихся в опухолевой 
и нормальной ткани предстательной железы

Ген Прямой праймер, 5′–3′ Обратный праймер, 5′–3′ Размер ампли
кона, п.о.

CK5 TTCATCGACAAGGTGCGGT TGAGGTGTCAGAGACATGCG 423
AR GACATGCGTTTGGAGACTGC TTTCTTCAGCTTCCGGGCTC 294
AMACR TGGCCACGATATCAACTATTTGG ACTCAATTTCTGAGTTTTCCACAGAA 247
RB GCAGTATGCTTCCACCAGGC AATCCGTAAGGGTGAACTAGGAAAC 91
CTNNB1 (ген 
β-катенина)

GATTGATTCGAAATCTTGCCCT CTGATGTGCACGAACAAGCA 101

GAPDH CCATCTTCCAGGAGCGAGA GGCAGTGATGGCATGGACTGT 326
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общего белка, определяемого с помощью Pierce 
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, США), 
переносили в микропробирки, содержащие рав-
ный объeм буфера для нанесения проб на гель 
(4% SDS, 20% глицерина, 200 мМ дитиотреита, 
120 мМ Трис-Cl (pH 6.8), 0.002% бромфенолового 
синего), кипятили 5 мин на водяной бане и нано-
сили в объeме 25 мкл, содержащем 50 мкг общего 
белка, на одну дорожку ПААГ. Электрофорети-
чески разделенные белки переносили с  геля на 
мембрану PVDF с помощью полусухого электро-
переноса. Белки на мембране выявляли специфи-
ческими антителами и визуализировали реактивом 
ECL (Sigma, США).

Иммунопреципитация. Для преципитации 
комплексов антиген–антитело образцы ткани рас-
тирали в стальной ступке при помощи жидкого 
азота, лизировали при температуре тающего льда 
30 мин. специальным буферным раствором, содер-
жащим 20  мМ Tris-Cl (pH 8.0), 137 мМ NaCl, 1% 
Nonidet P-40, 2 мМ EDTA и ингибиторы проте-
аз и фосфатаз (Sigma, США) в разведении 1:100. 
Экстракты клеток центрифугировали 15 мин при 
13 000 g и температуре 4 °С и супернатанты исполь-
зовали для последующей иммунопреципитации.

С этой целью к 500 мкл клеточного экстрак-
та, содержащего 500 мкг белка, добавляли 5 мкг 
специфических антител на 90 мин, обработку ан-
тителами проводили при постоянной ротации при 
4 °С. Затем к экстрактам добавляли 30 мкг антител 
к иммуноглобулинам кролика (Sigma, США) на 
1.5 ч с последующим добавлением 30 мкл 10% 
протеин-А сефарозы на 1.5 ч.

Преципитаты отмывали путeм 3-кратного цен-
трифугирования при 2000 об./мин. в буфере для 
иммунопреципитации и 2-кратного центрифуги-
рования в таком же буфере без детергента. По-
следующая обработка включала в себя кипячение 
проб в течение 5  мин в буфере для нанесения на 
гель, центрифугирование для отделения сефарозы 
и нанесение на ПААГ.

Иммунофлюоресцентное окрашивание. Покров-
ные стекла с клетками, распластанными при росте 
в культуре, переносили в чашки 35 мм, однократ-
но отмывали PBS 5 мин, фиксировали 4%-ным 
параформальдегидом 15 мин, затем 70%-ным эти-
ловым спиртом в течение ночи при 4  ºС; обра-
батывали 0.2%-ным “Тритоном X-100” 10 мин, 
промывали PBS 2 раза по 5 мин; сайты неспеци-
фического связывания антител блокировали 1  ч 
раствором, содержащим 3% бычьего сывороточно-
го альбумина и 0.1% “Твина 20”.

Затем на клетки наносили специфические ан-
титела (разведение в 50–200 раз) в блокирующем 
растворе на 1 ч при комнатной температуре, про-
мывали 3 раза по 5 мин. PBS, обрабатывали 1 ч 
при комнатной температуре вторыми антителами, 
конъюгированными с флюоресцентной меткой, 
отмывали 3 раза по 5 мин PBS и заключали в 
среду Аnti-Fade (BioRad, США), уменьшающую 
неспецифическую флюоресценцию и содержащую 
краситель DAPI для окраски ДНК. Иммунофлю-
оресцентные изображения получали на конфо-
кальном электронном сканирующем микроскопе 
Olimpus FV3000 (“Олимпус”, Япония), используя 
лазеры с длиной волны 405, 561 и 640 нм и объек-
тив с  увеличением 60×.

Антитела. Для иммунопреципитации и имму-
ноблотинга использовали следующие антитела: 
кроличьи поликлональные антитела анти-β-ка-
тенин  (CAT-15, Thermo Fisher Scientific, США), 
мышиные моноклональные антитела против pRb 
(C-2) и Gapdh (G-9) (sc-74562 и sc-365062, соответ-
ственно; Santa-Cruz, Biothech, США), мышиные 
моноклональные антитела против AMACR были 
получены самостоятельно (Popov et al., 2018). Для 
иммуноблотинга использовали анти-кроличьи ан-
титела, конъюгированные с пероксидазой хрена 
(HRP) (Cell Signaling, США) и анти-мышиные ан-
титела, конъюгированные с HRP (BioRad, США).

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку результатов проводили с использованием 
средней арифметической величины, ее ошибки и 
критерия Стьюдента (при P  = 0.05), посчитанных 
при помощи программы Microsoft Office Exсel 
2010. Уровень β-катенина определяли по соотно-
шению этого белка с Gapdh на одних и тех же 
электрофоретических блотах.

Каждый эксперимент повторяли не менее 
трех раз. Для количественной оценки и сравне-
ния содержания белков на отдельных электро-
форетических полосах использовали приложение 
GelAnalyzer2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика пациентов с локализованным 
РПЖ, у которых брали пробы ткани простаты. 
Объектом нашего исследования служили пробы 
опухолевой и окружающей нормальной ткани 
предстательной железы 17 пациентов, подверг-
нутых радикальной простатэктомии по поводу 
локализованного РПЖ. В момент операционного 
вмешательства пациентам было от 55 до 73 лет, 

https://www.thermofisher.com/antibody/product/beta-Catenin-Antibody-clone-CAT-15-Polyclonal/71-2700
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уровень ПСА в сыворотке их крови составлял 
3.5–16.8 нг/мл и коэффициент Глисона – от 5 
(3 + 2) до 7  (3 + 4) (табл. 2).

Гены RB и CTNNB1 стабильно экспрессируются 
в опухолевой и нормальной ткани предстательной 
железы человека. Результаты ПЦР-ОТ с использо-
ванием мРНК, полученной из опухолевой и нор-
мальной ткани ПЖ пациентов, оперированных 
по поводу локализованного РПЖ, показали, что 
и в  той, и в другой ткани экспрессируются мар-
кер базального слоя эпителия ПЖ цитокератин 5 
(ЦК5) и маркер люминального слоя эпителия – 
андрогенный рецептор (AR).

В опухолевой ткани выявляется экспрессия 
маркера РПЖ AMACR, который экспрессируется 
в меньшем количестве или отсутствует в нормаль-
ной ткани (рис. 1а, б). В образцах опухолевой и 
нормальной ткани пациентов стабильно экс-
прессируются гены RB и CTNNB1 (β-катенина) 
(рис.  1а, б). ПЦР в реальном времени показала, 
что уровень экспрессии этих генов в опухолевой 
и нормальной ткани ПЖ примерно одинаков 
(рис.  1в, г).

Уровень β-катенина в опухолевой и нормальной 
ткани при РПЖ варьирует от пациента к пациен-
ту, а pRb вовсе не определяется в иммуноблотинге. 
При использовании нагрузки по общему белку 
в 50 мкг на дорожку 10%-ного ПААГ β-катенин 
выявляется в пробах опухолевой и нормальной 

тканей пациентов с РПЖ. Выявляемый уровень 
β-катенина варьирует от пациента к пациенту, но 
не доминирует ни в опухолевой, ни в нормальной 
ткани (рис. 2а). В противоположность β-катенину, 
pRb не определяется в тех же экстрактах тканей 
ПЖ при иммуноблотинге, тогда как в контроль-
ных клетках T98G продукция обоих белков ста-
бильно выявляется на высоком уровне (рис. 2а). 
Сравнение средних величин уровня β-катенина 
в опухолевой и нормальной ткани показывает от-
сутствие различий (рис. 2б). Отсутствие pRb на 
иммуноблотах клеток ПЖ отчасти связано с низ-
ким уровнем его продукции относительно β-ка-
тенина, поскольку использование тех же антител 
против pRb, распознающих эпитоп в С-концевой 
части белка, позволяет выявить этот белок в имму-
нопреципитации, совмещенной с иммуноблотин-
гом, как в  опухолевой, так и в нормальной ткани 
ПЖ (рис. 2в). Результаты иммунофлюоресценции 
на первичных 2D-культурах, полученных из опу-
холевой или нормальной ткани ПЖ, показывают, 
что pRb продуцируется на очень низком уровне и 
выявляется преимущественно в цитоплазме неко-
торых клеток, тогда как β-катенин визуализирует-
ся на значительно более высоком уровне в цито-
плазматической, мембранной и ядерной формах 
(рис. 2г).

Иммунопреципитация β-катенина и его ко-им-
мунопреципитация с pRb из экстрактов опухолевой 

Таблица 2. Общая информация, описывающая статус пациентов с локализованным РПЖ, подвергнутых радикаль-
ной простатэктомии и давших добровольное согласие на использование ткани ПЖ в исследовании

Номер 
п.п.

Последовательный номер 
клинической пробы

Возраст 
пациента (лет)

Уровень ПСА сыворотки крови 
при операции, (нг/мл)

Коэффициент 
Глисона

1 49 73 7.0 6 (3+3)
2 55 56 14.8 5 (3+2)
3 56 60 5.0

6 (3+3)
4 57 68 8.0
5 58 62 7.0
6 59 65

8.0
7 60 73
8 61 61 9.7 7 (3+4)
9 62 61 8.0 6 (3+3)
10 63 65 9.0

7 (3+4)
11 64 72 11.1
12 65 69 16.8

6 (3+3)

13 66 66 16.1
14 67 68 5.1
15 68 55 5.4
16 69 61 9.8
17 70 61 9.7
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и нормальной ткани пациентов с локализованным 
РПЖ. Мы нашли, что хотя β-катенин стабильно 
выявляется у всех пациентов с РПЖ при имму-
ноблотинге, использование тех же антител не при-
водит к его выявлению в иммунопреципитации, 
совмещенной с иммуноблотингом как в опухо-
левой, так и в нормальной ткани. В противопо-
ложность результатам с иммунопреципитацией 
из экстрактов тканей ПЖ, β-катенин стабильно 
выявляется при иммунопреципитации теми же 
антителами из экстрактов клеток линии T98G 
(рис.  3а).

Мы предполагаем, что отсутствие иммунопре-
ципитации β-катенина из экстрактов ПЖ связано 
с тем, что сайты его распознавания антителами 
CAT-15 (Thermo Fisher Scientific, США) экрани-
рованы в ПЖ в результате взаимодействия β-ка-
тенина с pRb. Это предположение соответствует 
тому факту, что используемые антитела иммуно-
преципитируют β-катенин из экстрактов клеток 
T98G, в которых взаимодействие β-катенина и 
pRb происходит, вероятно, иначе (см. рис. 3а).

Для проверки этого предположения мы исполь-
зовали иммунопреципитацию антителами к  pRb, 
совмещенную с иммуноблотингом антителами 
против β-катенина. В таком опыте антитела к pRb 
ко-иммунопреципитируют β-катенин, который 
выявляется как в экстрактах опухолевых и нор-
мальных клеток ПЖ, так и в экстрактах клеток 
T98G (см. рис. 3б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Белок pRb играет различную роль в патогенезе 
локализованного РПЖ и КР-РПЖ. При локализо-
ванном РПЖ мутации или потеря гена RB встре-
чаются менее, чем у 1% пациентов в противопо-
ложность КР-РПЖ, при котором такие нарушения 
выявляются в 30–60% заболеваний (McNair et al., 
2018; Рябов и др., 2022).

Мы предположили, что низкая частота мута-
ций RB и сохранение синтеза его продукта при 
локализованном РПЖ могут быть связаны с тем, 
что pRb теряет некоторые функции опухолевого 
супрессора. Возможно, при локализованном РПЖ 
подобно тому, что происходит при раке толстого 
кишечника, опухолевые клетки создают конку-
рентные преимущества для роста путем модифи-
кации и использования pRb в своих целях (Morris 
et al., 2008; Viatour, Sage, 2011).

Механизм частичной утраты свойств опухо-
левого супрессора продуктом RB может быть 
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Рис. 1. Амплификация RB и CTNNB1 (ген β-кате-
нина) в опухолевой и нормальной ткани предста-
тельной железы (ПЖ) пациентов, оперированных 
по поводу РПЖ. ОТ-ПЦР-амплификация маркеров: 
эпителиальных (ЦК5, AR), опухолевого (AMACR), 
RB и CTNNB1 (гена β-катенина) в опухолевой (а) 
нормальной (б) ткани ПЖ: 1 – маркер мол. массы 
50 п.о., 2 – ЦК5 (423 п.о.), 3 – AR (294  п.о.), 4 – 
AMACR (247 п.о.), 5 – RB (91 п.о.), 6 – CTNNB1 
(101 п.о.), 7 – GAPDH (326 п.о.); в, г – ПЦР-РВ-ам-
плификация RB и CTNNB1 соответственно; в, г  – 
данные ПЦР-РВ представляют собой среднюю 
арифметическую величину и ее ошибку (n = 3).

https://www.thermofisher.com/antibody/product/beta-Catenin-Antibody-clone-CAT-15-Polyclonal/71-2700
https://www.thermofisher.com/antibody/product/beta-Catenin-Antibody-clone-CAT-15-Polyclonal/71-2700
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основан на его взаимодействии с β-катенином 
в клетках РПЖ, как это происходит в клетках при 
раке толстого кишечника (Han et al., 2013). Для 
оценки такого предположения мы сначала оцени-
ли экспрессию генов в опухолевой и нормальной 
ткани ПЖ с помощью ОТ-ПЦР и ПЦР-РВ.

Результаты опытов показали, что гены CTNNB1 
(ген β-катенина) и RB экспрессируются в опухо-
левой и нормальной ткани ПЖ подобно маркерам 
базального (ЦК5) и люминального (AR) эпителия. 
Экспрессия CTNNB1 и RB в опухолевой и нор-
мальной ткани ПЖ существенно не отличается. 

В опухолевой ткани дополнительно выявляется 
AMACR – маркер РПЖ (рис. 1а, б).

При оценке уровня продуктов CTNNB1 и 
RB (pRb) мы нашли, что β-катенин выявляется 
в  опухолевой и нормальной ткани ПЖ, хотя его 
уровень изменяется от пациента к пациенту, не 
показывая доминирования ни в опухолевой, ни 
нормальной ткани (см. рис. 2а, б). В отличие от 
β-катенина, pRb не выявляется на иммуноблотах 
ни в опухолевой, ни в нормальной ткани ПЖ, 
тогда как в  контрольных клетках T98G этот бе-
лок выявляется на высоком уровне (см. рис. 2а). 

Рис. 2. Уровень b-катенина и pRb в опухолевой (1) и нормальной (2) ткани ПЖ трех клинических проб (65, 
66, 67) от пациентов, оперированных по поводу локализованного РПЖ. Иммуноблотинг (WB) и иммунопреци-
питация (ИП); а – WB: белки экстрактов ПЖ разделяли путем электрофореза в 10%-ном ПААГ при нагрузке 
по общеклеточному белку 50  мкг на дорожку; Gapdh определяли для выравнивания нагрузки на разных дорож-
ках, экстракты клеток линии T98G использовали в качестве положительного контроля; б – уровень β-катенина 
в опухолевой (1) и нормальной (2) ткани ПЖ, показаны средние арифметические величины и их ошибки (n = 7); 
в – ИП: pRb из опухолевой и нормальной ткани ПЖ; экстракты, содержащие 50 мкг общеклеточного белка на 
дорожку, разделяли при электрофорезе в ПААГ и визуализировали с помощью WB; г – иммунофлюоресцентное 
выявление pRb (зеленый цвет) и β-катенина (красный цвет) в клетках первичных культур из опухолевой (1) и 
нормальной (2) ткани ПЖ (клиническая проба 70): ядра окрашены DAPI (голубой цвет); конфокальный лазерный 
сканирующий микроскоп FV3000 (Япония; лазеры 405, 561 и 640 нм), увеличение объектива 60×. 
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C помощью иммунопреципитации pRb выявляется 
как в опухолевой, так и в нормальной ткани ПЖ, 
причем в опухолевой ткани его уровень значитель-
но превышает таковой в нормальной ткани (см.  
рис. 2в).

Следующим шагом была оценка физического 
взаимодействия β-катенина и pRb. Путем ко-им-
мунопреципитации антителами к pRb нам удалось 
показать, что эти белки физически взаимодейству-
ют друг с другом и преципитируются в одном 
комплексе. Ко-иммунореципитированный анти-
телами против pRb из экстрактов опухолевой и 
нормальной ткани ПЖ β-катенин выявляется спе-
цифическими антителами на иммуноблотах (см. 
рис. 3а). Уровень ко-иммунопреципитированного 
β-катенина из экстрактов ткани ПЖ подобен та-
ковому из клеток линии T98G (см. рис. 3а).

Интересно, что β-катенин не иммунопреци-
питируется из экстрактов ПЖ теми же специфи-
ческими антителами, которыми он распознается 
в иммублотинге, но иммунопреципитируется из 
экстрактов контрольных клеток T98G (см. рис 3б).

Эти данные дают возможность предположить, 
что в клетках ткани ПЖ сайт распознавания β-
катенина антителами CAT-15 (Thermo Fisher 
Scientific, США) экранирован от распознавания, 
поскольку он занят взаимодействующим с ним 
pRb. В  клетках T98G взаимодействие этих бел-
ков происходит, вероятно, иначе, поэтому сайт 
распознавания антителами CAT-15 оказывается 
открытым и β-катенин эффективно ко-иммуно-
преципитируются теми же антителами против β-
катенина (см. рис. 3б).

Найденные нами особенности взаимодействия 
β-катенина и pRb в клетках ПЖ проходят как в 
опухолевой, так и нормальной ткани. Возмож-
но, что этот процесс инициируется в опухоли 
и распространяется на нормальную ткань путем 
передачи неизвестного фактора, который взаи-
модействует с С-концевым участком β-катенина, 
экранируя находящийся там эпитоп связывания 
антител CAT-15 (Thermo Fisher Scientific, США).

β-Катенин опосредует регуляторное действие на 
клетку эволюционно консервативного семейства 
белков Wnt (Wodarz, Nusse, 1998). В присутствии 
лигандов Wnt цитоплазматичский β-катенин ста-
новится стабильным, транслоцируется в ядро и 
активирует транскрипционные факторы семейства 
LEF/TCF, инициируя продукцию Myc, циклина 
D1, AR, что ассоциируется с возникновением 
РПЖ (Kypta, Waxman, 2012). Мутации β-катени-
на идентифицированы в 5% проб тканей с РПЖ 
(Voeller et al., 1998).

Кроме того, инактивация β-катенина способ-
ствуют мутации опухолевых супрессоров APC и 
AXIN1, продукты которых входят в состав комплек-
са, способствующего его деструкции (Schneider, 
Logan, 2018). Подобно pRb, β-катенин имеет мно-
жественные точки влияния на продукцию AR. В 
регуляторной области гена AR находятся три актив-
ных сайта связывания LEF/TCF, передача сигналов 
Wnt/β-катенин может сопровождаться повышением 
уровня транскрипции AR (Yang et al., 2006).

Торможение GSK-3β, эффекторной киназы 
комплекса, инактивирующего β-катенин в цито-
плазме, может способствовать репрессии AR и ро-
сту РПЖ (Mazor et al., 2004). Мишень сигнального 
пути Wnt/β-катенин, продукт гена циклина D1, 
может подавлять сигнальный путь AR (Petre et al., 
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Рис. 3. Белки pRb и β-катенин физически взаимо-
действуют друг с другом и формируют комплекс 
в  экстрактах ткани предстательной железы чело-
века: а – β-катенин (клинические пробы 58 и 59) 
не преципитируется из экстрактов ткани ПЖ, но 
выявляется на иммуноблоте антителами  CAT-15 
(Thermo Fisher Scientific, США), распознающими 
эпитоп в С-концевом участке молекулы; б – ан-
титела к pRb ко-иммунопреципитируют β-катенин 
из экстрактов ткани ПЖ (клинические пробы 56 
и  57). Клетки T98G использовали как положитель-
ный контроль. ИП, WB – то же, что и на рис. 2. 
Показаны результаты для опухолевой (1) и нормаль-
ной (2) ткани ПЖ.
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2002). В опытах in vivo на мышиной модели РПЖ 
показано, что сверхэкспрессия β-катенина вызы-
вает выраженную интраэпителиальную неоплазию 
и резистентность к антиандрогенной терапии (Yu 
et al., 2009).

Изложенные данные из литературы показы-
вают, что pRb и β-катенин имеют множествен-
ные точки синергичного и антагонистичного 
влияния на продукцию AR и прогрессирование 
РПЖ. Дальнейшее изучение механизмов сочетан-
ной роли этих факторов может раскрыть новые 
стороны патогенеза локализованного РПЖ и его 
перехода в КР-РПЖ.
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INTERACTION OF pRb AND beta-CATENIN IN CANCER  
AND NORMAL TISSUE IN  THE HUMAN PROSTATE

V. M. Ryabova, N. I. Tyapkinb, A. P. Rodimzeva, O. G. Lyublinskayaa,  
I. V. Guzhovaa, B. V. Popova, *

a Institute of Cytology Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064, Russia
b Roman Leningrad Regional Clinical Oncological Dispensary, Ministry of Health  

of the Russian Federation, Kuzmolovo, 188663, Russia
* E-mail: voldemryabov@yandex.ru

Prostate cancer (PCa) is one of the most common oncological diseases, which goes through two stages in 
its development. The first stage, localized prostate cancer, can proceed indefinitely in a dormant form that 
does not require active medical intervention, or suddenly turn into an aggressive metastatic form with lethal 
outcome. The pathogenesis of the transition of the dormant form of PCa to the metastatic form remains not 
fully understood. The signaling pathways of the tumor suppressor pRb and the proto-oncogene β-catenin are 
probably the most involved in the pathogenesis of PCa but the role of their interaction in the pathogenesis of 
prostate cancer has not been studied. The publication on the pathogenesis of tumors in other tissues suggests 
that pRb may lose some properties of a tumor suppressor at the initial stage of PCa development due to its 
interaction with β-catenin that enables tumor cells to gain competitive advantages for reproduction. In this 
work, we have shown that the RB and β-catenin (CTNNB1) genes are well expressed in tumor and normal 
prostate tissue. Unlike β-catenin, pRb is not detected by immunoblotting in tumor and normal prostate 
tissue, but is easily determined in this way in extracts of control T98G cells. Co-immunoprecipitation with 
antibodies to pRb from extracts of tumor and normal prostate tissue makes it possible to detect this protein 
and β-catenin by subsequent immunoblotting, which indicates the physical interaction of these proteins 
in prostate tissue. On the other hand, immunoprecipitation of β-catenin with antibodies to its C-terminal 
fragment does not detect this protein in prostate extracts by subsequent immunoblotting using the same 
antibody. In contrast to prostate tissue, β-catenin is readily detected by immunoprecipitation combined with 
immunoblotting in T98G control cell extracts. The obtained data suggest that pRb and β-catenin physically 
interact with each other in cells of different tissue specificity. In T98G cells, this interaction probably occurs 
through the C-terminal fragment of β-catenin, but in prostate cells it occurs in a different way, since the 
C-fragment of β-catenin is shielded from such interaction, possibly due to its physical association with pRb.
Keywords: localized prostate cancer, signal pathway, pRb, β-catenin, interaction
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Клетки Колмера  — это особая популяция фагоцитирующих клеток сосудистого сплетения, участ-
вующих в поддержании гематоликворного барьера головного мозга. В  нашей работе была изучена 
структурная организация этих клеток у крыс Wistar, Wistar-Kyoto и спонтанно-гипертензивных крыс 
линии SHR. Проведенное сравнительное иммуногистохимическое исследование с использованием 
антител против макрофагальных маркеров Iba-1 и CD68 и белка промежуточных филаментов ви-
ментина позволило показать, что клетки Колмера у трех исследованных групп животных различа-
ются по своей функциональной активности. У крыс линий Wistar-Kyoto и SHR отмечали не только 
признаки активации клеток Колмера, заключающиеся в исчезновении отростков и приобретении 
клетками округлой формы, но и присутствие в активированных клетках виментина. Полученный 
результат свидетельствует о взаимосвязи экспрессии виментина с активацией фагоцитирующих кле-
ток головного мозга.
Ключевые слова: клетка Колмера, крыса SHR, головной мозг, сосудистое сплетение, иммуногисто-
химия
Принятые сокращения: ИП  — иммунопозитивные клетки; ChPl  — сосудистое сплетение; SHR  — 
спонтанно-гипертензивные крысы; WKY  — крысы Wistar-Kyoto.

DOI: 10.31857/S0041377124010075, EDN: IBBWCG

Клетки Колмера  — это популяция клеток, 
ассоциированных с факторами врожденного им-
мунитета, которые вместе с тканевыми структура-
ми сосудистого сплетения (Choroid Plexus  — ChPl) 
участвуют в поддержании гематоликворного барье-
ра головного мозга (Maslieieva, Thompson, 2014), 
защищают мозг от проникновения в него через 
ликвор чужеродных веществ (Ling et al., 1998).

Артериальная гипертензия приводит к изме-
нению показателей мозгового кровообращения 
(Fujishima et al., 1995), что не может не сказаться 
на функциональном состоянии ChPl. Было пока-
зано, что длительное повышение артериального 
давления приводит к ремоделированию стенки 
кровеносных сосудов, изменению расположения 
слоев гладкомышечных клеток, утолщению ба-
зальной мембраны в связи с накоплением колла-
гена (Gonzalez-Marrero et al., 2022).

Моделирование данной патологии на живот-
ных позволяет изучать возможные механизмы 
длительного влияния высокого артериального дав-
ления на мозг. В  настоящее время крысы линии 
SHR (Spontaneously Hypertensive Rat) считаются 
лучшей биологической моделью артериальной ги-
пертензии (Amenta et al., 2003).

Использование трансмиссионной электронной 
микроскопии показало, что в эпителии сосуди-
стого сплетения молодых крыс со спонтанной 
гипертензией происходит частичная потеря ми-
кроворсинок и базолатеральной складчатости, ги-
пертрофия аппарата Гольджи, увеличение количе-
ства везикул и митохондрий (Ruchoux et al., 1992).

Кроме того, было обнаружено, что хрониче-
ская гипертензия у крыс линии SHR вызывает 
изменения целостности гематоликворного барье-
ра (Al-Sarraf, Philip, 2003; González-Marrero et al., 
2012, 2013). Несмотря на выраженные морфологи-
ческие изменения ChPl, до сих пор не было про-
ведено анализа морфофункционального состояния 
клеток Колмера при данной патологии. Клетки 
Колмера хорошо выявляются при использовании 
микроглиального и макрофагального маркера  — 
белка Iba-1 (Кирик и др., 2021).

Белок промежуточных филаментов III типа 
виментин является маркером клеток мезенхим-
ного происхождения, в том числе макрофагов 
и фибробластов (Castro-Muñozledo et al., 2017). 
Согласно данным литературы, уровень содержа-
ния виментина выше в активированных макро-
фагах, при этом данный белок может поступать и 
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в  межклеточное пространство (Mor-Vaknin et al., 
2002; Beneš et al., 2006; Mahesh et al., 2016).

Содержание виментина в клетках Колмера ра-
нее не изучалось, хотя принадлежность этих клеток 
к популяции микрогии и макрофагов предполага-
ет возможность присутствия его в этих клетках. 
Поэтому цель данной работы состояла в изучении 
структурной организации клеток Колмера у крыс 
линий SHR, Wistar-Kyoto (WKY) и Wistar, опре-
делении фенотипических особенностей данных 
клеток с использованием реакции на виментин.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

В исследовании был использован головной 
мозг половозрелых крыс, самцов нормотензивных 
линий Wistar (АД 90 ± 12 мм рт. ст., n  = 3) и WKY 
(АД 105 ± 15 мм рт. ст., n  = 3) и спонтанно-ги-
пертензивной линии SHR (АД > 220 мм рт. ст., 
n  = 3). Животные были получены из биоколлек-
ции Института физиологии РАН им. И.П. Павло-
ва (SHR, WKY) и питомника Рапполово (Wistar).

Артериальное давление измеряли неинвазив-
ным способом с помощью прибора PowerLab 
4/35+NIPB Controller (AD instruments, Новая Зе-
ландия) и программного обеспечения LabChart 
88.1.5 2016 (AD instruments, Новая Зеландия).

При содержании и эвтаназии животных соблю-
дали принципы Европейской конвенции о защите 
позвоночных животных, используемых для экспе-
риментов или в иных научных целях (Страсбург, 
1986 г.) и Правила надлежащей лабораторной 
практики (приказ Минздрава России от 01.04.2016 
№ 199н). Исследование было одобрено локальным 
этическим комитетом при Институте эксперимен-
тальной медицины (протокол № 1/22 от 18.02.2022). 

Эвтаназию животных проводили под эфирным 
наркозом. Головной мозг извлекали и фиксиро-
вали погружением в цинк-этанол-формальдегид 
(Korzhevskii et al., 2015). Заливку в парафин про-
водили по общепринятой методике. Фронтальные 
срезы головного мозга толщиной 5 мкм изготавли-
вали при помощи ротационного микротома (Leica, 
Германия).

Для исследования была взята зона на уровне 
от –2,92 мм до –3,60 мм относительно брегмы 
(Paxinos, Watson, 1982), которая соответствовала 
основной части (main part) боковых желудочков 
по классификации Левингера (Levinger, 1971). 
В  качестве обзорной гистологической окраски 
использовали окраску толуидиновым синим по 
методу Ниссля.

После стандартной процедуры депарафинирова-
ния и регидратации срезы использовали для им-
муногистохимического окрашивания. Для этого их 
предварительно подвергали тепловому демаскирова-
нию в 10%-ном водном растворе тиосульфата (па-
тент No RU 2719163 C1), для предотвращения не-
специфического связывания использовали раствор 
Protein block DPB-125 (Spring Bioscience, США). 

Маркирование клеток Колмера проводили 
с использованием кроличьих поликлональных ан-
тител к Iba-1 в разведении 1:1500 (Biocare Medi-
cal, США). Для иммуномаркирования макрофагов 
были использованы мышиные моноклональные 
антитела к CD68 (клон ED1) в разведении 1 : 4000 
(AbCam, Великобритания).

Для сравнения Iba-1 и CD68 постановку им-
муногистохимических реакций проводили на 
соседних последовательных срезах. Инкубацию 
в  первичных реагентах вели в течение 18 ч при 
температуре 27  °С. В качестве вторичных реа-
гентов использовали антитела из набора Mouse 
and Rabbit Specific HRP/DAB IHC Detection Kit 
(Abcam, Великобритания).

Виментин выявляли при помощи мышиных 
моноклональных антител (клон V9) в разведе-
нии 1:100 (Agilent, США) при температуре 27  °С 
в течение 18 ч. В качестве вторичных реагентов 
использовали набор UltraVision Quanto HRP DAB 
Detection System (TL-060-QHL, Thermo Fisher Sci-
entific, США). Для визуализации продукта реак-
ции использовали хромоген 3′3-диаминобензидин 
из набора DAB+ (Agilent, США). После постанов-
ки иммуногистохимических реакций часть срезов 
докрашивали гематоксилином.

Микроскопическое исследование препаратов 
в проходящем свете и фотосъемку выполняли, 
используя микроскоп Leica DM750 и цифровую 
фотокамеру Leica ICC50 (Leica, Германия).

Для постановки двойной иммунофлуоресцент-
ной реакции на Iba-1 и виментин были исполь-
зованы кроличьи поликлональные антитела к Iba-
1 в  разведении 1: 500 (Biocare Medical, США) и 
мышиные моноклональные антитела к виментину 
клон V9 разведении 1:100 (Agilent, США) при тем-
пературе 27  °С в течение 18 ч. В качестве вто-
ричных реагентов были выбраны антитела осла 
против кролика, конъюгированные с RRX (Jackson  
ImmunoResearch, США), моновалентный Fab 
фрагмент антимышиного иммуноглобулина осла, 
меченный биотином (Jackson  ImmunoResearch, 
США) и конъюгат стрептавидина с флуорохромом 
Cy2 (Jackson  ImmunoResearch, США). 
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Инкубацию со вторичными антителами про-
водили согласно рекомендациям производителя. 
Полученные препараты исследовали при помо-
щи конфокального микроскопа LSM 800 (Zeiss, 
Германия). Параметры съемки препаратов были 
идентичными для всех исследуемых случаев.

Анализ полученных изображений проводили 
при помощи компьютерных программ ZEN-2012 
(Zeiss, Германия) и ImageJ (NIH, США) (Rueden 
et al., 2017).

Для постановки отрицательного контроля анти-
тел на один из срезов обрабатываемой серии препа-
ратов вместо раствора первичных антител наносили 
раствор для разведения антител Antibody Diluent 
(Spring Bioscience, США). Внутренним положи-
тельным контролем для иммуногистохимической 
реакции на виментин являлись мозговая оболочка 
и клетки эпендимной выстилки, а для реакции на 
Iba-1  — микроглия полушарий головного мозга.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На препаратах, окрашенных толуидиновым 
синим по Нисслю, не было выявлено видимых 
отличий в состоянии ChPl между разными груп-
пами животных. У крыс исследуемых линий отсут-
ствовали морфологические признаки гидроцефа-
лии. Эпителиоциты ChPl имели ровные контуры, 
ядра клеток были округлой или овальной формы. 
Капилляры ChPl имели широкий просвет без при-
знаков дистрофии стенки (гиалиноза) и десквама-
ции эндотелия. У крыс Wistar ворсинки сплетения 

располагались более компактно вблизи стенки же-
лудочка, чем у крыс WKY и SHR.

После проведения иммуногистохимической ре-
акции на белок Iba-1, который является маркером 
микроглии и макрофагов, в полости желудочков 
на поверхности эпителия ворсинок ChPl выявля-
лись Iba-1-иммунопозитивные клетки (Iba-1-ИП) 
коричневого цвета, по своим морфологическим 
особенностям соответствующие клеткам Колмера. 
Iba-1-ИП  — клетки округлой или овальной фор-
мы  — располагались в непосредственной близо-
сти к сосудам в периваскулярном пространстве, 
строме ChPl, супраэпендимной зоне и свободно 
в ликворе за пределами ChPl (рис. 1).

У крыс нормотензивных линий Wistar и WKY 
на срезах ChPl между ворсинками Iba-1-ИП клет-
ки распределены равномерно. В срезах обнаружи-
ваются как целиком попавшие в плоскость среза 
клетки, так и их фрагменты разной величины и 
формы. На  поверхности ворсинок, обращенных 
в  полость желудочков, встречаются клетки округ-
лой формы, некоторые из них отдалены от поверх-
ности ChPl на различные расстояния.

У крыс гипертензивной линии SHR распреде-
ление Iba-1-ИП клеток неравномерное, среди них 
появляются крупные округлые малоотростчатые 
или безотростчатые клетки Iba-1-ИП, которые 
формируют группы из 2–3 клеток (см. рис.  1в). 
В  полости желудочка также выявляются единич-
ные клетки на различном расстоянии от ChPl.

После проведения иммуногистохимической ре-
акции на виментин у всех изученных животных на 

Рис. 1. Фрагменты сосудистого сплетения боковых желудочков головного мозга крыс линии Wistar (a), Wistar-
Kyoto (б), SHR (в). Иммуноцитохимическая реакция на белок Iba-1 с подкраской ядер гематоксилином. Объектив 
Plan-Apochromat 10×/0.22. Стрелки указывают на клетки Колмера. Масштабный отрезок равен 20 мкм.
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срезах головного мозга реакция высокой интен-
сивности наблюдалась в эпендимоцитах, клетках 
выстилающих полость желудочков, и в эндотелии 
капилляров. У крыс линий WKY и SHR выяв-
лялись отдельные виментин-иммунопозитивные 
клетки (виментин-ИП) в просвете сосудов и на 
поверхности эпителия ворсинок ChPl (рис. 2).

Постановка иммуногистохимической реакции 
на маркер, ассоциированный с провоспалитель-
ным фенотипом макрофагов — CD68 — показала, 
что не все Iba-1-ИП клетки экспрессируют дан-
ный маркер. Гранулярный продукт реакции CD68 
выявляли только в крупных Iba-1-ИП безотрост-
чатых клетках неправильной формы и в округлых 
клетках в ликворе (рис. 3).

У крыс линии Wistar после проведения двой-
ной иммунофлуоресцентной реакции на белок 
Iba-1 и виментин не удалось выявить клетки, 

экспрессирующие оба маркера одновременно. 
На апикальной поверхности эпителия ворсинок 
располагались отростчатые клетки. Они имели 
крупные неветвящиеся отростки, напоминавшие 
цитоподии (рис. 4а, г).

У крыс линии WKY клетки, экспрессирующие 
оба маркера, встречались только на поверхности 
ворсин ChPl и отсутствовали в строме (см. рис. 
4б). Эти клетки, как правило, были округлой фор-
мы с одним утолщенным коротким отростком. 
Промежуточные филаменты, содержащие вимен-
тин, распределялись равномерно по телу клетки, 
за исключением одной или двух округлых зон (со-
ответствующих ядру клетки), и не проникали в от-
ростки. В свободном от виментина пространстве 
располагался гранулярный Iba-1ИП продукт ре-
акции.

У крыс линии SHR на поверхности ворсин 
ChPl, обращенных друг к другу, и на поверхно-
сти, обращенной в полость желудочка, встреча-
лись отдельные клетки, экпрессирующие Iba-1 и 
виментин одновременно. Данные клетки имели 
овальную форму и короткие отростки. Виментин 
равномерно распределялся по всей цитоплазме 
(за исключением краевой зоны) вне области кле-
точного ядра. Iba-1-ИП мелкозернистый продукт 
реакции присутствовал как в отростках клеток 
Колмера, так и в цитоплазме (см. рис. 4е). Ви-
ментиновые промежуточные филаменты распре-
делялись только по телу клетки и не проникали 
в  Iba-1-ИП отростки, которые по своему виду 
напоминали складки плазматической мембраны.

ОБСУЖДЕНИЕ

Иммуногистохимическая реакция на белок 
Iba-1, который считается селективным макро-
фагальным маркером (Korzhevskii, Kirik, 2016), 

Рис. 2. Виментин-иммунопозитивные клетки, ассоциированные с сосудистым сплетением в желудочках крыс 
линии Wistar (a), Wistar-Kyoto (б), SHR (в). Иммуноцитохимическая реакция на белок виментин с подкраской 
ядер гематоксилином. Объектив Plan-Apochromat 100×/1.25 Oil (масляная иммерсия). Стрелки указывают на 
виментин-положительные клетки. Масштабный отрезок равен 20 мкм.

Рис. 3. Совместная локализация Iba-1 и CD68 
в  клетках сосудистого сплетения крысы SHR на 
последовательных срезах. Иммуноцитохимическая 
реакция на белок Iba-1 (а) и CD68 (б) с подкраской 
ядер гематоксилином. Стрелки указывают на клетки 
Колмера, звездочки  — топографические маркеры, 
указывающие на одни и те же структуры на а, б. 
Объектив Plan-Apochromat 40×/0.65. Масштабный 
отрезок равен 50  мкм.
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хорошо выявляет макрофаги на поверхности 
сосудистого сплетения, которые по своим мор-
фологическим признакам и расположению от-
носительно эпителия ворсинок СhPl, могут быть 
определены как клетки Колмера.

По данным литературы, типичные клетки Кол-
мера имеют от трех до пяти основных цитоплаз-
матических отростков (Ling et al., 1998), кото-
рые увеличивают площадь поверхности клеток и 
способствуют их прикреплению к апикальной по-
верхности эпителия ChPl в условиях тока ликво-
ра. При активации клеток Колмера, как и клеток 
микроглии, наблюдается сокращение и утолщение 
отростков. Такое уменьшение площади соприкос-
новения способствует их отрыву от поверхности 
эпителия и перемещению с током ликвора.

Единичные клетки Колмера из обнаруженных 
в полости желудочка у крыс линии Wistar сохраня-
ют свою отростчатую форму, и в них отсутствует 
виментин. Это может быть обусловлено тем, что 
в  неактивированных клетках содержание этого 

белка ниже минимального порогового уровня, 
необходимого для иммуногистохимической де-
текции.

Присутствие клеток Колмера в ликворе может 
свидетельствовать в пользу существования меха-
низма, при котором небольшое количество таких 
клеток попадает в цереброспинальную жидкость 
и циркулирует в ее составе. Поскольку ChPl яв-
ляется зоной локализации гематоликворного ба-
рьера, его функциональная дисрегуляция может 
привести к попаданию в ликвор веществ, монито-
ринг и утилизацию которых осуществляют клетки 
Колмера.

Признаками активации клеток Колмера были 
округлая форма клеток, исчезновение крупных 
отростков и присутствие виментина (Jiang et al., 
2012). Выявленные признаки активации не дают 
однозначного ответа на вопрос, с чем она связа-
на. Наиболее вероятной представляется гипотеза 
о повреждении гематоликворного барьера при ар-
териальной гипертензии у исследуемых животных.

Рис. 4. Клетки Колмера в сосудистом сплетении бокового желудочка в головном мозге крысы линии Wistar 
(а, г), WKY (б, д) и SHR (в, е). Двойная иммунофлуоресцентная окраска на Iba-1 и виментин, визуализация 
при помощи флуорохромов RRX (красный цвет) и Cy2 (зеленый цвет) соответственно. Конфокальная лазерная 
микроскопия. Объектив Plan-Apochromat 63×/1.40 Oil DICM27 (масляная иммерсия); а–в  — общий вид. Рамки 
ограничивают области, представленные на г–е. Масштабный отрезок  — 10 мкм. г, д, е  — отдельные клетки 
Колмера на поверхности сосудистого сплетения крыс линии Wistar (г), WKY (д) и SHR (е). Масшабный отрезок 
равен 5 мкм.
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По данным, полученным ранее с помощью 
электронной микроскопии (Ruchoux et al., 1992), 
у крыс линии SHR в эпителиальных клетках ChPl 
гипертрофирован секреторный аппарат, что кос-
венно свидетельствует в пользу нарушения про-
ницаемости гематоликворного барьера.

Интересным фактом, установленным в рамках 
проведенного исследования, является обнаруже-
ние признаков активации клеток Колмера у крыс 
нормотензивной линии Wistar-Kyoto. Крысы этой 
линии нередко используются в фундаментальных и 
клинических исследованиях в качестве контроль-
ной группы к крысам линии SHR (H’Doubler et 
al., 1991; Yang et al., 2017). Однако отмечается, 
что крысы линии WKY демонстрируют повышен-
ное тревожное и депрессивноподобное поведение, 
а также изменения в гипоталамо-гипофизар-
но-адреналовой, серотонинергической и дофами-
нергической системах, которые сопровождаются 
нейровоспалением (Millard et al., 2020). Все это 
свидетельствует о необходимости использования 
в исследованиях, выполняемых на крысах SHR, 
дополнительного контроля, в качестве которого 
могут быть использованы крысы Wistar.

Другим важным фактом, выявленным в рамках 
проведенного исследования, является присутствие 
гранулярных скоплений Iba-1 в ядре клеток Кол-
мера у исследуемых животных. Этот феномен, как 
было установлено ранее (Korzhevskii et al., 2017), 
характерен для типичных клеток микроглии.

Таким образом, полученные данные согла-
суются с представлениями о родстве популяций 
микроглиоцитов и клеток Колмера. В настоящее 
время известно, что микроглиоциты происходят 
из клеток желточного мешка (Li, Barres, 2017). 
О  происхождении клеток Колмера сведения про-
тиворечивы. Не исключено, что клетки Колмера и 
микроглиоциты могут иметь общее происхождение.

Таким образом, проведенное исследование поз-
волило охарактеризовать фенотипические особен-
ности клеток Колмера у различных линий крыс. 
Показано, что клетки Колмера у трех исследован-
ных групп животных различаются по своей функ-
циональной активности.

Признаки активации клеток Колмера, включа-
ющие сокращение и утолщение отростков, приво-
дящее к изменению формы клеток с отростчатой 
на округлую, отсутствуют у крыс линии Wistar, 
отмечаются у крыс линии WKY и ярко выражены 
у крыс линии SHR. Положительная иммуногисто-
химическая реакция на виментин в активирован-
ных клетках Колмера свидетельствует о взаимо-

связи его экспрессии с активацией микроглии и 
тканевых макрофагов и может служить дополни-
тельным маркером активированных клеток.
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VIMENTIN IN KOLMER CELLS OF SPONTANEOUSLY  
HYPERTENSIVE RATS

D. E. Korzhevskiia, V. A. Razenkovaa, *, O. V. Kirika

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, 197376 Russia
* E-mail: valeriya.raz@yandex.ru

Epiplexus (Kolmer) cells are macrophage-like cells of the choroid plexus that help maintain the blood-
cerebrospinal fluid barrier. Here we studied the structural organization of Kolmer cells in Wistar, Wistar-
Kyoto and spontaneously hypertensive (SHR) rats. A comparative study using Iba-1, CD68 and vimentin 
immunohistochemistry showed that the functional activity of epiplexus cells differs in three examined groups 
of animals. Wistar-Kyoto and SHR rats showed noticeable signs of Kolmer cells activation, which consisted 
in the disappearance of cell processes resulting in the formation of round-shaped cells. Another significant 
observation was the presence of vimentin in activated epiplexus cells. The result obtained indicates that 
vimentin expression by phagocytic cells could be linked with their activation.
Keywords: Kolmer cell, spontaneously hypertensive rat, forebrain, choroid plexus, immunohistochemistry
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Работа посвящена исследованию нейродегенеративных изменений в ультраструктурной организации 
СА1 гиппокампа у взрослых крыс, перенесших пренатальную гипергомоцистеинемию (пГГЦ). Мето-
дом электронной микроскопии в нейронных сетях области СА1 дорсального гиппокампа у взрослых 
крыс с пГГЦ, в отличие от контрольных животных, обнаружены признаки патологических изменений: 
дегенерация пирамидных нейронов, разрушение миелиновой оболочки аксонов, а также деструкция 
осевых цилиндров базальных и апикальных дендритов, направленных от нейронов пирамидного 
слоя в сторону tractus temporoammonic или коллатералей Шаффера соответственно. У  контрольных 
животных на дистальных ответвлениях дендритов в слоях stratum oriens и stratum radiatum с помо-
щью метода Гольджи выявлена густая сеть варикозных дендритных расширений, обеспечивающих 
увеличение площади синаптических контактов. У  крыс, перенесших пГГЦ, в этих дендритных ва-
рикозных расширениях обнаруживаются значительные деструктивные изменения: разрушение крист 
митохондрий и появление расширенных цистерн. У  взрослых крыс с пГГЦ полностью нивелирует 
предпочтение запаха валерианы, являющегося в норме физиологически значимым стимулом, что 
свидетельствует о негативном влиянии пГГЦ на работу обонятельного анализатора, деятельность 
которого тесно связана с гиппокампом. Полученные факты свидетельствуют о пагубном действии 
гомоцистеина на структуру и межнейронные связи в нервной ткани области СА1 дорсального гип-
покампа как морфологического субстрата для интеграции поступающих в него стимулов.
Ключевые слова: крыса, гиппокамп, онтогенез, гипергомоцистеинемия, ультраструктурная организа-
ция, варикозное расширение дендритов, нейродегенеративное изменение, обоняние
Принятые сокращения: ГГЦ — гипергомоцистеинемия; пГГЦ — пренатальная ГГЦ; ГО — гликопро-
теин олигодендроцитов; ANOVA  — дисперсионный анализ.

DOI: 10.31857/S0041377124010083, EDN: HZKQJJ

Гипергомоцистеинемия  — состояние организ-
ма при повышенном уровне содержания в тканях 
токсичной аминокислоты гомоцистеина, которая 
способна вызывать эксайтотоксическую гибель 
нейронов головного мозга и дисфункцию различ-
ных систем организма. В случае ГГЦ в организ-
ме матери отмечаются нарушение плацентарного 
кровотока и выработки ряда трофических фак-
торов, что в свою очередь может привести к  се-
рьезным изменениям в процессе формирования 
мозга потомства в эмбриогенезе, а также его со-
зревания и функционирования в раннем постна-
тальном онтогенезе (Vasilev еt al., 2023).

В коре и гиппокампе мозга потомства крыс, 
подвергшихся действию экспериментально вы-

званной пренатальной ГГЦ (пГГЦ), в период 
с  четвертых суток беременности до родоразреше-
ния нами ранее были выявлены признаки отстава-
ния в развитии и нейродегенеративных изменений 
(Shcherbitskaia еt al., 2021).

Среди наиболее характерных структурных из-
менений отмечали гибель проекционных пира-
мидных нейронов в новой коре и дорсальном 
гиппокампе на фоне развития нейровоспаления. 
Наибольшей выраженности нейровоспалительные 
процессы достигали в области СА1 дорсального 
гиппокампа, которая является важным интегра-
тивным центром, тесно связанным с  неокортек-
сом. Область СА1 играет важную роль в пове-
денческих ответах на внутреннюю и внешнюю 

Посвящается Маргарите Геннадьевне Белеховой, замечательному челове-
ку, исследователю и эволюционисту, по случаю 90-летия.
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обонятельную, соматосенсорную, слуховую и зри-
тельную информацию, а также принимает актив-
ное участие в организации сложных форм пове-
дения крыс.

Развитие нейродегенеративного процесса, вы-
званного пГГЦ, сопровождалось нарушением 
функции синаптической передачи, что, в  частно-
сти, выражалось в снижении долговременной по-
тенциации и уменьшении пула лабильных гри-
бовидных дендритных шипиков с шипиковым 
аппаратом, вовлеченных в ее обеспечение (Postni
kova еt al., 2022), что приводило к когнитивныму 
дефициту.

Обонятельная система у животных имеет реша-
ющее значение для выживания во время решения 
таких задач, как выбор пищи и идентификация 
запаха хищника. Она также оказывает значитель-
ное влияние на социальные взаимодействия, ре-
продуктивную функцию и многие другие формы 
поведения. Обоняние является уникальным среди 
сенсорных систем по своей относительной струк-
турной консервативности на протяжении всей 
эволюции млекопитающих.

Было показано, что по сравнению с другими 
сенсорными системами, первичная обонятель-
ная кора, включая переднее обонятельное ядро, 
обонятельный бугорок и пириформную кору, 
имеет функциональную связь с нейронными се-
тями гиппокампа (Zhou еt al., 2021). Считается, 
что в  отличие от других сенсорных систем связь 
гиппокампа с обонятельным анализатором доста-
точно тесна, что можно проследить в ходе эволю-
ции млекопитающих (Allen, Fortin, 2013; Schwarz 
еt al., 2013; Gass еt al., 2014; Mechling еt al., 2014; 
Liska еt al., 2015; Lu еt al., 2019). Между тем 
в  ходе эволюции плацентарных млекопитающих 
неокортекс расширился, сместив функциональные 
сети гиппокампа от первичной сенсорной коры 
к ассоциативной коре (Buckner, Krienen, 2013). 
Так, функциональные сети гиппокампа челове-
ка преимущественно включают высшие ассоциа-
тивные области коры, в то время как у грызунов 
сохраняются связи с первичной сенсорной корой 
(Bergmann еt al., 2016). 

На  модели пГГЦ обонятельную функцию ра-
нее не рассматрили. Интеграция между различ-
ными отделами головного мозга особенно важна 
в пределах сенсорных анализаторов (в частности, 
обонятельного) и при организации двигательной 
активности животных.

Большинство структурных нарушений на моде-
ли пГГЦ было нами исследовано в первый месяц 

постнатального онтогненеза, когда происходит 
нормализация уровня гомоцистеина и отмеча-
ются нейровоспалительные процессы, тогда как 
информация об изменениях на взрослой стадии 
обрывочна, что определяет актуальность микро-
скопического и ультраструктурного изучения тка-
ни гиппокампа взрослых пГГЦ животных.

Исходя из изложенного, цель настоящей работы 
заключалась в исследовании нейродегенеративных 
изменений ультраструктурной организации обла-
сти СА1 дорсального гиппокампа у взрослых крыс, 
перенесших пГГЦ, а также нарушения поведения 
животных, связанного с обонятельной функцией.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Работа проведена на крысах линии Wistar из 
питомника Рапполово (Санкт-Петербург, Россия). 
При проведении работ использовали разработан-
ный ранее метод моделирования гипергомоци-
стеинемии (ГГЦ), основанный на дозированной 
метиониновой нагрузке, создаваемой путем при-
нудительного перорального введения эксперимен-
тальным животным 0.15%-го водного раствора 
L-метионина (0.10–0.15 г в расчете на животное 
ежедневно), начиная с четвертых суток после 
оплодотворения и до родоразрешения (Арутюнян 
и др., 2012).

Самкам крыс контрольной группы в эти же 
сроки дополнительно перорально вводили воду. 
Морфологическое и поведенческое исследования 
проводили на самцах из потомства этих самок. 
С использованием световой и электронно-микро-
скопической техники проведено морфофункцио-
нальное исследование структурной организации 
области СА1 дорсального гиппокампа контроль-
ных крыс и деструктивных изменений в ней 
у крыс, перенесших пГГЦ, через три месяца (ста-
дия Р90) после рождения.

Световая микроскопия. Метод Ниссля. Мор-
фологический анализ состояния нервных клеток 
мозга проводили на других выборках животных: 
у контрольных и экспериментальных крыс на 
взрослой стадии развития, по девять животных 
в  каждой группе. После транскардиальной пер-
фузии 10%-ным нейтральным формалином на 
фосфатном буфере мозг резали на криостате Leica 
SM15105 (Leica, Германия), а полученные срезы 
дорсального гиппокампа толщиной 20 мкм окра-
шивали крезилвиолетом по методу Ниссля.

Метод Гольджи. Исследование особенностей 
направления и характера ветвления дендритных 
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отростков, расположение шипиков и варикозных 
расширений дендритов проводили хромосеребря-
ным методом Гольджи. Взрослых контрольных 
крыс (n = 10) наркотизировали Золетилом (30  мг 
на 1 кг веса), декапитировали, извлекали мозг и 
фиксировали блок с тканью конечного мозга, со-
держащий гиппокамп. Использовали классический 
метод с двухнедельным осмированием и серебре-
нием, сроком до одной недели. Процедуру подго-
товки материала проводили по протоколу, подроб-
но описанному нами ранее (Белехова, Туманова, 
1988). Мозг заливали в целлоидин и готовили серии 
фронтальных срезов толщиной 75–100 мкм.

Морфометрический анализ применяли для 
подсчета варикозных расширений и дендритных 
шипиков в зонах базальных и апикальных дендри-
тов области СА1 дорсального гиппокампа. Число 
животных в выборке контрольной группы состав-
ляло 10.

Для анализа отбирали участки ткани stratum 
oriens (n = 7) и stratum radiatum (n = 9), на которых 
были одиночные дендритные отростки нейронов, 
характеризующиеся равномерной импрегнацией 
серебром. Подсчеты среднего количества дендрит-
ных шипиков и варикозных расширений осуще-
ствляли на ровных, прямых участках дендритов из 
слоев stratum oriens и stratum radiatum. Для каждой 
области интереса гиппокампа животного анализи-
ровали по восемь таких участков дендритов.

Ультраструктурный анализ нервной ткани мозга 
проводили у контрольных и крыс с пГГЦ на взрос-
лой стадии развития, по два животных в  каждой 
группе. Особи наркотизировали, как было описа-
но ранее. Для изучения межклеточных взаимоот-
ношений, структуры нейропиля и особенностей 
синаптических контактов в области СА1 дорсаль-
ного гиппокампа крыс проводили фиксацию тка-
ни для электронно-микроскопического исследова-
ния методом транскардиальной перфузии смесью 
1%-ного глутарового альдегида и 1%-ного фор-
мальдегида на 0.1М PBS pH 7.4. 

Далее область мозга с гиппокампом дофикси-
ровали 1%-ным раствором OsO4, контрастиро-
вали уранилацетатом, обезвоживали и заливали 
в  эпон по стандартному протоколу (Shcherbitskaia 
et al., 2021). На ультратоме LKB-III (LKB, Шве-
ция) изготавливали ультратонкие срезы толщиной 
50 нм, которые затем исследовали на электронном 
микроскопе FEI Tecnai G2 Spirit (FEI, США).

Иммунофлуоресцеция. С целью сравнительной 
оценки миелинизации на сроках Р20 и Р90 у крыс 
в норме (n = 9) и при пГГЦ (n = 9) изучали распре-

деление маркерного белка миелиновых волокон — 
гликопротеина олигодендроцитов (ГО) методом 
иммунофлуоресцентного анализа. Использовали 
первичные антитела ab24022 в разведении 1:1000) 
и FITC-конъюгированные вторичные антитела 
ab6785 в разведении 1:200 (Abcam, США).

Исследовали участок области СА1 дорсального 
гиппокампа (4.5 мм от Bregma по атласу: Paxinos, 
Watson, 2007), вычисляя среднюю яркость свече-
ния на участке шириной 500 мкм, охватывающем 
все слои cornus ammoni от stratum oriens до stratum 
radiatum. При этом отбирали для анализа участки 
слоев stratum oriens и stratum radiatum для количе-
ственного анализа.

Первый срез последовательности имел слу-
чайное расположение в пределах области ин-
тереса, дистанция между последующими была 
40 мкм. В работе использовали двойную систе-
му негативного контроля. Негативный контроль 
“ГО+-печень” представлял собой ткань печени 
крысы контрольной группы. На срезах проводили 
полную процедуру иммунохимического окрашива-
ния ГО как первичными, так и вторичными ан-
тителами. Помимо этого, для каждого животного 
подбирали негативный контроль ГО–  — соседние 
срезы гиппокампа, иммунохимическую реакцию 
в  которых проводили только вторичными анти-
телами в  отсутствие первичных антител.

С помощью программы VideoTest Master 
Morphology (VideoTest, Санкт-Петербург, Россия) 
на каждом анализируемом участке гиппокампа (по 
семь участков от каждого животного) измеряли 
среднюю яркость иммунофлуоресцентного свече-
ния визуализированного гликопротеина. Затем для 
каждого исследуемого участка вычисляли разность 
между измеренной средней яркостью свечения на 
участке и яркостью аналогичного поля, соответ-
ствующего негативного контроля, используя ее 
в  дальнейшей статистической обработке в каче-
стве индекса миелинизации.

Животных контрольной группы и с пГГЦ срав-
нивали по значению полученного индекса миели-
низации при помощи непараметрического крите-
рия Манна–Уитни.

Тест на предпочтение запахов. Взрослым (Р90) 
животным из контрольной и с пГГЦ групп (n  = 15 
в группе) в течение 8 суток ежедневно предъявля-
ли образцы запахов. Крысу сажали в центр камеры 
(1000×1000×400 мм) и в течение 15 мин регистри-
ровали количество подходов к каждой открытой 
стеклянной емкости (диаметром и высотой по 
30 мм) с каплей, объемом 0.1 мл одного из шести 
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эфирных масел на дне. Емкости с одорантами рас-
полагали по кругу на одинаковом расстоянии друг 
от друга и от стенок камеры, в которой проводили 
тестирование; их положение меняли при каждом 
новом предъявлении.

После каждого животного поверхности камеры 
протирали 50%-ным раствором этилового спир-
та. Для каждой крысы вычисляли усредненный 
по всем дням тестирования индекс предпочтения 
каждого запаха, который представлял число под-
ходов к емкости конкретного одоранта в процен-
тах от общего числа подходов ко всем емкостям 
с одорантами.

Использовали натуральные эфирные масла 
(гвоздики, мяты, эвкалипта, полыни, лаванды и 
валерианы). Из всего набора запахов только вале-
риана обладала функционально значимым феро-
мональным эффектом, универсальным для разных 
видов млекопитающих (Müller-Schwarze et al., 1974; 
Matsumoto-Oda et al., 2003; Мельник и др., 2009).

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью однофакторной ANOVA с после-
дующим post hock анализом Бонферрони.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Нейродегенеративные изменения в области СА1 

дорсального гиппокампа крыс (Р90), перенесших 
пГГЦ. В пирамидном слое области СА1 дорсаль-
ного гиппокампа взрослых крыс с пГГЦ, в отличие 
от контроля, обнаружены значительные изменения 
в строении нейронов, дегенерирующих по хромато-
лизному типу, с локальным исчезновением орга-
ноидов в цитоплазме. Хроматолиз наблюдался как 
на светооптическом уровне (рис. 1б в сравнении 
с рис. 1а) так и на электроннограммах (рис. 1г в 
сравнении с рис. 1в). Хроматолиз был нами отме-
чен и на ранних стадиях развития (Shcherbitskaia еt 
al., 2021). Помимо него у взрослых животных об-
наружен и нейрофиламентозный тип дегенерации, 
при которой происходит полное замещение цито-
плазматических органелл нейрофиламентами (рис. 
1д в сравнении с рис. 1в). Часто наблюдали выход 
этих нейрофиламентов из клетки в отростки нейро-
нов (рис. 1е). В  цитоплазме погибающих нейронов 
встречаются лизосомы и аутофагосомы в разных 
количествах и с разными формами (рис. 1з), на-
блюдается активация астроцитарной глии (рис. 1ж).

Рис. 1. Нейродегенеративные изменения клеток пирамидного слоя области СА1 дорсального гиппокампа у взрос-
лых крыс, перенесших пГГЦ (б, г–з) в сравнении с контрольными (а, в); а, б  — микрофотографии поля СА1 
гиппокампа у крыс контрольных (а) и перенесших пГГЦ (б) крыс. Окраска по Нисслю, масштабная линейка: 
30 мкм. Стрелками показаны пирамидные нейроны в состоянии хроматолиза; N  — нейроны, D  — дендриты. 
в–з  — электроннограммы области СА1 гиппокампа крыс в контроле (в) и с пГГЦ (г–з); показаны хроматолиз 
(Chr, г), нейрофиламентозный тип клеточной дегенерации (д, е), выход нейрофиламентов в отросток нейрона 
(е), активация астроцитарной глии (ж) и аутофагосомы в цитоплазме нейрона (з). Ml  — миелинизированные 
волокна, M  — митохондрии, Nf  — нейрофиламенты, Ag  — отростки астроцитарной глии, Af  — аутофагосомы.
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По сравнению с контрольными животны-
ми у взрослых крыс с пГГЦ в зонах базальных 
и апикальных дендритов были обнаружены зна-

чительные разрушения в дендритных отростках. 
В  цитоплазме осевого цилиндра дендритов появ-
ляется большое количество цистерн, полностью 

Рис. 2. Деструктивные изменения базальных дендритов области СА1 дорсального гиппокампа. Электроннограммы 
крыс контрольных (а–в) и с пГГЦ (г–к) в возрасте P90. С  — цистерны, CHR  — хроматолиз, D  — дендриты, 
M  — митохондрии, N  — нейроны, S  — синаптические терминали с контактами, Sp  — дендритные шипики, 
Vr  — варикозные расширения.
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разрушаются кристы митохондрий, тургор осевого 
цилиндра дендрита уменьшается, а его оболочка 
становится извитой. Эти признаки патологии на-
блюдаются и в базальных (рис. 2г–е), и в апикаль-
ных дендритах (рис. 3а–г) по сравнению с контро-
лем (рис. 2а–в).

Расширенные цистерны обнаруживаются и 
в  местах дендритов, откуда отходят шиповидные 
выросты и шипики (см. рис. 3в,  г). Такие же де-
структивные явления можно наблюдать и в строе-
нии многочисленнных дендритных варикозных 
расширений базальных (см. рис. 2ж) и апикаль-
ных дендритов (см. рис. 3а,  б).

На рис. 2ж,  з показаны мелкие варикозные 
расширения базальных дендритов. У них в осе-
вых цилиндрах в цитоплазме заметны крупные 
цистерны (см. рис. 2 г–е), разрушенные кристы 
митохондрий. Такие же признаки дегенеративных 
изменений обнаружены и в осевых цилиндрах 
апикальных дендритов (см. рис. 3а, б).

Из-за меньших размеров дистальных участков 
базальных дендритов, по сравнению с апикальны-
ми дендритами, варикозные расширения у пер-
вых гораздо меньшего размера и характеризуют-
ся большим количеством цистерн, занимающих 
значительный объем варикозного расширения 
(рис.  2ж,  з).

Те же признаки разрушений заметны и в аксон-
ных варикозных расширениях, у которых в  зоне 
синаптических контактов происходит скопление 
синаптических пузырьков (см. рис. 2и,  к). Ши-
пики в основном находятся на дендритных от-
ветвлениях между варикозными расширениями и 
имеют разнообразные формы: на длинной тонкой 
ножке с маленькой головкой, на толстой ножке 
с  крупной головкой, либо встречаются шипики 
без головки (см. рис. 3д,  е).

Для более полного понимания состояния ней-
ронных сетей в области СА1 дорсального гип-
покампа мы прибегли к данным, полученным 
с помощью хромосеребряного метода Гольджи 
у контрольных крыс. По этим данным, от тел 
пирамидных нейронов отходят многочисленные 
тонкие, длинные базальные дендриты размером 
до 300 мкм со вторичными и третичными ответв-
лениями, с многочисленными шипиками на их 
поверхности (рис. 4а–в).

Они направлены дорсально, перпендикулярно 
к поверхности гиппокампа. В слое stratum oriens 
базальные дендриты меняют направление и дви-
гаются уже параллельно дорсальной поверхности 
гиппокампа, направляясь в tractus temporo-ammoni. 

В этом тракте отмечены многочисленные вари-
козные расширения на ответвлениях базальных 
дендритов и аксонов, заметны шиповидные ден-
дритные шипики.

Мощные апикальные дендриты с многочислен-
ными ответвлениями, длиной до 500 мкм направ-
лены от тел пирамидных нейронов вентрально 
в  слой stratum radiatum, где проходят коллатерали 
Шаффера. Поверхность дендритных отростков гу-
сто усеяна многочисленными дендритными ши-
пиками и варикозными расширениями. На ден-
дритных ответвлениях второго и третьего порядка 
заметна густая сеть варикозных расширений. На 
рис. 4г показаны пирамидные нейроны с много-
численными отростками апикальных дендритов. 
Помимо многочисленных варикозных расшире-
ний, на дистальных участках дендритов встреча-
ется большое количество дендритных шипиков.

Морфометрический анализ показал, что 
у  взрослых контрольных животных среднее чис-

Рис. 3. Деструктивные изменения апикальных ден-
дритов области СА1 дорсального гиппокампа. Элек-
троннограммы крыс с пГГЦ в возрасте P90 (а–e). 
Ml — миелинизированные волокна, D — дендриты, 
M  — митохондрии, Vr  — варикозные расширения, 
С  — цистерны, S  — синаптические терминали 
с  контактами, Sp  — дендритные шипики.
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Рис. 4. Структурная организация базальных и апикальных дендритов пирамидных нейронов области СА1 дор-
сального гиппокампа взрослых контрольных крыс: а — схематическое изображение цитоархитектоники области 
СА1 дорсального гиппокампа крыс; б–г  — микрофотографии области СА1 дорсального гиппокампа взрослых 
(P90) контрольных крыс. Метод Гольджи, масштабная линейка 10 мкм, в центре располагается слой пирамид-
ных нейронов (Str. pyramidale); в — варикозные расширения на базальных и апикальных дендритах пирамидных 
нейронов; г  — мощные пучки базальных и апикальных дендритов с дендритными шипиками и варикозными 
расширениями; д, е — количественный анализ варикозных расширений (д) и дендритных шипиков (е) на участке 
базальных (Str. oriens) и апикальных (Str. radiatum) дендритов пирамидных нейронов у контрольных крыс; пока-
заны средние значения и их ошибки. Обозначения: Str.  — stratum, N  — нейроны, AD  — апикальные дендриты, 
D — дендриты, BD — базальные дендриты, Vr — варикозные расширения дендритов, Sp — дендритные шипики.
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ло варикозных расширений в stratum radiatum в 
пересчете на 1 мкм длины участка дендрита со-
ставляло 0.13±0.01, а в stratum oriens  — 0.03±0.01 
(см. рис. 4д). Распределение дендритных шипи-
ков было неравномерным (на дистальных участках 
они были более многочисленны), среднее число 
дендритных шипиков в пересчете на 1  мкм со-
ставляло 0.10±0.02 в stratum radiatum и 0.09±0.02 
в stratum oriens (см. рис. 4е). В проксимальной 
части дендритов, вблизи тел нейронов, шипики 
отсутствовали.

Миелинизация у потомства крыс с пГГЦ. Чтобы 
выявить возможные причины нарушений миели-
низации аксонов у взрослых животных с пГГЦ, 
иммуногистохимически исследовали распределе-
ние ГО в период активной миелинизации волокон 
гиппокампа на Р20 и Р90.

У крыс, перенесших пГГЦ, в области СА1 дор-
сального гиппокампа наблюдали нейродегенера-
тивные изменения по сравнению с контролем. 
В зонах базальных и апикальных дендритов обла-
сти СА1 на взрослой стадии развития (Р90) обна-
ружены признаки деструкции миелинизированных 
волокон, играющих важную роль в проведении 
стимулов в гиппокампе. В миелинизированных 
волокнах обнаружены изменение тургора аксо-
плазмы, деструкция крист митохондрий, появле-
ние в ней расширенных цистерн и значительное 
расслоение миелиновой оболочки в виде выпук-
лых карманов с закрученными ламеллами (рис. 
5а,  б; см. рис. 3a).

Для сравнения: на Р20 у крыс с пГГЦ отмече-
но нарушение процесса миелинизации нервных 
волокон в области СА1 дорсального гиппокам-
па. Исследование распределения ГО в норме (см. 
рис.  5д,  з) и при пГГЦ (см. рис. 5л,  о) показало 
разницу индексов миелинизации, характеризую-
щих темпы миелинизации нервных волокон. 

Так, после пренатальной пГГЦ этот индекс 
в  stratum oriens был снижен на 21.2% относитель-
но уровня контроля (тест Манна–Уитни, U  = 10, 
Р  = 0.005; см. рис. 5е), а в stratum radiatum  — на 
21.4% (тест Манна–Уитни, U  = 5, Р  < 0.001; см. 
рис. 5м). На  взрослой стадии (Р90) статистиче-
ски значимого различия между контрольной и 
экспериментальной группами не обнаружено 
ни в  stratum oriens (тест Манна–Уитни, U  = 20, 
Р  = 0.08; см. рис. 5и), ни в stratum radiatum (тест 
Манна–Уитни, U  = 26; Р  = 0.22; см. рис. 5п).

В ткани печени крысы, в которой отсутствует 
ГО, иммунохимическая реакция отсутствовала. 
Полученные данные могут свидетельствовать об 

отставании в процессе миелинизации афферент-
ных и эфферентных волокон в области СА1 гип-
покампа, а также указывать на развитие процесса 
расслоения миелиновой оболочки у пГГЦ-крысят, 
что согласуется с результатами электронной ми-
кроскопии на взрослых животных.

Предпочтения запахов у взрослых крыс контроль-
ных и с пГГЦ. Результаты исследования показа-
ли, что крысы, перенесшие пГГЦ, активнее ин-
тересовались запахами: среднее число подходов 
к емкости с эфирными маслами у крыс с пГГЦ 
было выше (t  = –2.42, Р  = 0.02, тест Стьюдента для 
независимых выборок), чем у контрольных жи-
вотных, и составляло соответственно 67.19 ± 5.99 
против 49.58 ± 4.14. Контрольные животные наи-
большее предпочтение отдавали маслу валериа-
ны (рис. 6а): число подходов к емкости с ним 
преобладало над остальными пятью (F5; 84 = 42.35, 
Р  < 0, однофакторный анализ ANOVA, тест post 
hock Бонферрони).

Реже всего контрольные крысы подходили 
к емкости с маслом полыни, однако статистически 
достоверной разницы с числом подходов к другим 
запахам, кроме валерианы, выявлено не было.

Внимание к запаху валерианы для крыс с пГГЦ 
находилось на уровне остальных четырех одоран-
тов  — гвоздики, мяты, эвкалипта и лаванды, за 
исключением запаха полыни (см. рис. 6б), ха-
рактеризовавшимся наименьшим числом подхо-
дов к  емкости с этим одорантом. Число подходов 
к  емкости с запахом полыни статистически до-
стоверно отличалось от такового для валерианы 
и гвоздики (F5; 84 = 3.42, Р  = 0.039 и Р  = 0.006 соот-
ветственно: однофакторный анализ ANOVA, тест 
post hock Бонферрони). 

По сравнению с контрольными животными 
крысы, перенесшие пГГЦ, подходили к емко-
сти с маслом валерианы в 1.5 раза реже (t  = 6.19, 
Р  < 0.0001, тест Стьюдента для независимых выбо-
рок). Поскольку считается, что масло валерианы 
обладает феромональными свойствами и являет-
ся в норме физиологически значимым стимулом, 
можно сделать вывод о негативном влиянии пГГЦ 
на работу обонятельного анализатора.

ОБСУЖДЕНИЕ

При нарушении эмбрионального развития, 
в  частности при пГГЦ, в области СА1 дорсаль-
ного гиппокампа крыс обнаружены деструктивные 
изменения в ультраструктурной организации ней-
ронных сетей этого важного отдела. Нами показа-
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Рис. 5. Влияние пГГЦ на миелинизацию нервных волокон в поле дорсального гиппокампа крыс: электронно-
граммы крыс контрольных (а) и с пГГЦ (б) в возрасте P90. Ml  — миелинизированные волокна, M  — митохон-
дрии; в–п  — сравнение распределения гликопротеина олигодендроцитов (ГО, свечение FITC) в ткани печени 
(в) и области СА1 гиппокампа (г, д, ж, з, к, л, н, о) контрольных крыс (г, д, ж, з) и крыс с пГГЦ (к, л, н, о) 
в возрасте Р20 (г, д, к, л) и P90 (ж, з, н, о). Иммуногистохимическое окрашивание, масштабная линейка: 20 
мкм; в  — негативный контроль (ГО+-печень  — полная иммунохимическая реакция на препарате ткани печени 
контрольной крысы на Р20) с первичными и вторичными антителами, масштаб: 40 мкм; г, ж, к, н — негативный 
контроль (ГО¯ — иммунохимическая реакция на препарате ткани гиппокампа в отсутствие первичных антител); 
е, и, м, п  — индекс миелинизации, усл. ед. (разница в яркости свечения между исследуемым участком ткани и 
соответствующем ему негативным контролем ГО-) — результаты денситометрии иммунохимического окрашива-
ния ГО в слое stratum oriens (Str. ori.: е, и) и в слое stratum raditum (Str. rad.: м, п) у крыс на Р20 (е, м) и Р90 (и, 
п). Данные представлены в виде среднего и его ошибки. Звездочки показывают различия между контрольной 
группой и с пГГЦ на Р20 при P  = 0.005 (**) и P  = 0.0008 (***) (непараметрический критерий Манна–Уитни).
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но, что после пГГЦ в раннем онтогенезе (Р5) во 
всех зонах СА1 дорсального гиппокампа у крыс 
появлялись признаки отставания в созревании и 
развитии основных элементов нервной ткани по 
сравнению с контрольными животными: большой 
объем межклеточного пространства, большое ко-
личество конусов роста, задержка в развитии ден-
дритных и аксонных отростков и недостаточное 
развитие органоидов в цитоплазме нейронов 
(Shcherbitskaia еt al., 2021; Vasilev еt al., 2023).

В данной работе мы исследовали влияние гомо-
цистеина на изменения в ульраструктурной орга-
низации гиппокампа крысс пГГЦ в более поздний 
период онтогенетического развития  — у взрос-
лых крыс на Р90. Обнаружено, что большинство 
дегенерирующих нейронов пирамидного слоя 
СА1 подвержены не только хроматолизу, но и 
филаментозному типу дегенерации и окружены 
многочисленными отростками активированной 
астроглии.

В цитоплазме дегенерирующих нейронов об-
наружено большое количество аутофагосом и 
лизосом. Показано, что повышенный уровень 

провоспалительных цитокинов свидетельствует 
о нейровоспалительной реакции в гиппокампе 
взрослых крыс после пГГЦ, что наблюдали и на 
более ранних этапах онтогенеза (Shcherbitskaia еt 
al., 2021).

В зонах расположения базальных и апикаль-
ных дендритов происходят нейродегенеративные 
изменения в проводящих путях: распад миели-
низированных волокон, деструкция базальных 
дендритов (в слое stratum oriens) и апикальных 
дендритов (в слое stratum radiatum), а также в ден-
дритных варикозных расширениях, расположен-
ных в большом количестве на дистальных участках 
этих дендритов, направленных в тракты tractus 
temporoammoni и коллатерали Шаффера. Согласно 
данным электронной микроскопии, у контроль-
ных животных дегенеративных изменений в этих 
варикозных расширениях не возникает.

В более ранних наших исследованиях по влия-
нию гомоцистеина на формирование отделов моз-
га крыс было показано, что на ранних стадиях 
(Р5) постнатального развития крыс, миелиновая 
оболочка у аксональных волокон в СА1 еще не 
сформирована (Shcherbitskaia еt al., 2021). Одна-
ко на Р20 в СА1 дорсального гиппокампа нами 
отмечено снижение иммунохимической реакции 
на ГО, что может свидетельствовать об отстава-
нии процесса миелинизации аксонов у крысят с 
пГГЦ и о нарушении слоев миелина. ГО (myelin 
oligodendrocyte glycoprotein) является важным 
маркером миелинизации. Он локазизован как на 
поверхности олигодендроцитов, так и во всех мие-
линизированных волокнах гиппокампа и участвует 
в стабилизации и интеграции слоев миелина.

Показана его роль в патогенезе рассеянного 
склероза (Berger et al., 2003). Из данных литерату-
ры известно, что ГО вовлечен в стабилизацию сло-
ев миелина и рассматривается в качестве перспек-
тивного маркера для выявления демиелинизации в 
экспериментальных моделях и диагностики деми-
елинизирующих заболеваний (Kitley et al., 2012). 
Его недостаточная экспрессия или нейтрализация 
специфическими антителами (Berger et al., 2003; 
Kitley et al., 2012) вызывает дезинтеграцию (рас-
слоение) миелиновых слоев, аналогичное таково-
му при рассеянном склерозе (Ketelslegers et al., 
2015), аутоиммунном энцефаломиелите (Kezuka et 
al., 2012) и нашим наблюдениям в данном иссле-
довании. Сведения об изменении распределения 
ГО на P20 согласуются с результатами дезинте-
грации миелиновых слоев у взрослых животных, 
описанными в настоящей работе.
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Рис. 6. Схема распределения индексов предпочтения 
запаха одоранта взрослыми крысами  — контроль-
ными (а) и с пГГЦ (б). Индексы представлены 
разноцветными секторами и выражены числом 
подходов (средним значением и его ошибкой) к ем-
кости с соответствующим одорантом натурального 
растительного масла в процентах от общего числа 
подходов ко всем емкостям. Черной границей выде-
лен сектор, соответствующий физиологически зна-
чимому запаху валерианы. Штриховые линии между 
секторами указывают на статистически достоверные 
различия индексов предпочтения между одорантами 
у животных с пГГЦ. Объем каждой выборки n  = 15. 
Однофакторный анализ ANOVA с последующим 
анализом post hock Бонферрони. * — предпочтение 
запаха валерианы относительно других пяти запахов 
достоверно при Р  < 0.0001; # — предпочтение запа-
ха полыни относительно гвоздики, а также запаха 
полыни относительно валерианы достоверны при 
Р  < 0.05.
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По сравнению с контрольными крысами все 
перечисленные признаки дегенеративных изме-
нений нейронов пирамидного слоя, миелинизи-
рованных волокон, немиелинизированных аксо-
нов, дендритов и варикозных расширений зоны 
базальных дендритов и зоны апикальных ден-
дритов свидетельствуют о токсическом действии 
гомоцистеина и серьезном нарушении строения 
нервной ткани в области СА1 дорсального гип-
покампа крыс, перенесших пГГЦ, и указывают 
на возможность снижения пластичности этого 
важного отдела мозга, которое отражается на по-
ведении животных.

Ранее нами было показано, что пГГЦ нару-
шает обучение и память у взрослых животных 
(Postnikova et al., 2022). Поскольку гиппокамп 
является одним из звеньев обонятельного анали-
затора, в представленной работе мы исследовали 
влияние пГГЦ на обоняние и обнаружили, что 
пГГЦ способна влиять на поведение взрослых 
крыс, сопряженное с обонятельной функцией.

В норме среди шести запахов натуральных 
эфирных масел наиболее привлекательным для 
всех контрольных крыс являлось валериано-
вое масло. Этот результат согласуется с нашими 
данными, описанными ранее (Dubrovskaya et al., 
2022) и является вполне закономерным, посколь-
ку компоненты валерианового масла, в частности, 
изовалериановая кислота, имеют феромональное 
значение для этого вида животных и широко 
используются при исследовании обонятельной 
функции у грызунов (Борякова и др., 2007; Мель-
ник и др., 2009, 2012). У взрослых крыс пГГЦ 
полностью нивелировала предпочтение запаха 
валерианы, являющегося в норме физиологиче-
ски значимым стимулом, поэтому можно сделать 
вывод о пагубном влиянии пГГЦ на нормальную 
работу обонятельного анализатора.

У взрослых контрольных крыс с помощью ме-
тода Гольджи нами было показано, что при вхо-
ждении в тракты temporaammonic и коллатерали 
Шаффера на поверхности дистальных отрезков 
базальных и апикальных дендритов появляется 
густая сеть варикозных расширений.

Морфометрический анализ, проведенный на 
светооптическом уровне показал, что количество 
дендритных шипиков в stratum radiatum больше, чем 
в stratum oriens, а дендритных варикозных расшире-
ний больше в stratum oriens, чем в stratum radiatum. 

Сходные признаки вхождения в тракты нервных 
волокон и дендритов с варикозными расширения-
ми мы наблюдали ранее в таламусе и в  амигдале 

у рептилий, где также осуществлялись интегра-
тивные связи в рамках различных сенсорных си-
стем (Белехова, Туманова, 1988). Авторы отмечали 
сходство принципов организации мозга, осуще-
ствляющих такую интегративную деятельность 
у животных в эволюционном ряду позвоночных 
(Белехова, Туманова, 1988). На основании полу-
ченных фактов можно судить о специфичности 
восприятия разномодальных импульсов и сделать 
принципиально важный вывод относительно по-
явления других приспособительных систем в ряду 
позвоночных животных.

Факт вхождения в тракты дендритов с вари-
козными расширениями свидетельствует об уве-
личении специализированной поверхности для 
аксодендритических синапсов. Согласно представ-
лениям об особенностях организации и строении 
отделов мозга низших позвоночных животных, 
истоки гетеросенсорной конвергенции базиру-
ются на филогенетически древних механизмах 
афферентации нейронных сетей мозга у низших 
позвоночных. Поэтому прогрессивная специали-
зация сенсорных центров в эволюции позвоноч-
ных животных проходила путем преобразования 
этих систем (Белехова, Туманова, 1988).

Образование густой сети варикозных расшире-
ний на дендритных отростках СА1 свидетельству-
ет о специализированном построении нейронных 
сетей с значительным увеличением контактной 
синаптической поверхности с многофункциональ-
ными волокнами, направленными в гиппокамп. 
Наблюдавшиеся нами признаки нейродегенера-
тивных изменений в проводящих путях в обла-
сти СА1 дорсального гиппокампа крыс с пГГЦ 
в раннем онтогенезе и у взрослых крыс, а также 
нарушенное поведение указывают на возможное 
изменение в построении нейронных сетей.

В литературе отмечена повышенная чувстви-
тельность сенсорных систем и когнитивных функ-
ций к действию повреждающих факторов (Rice, 
Barone, 2000). Нарушение этих функций наблю-
дается при развитии различных нейродегенератив-
ных процессов как в случае старения (развитие 
нейродегенеративных заболеваний  — Ribaut-
Barassin et al., 2003), так и у потомства животных 
при различных осложнениях беременности (Rice 
et al., 2000).

Таким образом, можно сделать вывод о том, 
что пГГЦ влияет на структуру ткани области СА1 
дорсального гиппокампа крыс, являющейся важ-
ным интегративным центром, участвующим в об-
работке разномодальных стимулов. Действие пГГЦ 
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вызвало деструктивные изменения нервной ткани, 
обнаруженные нами в области СА1 дорсального 
гиппокампа не только в раннем онтогенезе, но и 
на взрослой стадии. 

Наблюдаемые нарушения могут оказывать па-
губное влияние на работу сенсорных систем, а 
также на когнитивные функции.
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STUDY OF NEURODEGENERATIVE CHANGES IN THE CA1 AREA  
OF THE DORSAL HIPPOCAMPUS IN ADULT RATS  

AFTER PRENATAL HYPERHOMOCYSTEINEMIA
N. L. Tumanovaa, D. S. Vasiliev a, *, N. M. Dubrovskayaa

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry,  
Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194223, Russia

* E-mail: dvasilyev@bk.ru

The work is devoted to the study of neurodegenerative changes in the ultrastructural organization in CA1 of 
the hippocampus in adult rats subjected to prenatal hyperhomocysteinemia (pHHC). Electron microscopy 
revealed signs of pathological changes in the CA1 neural networks of the dorsal hippocampus in adult pHHC 
rats, unlike in control ones: cell degeneration, destruction of the myelin sheath of axons, and destruction 
of axial cylinders of basal and apical dendrites directed from the pyramidal neurons to the Schaffer col-
laterals and the temporo-ammonic tractus. In control animals, a dense network of varicose extensions in 
the distal branches of the dendrites in the stratum oriens and stratum radiatum layers was detected using 
the Golgi method, providing an increased area for synaptic contacts. In pHHC rats, significant destructive 
changes are found in these dendritic varicosities: destruction of mitochondrial cristae and appearance of 
huge cisterns. In adult rats, pHHC completely negated the preference for the smell of valerian, which is a 
physiologically significant stimulus in the norm, indicating the negative effect of pHHC on the work of the 
olfactory analyzer, whose activity is closely connected with the hippocampus. These findings indicate the 
deleterious effect of homocysteine on the formation of the dorsal hippocampus as a morphological substrate 
for the integration of the incoming impulses.
Keywords: hippocampus, rat, hyperhomocysteinemia, ontogenesis, ultrastructural organization, neurodegen-
erative change, dendrite varicose, olfaction
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В мышечных клетках двигательной мышцы дождевого червя Lumbricus terrestris методами флуо-
ресцентной микроскопии определены белки дистрофин, актин, быстрые и медленные изоформы 
тяжелых цепей миозина. Можно думать, что экспрессия этих белков осуществлялась на самых ран-
них этапах эволюционного формирования внутриклеточного сократительного аппарата двигатель-
ной ткани как у беспозвоночных, так и у позвоночных животных. Данное исследование позволит 
дополнить картину эволюционного формирования двигательной мышечной ткани.
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Белок дистрофин с молекулярной массой 
в  427  кДа широко представлен как в мышечной, 
так и нервной тканях позвоночных (Florczyk-
Soluch et al., 2021; Sadoulet-Puccio, Kunkel, 1996). 
Подобный ему белок с массой в 140 кДа при-
сутствует в аналогичных тканях морской пиявки 
Pontobdella muricata (Royuela et al., 1999, 2001).

Дистрофин стабилизирует сарколемму, при-
крепляя внеклеточный матрикс к цитоскелету 
через F-актин и ряд других дистрофин-ассоции-
рованных белков (Wilson et al., 2022). Показано, 
что дистрофин-ассоциированные белки вовлече-
ны в  процессы внутриклеточной сигнализации 
с  участием нейрональной NO-синтазы, фосфои-
нозитолтрифосфата 2 и кальмодулина (Pilgram et 
al., 2010). Кроме того, дистрофин-ассоциирован-
ные белки необходимы для кластеризации рецеп-
торов нейротрансмиттеров и ионных каналов, а 
также поддержания внутриклеточного гомеостаза 
Ca2+ (Pilgram et al., 2010).

Основными моторными белками в соматиче-
ских мышцах, обеспечивающими их сократитель-
ную функцию, являются молекулы актина и мио-

зина (Sweeney, Holzbaur, 2018). Последние состоят 
из легких и тяжелых цепей (Lowey et al., 1993). 
У  морской полихеты Urechis unicinctus обнаружи-
ваются легкие и тяжелые цепи миозина (Kanzawa 
et al., 1991).

Легкие цепи миозина относятся к большому 
семейству Са2+-связывающих белков (Nieznanski 
et al., 2003). У беспозвоночных увеличение вну-
триклеточной концентрации Са2+ приводит к свя-
зыванию этих ионов с легкими цепями миозина 
и запуску каскада биохимических реакций. Так, 
актин взаимодействуя с миозиновой АТФазой 
приводит к гидролизу АТФ, что и запускает со-
кращение тяжелых цепей миозина (Fromherz, 
Szent-Györgyi, 1995). При этом главными сокра-
тительными белками толстых мышечных фила-
ментов выступают именно тяжелые цепи миозина 
(Wells et al., 1996). Известно, что в соматической 
мускулатуре представлены быстрые и медлен-
ные изоформы тяжелых цепей миозина (Hooper, 
Thuma, 2005).

Актин играет важную роль в физиологических 
процессах, связанных с внутриклеточным Са2+. 
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Актиновый цитоскелет модулирует вход Са2+ через 
мембранные лиганд- и потенциал-активируемые 
Са2+-каналы. Освобождение Са2+ из эндоплазма-
тического ретикулума при участии IP3- и риано-
диновых рецепторов модулируется полимеризаци-
ей и деполимеризацией актина (Wang et al., 2002). 
F-актин мышечной системы хорошо охарактери-
зован у представителей класса полихет (Filippova 
et al., 2006, 2010; Rüchel, Müller, 2007; Han et al., 
2020). Следует отметить, что прямые доказатель-
ства присутствия дистрофина, актина и миозина 
в мышечных клетках соматической мышцы оли-
гохет к настоящему времени отсутствуют.

С учетом изложенного целью настоящей ра-
боты стало иммунофлуоресцентное определение 
белков дистрофина, актина, легких и тяжелых изо-
форм миозина в мышечных клетках эволюционно 
первичной двигательной мускулатуры олигохеты 
Lumbricus terrestris.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Для приготовления препарата, дождевого чер-
вя Lumbricus terrestris разрезали сбоку по всей 
длине, отрезали головной и хвостовой концы, 
червя раскрывали и удаляли внутренние орга-
ны и перегородки между сегментами (Volkov et 
al., 2000). Далее фрагменты кожно-мускульного 
мешка дождевого червя длиной 10–15 сегмен-
тов закрепляли с помощью иголок на дне чашек 
Петри, залитых смолой Sylgard, и перфузировали 
раствором Древеса–Пакса (состав в мМ: 77 NaCl, 
4 KCl, 43 Na2SO4, 6 CaCl2, 2 триса, 167 сахарозы, 
pH 7.4) около 30  мин при комнатной температу-
ре (22±1  °С). Затем в  течение 30 мин препараты 
фиксировали в 2%-ном растворе p-формальдегида, 
отмывали 3 раза по 30 мин в фосфатном буферном 
растворе. Препарат последовательно инкубирова-
ли 30 мин в 0.5%-ном растворе Тритона X-100, 
15  мин в растворе, содержащем 5% нормальной 
козьей сыворотки, 1% бычьего сывороточного 
альбумина и 0.5% Тритона X-100 и еще 15 мин 
в растворе 1%-ного бычьего сывороточного альбу-
мина и 0.5%-ного Тритона X-100 (раствор А). Все 
эти растворы были приготовлены на фосфатно-
солевом буфере.

Далее препараты инкубировали в течение 12  ч 
при температуре 4  °С в растворе А с поли- и мо-
ноклональными антителами к дистрофину, бы-
стрым и медленным изоформам тяжелых цепей 
миозина (все в разведении 1:100). Антитела к бы-
стрым и медленным изоформам тяжелых цепей 

миозина были выработаны в кролике и мыши, что 
позволяло проводить двойное иммуномечение ис-
следуемых белков. Препараты отмывали в раство-
ре А 3 раза по 30 мин. и инкубировали 1  ч при 
комнатной температуре с соответствующими вто-
ричными антителами, конъюгированными с Alexa 
488 или 647 (разведение 1:200) в растворе  А.

Для подтверждения специфичности связыва-
ния антител с соответствующими белками прово-
дили контрольные эксперименты. Для негативно-
го контроля препарат инкубировали с вторичными 
антителами без предшествующей инкубации с пер-
вичными антителами. Для позитивного контроля 
проводили предварительную часовую инкубацию 
первичных антител с иммуногенным пептидом 
(в соотношении 1:10), на который вырабатывались 
первичные антитела. Затем в полученном раство-
ре первичных антител с иммуногенным пептидом 
инкубировали препараты (Li et al., 2016). Отсут-
ствие мечения антителами в контрольных экспе-
риментах указывает на специфичность связывания 
антител с соответствующими пептидами.

Для окрашивания F-актина использовали ток-
син фаллоидин, конъюгированный с тетраме-
тилродамином (ТМР) в концентрации 10 мкМ. 
Мечение клеточных ядер проводили в присутствии 
красителя DAPI (4′,6-диамидино-2-фенилиндол) 
при концентрации 5 мкМ.

После отмывки в фосфатном буфере препараты 
помещали в раствор фосфатного буфера с глице-
рином (1:1) и размещали на предметном стекле 
для проведения микроскопического исследования 
на лазерном сканирующем конфокальном ми-
кроскопе Leica TCS SP5 MP (Leica Microsystems, 
США) с  применением масляно-иммерсионно-
го объектива 63×/1.4. Для возбуждения эмис-
сии флуорофоров применяли мультифотонный, 
Ar и He-Ne лазеры. Длины волн возбуждения: 
для флуорофоров Alexa 488  — 488, ТМР  — 543, 
Alexa  647  — 633, DAPI  — 340 нм. Анализ полу-
ченных конфокальных изображений проводили в 
программе ImageJ (NIH, США).

Использовали следующие реактивы: p-фор-
мальдегид, трис, фосфатный буфер (137 NaCl, 
2.7 KCl, 4.3 Na2SO4, 1.4 KH2PO4, pH 7.2), Тритон 
X-100, нормальную козью сыворотку, бычий сыво-
роточный альбумин, ТМР-фаллоидин, DAPI, гли-
церин (Sigma-Aldrich, США); первичные кроличьи 
поликлональные антитела к дистрофину (ab85302; 
Abcam, Великобритания); первичные кроличьи 
поликлональные антитела к быстрой изоформе 
тяжелой цепи миозина (ab91506; Abcam, Велико-
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британия); первичные мышиные моноклональные 
антитела к медленной изоформе тяжелой цепи 
миозина (ma1064; Bosterbio, США); иммуноген-
ные пептиды, соответствующие поли- и монокло-
нальным антителам (Abcam, Bosterbio); антитела 
вторичные конъюгированные с Alexa 488 или Alexa 
647 (Invitrogen, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что антитела, выработанные про-
тив белка дистрофина позвоночных, способны ме-
тить также и дистрофин в соматических мышцах 
аннелид (Royuela et al., 2001). В экспериментах мы 
окрашивали мышечные препараты дождевого чер-
вя антителами против дистрофина позвоночных.

На изображениях видно, что дистрофин при-
сутствует во всех областях мышечной ткани, 
причем имеются участки с бледным (рис. 1, стрел-
ки вниз) и более интенсивным (рис. 1, стрелки 
вверх) окрашиваниями.

Таким образом, белок дистрофин широко 
представлен в мышечных клетках двигательной 
мышцы дождевого червя. Можно думать, что 
структурно и функционально он близок к свое-
му аналогу в мышечной ткани высших хордовых 
и беспозвоночных. Последнее говорит в пользу 
того, что этот белок является обязательным и 

функционально важным компонентом моторных 
мышечных клеток начиная с наиболее ранних 
этапов филогенетического развития двигательной 
мускулатуры животных.

Токсин фаллоидин, выделенный из гриба Ama
nita phalloides специфически связывается с  фи-
бриллярным F-актином (Dancker et al., 1975). Мы 
окрашивали мышечные препараты фаллоидином, 
меченым флуоресцентным красителем, и краси-
телем DAPI (с родством к ядерной ДНК).

Аппликация флуоресцентномеченого фаллои-
дина выявила непрерывное окрашивание мышеч-
ных филаментов по всей их длине (рис. 2а). Та-
ким образом, актиновый цитоскелет присутствует 
во всех частях мышечных клеток. Окрашивание 
DAPI выявило типичные интерфазные клеточные 
ядра с гетеро- и эухроматином (рис. 2б). На на-
ших изображениях видно, что каждой мышечной 
клетке принадлежит одно или два клеточных ядра 
(рис. 2в,  г). Этот факт подтверждает, что сомати-
ческая мускулатура дождевого червя состоит из 
мышечных клеток (рис. 2), в отличие от муску-
латуры позвоночных, содержащей мышечные во-
локна, что согласуется с данными из литературы 
(Давид, 1990; Cadot et al., 2015).

Препараты дождевого червя метили антителами 
на быстрые и медленные изоформы тяжелых цепей 
миозина и наблюдали характерную косую исчер-
ченность окрашивания мышечных клеток (рис. 3).

Были выявлены обе изоформы миозинов 
(рис.  3а, б). При этом такое окрашивание во 
многом совпадало, но в некоторых участках 
окрашивание на медленную изоформу находи-
лось между участками, окрашенных на быструю 
изоформу (см. рис. 3в). Высокая специфичность 
связывания антител при мечении на быструю изо-
форму тяжелых цепей миозина позволила сделать 
более детальный снимок. Можно видеть, что бло-
ки миофибрилл состоят из более мелких фила-
ментов (рис. 4).

Таким образом, проведенные исследования по-
казали наличие белков дистрофина, актина, бы-
стрых и медленных изоформ тяжелых цепей мио-
зина в мышечных клетках двигательной мышцы 
дождевого червя.

Согласно данным литературы, экспрессия 
дистрофина, актина и миозина обнаруживается 
у самого широкого круга представителей живот-
ного мира, включая хордовых, членистоногих и 
нематод (Meedel, 1983; Miller et al., 1983; Roberts, 
Bobrow, 1998; Giugia et al., 1999; Lovato et al., 2001; 
Mercer et al., 2011; Ono, Pruyne, 2012).

Рис. 1. Окрашивание препарата соматических 
мышечных клеток дождевого червя антителами 
к дистрофину. Стрелки вниз и вверх указывают 
соответственно на участки препарата с бледным 
окрашиванием и на районы с более интенсивным 
окрашиванием. Масштабная линейка: 20 мкм.
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Рис. 2. Двойное окрашивание препарата соматических мышечных клеток дождевого червя на F-актин фаллои-
дином, меченым флуоресцентным красителем, и DAPI для выявление ядер клеток: а — окрашивание ТМР-фал-
лоидином; б  — окрашивание DAPI; в  — наложение изображений а и б; г  — увеличенная область изображения 
в. Масштабная линейка: 20 мкм.

Рис. 3. Выявление быстрой и медленной изоформ тяжелых цепей миозина в препарате соматических мышечных 
клеток дождевого червя при двойном флуоресцентном окрашивании антителами: а  — окрашивание антителами 
на быструю изоформу тяжелых цепей миозина (зеленый цвет); б — окрашивание антителами на медленную изо-
форму тяжелых цепей миозина (красный цвет); в — наложение изображений а и б. Масштабная линейка: 20 мкм.
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Можно думать, что экспрессия этих белков 
осуществлялась на самых ранних этапах эволю-
ционного формирования внутриклеточного со-
кратительного аппарата двигательной ткани как 
у беспозвоночных, так позвоночных животных. 
Проведенное исследование позволит дополнить 
картину эволюционного формирования двигатель-
ной мышечной ткани.
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IMMUNOFLUORESCENT IDENTIFICATION OF DYSTROPHIN,  
ACTIN, MYOSIN LIGHT AND HEAVY CHAINS IN SOMATIC  

MUSCLE CELLS OF EARTHWORM Lumbricus terrestris
L. F. Nurullina, b, *, E. M. Volkova, **
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In muscle cells of the motor muscles of the earthworm Lumbricus terrestris dystrophin, actin, fast and 
slow isoforms of myosin heavy chains were identified by fluorescence microscopy. It can be assumed that 
the expression of these proteins was carried out at the earliest stages of the evolutionary formation of the 
intracellular contractile apparatus of the motor tissue in both invertebrates and vertebrates. This study will 
complement the picture of the evolutionary formation of motor muscle tissue.
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