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В обзоре проанализированы результаты современных высокотехнологичных исследований по при-
менению сыворотки (плазмы) пуповинной крови в качестве добавки к культуральным средам для 
выращивания клеточных культур. Поскольку питательные среды являются ключевым фактором 
культивирования клеток, в обзоре рассматривается состав и свойства основных культуральных сред, 
применяемых в клеточной биологии и регенеративной медицине. Особое внимание авторы уделили 
факторам роста; описаны функциональные характеристики основных семейств этих полипептидов 
(факторы роста фибробластов, эпидермальные факторы роста, трансформирующие факторы роста, 
ростовые дифференцировочные, эпидермальные факторы роста, факторы роста эндотелиальных кле-
ток, гемопоэтические ростовые факторы и др.). Отмечено, что одним из перспективных источни-
ков факторов роста является сыворотка (плазма) пуповинной крови. В обзоре приведены основные 
технологии получения пуповинной крови, а также систематизированы исследования, отражающие 
содержание ростовых факторов, цитокинов, экзосом и мРНК в пуповинной крови; описаны экспе-
риментальные данные по применению сыворотки пуповинной крови в качестве добавки к культу-
ральным средам для выращивания различных культур клеток животного происхождения. Сыворотка 
пуповинной крови человека, по сравнению с источниками животного происхождения, является до-
ступным, безопасным продуктом, содержащим высокие уровни биологически активных молекул. 
Для широкого внедрения ее в качестве добавки к культуральным средам необходима разработка 
стандартов получения и тестирования этого продукта.
Ключевые слова: пуповинная кровь, сыворотка/плазма, пуповинная кровь, среда для культивирова-
ния, животная клетка, фактор роста, цитокин, экзосома, мРНК, культивирование, животная клетка
Принятые сокращения: МСК – мезенхимные стволовые клетки; ПК – пуповинная кровь человека; 
ФБС – фетальная бычья сыворотка.
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Развитие регенеративной медицины предпо-
лагает широкое применение одного из основных 
ее инструментов, а именно клеточных культур 
различного типа и генеза (de Kinderen et al., 2022; 
Hassanzadeh et al., 2022; Ríos-Galacho et al., 2022). 
К клеточным культурам, используемым как в 
медицинских, так и в научных (эксперимен-
тальных) целях, предъявляется ряд требований, 
которые включают в себя как минимум следую-
щие показатели: высокая степень гомогенности, 
жизнеспособность, функциональная активность, 
воспроизводимость. Важной характеристикой 
культур клеток является “клеточность” – количе-
ство жизнеспособных клеток в единице объема. 

Среди факторов, оказывающих влияние на этот 
параметр, помимо метода получения первичной 
культуры, соблюдения правил асептики и анти-
септики и др., важнейшими являются характе-
ристики используемой питательной среды (Price, 
2017; Трухан, 2018; Zimmerman et al., 2000).

От состава питательной среды, наличия в 
ней ростовых факторов зависит метаболизм 
клетки, ее рост и дифференцировка в том или 
ином направлении. Источником ростовых фак-
торов могут быть как рекомбинантные белки, 
полученные, например, на культурах E.  coli и 
дрожжевых клеток, высоко очищенные факто-
ры роста, выделяемые из сывороток различного 



108	 ГОНЧАРОВ и др.

ЦИТОЛОГИЯ    том 66    № 2    2024

происхождения, и, наконец, донорская плазма, 
эмбриональная телячья сыворотка и сыворотка 
крупного рогатого скота, добавляемые в культу-
ральные среды как источник белка и факторов 
роста. Альтернативным источником таких доба-
вок в последние годы все чаще рассматривается 
плазма (сыворотка), получаемая из пуповинной 
крови человека (ПК).

Цель настоящего обзора – критический ана-
лиз современного опыта применения компонен-
тов ПК человека в клеточных культуральных ра-
бота и оценка перспектив использования этого 
сырья для развития (нужд) регенеративной ме-
дицины.

СОВРЕМЕННЫЕ КУЛЬТУРАЛЬНЫЕ СРЕДЫ

В настоящее время для оптимального выра-
щивания клеточных культур как в терапевти-
ческих, так и в экспериментальных целях на 
рынке биомедицинских товаров предлагается 
достаточно широкий выбор коммерческих сред, 
среди которых можно выделить естественные и 
синтетические среды. К первым относят различ-
ные биологические жидкости, такие как плазма, 
сыворотка, лимфа, амниотическая жидкость и 
др. Несмотря на то, что с биологической точки 
зрения они являются наиболее полноценными 
(содержат все компоненты для роста и пролифе-
рации клеток), они не нашли широкого примене-
ния в биомедицине из-за значительного разбро-
са составляющих ингредиентов, что отражается 
на качественных и количественных показателях 
конечного клеточного продукта. Помимо этого, 
применение таких сред существенно увеличива-
ет риск вирусной или микробной контаминации 
клеточной культуры. Наибольшее применение 
нашли синтетические (искусственные) среды, 
созданные на основе буферных систем. Можно 
выделить среды, содержащие сыворотку человека 
или животного и бессывороточные. Последние, 
особенно безбелковые, с одной стороны, легко 
стандартизуются, с другой – легко могут быть 
модифицированы в зависимости от цели исследо-
вания с помощью добавок необходимых компо-
нентов (Price, 2017; Трухан, 2018). В зависимости 
от типа клеток и цели культивирования, такими 
компонентами являются:

•	 соли (обеспечение ионами натрия, калия, 
кальция, поддержание осмолярности);

•	 заменимые и незаменимые аминокислоты 
(как исходный материал для синтеза белков);

•	 углеводы (глюкоза, фруктоза и галактоза 
в  качестве источника энергии);

•	 белки и пептиды (выполняющие транспорт-
ные и адгезивные функции);

•	 жиры и жирные кислоты (выполняющие 
энергетическую и пластическую функции);

•	 витамины (обеспечивающие процессы роста 
и пролиферации клеток);

•	 антибиотики и антимикотики (для профи-
лактики бактериальной и грибковой контамина-
ции);

•	 гормоны и факторы роста (для усиления 
процессов роста, пролиферации, дифференциров-
ки клеток, их активации).

Ассортимент культуральных сред постоянно 
обновляется. Тем не менее на рынке присутству-
ют хорошо зарекомендовавшие себя питательные 
среды, широко применяемые в научных и произ-
водственных работах (Baust et al., 2017). При-
мером может послужить среда MEM (minimum 
essential medium) и серия ее модификаций DMEM 
(Dulbecco′s Modified Eagle′s medium), IMDM 
(Iscove’s modified Dulbecco’s medium), используе-
мые для культивирования различных типов клеток, 
в том числе эмбриональных и гибридов (Зорин 
и др., 2014); RPMI-1640 (Roswell Park Memorial 
Institute), среды F-12 и F-10, применяемые для 
основного спектра клеточных культур. Для от-
мывания клеточных культур и в качестве базовых 
оснований для приготовления питательных сред 
при культивировании животных клеток часто ис-
пользуют растворы Хэнкса (Hanks’ balanced salt), 
Эрла (Earle’s balanced salts) (Колокольцева и др., 
2016; Phelan, May, 2017) и др.

В настоящее время появляются новые типы 
сред без добавления сыворотки или с понижени-
ем ее концентрации. Они предназначены для ро-
ста и пролиферации конкретных клеточных типов 
(гибридомные, нейрональные, стволовые, эмбрио-
нальные, iPSc) или их дифференцировки (остео-, 
хондро-, адиподифференцировки). Такие среды, 
как правило, содержат два компонента: базовую 
среду и комплекс ростовых и (или) дифференци-
ровочных компонентов, добавляемых непосред-
ственно перед проведением культуральных работ 
(StemPro hESC SFM, StemPro MSC SFM XenoFree, 
NutriStem® hPSC XF Culture Media, NutriStem® 
hPSC GF-free) (Зорин и др., 2014). Выбор культу-
ральной среды определяется целями и задачами 
исследования, а грамотный подбор добавочных 
компонентов позволяет получить культуру клеток 
высокого качества (Трухан, 2018).
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ФАКТОРЫ РОСТА И ИХ ИСТОЧНИКИ
Факторы роста – это разнообразные и много-

численные полипептиды, объединенные, как пра-
вило, в специфические семейства. Их функции 
осуществляются по эндокринным, паракринным и 
аутокринным механизмам. В организме они могут 
играть роль митогенов, хемоаттрактантов, регуля-
торов миграции и дифференцировки, выступают в 
качестве сигнальных молекул и регуляторов нор-
мального и патологического неоангиогенеза. Дан-
ные полипептиды могут быть как естественного 
(донорская плазма крови, тромболизат, сыворотка 
пуповинной крови, фетальная сыворотка живот-
ных) (Vlaski-Lafarge et al., 2020; Widyaningrum et al., 
2021; Custo et al., 2022; Li et al., 2022; Lopez et al., 
2022), так и искусственного происхождения, полу-
ченные в биотехнологических процессах с исполь-
зованием клеточных линий и рекомбинантных 
микроорганизмов, например бактерий Escherichia 
coli или дрожжей (Belladonna, Grohmann, 2013; 
Hessefort et al., 2021; Zhou et al., 2021; Balaban et 
al., 2022).

Ростовые факторы могут использоваться как 
самостоятельные фармакологические препараты 
(Zhang et al., 2018; Sousa et al., 2021; Nandi et al., 
2022), а также как дополнительные компоненты 
питательных сред при наращивании клеток в науч-
ных, доклинических исследованиях и при произ-
водстве клеточных препаратов для клинического 
применения. Часть этих факторов оказывает влия-
ние на рост и дифференцировку нескольких типов 
клеток, другая специфично влияет на единичные 
клеточные линии. Иногда один тип клеток может 
быть простимулирован разными ростовыми фак-
торами. К ростовым факторам в настоящее время 
относят более сотни полипептидных биоактивных 
молекул. Некоторые из них применимы в клеточ-
ном культивировании для поддержания пролифе-
ративной активности и сохранения морфофунк
ционального статуса клеток в культуре.

Семейство факторов роста фибробластов (FGF) 
насчитывает более 20 членов и помимо фибробла-
стов контролируют пролиферацию и дифференци-
ровку многих других клеток, а также принимают 
участие в процессах ангиогенеза. В клеточных 
технологиях применима чаще всего основная 
изоформа этого семейства bFGF. Ряд его пред-
ставителей играют значимую роль в неоангиоге-
незе опухолевых процессов и имеют прогности-
ческое значение (Ornitz, Itoh, 2015; Jing et al., 
2016; Markan, Potthoff, 2016; Farooq et al., 2021; 
Sun C. et al., 2022). Фактор KGF (FGF7) специ-

фичен для эпителиальных клеток, его митоген-
ная активность преимущественно проявляется в 
кератиноцитах. Он важен в морфогенезе эпителия, 
реэпителизации ран, развитии волос и легких, на 
стадии раннего органогенеза. В ряде клинических 
испытаний показана его эффективность в терапии 
поражений эпителия (Yen et al., 2014; Sadeghi et 
al., 2021; Bartolo et al., 2022; Shimizu et al., 2022).

Надсемейство эпидермальных факторов роста 
(EGF) рассматривается отдельно в специальной 
литературе. Его первый представитель фактор 
EGF стимулирует рост и пролиферацию эпители-
альных, глиальных клеток, фибробластов, являет-
ся активным участником эмбриогенеза (Pikula et 
al., 2015; Richani, Gilchrist, 2018; Liu et al., 2022). 
Близко связан с ним фактор HB-EFG – гепарин-
связывающий белок, участвующий в процессах 
пролиферации и миграции клеток эпителиально-
го покрова (Taylor et al., 2014; Kuo et al., 2019; 
Anderegg et al., 2021; Li et al., 2021).

Трансформирующие факторы роста (TGF) – 
большое суперсемейство, включающее около 
40 членов. Его представители TGF-α, TGF-β  – 
многофункциональные цитокины, играющие 
ключевую роль в регуляции роста, дифферен-
цировки и метаболизма различных типов клеток 
в  норме и при различных патологиях (Dewidar et 
al., 2019; Tominaga, Suzuki, 2019; Yamada et al., 
2019; Muscella et al., 2020; Ishibashi, Isohama, 2021; 
Sulaiman et al., 2021).

Ростовые дифференцировочные факторы (GDF) 
оказывают регуляторное и протекторное действие 
на клетки многих органов и тканей (гепатопро-
текторы, кардиопротекторы, нейропротекторы, 
хондропротекторы), могут являться биомаркера-
ми развития ряда патологий (Stavropoulos, Wikesjo, 
2012; Абишева и др., 2017; Hodgkinson et al., 2019; 
Rochette et al., 2020).

Фактор миостатин оказывает широкое регу-
ляторное действие на клетки мышечных тканей 
(Baig et al., 2022; Esposito et al., 2022; Venugopal 
et al., 2022).

Значимыми и активно изучаемыми представи-
телями надсемейства EGF также являются амфи-
регулин (AR), бетацеллюлин (BTC), нейрегулины 
(NRG), эпирегулин (EPR), эпиген, являющиеся 
лигандами и факторами-предшественниками при 
запуске каскада действия комплекса ростовых 
факторов в процессе физиологической и репара-
тивной регенерации (Berasain, Avila et al., 2014; 
Zaiss et al., 2015; Huang et al., 2020; Diaz-Saez et 
al., 2021; Laplace-Builhe et al., 2021; Lees-Shepard 
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et al., 2021; Wang et al., 2021; Dong et al., 2022; 
Singh et al., 2022).

Факторы группы роста BMP первоначально 
открыты благодаря их способности воздейство-
вать на формирование кости и хряща. Сейчас 
показано, что белки BMP — одна из основных 
групп морфогенетических сигнальных белков, 
которые организуют построение тканей в теле и 
имеют прогностическое значение (Chung et al., 
2018; Lowery, Rosen, 2018; Heubel, Nohe, 2021; 
Ponomarev et al., 2021; Yan, Wang et al., 2021).

Факторы роста эндотелиальных клеток – 
ECGF, митогенный фактор роста эндотелиаль-
ных клеток сосудов, влияет на функциональную 
активность моноцитов/макрофагов, стимулирует 
нейрогенез. Представители семейства ECGF1 и 
ECGF2 идентичны кислому (FGF1) и основному 
(FGF2) фактору роста фибробластов (Drouin et al., 
2013; Chen et al., 2020; Marei et al., 2022).

Факторы роста эндотелия сосудов (VEGF) 
– отдельное семейство факторов, синергичных 
ECGF и FGF. Отдельные представители семейства 
являются непосредственными регуляторами ан-
гиогенеза, другие выступают предшественниками 
других ростовых факторов (bFGF, PDGF), тем 
самым, опосредовано участвуя в пролиферации 
эндотелиальных клеток (Lee et al., 2021; Sousa et 
al., 2021; Eguchi et al., 2022).

Инсулиноподобные факторы роста (IGF), инги-
бируя протеинкиназу В, тормозят развитие апо-
птоза и стимулируют рост и пролиферацию раз-
личных клеток (Al-Samerri, Radovick, 2021; Lin et 
al., 2021).

Фактор роста нервной ткани (NGF) усиливает 
рост и пролиферацию нейронов и поддерживает 
рост β-клеток поджелудочной железы (Ibrahim 
et al., 2022; Oo, Hunter, 2021; Reis et al., 2022; 
Ostrovskaya, Ivanov, 2022).

Факторы роста тромбоцитов (PDGF) – группа 
полипептидов, включающая пять изоформ. Явля-
ясь митогенами для клеток мезенхимного проис-
хождения, играют важную роль в выживании и 
регенерации фибробластов, остебластов, гладко-
мышечных и глиальных клеток (Wang et al., 2016; 
Kazlauskas, 2017; Gillman et al., 2021; Sun J., et al., 
2022).

Гемопоэтические ростовые факторы представ-
ляют собой группу полипептидов, регулирующих 
пролиферацию, дифференцировку и миграцию 
клеток крови, в том числе и иммунокомпетент-
ных клеток. К этим факторам можно отнести 
моноцитарно-гранулоцитарные факторы роста: 

M-CSF (CSF1), G-CSF (CSF3), GM-CSF – ре-
гуляторы гранулоцитарного звена лейкоцитов, а 
также стромальных тканевых предшественников, 
таких как МСК. EPO – регулятор митогенеза и 
дифференцировки предшественников эритроци-
тарного ряда; THPO (TPO, MGDF) – стимулятор 
и регулятор тромбоцитопоэза; SCF (KL) – фактор 
роста стволовых клеток, стимулирующий не пре-
мированные гемопоэтические клетки и их коми-
тированные предшественники (Dougan et al., 2019; 
Kim et al., 2020; Mun et al., 2020; Nakamura-Ishizu, 
Suda, 2020).

С учетом того, что ряд ростовых факторов 
участвует в процессе канцерогенеза, их примене-
ние в клинике и при производстве биомеди-
цинских клеточных продуктов требует продуман-
ной стратегии и расчета концентраций (Taeger et 
al., 2011; Франциянц и др., 2020; Derynck et al., 
2021). Однако альтернативой применения еди-
ничных изолированных и/или синтезированных 
ростовых факторов могут стать природные ис-
точники регуляторов метаболизма, дифференци-
ровки и пролиферации. Основными источниками 
дополнительных компонентов для питательных 
сред в  настоящее время являются лошадиная 
сыворотка, сыворотка крупного рогатого скота, 
телячья эмбриональная (фетальная) сыворотка. 
В специальной литературе описано применение 
лизата донорской тромбоцитарной массы (Schär et 
al., 2015; Noh et al., 2018; Ziegler et al., 2019; Imam 
et al., 2022). Использование сыворотки (плазмы) 
пуповинной крови также считается перспектив-
ным источником дополнительных компонентов в 
составе культуральных сред (Гончаров и др., 2021).

ТЕХНОЛОГИЯ ПОЛУЧЕНИЯ 
ПУПОВИННОЙ  КРОВИ

Применение пуповинной крови в качестве до-
норской было начато в Советском Союзе еще в 
начале 30-х годов прошлого столетия. Были разра-
ботаны нормативные документы, регламентирую-
щие организацию, сбор, хранение и использование 
этого ценного продукта для переливания крови. 
Однако в послевоенные годы с развитием служ-
бы крови такая практика не получила развития. 
В настоящее время заготовка пуповинной крови 
выполняется в ряде родовспомогательных учре-
ждений, в первую очередь для получения гемо-
поэтических стволовых клеток для последующей 
трансплантации ее пациентам со злокачественны-
ми заболеваниями крови. Плазма (сыворотка) пу-
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повинной крови остается пока невостребованным 
продуктом.

В РФ зарегистрировано несколько банков пу-
повинной крови, объединенных в Ассоциацию 
“Рускорд” (https://ruscord.com), основной целью 
которой является содействие развитию надлежа-
щей клинической и лабораторной практики на 
всех этапах работы с пуповинной кровью. В  на-
стоящее время есть ряд законодательных актов, 
напрямую и косвенно регламентирующих за-
готовку продуктов, получаемых из пуповинной 
крови: Федеральный закон “О донорстве крови 
и ее компонентов” от 20.07.2012 №  125-ФЗ; На-
циональные стандарты РФ ГОСТ Р  52938-2008 
“Кровь донорская и ее компоненты. Контейнеры 
с консервированной кровью или ее компонента-
ми. Маркировка”, ГОСТ Р 53434-2009 “Принципы 
надлежащей лабораторной практики (GLP)”.

Взятие пуповинной крови в родильном доме 
включает в себя несколько этапов. Предвари-
тельно, как и в любой процедуре забора биоло-
гического материала, исследователю необходимо 
заручиться одобрением локального этического 
комитета, подготовить информационный листок 
для пациента, получить информированное согла-
сие на получение образца пуповинной крови у ма-
тери будущего ребенка. По действующему законо-
дательству именно она является в данном случае 
донором (Национальный стандарт РФ ГОСТ Р 
ИСО 13022–2016 “Продукты медицинские, со-
держащие жизнеспособные человеческие клетки. 
Применение менеджмента риска и требований 
к  методикам обработки”).

Кровь забирают из пуповинной вены сразу 
после отсечения пуповины в гематологический 
контейнер. Объем получаемой крови может со-
ставлять от 30 до 80 мл. Описанная манипуляция 
безболезненна, безопасна для матери и ребен-
ка. Риск бактериального заражения пуповинной 
крови минимален и обеспечивается соблюдением 
стандартных операционных процедур. Примером 
таких детализированных поэтапных процедур мо-
гут быть разработанные О.В. Тюминой с соавтора-
ми (2012) процедуры заготовки пуповинной кро-
ви. Применение автоматического или дискретного 
плазмафереза, хорошо зарекомендовавшего себя 
на станциях переливания крови, для получения 
плазмы из ПК ввиду небольших ее объемов не 
оптимально.

Фракционирование крови объемом до 80 мл 
наиболее удобно проводить центрифугировани-
ем (Белобородов, Кельчевская, 2020). Вопрос 

о преимуществах того или иного вида антикоа-
гулянтов, например на основе цитрата натрия, 
которые широко используются службой крови, 
остается открытым. Требуется дополнительно 
изучить влияние разных антикоагулянтов на уро-
вень и активность факторов роста, присутствую-
щих в  плазме ПК. Для получения сыворотки, в 
которой, по мнению ряда исследователей, концен-
трация цитокинов выше по сравнению с плазмой 
ПК, возможно применение гемоконтейнеров (сте-
рильных шприцев) без добавок антикоагулянтов и 
гемоконсервантов.

Содержание ростовых факторов, цитокинов, эк-
зосом и мРНК в пуповинной крови. Получаемая из 
ПК сыворотка (плазма) в последние годы рассмат-
ривается как перспективный источник компонен-
тов для проведения культуральных работ. В плазме 
пуповинной крови выявляется значительное коли-
чество цитокинов: IL-1β, IL-6, IL-1ra, IL-4, IL-10, 
IL-13, IL-2, IL-7, IL-12, IL-17, IFN. -g, TNF-a, 
IL-5, IL-9, IL-15, G-CSF, GM-CSF, PDGF-bb, 
FGF-2, VEGF, IL-8, эотаксин, MCP-1, IP-10 , 
MCP-1, MIP-1a, MIP-1b, RANTES, 6Cine, BCA-
1, CTACK, ENA-78, эотаксин 2 и 3, фракталкин, 
GCP, Gro-a, Gro-b, I-309, I-TAC, MCP-2, MCP-3, 
MCP-4, MDC, MIF, MIG, MIP-3a, MIP3-b, MPIF-
1, SCYB16, SDF-1ab, TARC, TERC (Garanina et al., 
2017; Sane et al., 2018).

Среди преимуществ этого биологического про-
дукта можно отметить его доступность, наличие 
в составе практически всех факторов для роста и 
дифференцировки тканей, отсутствие ксеноген-
ных компонентов. Содержание в ПК (сыворотке) 
цитокинов (в том числе ростовых факторов) в зна-
чительной степени лабильно (Garanina et al., 2017).

В ряде публикаций отмечено, что в плазме ПК, 
по сравнению с донорской плазмой, на фоне от-
носительно повышенных уровней хемокина IL-8 
и ряда факторов роста (M-CSF, HGF, PDGF-BB, 
SCGF-β, IL-8 и SCF, VEGF, G-CSF, EGF, FGF) 
регистрируются более низкие концентрации про-
воспалительных цитокинов (Романов, Романов, 
2018; Ehrhart et al., 2018; Romanov et al., 2019). 
Отмечается также, что плазма ПК содержит более 
высокие концентрации основных ростовых фак-
торов TGF-β2, TGF-β3 TGF-β2, TGF-β3, EGF, 
HGF, PDGF-BB, VEGF-A и D, чем донорская 
(Rhéaume et al., 2021).

В то же время плазма и сыворотка ПК содержит 
более низкие концентрации IGF-I и II (Rhéaume 
et al., 2022). Важно отметить, что авторы под-
черкивают более высокую “функциональность” 
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сыворотки/плазмы ПК по сравнению с фетальной 
бычьей сывороткой при культивировании клеточ-
ных линий. Кроме того, исследователи отмечают, 
что при использовании в качестве культуральной 
добавки эмбриональной бычьей сыворотки (в от-
личие от плазмы ПК) мезенхимальные стромаль-
ные клетки в большей степени экспрессировали 
маркеры, характерные для остеогенной активно-
сти, что является признаком нежелательной диф-
ференцировки (Rallapalli et al., 2021).

В плазме ПК регистрируются достаточно высо-
кий уровень глюкозы и более низкое содержание 
глутамата, лактата, а также аминокислот аланини-
на, лейцина, изолейцина и валина. По  содержа-
нию протеиногенных аминокислот, нуклеотидов, 
липидов плазма ПК соответствует широко при-
меняемой в культуральных работах фетальной 
телячьей сыворотке. Использование плазмы ПК 
для культивирования клеток пульпы зуба пока-
зало улучшение метаболических характеристик 
клеточной линии по сравнению с применением 
телячьей эмбриональной сыворотки (Caseiro et al., 
2018; Rhéaume et al., 2022).

Как правило, концентрация биологически ак-
тивных молекул в сыворотке ПК выше по сравне-
нию с плазмой ПК (Caseiro et al., 2018; Romanov 
et al., 2019). В целом можно отметить, что кон-
центрации цитокинов в плазме (сыворотке) ПК 
превышают таковые в донорской плазме и в эм-
бриональной телячьей сыворотке, однако уровень 
некоторых компонентов достаточно вариабелен. 
Подчеркивается, что индивидуальные особенно-
сти донора ПК, такие как возраст, число родов, 
наличие воспалительного заболевания, срок бере-
менности, способ родоразрешения, оказывают су-
щественное влияние на состав пуповинной крови. 
Важно отметить, что это касается не только содер-
жания в ПК гемопоэтических стволовых клеток, но 
и ряда биологически активных молекул (D’Arena et 
al., 1996; Campagnoli et al., 2000; Pranke et al., 2006; 
Dauber et al., 2011; Танасийчук и др., 2017).

Например, описан более низкий уровень IL-6 
в ПК при родоразрешении посредством планово-
го кесарева сечения, чем при нормальных родах, 
тогда как содержание IL-8, IL-16 сопоставимо 
(Denihan et al., 2013; Barug et al., 2014). Другие 
авторы выявили более высокое содержание IL-
1β в ПК у рожениц, которым было проведено 
экстренное кесарево сечение, чем у женщин, у 
которых были нормальные роды или плановое 
кесарево сечение (Gedikbaşi et al., 2014). Описано 
влияние времени года рождения ребенка на со-

держание IL-5, IL-10 и IFN-γ в ПК: наибольшие 
уровни этих цитокинов отмечали в осенний пери-
од (Keski-Nisula et al., 2010). У рожениц с воспа-
лительными заболеваниями описан повышенный 
уровень провоспалительных цитокинов (IL-1бета, 
IL-6, IL-8, TNF-альфа и др.) не только в мате-
ринской крови, но и в ПК (Pickler et al., 2010; 
Che et al., 2022).

Особый интерес вызывают данные о содер-
жании ангиопоэтических факторов и микроРНК 
в  ПК, полученной от доношенных и недоношен-
ных детей. Описано, что проангиогенные факто-
ры, такие как VEGF, ангиопоэтин-1, PDGF-AA, 
FGF-a и FGF-b (в отличие от эндостатина и тром-
боспондина-2) были в более низкой концентра-
ции в ПК, собранной у недоношенных новоро-
жденных, чем у доношенных детей. Кроме того, у 
недоношенных новорожденных была существенно 
снижена экспрессия участвующих в ангиогенезе 
микроРНК (MiR-125, MiR-126, MiR-145, MiR-
150) (Gródecka-Szwajkiewicz et al., 2020).

Наличие в сыворотке ПК микроРНК, широ-
кого спектра цитокинов, биологические эффекты 
этих продуктов в свою очередь свидетельствует 
о присутствии в этих средах важнейшего компо-
нента пуповинной крови – микровезикул (экзо-
сом). Экзосомы, являющиеся членами семейства 
внеклеточных везикул, происходят из различных 
клеток и играют существенную роль в регуляции 
гомеостаза, обеспечивая межклеточные коммуни-
кации (Meldolesi, 2018; Skuratovskaia, 2021). Био-
логические эффекты экзосом определяются их со-
держимым, зависящим от клетки-родительницы, 
в  первую очередь – от гемопоэтических клеток 
ПК. Микровезикулы содержат белки (в том числе 
белки комплекса МНС (стресс-белки)), липиды, 
регуляторные микроРНК и кодирующие матрич-
ные РНК. Из внеклеточной среды функциональные 
молекулы экзосом путем фагоцитоза, эдоцитоза 
или слияния с плазматической мембраной попа-
дают в клетку-мишень, модулируют экспрессию 
генов, меняя метаболизм клетки, активируя про-
цессы регенерации и восстановления (Yáñez-Mó 
et al., 2015; Terashvili, Bosnjak, 2018; Pietrowska et 
al., 2019). Внесение малых внеклеточных везикул 
в высоких концентрациях в  различные клеточные 
культуры, а также их внутривенное введение гры-
зунам продемонстрировало, что они не обладают 
высокой токсичностью (Rodrigues et al., 2021).

В литературе нам не удалось найти сведений, 
отражающих содержание экзосом в плазме/сы-
воротке ПК, что, по-видимому, связано с гете-
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рогенностью их размеров и состава (Jeppesen et 
al., 2019). О количестве экзосом в биологической 
жидкости можно судить по количеству микро
РНК, однако их определение затруднено присут-
ствием альбуминов (Pietrowska et al., 2019). Оценка 
количества микровезикул существенно зависит от 
метода их выделения (ультрацентрифугирование, 
ультрафильтрация в сочетании с эксклюзионной 
хроматографией, фракционирование на градиенте 
плотности, применение набора реагентов ExoQuick 
или реагента для полной изоляции экзосом (TEI)) 
(Tang et al., 2017; Jeppesen et al., 2019; Cardoso et 
al., 2021). По-видимому, содержание экзосом в 
ПК, как и содержание цитокинов, их спектр, ва-
рьирует в достаточно широком диапазоне и зави-
сит от множества факторов, начиная от течения 
беременности и заканчивая родами.

Важно отметить, что содержание факторов ро-
ста в разных продуктах получаемых из ПК (плаз-
ма, сыворотка, индуцированная сыворотка и плаз-
ма, обогащенная фактором роста), различаются по 
концентрации ростовых пептидов, что позволяет 
в перспективе целенаправленно создавать добав-
ки с разными свойствами (Rhéaume et al., 2022; 
Rhéaume et al., 2022). В связи со сказанным ранее 
вопросы стандартизации получения ПК и, соот-
ветственно, плазмы ПК имеют принципиальное 
значение.

Как уже упоминалось, для получения плазмы 
ПК авторы использовали разные методологиче-
ские подходы: подбор доноров, анализ их ана-
мнеза, методику забора ПК, различные по соста-
ву антикоагулянты и режимы центрифугирования. 
По-видимому, потребуется значительная работа 
по унификации подходов к процедуре забора ПК 
и получения из нее конечных продуктов, выбора 
одного или нескольких основных компонентов, 
которые позволяли бы судить о составе продукта. 
Возможным подходом к стандартизации состава 
добавки из плазмы ПК, вероятно, может стать 
технология пулирования образцов от нескольких 
доноров, что позволит усреднить концентрацию 
цитокинов и других компонентов.

ОПЫТ ПРИМЕНЕНИЯ СЫВОРОТКИ/
ПЛАЗМЫ ПК В КУЛЬТУРАЛЬНЫХ РАБОТАХ

Клеточные линии, на основе которых получа-
ют биомедицинские клеточные продукты, должны 
быть в первую очередь безопасны. С этой точки 
зрения применение ПК для культивирования 
клеток, по сравнению с сывороткой крупного 

рогатого скота, более оптимально, поскольку оно 
снижает риск заражения вирусами, прионами, 
бактериями, микоплазмами, дрожжами, грибами 
и эндотоксинами (Simonetti et al., 2007; Pereira et 
al., 2014; Dessels et al., 2016; Bui et al., 2021).

Важны вопросы экономической целесообраз-
ности применения продуктов ПК в культураль-
ных работах и их эффективности с точки зрения 
характеристик (качества) получаемых клеточных 
культур. К настоящему времени накоплен до-
статочно большой опыт применения плазмы и 
сыворотки, полученной из ПК для получения 
первичных культур и культивирования самых раз-
нообразных клеточных линий (различных типов 
мезенхемных стволовых клеток, клеток нервной 
ткани, эндотелиальных клеток и др.).

Описаны положительные эффекты добавле-
ния в культуральную среду сыворотки и плазмы 
ПК в технологиях масштабирования как стволо-
вых гемопоэтических клеток CD34+, так и МСК, 
полученных из других источников (Esmaeli et al., 
2016; Hassan et al., 2017; Caseiro et al., 2018; Pour et 
al.,2020; Rallapalli et al., 2021; Afzal et al., 2023). Эти 
компоненты добавляли в культуральную среду, не 
содержащую сыворотки животных, как источник 
ростовых факторов для поддержания роста и диф-
ференцировки клеток (Kwok et al., 2007; Murphy 
et al., 2012; Wu et al., 2015; Blázquez-Prunera et al., 
2017; Pour et al., 2020; Rallapalli et al., 2021). Ис-
пользование продуктов ПК позволило существен-
но сократить время удвоения популяции МСК (от 
30 до 48  ч) по сравнению с культурой клеток с 
добавкой ФБС (от 38 до 95  ч), что способствова-
ло увеличению количества клеток, пригодных для 
клинического применения за наименьшее количе-
ство пассажей.

Культуры МСК, полученные с добавками про-
дуктов из ПК, сохраняли свою морфологию и 
способность дифференцироваться в адипоциты и 
остеоциты, экспрессия поверхностных маркеров 
CD90, CD105 и CD44 была значительно выше 
по сравнению с культурами, в которые добавля-
ли ФБС (Hassan et al., 2017). Подобные результа-
ты описаны в работе, в которой культивирование 
МСК в среде, содержащей 5–10% пуповинной сы-
воротки, способствовало десятикратному увеличе-
нию популяции клеток, тогда как использование 
коммерческой ФБС демонстрировало показатели 
в два раза ниже (Afzal et al., 2023).

В литературе описано применение в культу-
ральных работах сыворотки ПК в сочетании 
с  кондиционированной средой или в комбина-
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ции с лизатом тромбоцитов. Кондиционированная 
среда, полученная при культивировании МСК, су-
щественно повышала скорость их пролиферации 
и миграции МСК и стромальных клеток костно-
го мозга. Кондиционированная среда индуциро-
вала секрецию VEGF-A и остеопротегерина, что 
способствовало ангиогенезу эндотелиальных кле-
ток и положительно влияло на остеогенную диф-
ференцировку МСК (Sane et al., 2018).

Применение плазмы ПК, обогащенной лиза-
том тромбоцитов ПК, в качестве ростовой добавки 
для культивирования МСК пуповины направляло 
и поддерживало остеобластическую дифференци-
ровку этих клеток (Baba et al., 2019). В пользу 
применения плазмы ПК также говорят и результа-
ты сравнительной оценки влияния ФБС и сыво-
ротки ПК, полученной с использованием гид-
роксиэтилкрахмала, на основные характеристики 
МСК пуповины (Pour et al., 2020). Показано, что 
экспрессия гена hTERT, являющегося ключевым 
в поддержании стабильности генетического аппа-
рата клетки в процессе ее многократного деления, 
была выше, чем при использовании ФБС (Pour 
et al., 2020).

При использовании плазмы ПК для культиви-
рования клеток пульпы зуба отмечали улучшение 
метаболических характеристик клеточной линии 
по сравнению с телячьей эмбриональной сыво-
роткой (Caseiro et al., 2018).

Для культивирования стромальных клеток эн-
дометрия были протестированы различные вари-
анты сывороток, в том числе плазма, полученная 
из ПК, и плазма крови взрослого человека (de 
Miguel-Gómez, 2021). В результате наибольшее 
увеличение пролиферации in vitro и скорости ми-
грации было обнаружено в той модели, где ис-
пользовали плазму ПК. Так же и в эксперименте 
in vivo на мышах поврежденная ткань матки экс-
прессировала больше прорегенеративных марке-
ров (Stat5a, Uba3, Thy1) после применения плазмы 
ПК, чем после обогащенной тромбоцитами плаз-
мы крови взрослого донора (de Miguel-Gómez et 
al., 2021).

Сравнительная оценка жизнеспособности мо-
нонуклеарных клеток ПК, культивированных 
в  полной питательной среде, содержащей или 
пуповинную плазму, или плазму взрослого доно-
ра, или эмбриональную бычью сыворотку, про-
демонстрировала высокую долю жизнеспособных 
клеток при культивировании в присутствии имен-
но плазмы взрослого человека. Интересно, что 
в  культуре с использованием плазмы ПК было 

зафиксировано значительно большее соотношение 
живых клеток к мертвым, а количество апоптоти-
ческих клеток было наименьшим, нежели в других 
вариантах культуры (Ehrhart et al., 2018).

Есть сообщение об успешном использовании 
сыворотки ПК человека вместо фетальной бычьей 
для культуры ex vivo лимбальных эпителиальных 
клеток, используемых для клинической транс-
плантации (Chakraborty et al., 2013). При этом 
результаты сравнительного анализа морфологии 
клеток и их пролиферативной активности оказа-
лись аналогичными при использовании фетальной 
бычьей сыворотки и сыворотки ПК.

Сыворотка, полученная из ПК человека, была 
успешно протестирована на культуре клеток 
фибробластов. Так, помимо высокой скорости 
пролиферации, линии фибробластов сохраняли 
плюрипотентность и кариотипическую стабиль-
ность в процессе длительного культивирования 
(Rungsiwiwut et al., 2016). В другой работе авторы 
не отметили преимуществ плазмы ПК перед стан-
дартно применяемой ФБС при культивировании 
МСК (Ding et al., 2013).

В целом публикации о применении плазмы/
сыворотки ПК при культивировании клеток сви-
детельствуют о ее существенных преимуществах: 
доступности, относительной безопасности для 
культивирования (пролиферации) и последующего 
клинического применения МСК (Pour et al., 2020). 
Кроме того, криоконсервация ПК не влияет на ее 
свойства (Baba et al., 2019).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для развития регенеративной медицины прин-
ципиальное значение имеет получение жизне-
способных культур клеток с заданными свойствами 
и в количестве, способном обеспечить терапевти-
ческий эффект. Необходимым условием для этого 
является разработка оптимальных методов культи-
вирования, в которых важнейшим компонентом 
выступают ростовые факторы. Плазма/сыворотка, 
полученная из пуповинной крови человека, в срав-
нении с источниками животного происхождения 
выступает уникальным продуктом, обладающим 
рядом ценных характеристик – безопасностью, 
более высоким содержанием биологически актив-
ных молекул, что открывает широкие перспективы 
для их применения в области клеточных техноло-
гий. Мы считаем, что, несмотря на необходимость 
уточнения состава сыворотки ПК и механизма дей-
ствия, созрели условия для широкого внедрения 
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этих продуктов в практику. Ключевыми преиму-
ществами использования пуповинной сыворотки 
является то, что ее можно легко и массово полу-
чить из ПК. Она не содержит патогенов животного 
происхождения и имеет значительно более низкую 
иммуногенность. Безусловно, необходимо усовер-
шенствовать и стандартизовать методы получения 
и тестирования плазмы/сыворотки ПК, разработать 
протоколы применения этого продукта для различ-
ных клеточных линий. Немаловажной в настоящее 
время характеристикой плазмы/сыворотки ПК яв-
ляется ее доступность и относительно невысокие 
затраты на ее получение.
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UMBILICAL BLOOD AS A TROPHIC-GROWTH SUPPLEMENT  
FOR CULTURAL WORK

A. G. Goncharova, V. V. Shupletsovaa, N. D. Gazatovaa,  
O. B. Melashchenkoa, K. A. Yurovaa, L. S. Litvinovaa, b, *

a Center of Immunology and Cell Biotechnology, Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, 236041, Russia
b Laboratory of Cellular and Microfluidic Technologies, Siberian State Medical University, Tomsk, 634050, Russia

* e-mail: larisalitvinova@yandex.ru

This review analyzes the results of modern high-tech research on the use of umbilical cord blood serum/
plasma as an additive to culture media for cell culture growth. Since culture media are a key factor in cell 
culture, the review addresses the composition and properties of the major culture media used in cell biology 
and regenerative medicine. The authors pay special attention to growth factors; they describe the functional 
properties of the main families of these polypeptides (fibroblast growth factors, epidermal growth factors, 
transforming growth factors, differentiation growth factors, epidermal growth factors, endothelial cell growth 
factors, hematopoietic growth factors, etc.). It was found that one of the most promising sources of growth 
factors is cord blood serum/plasma. In this publication, the main technologies for cord blood collection 
and systematic studies on the content of growth factors, cytokines, exosomes and mRNA in cord blood are 
presented. Experimental data on the use of umbilical cord blood serum/plasma as an additive to culture 
media for the growth of various cell cultures of animal origin are described. Human umbilical cord blood 
serum/plasma is an affordable, safe product with a high content of biologically active molecules compared to 
animal sources. In order for umbilical cord blood serum/plasma to be widely used as an adjunct to culture 
media, standards for the manufacture and testing of this product must be developed.

Keywords: umbilical cord blood, umbilical cord blood serum/plasma, animal cell culture media, growth 
factors, cytokines, exosomes and mRNA, animal cell culture
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Гликоделин (Gd) обладает выраженными иммуномодулирующими свойствами, участвуя в формиро-
вании иммунной толерантности в период беременности. Исследовали роль рекомбинантного Gd 
в  физиологических (0.2 и 2 мкг/мл) и сверхфизиологической (10  мкг/мл) концентрациях в регуля-
ции дифференцировки и функциональной активности миелоидных супрессорных клеток человека 
(myeloid-derived suppressor cells, MDSC) в  условиях in vitro. MDSC генерировали из CD11b+-клеток 
периферической крови здоровых доноров двухэтапной индукцией (IL-1β + GM-CSF и липополи-
сахарид). Оценивали влияние Gd на уровень полиморфноядерных MDSC (PMN-MDSC) и моноци-
тарных MDSC (M-MDSC), измеряли внутриклеточный уровень индоламин-2,3-диоксигеназы (IDO), 
аргиназы-1 (Arg1) и цитокиновый профиль в культурах этих клеток. В целом конверсия CD11b+-
клеток в MDSC имеет следующие особенности: в результате цитокиновой индукции генерируются 
преимущественно M-MDSC, но не PMN-MDSC, и практически не детектируется уровень Arg1. 
Установлено, что Gd повышал количество M-MDSC в концентрациях 2 и 10 мкг/мл. Показано, что 
Gd не влиял на содержание Arg1, но повышал долю MDSC, экспрессирующих IDO (10 мкг/мл). 
Gd также модулировал цитокиновый профиль CD11b+-клеток (в физиологической концентрации 
2 мкг/мл), подавляя продукцию IL-19, IL-26 и TWEAK/ TNFsF12, а в сверхфизиологической кон-
центрации  – продукцию IFN-α2 и IL-26.
Ключевые слова: аргиназа 1, гликоделин, иммунная толерантность, индоламин-2,3-диоксигеназа, 
культивирование клеток, миелоидная супрессорная клетка, цитокин
Принятые сокращения: АФП – альфа-фетопротеин; ЛПС – липополисахарид; МПК – мононуклеары 
периферической крови; ТБГ – трофобластический бета-1-гликопротеин; Arg1 – аргиназа-1; GdA и 
Gd – амниотический гликоделин и рекомбинантный Gd соответственно; DPBS – фосфатно-солевой 
буферный раствор Дальбекко; GM-CSF – гранулоцитарно-моноцитарный колониестимулирующий 
фактор; IDO – индоламин-2,3-диоксигеназа; IL – интерлейкин; MDSC – миелоидные супрессорные 
клетки; M-MDSC – моноцитарные MDSC; PMN-MDSC – полиморфноядерные MDSC.
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Иммунная толерантность при беременности – 
отсутствие у матери иммунной реакции на разви-
вающийся плод и плаценту. Первоначально по-
лагали, что материнско-фетальная толерантность 
основана на регуляции Т-клеточного звена имму-
нитета (Saito et al., 2010), однако теперь очевидно, 
что этот феномен намного сложнее и затрагивает 
врожденный иммунитет.

Клетки врожденного иммунитета (макрофаги, 
врожденные лимфоидные клетки, естественные 
киллерные (NK) клетки) представляют собой са-

мую большую популяцию децидуальных лейкоци-
тов и играют важную роль в репродукции. С одной 
стороны, они противостоят инфекционной угрозе 
для здоровой беременности, а с другой  – играют 
роль в инвазии трофобласта и ремоделировании 
спиральных артерий, контролируя имплантацию 
эмбриона и нормальное развитие плацентарного 
ложа (Weng et al., 2003). Между тем часть клеток 
врожденного иммунитета, таких как антигенпре-
зентирующие клетки, взаимодействуют с Т-клет-
ками и подавляют иммунный ответ, чтобы поддер-

https://teacode.com/online/udc/57/57.085.2.html
https://teacode.com/online/udc/61/612.63.html
mailto:Shardinak@gmail.com
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живать оптимальную для развития беременности 
иммунологическую микросреду на границе между 
матерью и плодом (Li et al., 2021b).

Относительно недавно стало известно, что ми-
елоидные супрессорные клетки (myeloid-derived 
suppressor cells, MDSC), являясь клетками врож
денного иммунитета, генерируются в процессе 
нормально протекающей беременности (Ostrand-
Rosenberg et al., 2017). В большей степени увели-
чение MDSC в организме матери проходит за счет 
субпопуляции полиморфноядерных (PMN) MDSC 
(PMN-MDSC), однако, концентрация моноцитар-
ных (М) M-MDSC также возрастает, но менее 
значительно.

Помимо того, что MDSC содержится в пери-
ферической крови, показано, что их уровень по-
вышается и в децидуальной оболочке плаценты, 
и в межворсинчатом пространстве (Köstlin-Gille, 
2020). Уровень MDSC также повышен у новорож
денных в первые 2 месяца, после чего к 6-му ме-
сяцу жизни он снижается до показателей нормы 
взрослого человека (Gantt et al., 2014). Кроме того, 
во время беременности MDSC содержатся в пу-
повинной крови (Rieber et al., 2013).

В настоящее время очевидно, что MDSC при-
нимают участие в поддержании иммунной толе-
рантности. Ключевыми механизмами реализации 
супрессорной активности является экспрессия 
ряда поверхностных маркеров, внутриклеточная 
экспрессия ферментов аргиназы-1 (Arg1), индо-
лемин-2,3-диоксигеназы (IDO) и индуцибельной 
NO-синтазы (iNOS), а также продукции ряда про-
тивовоспалительных цитокинов (Li et al., 2021a). 
Фенотип MDSC на данном этапе определяется 
как Lin‒HLA-DR‒CD33+CD11b+. Поскольку ге-
нерация клеток в системе in vitro является слож-
ной методической задачей, разработка протоколов 
получения MDSC ведется до сих пор.

Регуляторный континуум, формируемый белка-
ми беременности, также вносит свой вклад в фор-
мирование иммунной толерантности, в том числе 
и на уровне MDSC. Известно, что трофобласти-
ческий β1-гликопротеин (ТБГ) и альфа-фетопро-
теин (АФП) способны регулировать дифференци-
ровку и функциональную активность этих клеток 
в условиях in vitro (Тимганова и др., 2023; Shardina 
et al., 2023).

Один из ключевых белков беременности, амни-
отический гликоделин (GdA) (синонимы: PP14, 
PAEP, альфа-2-микроглобулин фертильности), 
обладает выраженными иммуномодулирующими 
свойствами (Uchida et al., 2013). Биологическая 

активность GdA связана с взаимодействием его 
уникальных углеводных цепей с мембранными 
рецепторами сиаловой кислоты (селектины, лек-
тины Ig-связывающего типа), присутствующими 
на различных типах клеток границы мать–плод 
(Lam et al., 2011).

Таким образом, целью исследования является 
изучение влияния рекомбинантного Gd на диф-
ференцировку MDSC в системе in vitro с оцен-
кой ряда показателей функциональной активности 
этих клеток.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

В работе использовали мононуклеарные клетки 
периферической крови (МПК) условно здоровых 
доноров (женщины 22–42 лет, n = 7) с их согласия.

Максимальная концентрация GdA в сыво-
ротке крови к концу первого триместра дости-
гает 2  мкг/мл, а его во II триместре концентра-
ция достигает 0.2  мкг/мл, после чего к третьему 
триместру уровень GdA снижается (Halttunen et 
al., 2000). В исследовании использовали физио-
логические концентрации рекомбинантного Gd 
(источник E.  coli, MyBioSource, США), которые 
соответствуют уровню GdA в сыворотке беремен-
ных женщин, а также превышающую эти значе-
ния концентрацию – 10 мкг/мл. Хотя в работе 
использовали рекомбинантную, а не нативную 
форму GdA, важно было отследить возможные 
перспективы эффектов цельного белка для его 
использования при различных патологиях, когда 
имеет значение манипулирование уровнем MDSC.

Объекты исследования. МПК получали центри-
фугированием на градиенте плотности Diacoll (ρ =  
= 1.077 г/см3, “Диа-М”). Из МПК крови доноров 
с помощью иммуномагнитной сепарации выделя-
ли CD11b+-клетки для дальнейшего культивирова-
ния. Для выделения использовали магнитные сфе-
ры MACSiBeads с антителами к молекуле CD11b 
и разделительную колонку MS (Miltenyi Biotec, 
Германия).

Культивирование MDSC. Полученные клетки 
высевали в 96-луночный планшет в концентра-
ции 106/мл с добавлением полной питательной 
среды (RPMI-1640, 10% FBS, 10 мМ Hepes (ICN 
Рh., США), 2 мМ L-глутамина (ICN Рh., США) 
и 100 мкг/мл пенициллина-стрептомицина-амфо-
терицина (100 мкл на 10 мл среды; BI, Израиль). 
В первые сутки в культуральный планшет вносили 
GM-CSF (Miltenyi Biotec, Германия) в концентра-
ции 20 нг/мл, после чего клетки культивировали 
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в CO2-инкубаторе в течение 2 сут. После заверше-
ния первого этапа клетки активировали внесением 
цитокина IL-1β (20 нг/мл; Miltenyi Biotec, Герма-
ния) и ЛПС (0.1 мкг/мл; Sigma-Aldrich, США). 
На  следующий день добавляли Gd в концентра-
циях 0.2, 2.0 или 10.0 мкг/мл. После добавления 
активационных молекул и Gd клетки культи-
вировали еще 3 сут в тех же условиях. В  целом 
культивирование клеток происходило в течение 
7  сут, после чего клеточные культуры собирали 
с использованием аккутазы, дополнительно про-
мывая лунки холодным фосфатно-солевым буфер-
ным раствором Дальбекко (DPBS) (Thermo Fisher 
Scientific, США) для более качественного сбора.

Проточная цитометрия. Через 7 сут культи-
вирования клетки окрашивали антителами, ме-
ченными флюорохромами (HLA-DR-Alexa Fluor 
750, anti-CD33-APC, anti-CD11b-Alexa Fluor 405, 
anti-CD66b-PE и anti-CD14-PerCP; R&D Systems, 
США). Чтобы исключить возможное присут-
ствие лимфоцитов и NK-клеток, применяли anti-
CD19-AF700, anti-CD56-AF700, anti-CD3-AF700 
(Lin). В  качестве контролей, определяющих не-
гативные популяции, использовали пробы FMO 
(fluorescence minus one). Исследования проводи-
ли на проточном цитометре Cytoflex S (Beckman 
Coulter, США).

Гейтирование осуществляли по данным боко-
вого (SSC) и прямого (FSC) светорассеяния. С по-
мощью красителя Zombie Aqua (ZA; BioLegend, 
США) определяли живые клетки (ZA‒) и в этом 
гейте выделяли регион клеток, не несущих ли-
нейные маркеры (Lin) и HLA-DR. После этого 
строили двухпараметрический график для CD33 
и CD11b, демонстрирующий популяцию MDSC 
(Lin‒HLA-DR‒CD33+CD11b+). Для анализа суб-
популяционного состава в гейте MDSC дополни-
тельно определяли маркеры CD66b (PMN-MDSC) 
и CD14 (M-MDSC).

Оценка уровня Arg1 и IDO в MDSC. Помимо 
поверхностных маркеров, оценивали внутрикле-
точное содержание ферментов Arg1 и IDO пу-
тем пермеабилизации клеток с использованием 
моноклональных антител к IDO и Arg1 (R&D 
Systems, США). Уровень ферментов в клетках 
PMN-MDSC и M-MDSC детектировали тоже ме-
тодом проточной цитофлюориметрии.

Анализ цитокинового профиля в культурах 
CD11b+-клеток. Уровень цитокинов определяли в 
супернатантах культур с помощью коммерческого 
набора Bio-Plex Pro Human Inflammation panel  1, 
37-plex (Bio-Rad, США) согласно инструкции 

производителя. Результаты регистрировали, ис-
пользуя систему мультиплексного анализа Bio-Plex 
MAGPIX (BioRad, США). Данные обрабатывали 
в программе Belysa. Для построения стандартных 
кривых использовали пятипараметрический логи-
стический (5PL) метод анализа. Результаты выра-
жали в пг/мл.

Статистический анализ. Для обработки результа-
тов использовали программу GraphPad Prism  8. 
Для сравнения зависимых выборок применяли 
критерий Фридмана  – непараметрический ана-
лог дисперсионного анализа повторных измере-
ний. Статистически значимыми считали различия 
при P  < 0.05. Данные представлены в виде медиа-
ны (Ме), нижнего и верхнего квартиля (Q1–Q3). 
Для оценки корреляционной связи между всеми 
измеренными показателями использовали метод 
Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При культивировании периферических мо-
нонуклеарных клеток генерируется мало (1–3%) 
MDSC, поэтому логично выделить клетки по од-
ному из двух главных маркеров MDSC  – CD33 
(Lechner et al., 2010) или CD11b (Shardina et al., 
2023).

В схеме получения MDSC из CD11b+-клеток 
показано, что цитокины и ЛПС способны значи-
мо увеличивать уровень MDSC в нашей экспе-
риментальной системе. В то же время не выяв-
лено влияния Gd на конверсию CD11b+-клеток 
в  MDSC (рис.  1).

Учитывая, что MDSC подразделяют на две 
основные субпопуляции (PMN-MDSC с фено-
типом CD33lowCD11b+CD14‒CD15+/CD66b+ и 
M-MDSC с фенотипом CD33+CD11b+CD14+HLA-
DR‒/lowCD15‒/CD66b‒), провели оценку влияния 
Gd на эти клетки.

Установлено, что на уровне субпопуляций Gd 
не влиял на пул PMN-MDSC, однако существен-
но повышал уровень M-MDSC внутри популяции 
MDSC в концентрациях 2 и 10 мкг/мл (табл.  1).
Важно отметить, что фактически наша экспе-
риментальная схема не позволяет генерировать 
гранулоцитарные MDSC, что может быть связа-
но с  двумя причинами – недостаточным количе-
ством гранулоцитарных клеток в МПК, а также не 
подходящим для PMN-MDSC набором стимуля-
торов, используемых в работе. Таким образом, Gd 
усиливал генерацию М-MDSC из CD11b+-клеток 
в  концентрациях 2 и 10 мкг/мл.
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Для идентификации MDSC важно понимать, 
что на сегодня у этих клеток не найден уникальный 
маркер, по которому можно безошибочно опре-
делить клеточную принадлежность к этой группе. 
Именно поэтому для определения MDSC допол-
нительно проводят оценку ряда ферментов, участ-

вующих в подавлении активности и пролиферации 
иммунных клеток. Для этих целей в исследовании 
мы измеряли внутриклеточный уровень двух та-
ких ферментов  – Arg1 и IDO. MDSC опосредует 
ингибирующий эффект посредствам многих меха-
низмов, в том числе через истощение L-аргинина 
(экспрессией гена аргиназы-1) и L-триптофана 
(экспрессией гена IDO) (Lim et al., 2020). 

При оценке уровня Arg1 в MDSC установлено, 
что этот фермент был экспрессирован небольшим 
количеством клеток (менее 1%; табл.  2). В ре-
зультате эксперимента показано, что Gd не влиял 
на содержание аргиназы-1 в пуле MDSC (см. 
табл.  2). Однако с учетом того, что Arg1 преиму-
щественно экспрессируется субпопуляцией PMN-
MDSC, уровень которых в нашей эксперименталь-
ной схеме был крайне низким, основной вывод 
может быть связан именно с этим. В то же время 
IDO активно экспрессировался в MDSC. Установ-
лено, что Gd в концентрации 10 мкг/мл повышал 
экспрессию IDO в MDSC (рис. 2).

Обнаружена прямая корреляционная связь 
(r  = 0.80, P  < 0.05) между экспрессией IDO и про-

Рис. 1. Влияние гликоделина (Gd) разной концен-
трации на конверсию CD11b+-клеток (из монону-
клеарных клеток периферической крови доноров) в 
фенотип MDSC. Представлены медианы, межквар-
тильный диапазон (Q1–Q3, границы столбцов), ми-
нимальное и максимальное значения (вертикальные 
отрезки); по вертикали: доля живых Lin–HLA-DR‒-
клеток в гейте; (К1 – контроль, без добавления ци-
токинов и гликоделина в среду культивирования, 
К2 – контроль 2, добавление в среду только ци-
токинов); различия достоверны при P  < 0.05: (*) – 
между К1 и К2 (n  = 7, критерий Фридмана).
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Таблица 1. Влияние Gd на количество клеток с фено-
типом MDSC (PMN-MDSC и M-MDSC), продуциру-
ющих фермент Arg1

Воздействие Количество клеток 
MDSC, %

Контроль до индукции  
(без цитокинов и Gd)

0.150 (0.025–0.447)

Индукция (GM-CSF, IL-1 β и ЛПС)
Контроль (без Gd) 0.920 (0.212–1.538)
Gd, 0.2 мкг/мл 0.510 (0.177–0.985)
Gd, 2 мкг/мл 0.215 (0.022–1.143)
Gd, 10 мкг/мл 0.905 (0.115–2.745)

Примечание. Данные представлены в виде медианы 
(Ме), нижнего и верхнего квартиля (Q1–Q3); (n  = 7).
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Рис. 2. Содержание индоламин-2,3-диоксигеназы 
(IDO) в клетках MDSC при использовании глико-
делина (Gd) в разной концентрации. Представле-
ны медианы, межквартильный диапазон (Q1–Q3), 
минимальное и максимальное значения; различия 
достоверны при P  < 0.05 (критерий Фридмана): 
(*)  – между контролем индукции (К1, культура 
без добавления цитокинов и Gd) и К2 (культура с 
добавлением цитокинов и без Gd); (#) – различия 
с К2.
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центным содержанием MDSC в культуре. Извест-
но, что IDO катаболизирует триптофан, создавая 
локальный дефицит этой незаменимой амино-
кислоты и подавляя пролиферацию и функцию 
Т-клеток (Fallarino et al., 2002). Таким образом, 
Gd в высокой концентрации может вносить свой 
вклад в угнетение иммунного ответа через повы-
шение экспрессии IDO в миелоидных клетках.

В отношении цитокинового профиля суперна-
тантов CD11b+-клеток, индуцированных в фенотип 
MDSC, показано, что Gd не оказывал влияния на 
следующие цитокины: APRIL/TNFSF13, BAFF/
TNFSF13B, sCD30/TNFRSF8, sCD163, Chitinase-3-
like 1, gp130/sIL-6Rβ, IFN-β, IFN-γ, IL-2, sIL-6Rα, 
IL-8, IL-10, IL-11, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-20, 
IL-22, IL-27 (p28), IL-28A/IFN-λ2, IL-29/IFN-λ1, 
IL-32, IL-34, IL-35, LIGHT/TNFSF14, MMP-1, 
MMP-2, MMP-3, osteocalcin, osteopontin, pentraxin-3, 
sTNF-R1, sTNF-R2, TSLP. Однако Gd (в разных 
концентрациях) снижал продукцию следующих ци-
токинов: IFN-α2 (10 мкг/мл), IL-26 (2 и 10 мкг/
мл), IL-19 (2 мкг/мл), TWEAK/ TNFsF12 (2 мкг/
мл) (рис. 3). Таким образом, Gd в физиологической 
концентрации 2 мкг/мл подавлял продукцию IL-19, 
IL-26 и TWEAK/ TNFsF12, а в сверхфизиологиче-
ской концентрации  – продукцию IFN-α 2 и IL-26.

IFN-α2 – это гликопротеин, обладающий 
противовирусным и иммуномодулирующим дей-
ствием. Известно, что IFN-α2 способствует про-
лиферации наивных CD8-клеток и инактивации 
регуляторных T-лимфоцитов. IL-26, как и IFN-α2, 

является провоспалительным цитокином. IL-19 
долгое время считали противовоспалительной мо-
лекулой, гомологичной IL-10, однако в настоящее 
время IL-19 считают регуляторным цитокином. 
С одной стороны, IL-19 способствует продукции 
цитокинов Th2, а с другой  – посредством IL-6 и 
TNF-α обладает провоспалительными свойствами 
(Savasan et al., 2012). TWEAK/TNFsF12 – цито-
кин к рецептору  для фактора TNFSF12 из над-
семейства факторов TNF, способный к индукции 
апоптоза в клетках и регуляции ангиогенеза (Wiley 
et al., 2001). Gd способен подавлять продукцию 
данных цитокинов в условиях in vitro, формируя 
противовоспалительный совокупный вектор.

В целом тенденция снижения ряда провоспа-
лительных цитокинов может укладываться в кон-
цепцию иммунорегуляторных свойств Gd, направ-
ленных на поддержание иммунной толерантности.

В первую очередь стоит отметить, что данный 
спектр цитокинов был синтезирован CD11b+-
клетками, индуцированными в фенотип MDSC. 
В нашей экспериментальной системе около поло-
вины клеток были идентифицированы как MDSC. 
Поэтому для того, чтобы установить взаимосвязь 
между цитокинами и MDSC, был проведен кор-
реляционный анализ между процентным содержа-
нием MDSC и цитокинами. Достоверных корре-
ляционных связей между цитокинами и уровнем 
MDSC не обнаружили.

Однако обнаружена прямая корреляционная 
связь между экспрессией IDO и продукцией IL-26 
(r  = 0.8, P  < 0,05), но обратная между уровнем IDO 
и продукцией IFN-α2 (r  = ‒0.8, P  < 0.05) под воз-
действием 10 мкг/мл Gd. Пока нет известных взаи-
мосвязей между уровнем IDO и IL-26, однако IFN 
I типа может индуцировать экспрессию IDO в клет-
ках (Fallarino et al., 2002). В нашем эксперименте 
Gd в концентрации 10 мкг/мл повышал уровень 
IDO, одновременно снижая продукцию IFN-α2 
клетками, что позволяет предположить: индукция 
IDO не связана с аутогенной продукцией IFN-α2.

В 2018 г. был продемонстрирован схожий эф-
фект GdA: в эксперименте авторов Gd усиливал 
экспрессию маркеров IDO децидуальных макро-
фагов, а блокирование рецептора Siglec-7 на клет-
ках нивелировало биологическое действие Gd на 
дифференцировку моноцитов, что косвенно ука-
зывает на то, что рецептором к GdA может высту-
пать Siglec-7 (Vijayan et al., 2018). Интересно, что 
позже было проведено исследование, направлен-
ное на поиск рецепторов для Siglec на MDSC и 
в микроокружении опухоли глиомы (Santegoets et 

Таблица 2. Влияние Gd на продукцию Arg1 в MDSC 
через 7 сут культивирования CD11b+-клеток 

Воздействие
Доля клеток, %

PMN-MDSC M-MDSC
К1 (без цитокинов 
и Gd)

0.040 
(0.020–0.095)

0.090 
(0.065–0.165)

Индукция (GM-CSF, IL-1 β и ЛПС)
К2 (без Gd) 0.375 

(0.020–1.713)
7.835(а) 

(0.767–9.608)
Gd 0.2 мкг/мл 0.445 

(0.140–3.405)
23.87 

(17.90–29.49)
Gd 2 мкг/мл 0.420 

(0.202–0.982)
46.90(б) 

(39.11–51.18)
Gd 10 мкг/мл 0.455 

(0.077–2.773)
59.74(б) 

(50.09–72.76)
Примечание. Данные представлены в виде медианы 
(Ме), нижнего и верхнего квартиля (Q1–Q3); (n  = 7); 
различия достоверны при P  < 0.05: (а) – по сравнению 
с K1 (К1 – контроль, без добавления цитокинов и гли-
коделина в среду культивирования, К2 – контроль 2, 
добавление в среду только цитокинов) и (б) – по срав-
нению с К2.
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al., 2019). Оказалось, что оба подмножества MDSC 
экспрессируют Siglec-3, -5, -7 и -9, причем на по-
верхности M-MDSC детектированы более высо-
кие уровни Siglec-3, -7 и -9, а на PMN-MDSC  – 
Siglec-5. Аналогичные профили экспрессии Siglec 
были обнаружены на MDSC от здоровых доноров. 
Эти исследования дают основание предположить, 

что взаимодействие Gd и MDSC происходит как 
раз за счет рецептора Siglec-7, который в большей 
степени экспрессируется именно на M-MDSC.

В рамках изучения иммуномодулирующих эф-
фектов Gd мы исследовали его влияние на кон-
версию мононуклеарных клеток в MDSC. Было 
показано, что в концентрациях, соответствующих 
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Рис. 3. Продукция цитокинов IFN-α2, IL-19, IL-26 и TWEAK/TNFsF12 клетками CD11b+, индуцированными 
в фенотип MDSC при использовании гликоделина (Gd) в разной концентрации. Показано содержание цитокинов 
в супернатантах культур MDSC. Представлены медианы, межквартильный диапазон (Q1–Q3, границы столбцов), 
минимальное и максимальное значения (вертикальные отрезки). (*) – различия медианных значений (n  = 7) 
достоверны при P  < 0.05 по сравнению с К2 (культура с добавлением цитокинов и без Gd; непараметрический 
критерий Фридмана).
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здоровой беременности (0.2 и 2 мкг/мл), Gd уве-
личивал долю MDSC в индуцированных культурах 
мононуклеарных клеток человека. При анализе 
подмножеств было выявлено, что этот эффект был 
обусловлен повышением уровня PMN-MDSC, в 
то время как уровень M-MDSC оставался неиз-
менным. Этот результат можно интерпретировать 
как фетопротекторный эффект Gd, так как по-
вышение уровня PMN-MDSC связано с подавле-
нием иммунного ответа на отцовские антигены 
(Заморина и др., 2021). В нашей работе мы про-
демонстрировали, что Gd способен также модули-
ровать и M-MDSC, непосредственно стимулируя 
их супрессорную активность.

В отношении использованных в работе концен-
траций Gd можно сказать следующее: очевидно, 
что высокая концентрация Gd оказывала более 
выраженные эффекты на MDSC, что может дать 
основание определить иммунофармакологический 
потенциал этого белка. В то же время в концен-
трации 2 мкг/мл, соответствующей II-III триме-
стру беременности, Gd индуцировал генерацию 
M-MDSC и цитокиновый профиль, снижая про-
дукцию IL-19, IL-26 и TWEAK/TNFsF12.

Важно отметить, что другие фетоплацентарные 
белки также могут стимулировать дифференци-
ровку MDSC in vitro: так, нами было показано, что 
ТБГ увеличивал их количество, преимущественно 
за счет M-MDSC (Timganova et al., 2023), а АФП 
повышал количество M-MDSC, экспрессию IDO 
этими клетками, а также снижал уровень IL-19 
(Shardina et al., 2023).

Таким образом, при изучении влияния Gd на 
генерацию MDSC в условиях in vitro установлено 
следующее.

1. В результате цитокиновой индукции CD11b+-
клеток генерируются преимущественно M-MDSC, 
но не PMN-MDSC, и практически не детектиру-
ется уровень Arg1.

2. Gd в концентрациях 2 и 10 мкг/мл повыша-
ет процентное содержание M-MDSC в культурах 
клеток.

3. Gd повышает процентное содержание MDSC, 
экспрессирующих IDO (10 мкг/мл).

4. В физиологической концентрации (2 мкг/мл) 
Gd модулирует цитокиновый профиль CD11b+-
клеток, подавляя продукцию IL-19, IL-26 и 
TWEAK/TNFsF12, а в сверхфизиологической 
концентрации (10 мкг/мл)  – продукцию IFN-α2 
и IL-26.

Таким образом, фетоплацентарные белки 
способны непосредственно регулировать генера-

цию MDSC, что в условиях беременности способ-
ствует формированию иммунной толерантности.
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TO MDSC AND THE REGULATION OF THEIR FUNCTIONAL ACTIVITY
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The amniotic variant of glycodelin (Gd) has pronounced immunomodulatory properties and is involved in the 
formation of immune tolerance during pregnancy. The role of recombinant Gd at physiological (0.2 and 2 μg/
ml) and superphysiological (10 μg/ml) concentrations in regulating the differentiation and functional activity 
of human myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) was investigated in vitro. MDSCs were generated 
from CD11b+ peripheral blood cells of healthy donors by two-step induction (IL-1β + GM-CSF and then 
lipopolysaccharide (LPS). The effect of Gd on the content of polymorphonuclear MDSC (PMN-MDSC) and 
monocytic MDSC (M-MDSC), intracellular expression of indoleamine 2.3-dioxygenase (IDO), arginase-1 
(Arg1, and cytokine profile in cell cultures was investigated. In general, the transformation of CD11b+ 
cells into MDSCs exhibits the following characteristics: as a result of cytokine induction, predominantly 
M-MDSCs but no PMN-MDSCs are formed and Arg1 expression is virtually undetected. Gd was found to 
increase the number of M-MDSCs at concentrations of 2 and 10 μg/ml. Gd was found not to affect Arg1 
expression but increased the percentage of MDSCs expressing IDO (10 μg/ml). Gd also modulated the 
cytokine profile of CD11b+ cells by suppressing the production of IL-19, IL-26 and TWEAK/TNFsF12 at 
a physiological concentration of 2 μg/ml and the production of IFN-α2 and IL-26 at a supraphysiological 
concentration. Thus, the role of Gd in the conversion of CD11b+ cells to MDSCs was examined under 
conditions of cytokine induction in vitro.

Keywords: arginase 1, glycodelin immune tolerance, indoleamine 2.3-dioxygenase, cell culture, myeloid 
suppressor cell, cytokine
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Одним из защитных механизмов против неопластической трансформации клеток в ответ на онко-
генные стимулы является клеточное старение. Однако способность клеток активировать данную 
защитную реакцию зависит от их природы и присуща не всем клеточным типам. В нашей работе 
мы исследовали реакцию эндометриальных стромальных клеток человека (эСК) на классический 
онкогенный стимул – инактивацию онкосупрессора PTEN. Используя технологию направленного 
редактирования генома CRISPR/Cas9, нам удалось получить линию эСК с нокаутом гена PTEN. 
Мы показали, что снижение экспрессии PTEN приводит к потере пролиферативной активности, 
гипертрофии, накоплению липофусцина и нарушению редокс-баланса клеток. Совокупность выяв-
ленных признаков свидетельствует в пользу индукции преждевременного старения в эСК, нокаутных 
по PTEN. При исследовании молекулярных механизмов мы установили ключевую роль PI3K/AKT 
сигнального пути в реализации программы старения эСК в условиях нокаута PTEN. Ингибирование 
этого сигнального пути при помощи вещества LY294002 предотвращало как фенотипические про-
явления преждевременного старения, так и арест клеточного цикла в нокаутных по PTEN-клетках. 
Таким образом, развитие преждевременного старения в условиях сниженной экспрессии онкосу-
прессора PTEN можно рассматривать как защитный механизм, препятствующий злокачественной 
трансформации эСК.

Ключевые слова: клеточное старение, эндометриальная стромальная клетка человека, туморсупрессор, 
PTEN, PICS

Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода; эСК – эндометриальные стромальные 
клетки человека; DCF и H2DCF-DA – дихлорофлуоресцеин и диацетат 2′,7′-DCF соответственно; 
DHR123 – дигидрородамин 123; LY – LY294002 (ингибитор киназы AKT); PI – йодистый пропидий, 
PICS – клеточное старение, индуцированное потерей PTEN; PIP3 – фосфатидилинозитол-3,4,5-три-
фосфат; Rho123 – родамин 123; SA-β-Gal – бета-галактозидаза, ассоциированная со старением.
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Согласно современным представлениям, кле-
точное старение, наряду с апоптозом или некро-
зом, принято рассматривать как важнейшую фи-
зиологическую реакцию клеток на стресс (Campisi 
et al., 1996). Принципиальным отличием этой 
стресс-реакции является необратимая потеря про-
лиферации при сохранении жизнеспособности и 
метаболической активности клеток, что предот-
вращает распространение поврежденных клеток 
и, таким образом, препятствует их возможному 
злокачественному перерождению (Campisi et al., 
1996).

За более чем полувековую историю изучения 
феномена старения клеток ученым удалось иден-
тифицировать различные его формы, включая 

репликативную, стресс-индуцированную и онко-
ген-индуцированную (Huang et al., 2022). Однако 
и по сей день появляются экспериментальные 
свидетельства существования новых индукторов 
и форм клеточного старения. Так, сравнительно 
недавно было обнаружено, что потеря экспрессии 
онкосупрессоров, в частности белка PTEN, может 
приводить к запуску старения в различных типах 
клеток (Alimonti et al., 2010; Parisotto et al., 2018a; 
Jung et al., 2019).

PTEN представляет собой фосфатазу с двой-
ной субстратной специфичностью, основные 
биологические эффекты которой определяют-
ся способностью дефосфорилировать липидный 
субстрат  – фосфатидилинозитол-3,4,5-трифосфат 
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(PIP3). Результатом дефосфорилирования PIP3 
является ингибирование сигнального пути PI3K/
AKT – основного пути роста и выживания клеток, 
что и опосредует онкосупрессорную активность 
PTEN (Chen Z. et al., 2005; Chen C. et al., 2018; 
Jung et al., 2019). Установлено, что мутации, при-
водящие к потере (снижению) экспрессии PTEN и 
соответственно к конститутивной гиперактивации 
сигнального пути PI3K/AKT, способствуют онко-
генезу и часто встречаются при различных видах 
рака (Li et al., 1997; Alimonti et al., 2010). Так, 
снижение экспрессии PTEN в результате мутаций 
обнаруживается в более чем половине случаев 
эндометриальных карцином (Kappes et al., 2001; 
Steelman et al., 2011).

Наряду с данными о последствиях сниженного 
уровня PTEN в прогрессии рака появляется все 
больше свидетельств того, что потеря экспрес-
сии PTEN может приводить к преждевременному 
клеточному старению (Kim et al., 2007; Alimonti 
et al., 2010; Jung et al., 2019). Такой тип старе-
ния был выделен в отдельную форму и получил 
название клеточного старения, индуцированного 
потерей PTEN (PICS) (Chen et al., 2005; Alimonti 
et al., 2010). Считается, что PICS реализуется че-
рез р53-зависимый молекулярный механизм, но 
может возникать в клетках в отсутствие повре-
ждений ДНК, что отличает эту форму старения 
от его классических форм (Alimonti et al., 2010). 
Сегодня индукцию старения в результате поте-
ри экспрессии PTEN рассматривают как один из 
важнейших противораковых механизмов, реали-
зующихся на самых ранних этапах формирования 
опухоли (Bousset, Gil, 2022).

Как сказано ранее, мутации, приводящие к 
потере экспрессии PTEN, играют важную роль в 
патогенезе эндометриальных карцином, однако 
практически не встречаются в случаях эндометри-
альных сарком (рака стромального компартмента 
эндометрия) (Kappes et al., 2001; Lancaster et al., 
2001; Steelman et al., 2011). Кроме того, соглас-
но нашим предыдущим данным, преимуществен-
ным ответом эндометриальных стромальных кле-
ток (эСК), являющихся основным структурным 
компонентом стромы эндометрия, на различные 
стрессы и экспрессию онкогена HRASG12V яв-
ляется индукция старения (Borodkina et al., 2014; 
Toropov et al., 2023). Совместно эти наблюдения 
позволяют предположить, что потеря экспрессии 
PTEN может приводить к запуску преждевремен-
ного старения в эСК и препятствовать онкогенезу, 
что, в свою очередь, может обусловливать отсут-

ствие связи между прогрессией эндометриальных 
сарком и мутациями в гене PTEN (Lancaster et 
al., 2001; Steelman et al., 2011). Таким образом, 
в  рамках нашей работы мы исследовали возмож-
ность индукции преждевременного старения эСК 
в результате нокаута гена PTEN.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культивирование и обработка клеток. В нашей 
работе использовали эСК человека (линия 2804), 
полученные и охарактеризованные сотрудника-
ми Института цитологии ранее (Земелько и др., 
2011). ЭСК культивировали в питательной сре-
де DMEM/F12 (Gibco, США), содержащей 10% 
эмбриональной сыворотки (HyClone, США), 1% 
раствора пенициллина и стрептомицина (Gibco, 
США) и 1% глутамакса (Gibco, США), в атмо-
сфере 5% СО2 при 37  °С. Использовали эСК на 
ранних пассажах (с 6-го по 9-й). В экспериментах 
с использованием ингибитора киназы AKT пол-
ную ростовую среду эСК дополняли веществом 
LY294002 (LY) в концентрации 5, 10 или 20 мкМ 
(Sigma, США). Ингибитор LY добавляли через 
10  сут после трансдукции эСК; схема обработки 
описана нами ранее (Грюкова и др., 2017).

Для продукции рекомбинантных лентивирус-
ных частиц использовали клетки HEK293T. Их 
культивировали на среде DMEM (“Биолот”, Рос-
сия) с 10% эмбриональной сыворотки (HyClone, 
США) в атмосфере 5% СО2 при 37  °С.

Для наработки плазмид использовали бактерии 
Escherichia coli штамма Stbl3. Бактерии культиви-
ровали при 37  °С в питательной среде 2-YT сле-
дующего состава: 1.6% триптона (Amresco, США), 
1% дрожжевого экстракта (Amresco, США), 0.5% 
NaCl при pH 7.0; для подготовки агаризованных 
чашек Петри питательную среду дополняли 2.5%-
ным агаром (Amresco, США).

Все клеточные линии были получены из кол-
лекции клеточных культур Института цитологии 
РАН. Все клетки рутинно проверяли на протя-
жении исследования на заражение микоплазмой 
при помощи ПЦР.

Разработка и клонирование генетически коди-
руемой системы для CRISPR/Cas9-опосредованно-
го нокаута PTEN. 1. Дизайн последовательностей 
гидРНК. Последовательности гидРНК были раз-
работаны при помощи веб-приложений CCTop-
CRISPR/Cas9 и CRISPR-ERA в соответствии с 
общепринятыми рекомендациями, а именно: вы-
бором кандидатных вариантов гидРНК, наиболее 
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эффективно отжигающихся на целевую после-
довательность; выбором кандидатных вариантов 
гидРНК, обладающих минимальными нецелевыми 
эффектами (off-target активность); проектирова-
нием последовательностей гидРНК из 20 нуклео-
тидов соответственно структуре 5′-GN18G-3′ при 
PAM-мотиве NGG. Последовательности гидРНК 
подбирали к региону первого конститутивного эк-
зона гена PTEN. Всего было подобрано три по-
следовательности гидРНК. Последовательности 
олигонуклеотидов для клонирования гидРНК ко-
дирующих фрагментов приведены в табл.  1. Син-
тез олигонуклеотидов был осуществлен в компа-
нии “Евроген” (Россия). В качестве контроля был 
использован исходный лентивектор, несущий не-
смысловую гидРНК.

2. Молекулярное клонирование. Последователь-
ности, кодирующие гидРНК, были клонированы 
в шаблонный лентивектор pCC_01-hU6-BsmBI-
sgRNA(E+F)-barcode-EFS-Cas9-NLS-2A-Puro-
WPRE (139086; Addgene, США; с любезного поз-
воления Dr. Neville, Sanjana, США) (Legut et al., 
2020). Стратегия клонирования последователь-
ностей, кодирующих гидРНК, в лентивирусную 
конструкцию, заключалась в выполнении следую-
щих операций: рестрикции лентивектора; сборки 
фрагментов ДНК, кодирующих последовательно-
сти гидРНК; вставки собранных фрагментов в раз-
резанный лентивектор посредством лигирования.

Реакционная смесь для рестрикции содержала 
2 мкл раствора лентивектора (1 мкг/мкл), 3 мкл 
10-кратного буферного раствора, 0.4 мкл раствора 
DDT (100 мМ; Fermentas, США), 21.6 мкл ddH2O 
(“Евроген”, Россия), и по 1.5 мкл растворов ре-
стриктазы BsmB1 (Fermentas, США) и фосфатазы 
FastAP (Fermentas, США). Рестрикцию проводили 
при 37  °С в течение 1 ч. Полученные фрагменты 
ДНК очищали с помощью электрофореза в агароз-
ном геле и последующей очистки из геля при по-
мощи набора QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, 
Нидерланды) по протоколу производителя.

Сборку фрагментов ДНК, кодирующих по-
следовательности гидРНК, осуществляли путем 

попарного отжига комплементарных олигону-
клеотидов друг на друга и фосфорилирования 
их свободных липких концов. Реакции проводи-
ли в течение 30 мин при 37  °С с последующей 
инактивацией ферментов при 95  °С в течение 5 
мин. Реакционные смеси готовили следующим 
образом: 1  мкл 100  мкМ прямого олигонуклео-
тида, 1  мкл 100 мкМ обратного олигонуклеоти-
да, 1  мкл 10-кратного буфера T4 (Ligation Buffer; 
NEB, США), 0.5  мкл 10 ед/мкл полинуклеотид-
киназы T4 PNK (NEB, США) и 6.5  мкл ddH2O.

Лигирование фрагментов шаблонного ленти-
вектора и фрагментов, кодирующих последова-
тельности гидРНК, производили непосредственно 
перед трансформацией бактерий при комнатной 
температуре в течение 10 мин. Реакционные смеси 
готовили следующим образом: 50 нг фрагмента 
BsmBI-разрезанного лентивектора, 1  мкл разве-
денных в 200 раз дуплексов олигонуклеотидов, 
5 мкл 2-кратного буфера Quick Ligase Buffer (NEB, 
США), 1  мкл смеси лигаз Quick Ligase (NEB, 
США) и ddH2O (“Евроген”, Россия) до общего 
объема 10  мкл.

3. Амплификация лентивекторов в бактериях. 
Амплификацию лентивирусных конструкций про-
водили в бактериях E.  coli штамма Stbl3. Транс-
формацию бактерий проводили классическим ме-
тодом теплового шока, используя 5  мкл лигазных 
смесей. Для селекции трансформированных бакте-
рий использовали ампициллин (“Биолот”, Россия) 
в рабочей концентрации 100  мкг/мл. Амплифи-
цированные плазмидные конструкции выделяли 
из биомассы бактерий, наращенной классическим 
щелочным методом, с последующей очисткой 
стандартной фенол-хлороформной экстракцией. 
Чистоту и концентрацию препаратов плазмидных 
конструкций определяли спектрофотометрически 
при помощи Thermo Scientific NanoDrop 2000 
(Thermo Scientific, США) и гель-электрофореза 
ДНК. В качестве маркера длин ДНК исполь-
зовали молекулярную лестницу GeneRuler 1  kb 
DNA Ladder (Thermo Scientific, США). Для ви-
зуализации плазмидных конструкций агарозные 

Таблица 1. Олигонуклеотидные последовательности гидРНК
№ гидРНК Олигонуклеотидная последовательноcть Состав последовательности

1
Прямая caccgAAACAAAAGGAGATATCAAG

Обратная aaacCTTGATATCTCCTTTTGTTTc

2
Прямая caacgGCTAACGATCTCTTTGATGA

Обратная aaacTCATCAAAGAGATCGTTAGCc

3
Прямая caccgAGATCGTTAGCAGAAACAAAAGG

Обратная caccgAGATCGTTAGCAGAAACAAAAGG
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гели окрашивали 0.5 мкг/мл бромистого этидия 
в трис-ацетатном буфере и далее анализировали 
при помощи гель-документирующией системы 
Chemidock Touch BioRad (BioRad, США).

Лентивирусная трансдукция эСК. Доставку гене-
тически-кодируемой системы для нокаута PTEN 
в  эСК производили путем лентивирусной транс-
дукции при нагрузке 20 частиц на клетку в присут-
ствии 20 мкг/мл протаминсульфата (Sigma-Aldrich, 
США). Сборку лентивирусных частиц проводили 
посредством ко-трансфекции продуцирующей ли-
нии клеток HEK293T пакующим вектором psPAX2 
(12260; Addgene, США), оболочечным вектором 
pMD2.G (12259; Addgene, США: оба вектора – с 
любезного позволения Dr. Didier, Trono, Италия) 
и смысловым вектором. Все операции культи-
вирования и ко-трансфекции HEK293T, а также 
сборку, фильтрацию концентрирование, подготов-
ку стоков и флуоресцентного титрования вирусов 
проводили в соответствии с подробным описани-
ем в нашей предыдущей работе (Deryabin et al., 
2019). Селекцию клеток проводили спустя 5 сут 
после трансдукции добавлением в культуральную 
среду 2 мкг/мл пуромицина (Invitrogen, США) на 
5 сут. Таким образом, анализ влияния нокаута 
PTEN на свойства эСК проводили через 10 сут 
после трансдукции.

Проточная цитофлуориметрия. Прикрепленные 
клетки промывали раствором PBS (“Биолот”, Рос-
сия), снимали смесью трипсин-Версена (0.05%; 
“Биолот”, Россия) и ресуспендировали в PBS. Для 
анализа жизнеспособных клеток образцы окра-
шивали йодистым пропидием (PI; 50  мкг/мл) и 
анализировали на цитофлуориметре CytoFlex или 
CytoFLEX  S (Backman Coulter, США). Данные 
собирали и обрабатывали с помощью программы 
CytExpert (versions 1.2; 2.0).

1. Анализ пролиферативной активности, размера 
и автофлуоресценции клеток. Данные о количестве 
клеток собирали для жизнеспособных (PI-негатив-
ных) клеток. Изменение размера клеток оценивали 
по изменению прямого светорассеяния (FS) жи-
вых клеток. Накопление липофусцина оценивали 
по среднему значению его автофлуоресценции в 
зеленом канале (лазер 488 нм, фильтр 525/40 нм).

2. Оценка уровня внутриклеточных активных 
форм кислорода (АФК), уровня митохондриальных 
АФК и митохондриального мембранного потенциала. 
Для детекции внутриклеточных АФК прикреплен-
ные клетки промывали PBS и обрабатывали PBS 
с 5 мкМ цитоплазматического красителя диацета-
та 2′,7′-дихлордигидрофлуоресцеина (H2DCF-DA) 

(Invitrogen, США) в течение 20 мин в темноте при 
37  °С. Для измерения уровня митохондриальных 
АФК прикрепленные клетки промывали PBS и 
окрашивали в PBS, содержащем 30  мкМ мито-
хондриального красителя дигидрородамина 123 
(DHR123) (Invitrogen, США) в течение 30  мин 
в темноте при 37 °С. Флуоресценцию окисленных 
продуктов дихлорофлуоресцеина (DCF) и родами-
на 123 (Rho123) соответственно фиксировали в 
зеленом канале (лазер 488 нм, фильтр 525/40 нм). 
Для измерения мембранного потенциала мито-
хондрий прикрепленные клетки промывали PBS 
и инкубировали в PBS с 5 мкМ красителя JC-1 
(Thermo Scientific, США) в течение 30 мин при 
37  °С. Потенциал-зависимое накопление аггреги-
рованного красителя в митохондриях регистриро-
вали по рациометрическому показателю смещения 
эмиссии мономерной формы красителя в зеленой 
области спектра в пользу эмиссии агрегатов JC-1 
в красной области (лазер 488  нм, фильтры 525/40 
и 585/42  нм).

Оценка активности β-галактозидазы (SA-β-Gal). 
Активность SA-β-Gal, ассоциированную со старе-
нием, выявляли с помощью фирменного набора 
Senescence-galactosidase staining kit (Cell Signaling, 
США). Все процедуры осуществляли в соот-
ветствии с инструкцией фирмы-производителя. 
Клетки на чашках промывали PBS, фиксирова-
ли в течение 10 мин при комнатной температуре 
1-кратным фиксирующим раствором, после чего 
дважды промывали PBS и окрашивали в β-галак-
тозидазном растворе при 37  °С в течение ночи.

Об активности SA-β-Gal судили по появле-
нию синих гранул в цитоплазме клеток. Количе-
ственный анализ изображений проводили с ис-
пользованием среды MatLab, согласно алгоритму, 
описанному в методологической статье (Shlush et 
al., 2011). Для каждой экспериментальной точки 
вручную отмечали и анализировали минимум 100 
случайно выбранных клеток.

Электрофорез и иммуноблотинг. Пробоподготов-
ка, электрофорез и иммуноблоттинг проводили в 
соответствии с процедурой, подробно описанной 
в нашей предыдущей работе (Deryabin et al., 2019). 
Для специфического выявления белков использо-
вали антитела против глицеральдегид-3-фосфат-
дегидрогеназы GAPDH (clone 14C10, #2118, Cell 
Signaling, США); pр53 (Ser15) (клон 16G8) (#9286, 
Cell Signaling, США); p21Waf1/Cip1 (клон 12D1) 
(#2947, Cell Signaling, США); pRb (Ser807/811) 
(#8516, Cell Signaling, США); pAKT (Thr308) (#4056, 
Cell Signaling, США); pAKT (Ser473) (#4060, Cell 
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Signaling, США). В качестве вторичных антител 
применяли козьи антитела, выработанные против 
иммуноглобулинов кролика или мыши. Антитела 
были приобретены в фирме Cell Signaling (США). 
В работе использовали неорганические соли произ-
водства фирмы Sigma (США).

Обратная транскрипция и ПЦР в реальном 
времени. Выделение РНК, обратную транскрип-
цию и ПЦР в реальном времени проводили 
в соответствии с процедурой, подробно опи-
санной в нашей предыдущей работе (Toropov 
et al., 2023). Для проведения ПЦР в реальном 
времени использовали специфические олиго-
нуклеотидные праймеры для PTEN: прямой 
5’-TTGAAGACCATAACCCACCA-3’ и обратный 
5’-CACATAGCGCCTCTGACTG-3’, температу-
ра отжига 58°C; в качестве референсного гена 
использовали GAPDH с праймерами: прямым 
5’-GAGGTCAATGAAGGGGTCAT-3’ и обратным 
5’-AGTCAACGGATTTGGTCGTA-3’, температура 
отжига 57°C. Все праймеры получены из фирмы 
“Евроген” (Россия).

Статистическая обработка данных. Анализ вы-
полняли с использованием программных пакетов 
R-Studio (R-версия 4.2.0) и GraphPad Prism (вер-
сия 6.0). Данные представлены в виде средних 
значений и их стандартных отклонений (n  = 3). 
При установлении достоверности различий между 
двумя группами использовали t-тест Уэлча, для 
множественных сравнений между группами при-
меняли однофакторный дисперсионный анализ 
(ANOVA) с поправкой Тьюки.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Создание линии эСК с нокаутом PTEN. Для 

подавления экспрессии гена PTEN в эСК мы 
воспользовались модифицированной версией си-
стемы CRISPR/Cas9, которая была разработана в 
2020  г. (Legut et al., 2020). Основу этой версии 
составил классический лентивектор lentiCRISPR 
v2, несущий кодон-оптимизированный для чело-
века Cas9 от Streptococcus pyogenes. Преимуществом 
модифицированной системы является наличие ну-
клеотидных замен в последовательности скаффол-
да для гидРНК, которые улучшают стабильность 
самого скаффолда и положительно влияют на его 
связывание с Cas9.

Три разработанные последовательности гид
РНК, которые должны наводить Cas9 на область 
первого экзона гена PTEN и, таким образом, на-
рушать транскрипцию гена и последующее об-
разование белкового продукта, были клонированы 
в  шаблонный лентивектор. В качестве контроля 
был использован исходный лентивектор, несущий 
несмысловую гидРНК. Полученные в ходе моле-
кулярного клонирования варианты лентивекторов 
использовали для получения вирусных частиц и 
последующей трансдукции эСК. Согласно ре-
зультатам, представленным на рис.  1а,  б, исполь-
зование первой гидРНК приводило к наибольше-
му снижению уровня мРНК PTEN и практически 
полному отсутствию соответствующего белкового 
продукта. Таким образом, нам удалось получить 
линию эСК с нокаутом PTEN, которую мы ис-
пользовали в дальнейших экспериментах.
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Рис.  1. Подтверждение эффективности работы системы нокаута гена PTEN. К – контрольные эСК с несмыс-
ловой гидРНК; 1–3 – эСК, несущие систему нокаута с тремя различными гидРНК; а – экспрессия мРНК гена 
PTEN; значения экспрессии PTEN нормированы на уровень экспрессии референсного гена GAPDH. Представлены 
средние значения и их стандартные отклонения (n  = 3, n – число повторов реакции); ** – отличия от контроля 
достоверны при  – р  < 0.01 по сравнению с контролем, тест ANOVA с поправкой по Тьюки; б – уровни экс-
прессии белка PTEN, выявленные с помощью специфических антител; справа указаны мол. массы; в качестве 
контроля нагрузки использовали GAPDH.
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Анализ маркеров преждевременного старения 
в  линии эСК с нокаутом PTEN. Получив линию 
эСК со сниженной экспрессией PTEN, мы далее 
проверили наше предположение о развитии преж-
девременного старения в модифицированных эСК. 
Одним из ключевых признаков клеточного старе-
ния является остановка пролиферации (Campisi et 
al., 1996; Huang et al., 2022). Действительно, эСК 
со сниженной экспрессией PTEN демонстриро-
вали практически полное отсутствие пролифера-
тивной активности (рис.  2а). На молекулярном 
уровне остановка пролиферации в стареющих 
клетках в большинстве случаев реализуется через 
сигнальный путь p53/p21Waf1/Cip1/Rb (Campisi et al., 
1996; Huang et al., 2022). Подавление экспрессии 
PTEN в эСК ожидаемо приводило к фосфорили-

рованию p53, повышению экспрессии p21Waf1/Cip1 

и гипофосфорилированию Rb (рис.  2г).
Помимо необратимого блока цикла клеточное 

старение характеризуется рядом других типичных 
признаков, включая гипертрофию, накопление 
поврежденных белков и других макромолекул, по-
вышение активности SA-β-Gal и нарушения функ-
ционирования митохондрий (Campisi et al., 1996; 
Borodkina et al., 2014; Huang et al., 2022). Анализ раз-
мера клеток, проведенный при помощи проточной 
цитофлуориметрии, выявил стабильное увеличение 
размера эСК, нокаутных по PTEN, по сравнению 
с контрольными клетками (рис.  2б). Обнаружено 
также заметное повышение автофлуоресценции 
модифицированных клеток, что отражает накоп-
ление липофусциновых аггрегатов, состоящих из 
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эСК с несмысловой гидРНК; а – кривые роста; б  – средний размер клеток, определенный по прямому свето-
рассеянию (СР); в – интенсивность автофлуоресценции (ИФ) клеток, отражающей накопление липофусциновых 
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рения; д  – оценивали окраску 100 клеток; ***  – отличия от контроля достоверны при р  < 0.001 (t-тест Уэлча).
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поврежденных макромолекул (рис. 2в). Кроме того, 
эСК с нокаутом по гену PTEN характеризовались 
существенным увеличением активности SA-β-Gal 
(рис.  2д, е). Наконец, с помощью набора флуорес-
центных красителей в эСК с нокаутом PTEN был 
детектирован рост уровней внутриклеточных и ми-
тохондриальных АФК и одновременное снижение 
мембранного потенциала митохондрий (рис. 3а–в). 
Эти результаты свидетельствуют о нарушениях в 
работе митохондрий в эСК в условиях пониженной 
экспрессии PTEN.

Суммируя данные, представленные в этом раз-
деле, можно заключить, что снижение экспрессии 
PTEN приводит к запуску преждевременного ста-
рения в эСК.

Молекулярный механизм PICS в эСК. Согласно 
данным литературы, функциональная активность 
PTEN реализуется преимущественно за счет ин-
гибирования сигнального пути PI3K/AKT (Chen 
et al., 2005; Chen et al., 2018; Jung et al., 2019). 
Логично предположить, что нокаут гена PTEN 
должен приводить к активации участников это-
го сигнального каскада. Было предсказуемо, что 
эСК, нокаутные по PTEN, характеризовались уси-
лением фосфорилирования киназы AKT по обоим 
активационным сайтам (Ser308 и Ser473) (рис. 4а). 
Эти данные свидетельствуют в пользу вовлеченно-
сти сигнального каскада PI3K/AKT в реализацию 
программы старения в эСК в условиях сниженной 
экспрессии PTEN.

В большинстве случаев стабильность состоя-
ния клеточного старения поддерживается сразу 

несколькими дублирующими молекулярными ме-
ханизмами. Зачастую подавление активности од-
ного из сигнальных путей является недостаточным 
для преодоления старения (Грюкова и др., 2017). 
В связи с этим для подтверждения роли сигналь-
ного каскада PI3K/AKT в реализации PICS в эСК 
далее мы использовали специфический ингиби-
тор киназы AKT (LY). Интересно, что подавле-
ние активности AKT в PTEN-нокаутных клетках 
приводило к снижению экспрессии p21Waf1/Cip1 и 
восстановлению фосфорилирования Rb (рис. 4а). 
Принимая во внимание эти результаты, а так-
же учитывая ключевую роль сигнального пути  
p21Waf1/Cip1/Rb в установлении ареста клеточного 
цикла в стареющих клетках, можно было ожидать, 
что ингибирование AKT будет способствовать 
восстановлению пролиферации PTEN-нокаут-
ных эСК. Действительно, PTEN-нокаутные эСК 
характеризовались заметным улучшением проли-
ферации в  присутствии ингибитора LY (рис.  4б). 
Более того, добавление ингибитора позволило 
предотвратить увеличение размера, автофлуорес-
ценции и активности SA-β-Gal (рис. 4в, г, рис. 5). 
Полученные результаты демонстрируют ключе-
вую роль киназы AKT в инициации и прогрессии 
PICS в эСК.

Согласно полученным в нашей работе данным, 
можно заключить, что в эСК подавление экспрес-
сии онкосупрессора PTEN приводит к  запуску 
преждевременного старения через активацию 
AKT-зависимого сигнального пути.

вба

KKK туаконNETPтуаконNETPтуаконNETP
клетокпиТклетокпиТклетокпиТ

000

50

100

150

200

250

300

350

400

20

40

60

80

100

120

140

20

40

60

80

.де.нто,F
C

D
Ф

И

.де.нто,321
R

H
D

Ф
И

.де.нто,1-
CJ

Ф
И
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Рис. 4. Активность сигнального пути PI3K/AKT в PTEN-регулируемой индукции старения эСК и его модуляция 
ингибитором LY в контрольных эСК с несмысловой гидРНК (К) и в эСК с нокаутом гена PTEN (Нок.). Клетки 
с нокаутом гена PTEN обрабатывали LY в концентрациях 5 мкМ (LY 5), 10 мкМ (LY 10) или 20 мкМ (LY 20) 
в течение 6 сут; а – уровни фосфорилирования AKT и Rb, а также и экспрессии белка p21Waf1/Cip1 (р21), выяв-
ленные с помощью специфических антител; справа указаны молекулярные массы; в качестве контроля нагрузки 
использовали GAPDH; б – кривые роста; в – средний размер клеток, определенный по прямому светорассеянию 
(СР); г  – интенсивность автофлуоресценции (ИФ) клеток, отражающая накопление липофусциновых гранул. 
Представлены средние значения и их стандартные отклонения из трех повторов измерения; отличия от контроля 
достоверны при р  < 0.001 (***) или р  < 0.01(**), тест ANOVA с поправкой на множественные сравнения по Тьюки. 
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ОБСУЖДЕНИЕ
Хотя термин PICS впервые упоминался в ли-

тературе только в 2010 г., наблюдения о взаимо-
связи сниженной экспрессии PTEN с клеточным 
старением появились значительно раньше. Так, 
в одной из ранних работ было установлено, что 
инактивация PTEN вызывает р53-зависимый арест 
цикла и старение в клетках рака простаты (Chen 
et al., 2005). Чуть позже появились данные о том, 
что стабильное подавление экспрессии PTEN при-
водит к повышению экспрессии р53 и аресту про-
лиферации в нормальных нетрансформированных 
фибробластах и эпителиальных клетках человека 
(Kim et al., 2007). Стоит отметить, что вплоть до 
2010  г. считалось, что старение, развивающееся 
в ответ на подавление экспрессии PTEN, можно 
классифицировать как один из частных случа-
ев онокоген-индуцированного старения. Однако 
в работе 2010 г. на мышиных эмбриональных фиб
робластах было экспериментально установлено, 
что старение в результате потери PTEN не со-
провождается гиперрепликацией и повреждени-
ями ДНК в отличие от онкоген-индуцированной 
формы старения, в соответствии с чем его стали 
классифицировать как отдельный независимый 
тип, получивший название PICS (Alimonti et al., 
2010).

С того времени количество публикаций, осве-
щающих феномен PICS и молекулярные меха-
низмы его развития в различных типах клеток, 
значительно увеличилось. Так, установлено, что 
индукция клеточного старения в результате утраты 
экспрессии PTEN характерна для клеток аденокар-
циномы молочной железы MCF-7, мезенхимных 
клеток человека и клеток рака простаты (Alimonti 
et al., 2010; Duan et al., 2015; Parisotto et al., 2018a, 
2018b; Jung et al., 2019). Одновременно с этим 

индукцию преждевременного старения в ответ 
инактивацию PTEN все же нельзя рассматривать 
как универсальную защитную реакцию, присущую 
всем клеточным типам. Например, нокаут PTEN 
в культуре нервных стволовых клеток приводит 
к их ускоренному росту, морфологическим из-
менениям, усилению миграционной активности 
и устойчивости к апоптозу, что свидетельствует 
о развитии неопластического потенциала (Duan et 
al., 2015). Более того, введение таких клеток в по-
лосатое тело мозга мыши приводит к образованию 
внутричерепных опухолей (Duan et al., 2015).

Мы обнаружили, что эСК в ответ на потерю 
PTEN развивают фенотип старения со всеми ха-
рактерными признаками, включая потерю проли-
ферации, увеличение размера, автофлуоресценции 
и активности SA-β-Gal, а также нарушения рабо-
ты митохондрий. Аналогично другим клеточным 
типам, для которых показана индукция старения 
в ответ на подавление экспрессии PTEN, в случае 
эСК с нокаутом PTEN старение развивалось пре-
имущественно через сигнальный путь PI3K/AKT 
(Alimonti et al., 2010; Duan et al., 2015; Parisotto et 
al., 2018a, 2018b; Jung et al., 2019).

Важно, что подавление активности этого моле-
кулярного пути практически полностью предотвра-
щало развитие преждевременного старения в эСК. 
В отличие от этих данных, в наших предыдущих 
исследованиях, посвященных изучению механиз-
мов преждевременного старения эСК, индуциро-
ванного окислительным стрессом, ингибирование 
пути PI3K/AKT не приводило к восстановлению 
пролиферации клеток, а лишь предотвращало фе-
нотипические проявления старения (Грюкова и 
др., 2017).

Выявленная разница свидетельствует об от-
личиях в сигнальной регуляции программ стресс-
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Рис. 5. Ингибирование AKT предотвращает повышение активности SA-β-Gal в эСК нокаутом гена PTEN. Пока-
заны контрольные эСК с несмысловой гидРНК (К), эСК с нокаутом гена PTEN (Нок.) и эСК с нокаутом гена 
PTEN, обработанные 20 мкМ LY (Нок. + LY20); а, б – соответственно микрофотографии эСК и количественная 
оценка цитохимической окраски SA-β-Gal; 6 сут после добавления ингибитора. Представлены средние значения 
и их стандартные отклонения (оценивали окраску 100 клеток); отличия от контроля достоверны при р  < 0.001 
(***); тест ANOVA с поправкой на множественные сравнения по Тьюки.
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индуцированного старения и PICS в эСК, кото-
рая может заключаться в наличии или отсутствии 
повреждений ДНК. Действительно, в случае ста-
рения эСК, индуцированного окислительным 
стрессом, мы наблюдали персистентные фокусы 
повреждения ДНК и постоянную активность ки-
назы ATM, что обусловливало конститутивную 
активацию сигнального пути p53/p21Waf1/Cip1/Rb и 
стабильность ареста клеточного цикла (Borodkina 
et al., 2014). В случае PICS, согласно данным 
литературы, не детектируются ни фокусы повре-
ждения ДНК, ни повышенная активность ATM 
(Alimonti et al., 2010). Более того, нокдаун АТМ 
при помощи малой интерферирующей РНК не 
влияет на развитие PICS (Alimonti et al., 2010). 
Отсутствие конститутивного сигналинга от повре-
ждений ДНК в случае PICS может обусловливать 
меньшую стабильность блока цикла и возмож-
ность его отменить.

Совершенно другие результаты описаны для 
линий эндометриальной карциномы с инактиви-
рованным PTEN – RL 95-2 и Ishikawa (St-Germain 
et al., 2004a, 2004b). Во-первых, в этих клеточ-
ных типах сниженная экспрессия PTEN и, как 
следствие, повышенная активность AKT не ска-
зываются на их пролиферативной активности и 
не вызывают преждевременного старения. Более 
того, ингибирование активности AKT приводит 
к индукции апоптоза в этих клетках (St-Germain 
et al., 2004a, 2004b).

Существует несколько возможных объясне-
ний того, как сниженная экспрессия PTEN мо-
жет, с  одной стороны, приводить к индукции 
преждевременного старения, а с другой стороны, 
способствовать неопластической трансформации 
клеток. Так, авторы одной из работ продемонстри-
ровали, что инактивация PTEN in vitro и in vivo 
приводит к аресту клеточного цикла и старению 
(Chen et al., 2005). Однако в случае одновремен-
ного снижения экспрессии р53 авторы наблюдали 
трансформацию клеток и развитие высокоинва-
зивной летальной формы рака при транспланта-
ции этих клеток животным. На основании этих 
результатов исследователи заключили, что для 
злокачественной трансформации PTEN-дефицит-
ных клеток необходимо дополнительное подавле-
ние экспрессии опухолевого супрессора р53. Ав-
торы другого изыскания нашли иное объяснение 
роли PTEN в индукции старения и канцерогенезе 
(Alimonti et al., 2010). Согласно их наблюдениям, 
полная потеря PTEN может приводить к запуску 
преждевременного старения в клетках, тогда как 

гаплонедостаточность этого гена будет способ-
ствовать их трансформации.

Наши результаты хорошо согласуются с 
этим предположением. Использование системы 
CRISPR/Cas9 для нокаута приводит к полной по-
тере PTEN в эСК, стабильно экспрессирующих 
Cas9, и, как видно из наших результатов, такие 
клетки демонтируют все признаки клеточного 
старения.
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PTEN KNOCKOUT LEADS TO PREMATURE SENESCENCE OF HUMAN 
ENDOMETRIAL STROMAL CELLS

P. S. Parfenova1, P. I. Deryabin1, D. Y. Pozdnyakov1, A. V. Borodkina1, *

1 Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064, Russia
* e-mail: borodkina618@gmail.com

One of the defense mechanisms against neoplastic transformation of cells in response to oncogenic stimuli 
is cellular senescence. However, the ability of cells to activate this defense reaction depends on their nature 
and is not inherent in all cell types. Within the present study, we investigated reaction of human endome-
trial stromal cells (EnSC) towards classical oncogenic stimulus – PTEN inactivation. By using CRISPR/
Cas9 genome editing technology, we generated EnSC line with PTEN knockout. We showed that reduced 
PTEN expression results in proliferation loss, cell hypertrophy, accumulation of lipofuscin and disturbed 
redox balance. Together these data favors senescence induction in PTEN-knockout EnSC. While studying 
the molecular mechanisms, we established the key role of the PI3K/AKT signaling pathway in the imple-
mentation of the EnSC senescence program under conditions of PTEN knockout. Inhibiting this signaling 
pathway by LY294002 prevented both the phenotypic manifestations of premature senescence and cell cycle 
arrest in PTEN-knockout EnSC. Thus, the development of premature senescence in response to reduced 
expression of the oncosuppressor PTEN can be considered as a protective mechanism that prevents malig-
nant transformation of EnSC.

Keywords: cell senescence, human endometrial stromal cells, tumor suppressor, PTEN, PICS
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Возникновение непереносимых побочных эффектов у пациентов, проходящих химиотерапию, по-
прежнему остается серьезным клиническим препятствием. В связи c этим поиск опухолеспеци-
фичной терапии, не оказывающей токсичного воздействия на здоровые ткани, остается актуальной 
задачей. Известно, что фактор белков теплового шока HSF1 является важным маркером онкологи-
ческой прогрессии, а продукты его транскрипционной активности позволяют опухолевым клеткам 
успешно избегать негативных эффектов противоопухолевой терапии. В связи с этим использование 
препаратов, ингибирующих активность HSF1, является перспективной стратегией. В настоящей ра-
боте мы обнаружили, что применение ингибитора активности HSF1 из группы карденолидов CL-43 
оказывает цитопротекторное действие на первичные нетрансформированные клетки дермальных 
фибробластах (DF-2) и делает их менее чувствительными к этопозиду, в то время как в опухолевых 
клетках линии DLD1, наоборот, мы наблюдали увеличение этой чувствительности. Помимо этого, 
мы установили, что CL-43 влияет на внутриядерный транспорт активной формы HSF1, а также 
увеличивает его активность и, соответственно, синтез HSP70 в фибробластах человека, тогда как 
в опухолевых клетках CL-43 подавляет эту активность дозозависимым образом. Наши результаты 
свидетельствуют о высоком терапевтическом потенциале CL-43 и его уникальности как опухоле
специфического соединения.

Ключевые слова: HSF1, комбинированная терапия, CL-43, клетка DF-2

Принятые сокращения: HSF1 и pHSF1 – фактор белков теплового шока и его фосфорилированная 
форма по Ser326 соответственно; ДМСО – диметилсульфоксид.
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Химиотерапия является одним из наиболее про-

стых и эффективных способов борьбы с онколо-
гическими заболеваниями. В большинстве случаев 
она способствует продлению жизни, но не гаранти-
рует полного излечения. Химиотерапия использует 
препараты, уменьшающие вероятность возвраще-
ния опухоли и облегчающие симптомы заболева-
ния (боль и прочие тяжелые последствия) (Ajmeera, 
Ajumeera 2023). Химиотерапия останавливает или 
замедляет рост быстрорастущих трансформиро-
ванных клеток, но может оказывать токсическое 
воздействие и на нормальные клетки. Повреждение 
и гибель нормальных клеток, окружающих злока-
чественные клетки, является ключевым побочным 
эффектом, связанным с текущими стратегиями ле-
чения (Gao et al., 2019). В связи с этим существует 
необходимость в поиске новых противоопухолевых 
соединений и стратегий лечения.

Сердечные гликозиды являются ингибиторами 
Na+/K+-АТФазы и в течение продолжительного 

времени используются в медицине для лечения 
некоторых сердечно-сосудистых заболеваний 
(Cerella et al., 2013). Однако они являются канди-
датами на перепрофилирование, поскольку около 
50 лет назад был обнаружен их противоопухоле-
вый потенциал, который активно исследуют до 
сих пор. Несмотря на это, одним из серьезных 
ограничений работы с сердечными гликозидами 
как с противоопухолевыми препаратами является 
их высокая токсичность по отношению к здоро-
вым тканям (Botelho et al., 2019).

В 2018 г. обнаружили сердечный гликозид из 
семейства карденолидов, который был назван 
CL-43 (Nikotina et al., 2018). Мишенью этого 
соединения является фактор теплового шока 1 
(HSF1), уровень которого повышен у раковых 
клеток (Richard, Carpenter, 2019). Активный HSF1 
совместно со своими мишенями поддерживает 
биосинтетические потребности раковой клетки, 
а также регулирует ответ на стресс, что в итоге 

https://teacode.com/online/udc/57/57.085.2.html
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приводит к поддержанию пролиферации, а затем 
инвазии и метастазированию (Carpenter et al., 
2015). Во время исследования противоопухолевых 
способностей CL-43 было обнаружено, что эта мо-
лекула нетоксична в отношении опухолевых кле-
ток, однако за счет подавления активности HSF1 
и синтеза некоторых из ее мишеней (молекуляр-
ных шаперонов) молекулы CL-43 способствуют 
увеличению чувствительности опухолевых клеток 
к химиотерапевтическим препаратам (позволяя 
применять более низкие дозы), что в перспективе 
снизит негативное воздействие химиотерапии на 
организм (Nikotina et al., 2018). Однако для более 
качественной оценки потенциала этого соедине-
ния необходимо выяснить его влияние в отноше-
нии здоровой ткани.

В нашей работе мы сравнили влияние CL-43 
на статус HSF1 в нетрансформированных клетках 
DF-2 и колоректальной карциномы DLD1, а так-
же эффективность комбинированного воздействия 
CL-43 и этопозида на клетки этих линий.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки. Клетки колоректальной карциномы че-
ловека DLD1 были любезно предоставлены д-ром 
Н.  А.  Барлевым (ИНЦ РАН), линия нормальных 
фибробластов человека DF-2 была получена из 
ЦКП “Коллекция культур клеток позвоночных” 
Института цитологии РАН (Санкт-Петербург). 
Клетки линии DLD1 культивировали в среде 
DMEM (“БиолоТ”, Россия), DF-2 культивирова-
ли в среде DMEM F-12 (“БиолоТ”, Россия) при 
37 °C и 5% CO2. В среду для культивирования до-
полнительно вносили 10% фетальной эмбриональ-
ной бычьей сыворотки, 100 ед/мл пенициллина G 
и 0.1  мг/мл стрептомицина (“БиолоТ”, Россия).

Соединение CL-43 получали из коллекции 
InterBioScreen, растворяли в диметилсульфоксиде 
(ДМСО) до финальной концентрации 20  мМ и 
хранили при ‒20 °С. В текущем исследовании CL-
43 использовали в следующих рабочих концентра-
циях: 0.125, 0.25 и 0.5  мкМ. В качестве противо-
опухолевого препарата мы использовали этопозид 
(SigmaAldrich, США) в концентрации 10  мкМ.

Анализ цитотоксичности в системе xCELLigence. 
Для сравнения чувствительности опухолевых и не-
трансформированных клеток к комбинации пре-
паратов CL-43 и этопозида использовали прибор 
xCELLigence (Agilent Technologies, США), который 
позволяет измерить в режиме реального времени 
клеточный индекс – безразмерный параметр, от-

ражающий изменение сопротивления клеток (им-
педанс) в определенный момент, который корре-
лирует с количеством живых клеток на дне лунки.

Для анализа клеточного индекса в лунки 16-лу-
ночной E-платы, на дне которой вмонтированы 
золотые микроэлектроды, рассевали клетки DLD1 
(8  тыс./лунка) и DF-2 (2  тыс./лунка) На следую-
щий день меняли среду и одновременно вносили 
противоопухолевый препарат этопозид (10  мкМ) 
и/или CL-43 (0.25  мкМ) и далее на протяжении 
40 ч каждые 10 мин оценивали клеточный индекс. 
Контролем служили клетки, в среду которых до-
бавляли только ДМСО в концентрации, соответ-
ствующей таковой в среде с внесенным CL-43. 
Результаты обрабатывали в программе RTCA Data 
Analysis Software 2.0 (Acea Bio, США).

Иммуноблотинг. Для определения количества 
активного HSF1, фосфорилированного по Ser326, 
клетки линии DLD1 и DF-2 культивировали 
в  присутствии 0.125, 0.25 или 0.5  мкМ CL-43 в 
течение 18  ч, затем их центрифугировали и три-
жды отмывали в фосфатно-солевом буферном 
растворе. Далее к клеточному осадку добавляли 
лизирующий буфер High RIPA (20  мМ Tris-HCl 
pH 7.5, 150  мМ NaCl, 0.1% Тритона X-100, 0.5% 
SDS, 1% дезоксихолата натрия, 2  мМ EDTA) и 
ингибитор протеаз PMSF. После этого пробы 
подвергали сонификации, центрифугировали при 
13 400 об/мин и определяли концентрацию белка 
по методу Брэдфорд. Лизаты клеток (30  мкг на 
дорожку) использовали для проведения электро-
фореза и иммуноблотинга.

В работе использовали следующие первич-
ные антитела: ранее полученные в лаборатории 
клоны 3B5 и 2H9 антител к HSP70, а к фосфо-
рилированной по Ser326 форме HSF1 (SU31-03, 
ThermoFisher, США) антитела к тубулину (MA1-
80017, ThermoFisher, США). Для визуализации 
белков готовили раствор для проявления (2  мМ 
TrisHCl pH 8.5, 1.25  мМ люминола, 68  мМ кума-
ровой кислоты, 0.1% H2O2) или раствор Femto-
ECL (ThermoFisher, США), съемку мембраны про-
водили на приборе ChemiDoc (Bio-Rad, США).

Иммунофлуоресцентное окрашивание. Клетки 
DLD1 и DF-2 рассевали в лунки 24-луночного 
планшета, в которые предварительно помещали 
покровные стекла. На следующий день в среду 
добавляли 0.25  мкМ CL-43. После этого клетки 
промывали в PBS, фиксировали в 4%-ном раство-
ре формалина и пермеабилизировали с помощью 
0.1%-ного Тритона Х100. Далее проводили имму-
нологическое окрашивание во влажной камере 
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с антителами к фосфорилированной форме pHSF1 
(по Ser326) (Abcam, Великобритания), в качестве 
вторичных антител использовали флуоресцентные 
антитела с меткой GAR Alexa 488 (ThermoFisher, 
США). После этого трижды промывали PBS, да-
лее окрашивали ядра флуоресцентным красителем 
DAPI (Sigma Aldrich, США). Для заключения пре-
паратов использовали DAKO fluorescent mounting 
medium (DAKO corporation, США). Препараты 
исследовали с помощью конфокального микро-
скопа (OLYMPUS FV3000, Германия). Обработку 
результатов проводили с помощью программы 
Image  J.

Статистический анализ. Использовали програм-
му GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, США). 
Для оценки различий между группами использо-
вали t-тест Стьюдента, а также однофакторный 
дисперсионный анализ (One-way ANOVA) с апо-
стериорными сравнениями по критерию Тьюки. 
Статистически значимыми считались различия 
при р  < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Отличительной чертой карденолида CL-43 яв-
ляется его низкая способность влиять на жизне-
способность трансформированных клеток. Другие 
соединения из этой группы, оуабаин или диги-
токсин, показывают противоопухолевые эффекты, 
но при более высоких концентрациях и обладают 
значительной токсичностью в отношении нор-

мальных клеток, что затрудняет их применение 
в  клинике (Kim et al., 2016; Shen et al., 2020).

В нашей работе мы решили более подробно 
осветить влияние CL-43 на опухолевые клетки, 
сравнив его с действием CL-43 на нормальные 
нетрансформированные клетки. В качестве моде-
ли последних мы выбрали дермальные фибробла-
сты, полученные от здорового донора мужского 
пола (DF-2). Для этого мы использовали систе-
му xCELLigence, которая позволяет наблюдать за 
пролиферативной активностью в режиме реально-
го времени. Мы установили, что культивирование 
клеток DLD1 после добавления CL-43 (0.25 мкМ) 
и этопозида (10 мкМ) приводит через 24 ч к сни-
жению клеточного индекса в 10 раз (2.46 ± 0.034) 
по сравнению с вариантом, когда вносится только 
этопозид (0.28 ± 0.15), что свидетельствует об уси-
лении цитотоксического эффекта этопозида при 
его совместном использовании с CL-43 (рис.  1, 
верхняя панель). Аналогичный эксперимент, про-
веденный с клетками DF-2, показал, что внесение 
в среду только этопозида в той же концентрации 
приводит к снижению клеточного индекса до зна-
чения 0.3±0.34, в то время как внесение комби-
нации препаратов этопозида и CL-43 приводило 
к  росту клеточного индекса до 1.1 ± 0.1. Эти дан-
ные свидетельствуют о возможных цитопротек-
торных свойствах CL-43 (рис.  1, нижняя панель).

Так как СL-43 был обнаружен нами как инги-
битор синтеза белка теплового шока HSP70, мы 
предположили, что различное влияние на чув-
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Рис.  1. Изменения клеточного индекса клеток DLD1 и DF-2 в присутствии этопозида и/или CL-43. Клетки 
высевали в 16-луночные E-платы и культивировали в присутствии 10  мкМ этопозида и/или 0.25  мкМ CL-43 
в  течение 20  ч; съемку проводили с регистрацией клеточного индекса каждые 10 мин.
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ствительность опухолевых и нормальных клеток 
может быть связано с разницей во влиянии на 
транскрипционный фактор белков теплового шока 
HSF1 и сам HSP70. Для проверки этой гипотезы 
мы культивировали клетки обеих линий в при-
сутствии 0.125, 0.25 или 0.5  мкМ CL-43 в тече-
ние 20  ч, после чего их лизировали и подвергали 
электрофорезу и последующему иммуноблотингу.

Мы заметили, что CL-43 имеет разнонаправ-
ленный эффект в нетрансформированных фи-
бробластах человека и опухолевых клетках. В клет-
ках линии DLD1 наблюдали снижение количества 
HSP70 (на 65 ± 2%) и количества активной формы 
его транскрипционного фактора HSF1 (pHSF1, 
фосфорилированного поSer326) на 53 ± 1.4% при 
использовании рабочей концентрации CL-43 
250  нМ (рис.  2а). В то же время действие CL-43 
в такой же концентрации на клетки фибробластов 
человека DF-2 приводило к активации HSF1 и 
синтезу HSP70, о чем свидетельствовало возрас-
тание их количества на 43 ± 1.7 и 37 ± 2.1% соот-
ветственно (рис.  2б).

Известно, что активация транскрипционного 
фактора белков теплового шока – это сложный и 
многоступенчатый процесс, включающий несколь-

ко стадий: 1) под действием высоких температур 
или других стрессовых воздействий, нарушаю-
щих нативную конформацию белков, шапероны 
рекрутируются для выполнения своих фолдирую-
щих функций, высвобождая тем самым мономеры 
HSF1 (Guo et al., 2001; Neef et al., 2014); 2) HSF1 
подвергается пост-трансляционным модифика-
циям (в основном фосфорилированию), триме-
ризуется и транслоцируется в ядро (Dai, 2016); 
3) в ядре проходят связывание с промоторной об-
ластью HSE (heat shock elements) благодаря ДНК-
связывающему домену и гидрофобным повторам 
и активация транскрипции благодаря трансакти-
вирующему домену (Neudegger et al., 2016). Как 
результат, проходит активация транскрипции ряда 
генов белков, задействованных в  ответе на теп-
ловой шок, и к ним относятся не только белки 
семейства HSP70.

Поскольку изложенные результаты обнаружи-
ли разницу количества активной формы pHSF1 
после обработки CL-43 трансформированных и 
нетрансформированных клеток, мы предположи-
ли, что наше соединение может также влиять на 
транспорт pHSF1 в ядро клетки. Для проверки это-
го предположения мы использовали иммунофлу-
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43. Слева – иммуноблоты лизатов клеток после их культивирования в течение 20 ч в присутствии 0.125, 0.25 и 
0.5 мкМ CL-43. Справа – графическое представление изменения интенсивности полос на блотах; интенсивность 
каждой зоны нормировали на тубулин, который использовали как контроль нагрузки. Интенсивность зон оце-
нивали с помощью программы ImageLab.
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оресцентное окрашивание: клетки DF-2 и DLD1 
культивировали при 250  нМ CL-43 в течение 20  ч, 
после чего окрашивали флкоресцентно меченными 
антителами к pHSF1. Мы установили, что обра-
ботка клеток DLD1 карденолидом CL-43 приводит 
к снижению количества активного pHSF1 (Ser326) 
как в цитоплазме, так и в ядре клетки на 49 ± 2.4% 
и 42 ± 2.2% соответственно (рис.  3a, б).

Аналогичные исследования на линии клеток 
дермальных фибробластов вновь продемонстри-
ровали отличные от опухолевых клеток результа-
ты, а именно: после обработки клеток CL-43 не 
было значимых изменений уровня pHSF1 в цито-
плазме, однако в ядре сигнал возрастал в 1.4 раза 
(рис.  4а,  б).

Таким образом, мы установили, что найден-
ное вещество по-разному действует на активность 

HSF1, активируя реакцию на стресс в нормальных 
и подавляя ее в раковых клетках. Существенным 
ограничением работы является то, что мы исполь-
зовали клеточные линии разного происхождения, 
но сам факт ее выявления говорит, что нам удалось 
найти агент с двойным действием и с возможным 
перспективным применением в терапии сложных 
онкологических заболеваний. Механизм действия 
CL-43 на фактор стрессовой реакции до сих пор 
неизвестен, но несмотря на это, мы можем предпо-
лагать, что основной его мишенью, как представите-
ля группы карденолидов, являются Na+/K+-АТФаза 
и связанная с ней Src-киназа (Banerjee et al., 2018), 
которая является важнейшим центром up-регуляции 
многих каскадов, в том числе и MEK/ERK (Wang 
et al., 2015). Помимо этого известно, что Src-ки-
наза является важнейшим онкогеном и сверхэкс-
прессирована во многих опухолях, в отличие от не-
трансформированных клеток (Irby, Yeatman, 2000). 
В то же время в литературе есть данные об уча-
стии MEK/ERK сигнального каскада в регуляции 
активности HSF1 как транскрипционного фактора, 
которые в  числе прочего могут обеспечивать его 
фосфорилирование по Ser326 (Dai, 2018).

Рис. 3. Локализация активного HSF1(pHSF1) в клет-
ках DLD1 (а) и его количественное распределение 
(б) после обработки CL-43 в концентрации 250 нм; 
а – конфокальная микроскопия; после фиксации 
клетки взаимодействовали с первичными антите-
лами к pHSF1 и вторичными, конъюгированными 
с меткой Alexa 488. Ядра дополнительно окрашива-
ли DAPI (синий цвет). Контролем служили клетки, 
в среду которых добавляли ДМСО в концентрации, 
соответствующей варианту с добавлением раствора 
CL-43; масштабная линейка: 5 мкм; б – гистограм-
мы показывают средние значения и среднеквадра-
тичные отклонения (из 100 клеток) интенсивности 
флуоресценции (усл. ед.) pHSF1 в цитоплазме и 
ядре; (***) – различие достоверно при p  < 0.005.

Рис. 4. Локализация активного HSF1 (pHSF1) и его 
количественное распределение (б) в клетках DF-2 
(а) после обработки CL-43 в концентрации 250 нм. 
Объяснения те же, что и к рис.  3. (*)  – различие 
достоверно при p  < 0.05; # – отсутствие достоверных 
различий.
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Таким образом, CL-43 является своего рода 
уникальным веществом, так как способен не 
только ингибировать главный активатор защит-
ных механизмов в опухолевых клетках, но и по-
вышать его уровень в здоровых клетках, что важ-
но в контексте борьбы с побочными эффектами 
терапии. Несмотря на это, механизмы его работы 
все еще неизвестны и остаются предметом наших 
дальнейших исследований.
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EFFECT OF THE HSF1 INHIBITOR CL-43 ON TUMORS  
AND NON-TRANSFORMED CELLS

S. A. Vladimirovaa, B. A. Margulisa, I. V. Guzhovaa, A. D. Nikotinaa, *
a Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064, Russia
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The occurrence of severe side effects in patients undergoing chemotherapy remains a significant clinical 
challenge. Therefore, the urgent task is to search for tumor-specific therapies that target opposing responses 
in non-transformed and tumorigenic cells. HSF1 is known to be an important marker of cancer progres-
sion and its transcriptional activity products allow tumor cells to escape the adverse effects of anticancer 
therapies. Thus, drugs inhibiting HSF1 activity hold promise as a therapeutic strategy. Our study shows that 
using the cardenolide group’s HSF1 activity inhibitor, CL-43, provides cytoprotective effects on primary, 
untransformed dermal fibroblast (DF-2) cells, making them less sensitive to etoposide, whereas we observed 
an increase in sensitivity in the DLD1 tumor cell line. Furthermore, our results show that CL-43 interferes 
with the intranuclear transport of the active form of HSF1, increasing its activity and consequently the 
synthesis of HSP70 in human fibroblasts, while suppressing this activity in tumor cells in a dose-dependent 
manner. Our findings demonstrate the unique potential of CL-43 as a tumor-specific compound with high 
therapeutic value.

Keywords: HSF1, combination therapy, CL-43, dermal fibroblast
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В КЛЕТОЧНОЙ IN VITRO МОДЕЛИ ПОЛЯРИЗОВАННОГО КИШЕЧНОГО 
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Глюкоза является основным энергетическим субстратом, обеспечивающим метаболические процессы 
в организме человека и животных. Нарушение метаболизма углеводов часто ассоциировано с ожи-
рением и сопутствующими заболеваниями, такими как сердечно-сосудистые заболевания, артери-
альная гипертензия, инсулинорезистентность и др. Современные данные указывают на сопряжение 
всасывания глюкозы в кишечнике со входом Ca2+, однако для подтверждения такого взаимодействия 
необходимы дополнительные исследования. Мы использовали клеточную in vitro модель кишечного 
эпителия человека для выяснения роли Ca2+-каналов в регуляции всасывания глюкозы. Результаты 
иммунофлуоресцентной и иммуноэлектронной микроскопии показали, что высокая нагрузка клеток 
глюкозой (50  мМ) приводит к увеличению плотности кальциевых каналов TRPV6 на апикальной 
мембране кишечного эпителия. Уровень кальциевого сенсора STIM1, ответственного за депо-зави-
симый вход кальция (SOCE), напротив, демонстрировал снижение при избыточной нагрузке клеток 
эпителия глюкозой, которое сопровождалось уменьшением SOCE. Кроме того, инкубация клеток 
кишечного эпителия в растворе с высокой концентрацией глюкозы приводила к подавлению образо-
вания субъединицы p65 транскрипционного фактора NF-kB, ответственной за экспрессию STIM1. 
Полученные данные показали, что Cа2+-каналы не только участвуют в регуляции поглощения глю-
козы, но и сами могут находиться под контролем глюкозы.
Ключевые слова: клетка, кишечный эпителий, вход кальция, кальциевый канал TRPV6, глюкоза, 
транспортер GLUT2
Принятые сокращения: [Са2+]i – внутриклеточная концентрация кальция; FID  – FITC-dextran 
(fluorescein isothiocyanate dextran); ORAI1 – каналы депо-зависимого входа кальция; PBS – фосфатно-
солевой буферный раствор; SGLT1 и GLUT2 – транспортеры глюкозы; SOCE – депо-управляемый 
вход кальция (store-operated calcium entry); STIM1 – сенсор кальция в ЭПР; TEER – трансэпите-
лиальное/трансэндотелиальное электрическое сопротивление.

DOI: 10.31857/S0041377124020051, EDN: RKFSBW
Кишечный эпителий выполняет множество 

функций в организме: он служит барьером на 
пути различных факторов из окружающей среды, 
обеспечивает транспорт воды и электролитов, а 
также осуществляет всасывание и переваривание 
питательных веществ. Сложные углеводы, попа-
дая в тонкий кишечник, сперва гидролизуются до 
моносахаридов, таких как глюкоза или галактоза, 
а затем транспортируются через слизистую обо-
лочку кишечника. Поглощение избыточного ко-
личества глюкозы в тонком кишечнике сопряжено 
с развитием ожирения, диабета и сопутствующих 
тяжелых заболеваний. Терапевтические подходы к 
лечению таких заболеваний требуют определения 
четких механизмов регуляции абсорбции глюко-
зы, которые пока не установлены.

Классический путь абсорбции глюкозы про-
ходит через щеточную мембрану кишечника и 
преимущественно опосредован мембранным бел-
ком-транспортером глюкозы SGLT1, который 
связывает две молекулы Na+ вместе с одной моле-
кулой глюкозы (Alexander, Carey, 2001; Gorboulev 
et al., 2012). Выход глюкозы с базолатеральной по-
верхности энтероцитов осуществляется транспор-
тером глюкозы GLUT2, который помогает глюко-
зе перемещаться из энтероцитов во внеклеточную 
среду возле кровеносных капилляров (Röder et 
al., 2014). Любой фактор, меняющий активность 
SGLT1 и GLUT2, также влияет на абсорбцию и 
метаболизм глюкозы.

В настоящее время предложена модель регу-
ляции кишечной абсорбции глюкозы, в основе 
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модели лежит изменение уровня внутриклеточ-
ной концентрацией кальция [Са2+]i. Согласно 
этой модели, при низкой концентрации глю-
козы в просвете кишечника всасывание глюко-
зы осуществляется с помощью SGLT1. Однако 
когда уровень глюкозы в просвете кишечника 
становится выше, чем транспортная способность 
SGLT1, другой переносчик GLUT2, находящийся 
на базальной мембране клеток, перемещается и 
встраивается в апикальную мембрану, где начи-
нает участвовать в транспорте глюкозы (Helliwell 
et al., 2003).

Эти процессы регулируются [Са2+]i, который 
модулирует также и экспрессию GLUT2 в энтеро-
цитах (Tharabenjasin et al., 2014; Kuhre et al., 2017). 
Предварительные результаты свидетельствуют, 
что транслокация GLUT2 из внутриклеточного 
пула запускается SGLT1-зависимой активацией 
протеинкиназы C и MAP-киназы, от которых за-
висит рост [Са2+]i (Helliwell et al., 2003). Увели-
чение [Са2+]i активирует кальмодулин-зависимую 
киназу легкой цепи миозина (MLCK), дополни-
тельно активируя миозин II путем фосфорили-
рования регуляторной легкой цепи (RLC20) по 
Ser19. Эти процессы приводят к перестройке ак-
тинового цитоскелета и в итоге – к транслокации 
GLUT2 к  апикальной мембране клетки (Mace, 
2007; Bourzac, 2013). Таким образом, транслока-
ция GLUT2 из цитоплазматических пузырьков 
в  апикальную мембрану существенно увеличи-
вает способность энтероцита поглощать глюкозу 
(Affleck et al., 2003; Zheng et al., 2012; Грефнер, 
2014).

Вход Са2+ через мембраны щеточной каймы 
энтероцитов в основном осуществляется с помо-
щью эпителиальных Са2+-каналов TRPV6 (transient 
receptor potential channels vanilloid type 6), которые 
были впервые клонированы из эпителиальных 
клеток тонкого кишечника крысы (Peng et al., 
1999). Позднее эти каналы были идентифициро-
ваны в клетках других млекопитающих и человека 
(Nijenhuis et al., 2003).

Каналы TRPV6 могут обеспечивать строго 
дозированное поступление Са2+ и участвовать в 
активной (ре)абсорбции Са2+ в эпителиальных 
клетках почек, тонкого кишечника и плаценты 
(Hoenderop 2002; Nijenhuis et al., 2003). Согласно 
ряду сообщений, рост [Са2+]i в энтероцитах мо-
жет также контролироваться потенциал-управляе-
мыми Са2+-каналами L-типа (например, Cav1.3) 
(Mace et al., 2007) и депо-активируемыми кана-
лами SOCЕ (Chung et al., 2015). Немаловажную 

роль в кальциевом гомеостазе кишечника игра-
ет также Са2+-чувствительный рецептор (Brown, 
2013), который является членом суперсемейства 
G-белoк-сопряженных рецепторов (GPCR) и экс-
прессируется во всей пищеварительной системе 
(Diaz et al., 1997).

Следует особо отметить, что, хотя спектр Са2+-
проводящих каналов в энтероцитах довольно хо-
рошо охарактеризован, какие именно каналы 
участвуют в регуляции всасывания глюкозы в 
кишечнике, до сих пор не установлено.

Задача нашей работы заключалась в опреде-
лении роли Ca2+-каналов в регуляции всасыва-
ния глюкозы. Для этого мы использовали поля-
ризованный монослой клеток Сасо-2 в качестве 
модели кишечного эпителия. С помощью этого 
подхода было показано увеличение уровня TRPV6 
и снижение уровня STIM1, а также уменьшение 
депо-зависимого входа кальция в энтероциты 
в условиях высокой нагрузки клеток глюкозой. 
Полученные данные указывают на сложное ре-
ципрокное взаимодействие двух различных каль-
циевых путей при поглощении глюкозы клетками 
кишечного эпителия и на важную роль глюкозы 
в регуляции этого взаимодействия.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки. Использовали клетки аденокарциномы 
толстой кишки человека (линия Сасо-2), получен-
ные из ЦКП “Коллекция культур клеток позво-
ночных” Института цитологии РАН (Санкт-Пе-
тербург). Клетки культивировали при 37  °С и 5% 
СО2 в среде DMEM, содержащей 4,5 г/л глюкозы, 
15% эмбриональной телячьей сыворотки и 0.008% 
гентамицина. Для спонтанной дифференцировки 
в энтероцитоподобный монослой клетки Caco-2 
снимали с подложки путем добавления раствора 
трипсина-версена (0.25 и 0.75% соответственно) и 
высевали на специальные вставки с полупрони-
цаемой мембраной (размер пор 0.4  мкм), поме-
щенные в многолуночные планшеты (Cell culture 
insert system; Biofil, Китай). Монослой выращива-
ли в течение 18–21 сут в культуральной среде, при 
37  °С и 5% СО2. Культуральную среду при выра-
щивании клеток меняли через день. Такой под-
ход позволил создать клеточную объемную (3D) 
модель поляризованного кишечного эпителия.

Для выяснения влияния уровня глюкозы клет-
ки инкубировали в течение 60 мин в солевой 
среде, содержащей (мМ): 137 NaCl, 4.7 KCl, 1.2 
KH2PO4, 1.2 MgSO4, 2.5 CaCl2, 10 HEPES (pH 7.2), 
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в которую добавляли глюкозу в низкой (2.5, 5 мМ) 
или высокой концентрации (25, 50  мМ).

Трансэпителиальное/трансэндотелиальное элек-
трическое сопротивление (TEER) измеряли с исполь-
зованием эпителиального вольтомметра EVOM2 
(WPI Inc., США), снабженного двумя электрода-
ми Ag-AgCl. Для этого один электрод погружали 
в культуральную среду внутри вставки с клеточным 
монослоем, а другой размещали в среде снаружи от 
фильтра (в лунке планшета). Держатель электро-
да позволял контролировать одинаковый уровень 
погружения пары электродов. Сопротивление слоя 
клеток TEER рассчитывали по формуле TEER = 
=  RМ, где R – измеренное сопротивление, из ко-
торого вычли сопротивление пустой вставки; М  – 
площадь полупроницаемой мембраны (см2).

Измерение проницаемости слоя с использовани-
ем FID (FITC-dextran). Клетки во вставках два-
жды отмывали раствором Хенкса с 10 мМ HEPES 
(HBSS-H), далее в базолатеральный отсек вносили 
700  мкл HBSS-H, а в апикальный отсек к клет-
кам  вносили 125  мкл раствора FID в концентра-
ции 1 мг/мл в HBSS-H. Затем планшеты помеща-
ли в СO2-инкубатор при 37  °С и каждые 30 мин 
из нижнего отсека забирали по 100  мкл раство-
ра, восстанавливая прежний объем добавлением 
100  мкл свежего HBSS-H.

Образцы собирали и измеряли флуоресцент-
ный сигнал отобранных аликвот с использованием 
планшетного мультимодального ридера Varioskan 
LUX (Thermo Scientific, США)  при длинах волн 
возбуждения и испускания  соответственно 490 и 
520  нм. Коэффициент проницаемости Pарр рас-
считывали по формуле Pарр = dQ/dt/C0 A, где 
dQ/dt  – поток вещества, мкг/с; С0 – началь-
ная концентрация в донорном отсеке, мкг/мл; 
А  – площадь пористой поверхности вставки, см2 

(Westerhout et al., 2014).
Для вычисления значений dQ/dt измеряли кон-

центрацию FID в базолатеральном отсеке через 30, 
90 и 150 мин после добавления FID в апикаль-
ный отсек, а затем строили линейную регрессию 
концентрации в зависимости от времени. Если 
полученное уравнение линейной регрессии было 
статистически значимым (P  < 0.1), коэффициент 
наклона Slope считали равным dQ/dt.

Иммуноэлектронная микроскопия выполнена на 
участках поляризованного эпителия, которые фик-
сировали в растворе 2%-ного параформальдегида 
и 0.5%-ного глутаральдегида в PBS в течение 1  ч, 
затем обезвоживали в спиртах и заливали в акри-
ловую смолу LR-White (Merck, Германия). Потом 

участки эпителия изолировали из культуральных 
вставок и использовали для приготовления ультра-
тонких срезов, которые помещали на никелевые 
сетки, покрытые формваровой пленкой. Для им-
муноокрашивания сетки выдерживали 20 мин в 
1%-ном бычьем сывороточном альбумине, а за-
тем инкубировали 1 ч с первичными анти-TRPV6 
антителами (в разведении 1:100) и вторичными 
антителами, конъюгированными с коллоидным 
золотом размером 10  нм (1:50). 

Контролем служили срезы без обработки пер-
выми антителами. Ультратонкие срезы клеток по-
сле обработки контрастировали уранил-ацетатом и 
цитратом свинца и анализировали на электронном 
микроскопе Librа-120 (Carl Zeiss, Германия).

Иммунофлуоресцентный анализ. Изолированные 
из культуральных вставок участки кишечного эпи-
телия фиксировали в 3.7%-ном параформальдеги-
де, пермеабилизовали в присутствии 0.25%-ного 
Tween  20 и инкубировали с первичными антите-
лами при 4  °С в течение ночи. После отмывки 
клетки инкубировали с вторичными антителами 
(1 : 200) в течение 40 мин при 37  °С.

Для визуализации актинового цитоскелета и 
клеточных ядер клетки окрашивали родамин-
фаллоидином и красителем DAPI соответствен-
но. Далее участки эпителия помещали апикальной 
стороной на покровные стекла, добавляли среду 
Vectashield mounting medium (Vector Laboratories, 
США) и исследовали с помощью конфокального 
микроскопа Olympus FV3000 (Olympus Corporation, 
Япония), используя масляный объектив 40×. Ин-
тенсивность флуоресценции оценивали с помо-
щью ImageJ (NIH, США) и усредняли по меньшей 
мере для 5–10 образцов в каждом эксперименте. 

Интенсивность флуоресценции в клетках по-
сле их инкубации в растворах с глюкозой срав-
нивали с помощью t-критерия Стьюдента. Данные 
представлены как среднее значение и его ошибка 
(SEM). Для определения различий использовали 
U-критерий Манна–Уитни, различия считали до-
стоверными при уровне значимости P  < 0.05.

Вестерн-блот-анализ. Клетки промывали теп-
лым раствором PBS и лизировали в лизирующем 
буфере (100  мM NaF, 50  мM KCl, 2  мM MgCl2, 
1  мM EGTA, 1 M сахарозы, 1% Triton X-100, 
100 мкM PMSF, 10 мM K-фосфатного буфера pH 
7.0) 10 мин на льду. Полученные лизаты клеток 
центрифугировали при 2000  g, супернатант соби-
рали и определяли концентрацию белка по мето-
ду Бредфорда с помощью прибора NanoDrop One 
(Thermo Scientific, США). 
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Электрофоретическое разделение белков про-
водили методом диск-электрофореза с последую-
щим переносом на нитроцеллюлозную мембрану. 
Ее инкубировали с первичными антителами про-
тив исследуемых белков, а затем – с вторичными 
антителами, конъюгированными с пероксидазой 
хрена (HRP). Визуализацию конъюгированных с 
HRP антител осуществляли путем усиленной хеми-
люминесценции. Хемилюминесцентное свечение 
регистрировали с помощью системы SuperSignal 
Substrate (Thermo Fisher Scientific, США).

Измерение [Са2+]i. Использовали флуорес-
центный кальций-чувствительный зонд Fluo-4 
(Molecular Probes, США). Изображения клеток 
получали с помощью лазерного сканирующе-
го конфокального микроскопа Olympus FV3000 
(Olympus Corporation, Япония), используя объек-
тив 40× с  масляной иммерсией. Интенсивность 
флуоресценции оценивали с помощью программы 
ImageJ (NIH, США).

Визуализация актинового цитоскелета. Клетки 
окрашивали родамин-фаллоидином (Invitrogen, 
США) в течение 20 мин, ядра окрашивали кра-
сителями DAPI (0.05  мкг/мл) или Hoechst 33 342 
(1.5  мкг/мл).

Антитела. Использовали коммерческие анти-
тела различных производителей: кроличьи, вы-
работанные против TRPV6 (Santa Cruz Biotech, 
США, или Alomone, Израиль) в разведении 1 : 100; 
против STIM1 (Alomone, Израиль) в разведении 
1 : 1000; против ORAI1 (Alomone, Израиль) в разве-
дении 1 : 200; против p65 (Thermo Fisher Scientific, 
Великобритания) в разведении 1 : 1000 и против 
GLUT2 (Thermo Fisher Scientific, Великобрита-
ния) в разведении 1 : 200. В качестве вторичных 
антител использовали конъюгаты Alexa Fluor 488 
(Invitrogen, США), GAR-FITC (Jackson, США) и 
GAM-Cy3 (Jackson, США) в разведении 1 : 200. 
Для иммуноэлектронной микроскопии в качестве 
вторичных антител использовали антикроличьи 
иммуноглобулины (Sigma, США), конъюгирован-
ные с коллоидным золотом (размер частиц 10 нм). 
Для иммуноблота использовали антикроличьи или 
антимышиные вторичные антитела, конъюгиро-
ванные с пероксидазой хрена (Sigma, США). Ан-
титела разводили в PBS, pH  7.4.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На протяжении многих лет трансмембранный 
перенос веществ изучали, как правило, на изоли-
рованных препаратах тонкой кишки или в усло-

виях острого (или хронического) опыта на ане-
стезированных животных. Однако такие условия 
часто вносили изменения в процессы всасывания 
веществ и работу различных транспортеров. Более 
того, поглощение веществ в кишечнике грызунов 
и человека сильно различается. Поэтому в послед-
нее время в качестве модели для изучения процес-
сов всасывания в тонком кишечнике используют 
клетки аденокарциномы человека линии Caco-2, 
которые при длительном культивировании могут 
поляризоваться и формировать микроворсинки 
на апикальной поверхности эпителия (Blais et al., 
1987).

Мы исследовали роль кальциевых каналов 
в  поглощении глюкозы, используя дифференци-
рованный монослой клеток Caco-2 как клеточ-
ную модель кишечного эпителия. После 18–21 сут 
культивирования клеток Сасо-2 на полупроница-
емых мембранах (метод transwell assay) исследова-
ли степень дифференцировки и поляризованности 
монослоя эпителия. Целостность плотных соеди-
нений в модели клеточной культуры эпителиаль-
ного монослоя оценивали путем измерения сопро-
тивления TEER. Этот метод оценки целостности 
и проницаемости монослоя использовали для 
мониторинга живых клеток на различных стади-
ях их роста и дифференцировки (рис.  1). Клетки 
использовали для проведения эксперимента при 
достижении значений сопротивления монослоя 
400–600 Ом · см2.

С помощью электронного микроскопа оцени-
вали фенотип клеток эпителия для проверки их 
морфологического и функционального соответ-
ствия энтероцитам, выстилающим тонкий кишеч-
ник. Рис.  2 демонстрирует изображения клеток 
эпителиального монослоя, на апикальной поверх-
ности которого присутствуют микроворсинки, а 
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Рис.  1. Схема, демонстрирующая культуральную 
вставку с клетками на полупроницаемой мембране. 
Вставка расположена в лунке пластикового планше-
та для культивирования клеток.
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между клетками видны хорошо сформированные 
щелевые контакты, что в целом отражает степень 
поляризации кишечного эпителия. В цитоплаз-
ме клеток выявлены все присущие большинству 
энтероцитов органоиды, включая митохондрии, 
элементы цитоскелета, эндоплазматический рети-
кулум с рибосомами и др. По всей длине микро-
ворсинок присутствуют пучки микрофиламентов, 
переходящие в области терминальной сети в кор-
невые нити.

Присутствие хорошо сформированного акти-
нового цитоскелета в микроворсинках на апи-
кальной поверхности клеток было подтверждено 
также флуоресцентным окрашиванием с помощью 
родамин-фаллоидина (рис. 3). Анализ 3D-изобра-
жений, реконструированных из серии оптических 
срезов X–Y, полученных с помощью сканирую-
щего лазерного конфокального микроскопа, под-
твердил формирование поляризованного эпителия 
с присутствием микроворсинок и формированием 
сверхплотных контактов между клетками кишеч-
ного эпителия.

Способность монослоя поглощать глюкозу 
оценивали с помощью полисахарида декстрана, 

конъюгированного с флуоресцентным зондом 
FID. Оценку проводили с помощью планшетно-
го полимодального ридера в двух независимых 
экспериментах, в каждом из которых определяли 
коэффициент проницаемости Pарр.

Проведенный анализ показал постепенное на-
растание флуоресцентного сигнала с течением вре-
мени. Полученный коэффициент проницаемости, 
равный (76 ± 19) · 10–6 см/с, соответствует высокой 
предсказанной гастроинтестинальной абсорбции 
in vivo (Yee, 1997) и согласуется со значением Рарр 
для D-глюкозы, равным (17–20) · 10–6  см/с для 
клеток Caco-2 (Westerhout et al., 2014).

Для оценки роли кальциевых каналов в транс-
порте глюкозы мы провели иммунофлуоресцент-
ный анализ пространственного распределения 
кальциевых каналов TRPV6 и глюкозного транс-
портера GLUT2 в условиях низкой (5  мМ) и вы-
сокой (50  мМ) нагрузки клеток глюкозой. Значе-
ния концентраций и время инкубации с глюкозой 
были выбраны согласно данным работы (Грефнер 
и др., 2010), в которой концентрация глюкозы 
в  клетках Сасо-2 измерена глюкозооксидазным 
методом.

Интенсивность флуоресценции GLUT2 анали-
зировали в апикальных и базальных областях с 
помощью сканирования в направлении осей X–Y 
и Y–Z. Было установлено, что глюкозный транс-
портер GLUT2 (рис.  4а, б) локализуется в цито-
плазме клеток кишечного эпителия. Численное 
значение средней интенсивности флуоресценции 

Рис.  2. Ультратонкий срез двух соседних клеток 
эпителия в области межклеточных контактов. Вид-
ны корневые нити микроворсинок, межклеточные 
контакты, митохондрии и мембраны эндоплазмати-
ческого ретикулума. Контрольный препарат. Стрел-
ками указаны микроворсинки (м), десмосомы (д) 
в  местах межклеточных контактов и рибосомы (ри) 
на поверхности эндоплазматического ректикулума. 
Масштабная линейка: 400  нм.

Рис.  3. Модель поляризованного эпителия кишеч-
ника, сформированная клетками Сасо-2 на полу-
проницаемых мембранах в культуральной среде. 
Срезы в направлении X–Y (a, б) и Y–Z (в). Окрас-
ка родамин-фаллоидином (красный) демонстриру-
ет богатые актином микроворсинки на апикальной 
поверхности клеток, окраска ядер DAPI (синий) 
свидетельствует о разделении клеток на апикаль-
ную и базальную области. Контрольный препарат. 
Масштабная линейка: 10  мкм.
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клеток на каждом выбранном уровне сканирова-
ния получали с помощью программы ImageJ.

Показано, что иммунореактивность, выявлен-
ная с помощью FITС-конъюгированных вторичных 
антител, существенно увеличивалась при нагрузке 
клеток 50  мМ глюкозы. Результаты, представлен-
ные на рис.  4, демонстрируют, что после инкуба-
ции клеток как с 50  мМ, так и с  5  мМ глюкозы 
распределение сигнала от глюкозного транспортера 
GLUT2 находится ближе к центральной области 
поляризованных клеток, а не в ее апикальной или 
базальной части. Соответственно, у нас нет осно-
ваний полагать, что избыточная нагрузка клеток 
углеводами приводит к перемещению GLUT2 с ба-
зальной мембраны и встраиванию в апикальную 
мембрану (Kellett, 2001).

Анализ иммунофлуоресцентных изображе-
ний эпителия, окрашенного антителами против 
TRPV6, выявил, что уровень сигнала гораздо выше 
в клетках эпителия, которые испытывали нагрузку 
50  мМ глюкозы, чем в клетках с нагрузкой 5  мМ 
глюкозы. Было замечено, что увеличение флуорес-
центного сигнала (и соответственно присутствие 
каналов TRPV6) наблюдали только на апикаль-
ной поверхности мембраны. На уровне базальной 
мембраны уровень флюоресценции не отличал-
ся в клетках, предварительно инкубированных 
с  разными концентрациями глюкозы (рис.  5).

Результаты иммуннофлуоресцентного окраши-
вания получили подтверждение также в экспери-
ментах с использованием иммуноэлектронной ми-
кроскопии. Для электронно-микроскопического 
анализа предварительно инкубированные в соле-

вом растворе клетки (с  концентрациями глюкозы 
5 или 50  мМ) обрабатывали специфическими ан-
тителами против TRPV6 и вторичными антитела-
ми, конъюгированными с золотом. Анализ ультра-
тонких срезов эпителия показал значимо большее 
количество золотых частиц (10 нм), маркирующих 
каналы TRPV6, на апикальной мембране энтеро-
цито-подобных клеток после их нагрузки 50  мМ, 
чем после нагрузки 5  мМ глюкозы (рис.  6б).

С помощью вестерн-блот-анализа в Тритон 
X-100-растворимых фракциях лизатов клеток 
Сасо-2 обнаружено присутствие белков ORAI1 и 
STIM1, ответственных за депо-зависимый вход 
кальция в клетки (рис.  7а). Более того, показано, 
что уровень кальциевого сенсора, белка STIM1, 
существенно снижается при нагрузке клеток 
25 мМ глюкозы, в то время как белок Orai1, фор-
мирующий поры, по-видимому, не чувствителен к 
нагрузке клеток глюкозой. Кроме того, вестерн-
блот-анализ выявил, что уровень субъединицы р65 
транскрипционного фактора NF-kB, ответствен-
ного за экспрессию STIM1 (Eylenstein et al., 2012; 
DebRoy et al., 2014), также падает при увеличении 
нагрузки клеток 25  мМ глюкозы (рис.  7а).

Измерение уровня внутриклеточного кальция 
с использованием флуоресцентного кальций-чув-
ствительного зонда Fluo-4 показало увеличение 
[Са2+]i в ответ на действие активатора опусто-
шения кальциевых депо-тапсигаргина, подтвер-
ждая тем самым активацию депо-зависимого 
входа кальция в клетки Сасо-2 (рис.  7б). Важно, 
что кальциевый ответ на действие тапсигаргина 
в  клетках, инкубированных с 2.5  мМ глюкозы, 

Рис.  4. Поляризованный эпителий кишечника, сформированный клетками Сасо-2 в условиях 3D-культивиро-
вании. Срез на уровне середины клетки в направлении X–Y (a, б). Окраска антителами против транспортера 
глюкозы GLUT2 (зеленый цвет) демонстрирует более высокую его концентрацию при нагрузке клеток 50  мМ 
глюкозы; масштабная линейка: 10 мкм; в – интенсивность флуоресценции (ИФ) GLUT2 в клетках, инкубиро-
ванных в присутствии 5 мМ или 50 мМ глюкозы. Вертикальные отрезки – ошибки среднего значения, различия 
достоверны (*) при P  < 0.05.
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Рис.  5. Поляризованый эпителий кишечника, сформированный клетками Сасо-2. Срез на уровне апикальной 
(a) и базальной (б) мембраны клеток в направлении X–Y. Окраска антителами против TRPV6 (красный цвет) 
демонстрирует более высокую концентрацию TRPV6 на апикальной поверхности при нагрузке клеток 50  мМ 
глюкозы; в, г  – интенсивность флуоресценции (ИФ) TRPV6; масштабная линейка: 10 мкм. Вертикальные от-
резки  – стандартные ошибки среднего значения, различия достоверны (*) при P  < 0.05.

Рис.  6. Локализации каналов TRPV6 в клетках кишечного эпителия в зависимости от нагрузки глюкозой. Им-
муноэлектронная микроскопия. Микрофотографии распределения частиц коллоидного золота (10  нм, стрелки), 
соответствующих каналам TRPV6 в клетках, нагруженных 5 нм и 50 мМ глюкозы; масштабная линейка: 100 нм; 
гистограмма показывает численное распределение частиц золота в клетках, инкубированных в присутствии 5 и 
50  мМ глюкозы. Показаны средние значения и их ошибки, различия достоверны (*) при P  < 0.05.
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был существенно выше, чем в клетках, насыщен-
ных 25  мМ глюкозы (рис.  7б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на то, что проблеме транспорта глю-
козы в кишечном эпителии посвящено много ра-
бот, концепции функционального взаимодействия 
транспортеров глюкозы с катионными каналами 
только начинают формироваться в научном мире. 
Так, было показано, что при исключении Ca2+ из 
люминального перфузата при высоких концентра-
циях глюкозы всасывание глюкозы прекращается 
(Morgan et al., 2007). Поступающие данные ука-
зывают на участие [Ca2+]i и кальциевых каналов в 
работе транспортеров глюкозы SGLT1 и GLUT2, 
однако детали такого взаимодействия остаются 
неясными. Отчасти это связано с трудностями 
проведения экспериментальных измерений в про-
свете кишечника и капиллярах крови.

Для выяснения роли кальциевых каналов в аб-
сорбции глюкозы мы использовали клеточную in 
vitro модель кишечного эпителия человека, что-
бы иметь возможность менять эксперименталь-
ные условия и изучать механизмы поглощения 
глюкозы на участке живой эпителиальной ткани 
человека (или органа), а не на одиночной клетке.

Наши результаты показали, что количество 
высокоселективных эпителиальных Ca2+-каналов 
TRPV6 существенно увеличивается при увеличе-
нии нагрузки эпителиальных клеток глюкозой. 
Следует особенно отметить, что присутствие ка-
налов наблюдается в основном на апикальной 
поверхности мембраны и не меняется на базаль-
ной мембране, что указывает на необходимость 
присутствия каналов на участке, где происходит 
абсорбция глюкозы.

В работе было обнаружено, что количество 
кальциевых сенсоров эндоплазматического рети-
кулума STIM1, отвечающих за другой  – депо-за-
висимый  – вход кальция в клетки, напротив, су-
щественно снижался. Эти результаты согласуются 
с уменьшением входа SOCE в условиях с  избы-
точной нагрузкой глюкозой и указывают на ре-
ципрокные взаимодействия между двумя путями 
входа кальция: через кальциевые каналы TRPV6 
и через кальциевый комплекс ORAI1/STIM1. Та-
кой кальциевый баланс критически необходим для 
нормального функционирования клетки, посколь-
ку избыток кальция, как и его недостаток, может 
быть губительным для клеток.

Известно, что NF-κB рекрутируется в сайты 
связывания в промоторах STIM1 и ORAI1 (DebRoy 
et al., 2014). Полученные результаты вестерн-
блот-анализа продемонстрировали, что уровень 
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Рис.  7. Влияние глюкозы на депо-зависимый вход кальция в клетки Сасо-2: а  – Вестерн-блотинг: влияние 
различных концентраций глюкозы на содержание белков STIM1, ORAI1 и субъединицы p65 фактора NF-kB 
в клетках Сасо-2; б – более низкий депо-зависимый вход кальция (в ответ на действие тапсигаргина Tg) в клетки 
Сасо-2 после нагрузки их 25  мМ глюкозы (по сравнению с таковым после нагрузки клеток 2.5  мМ глюкозы). 
Показана зависимость интенсивности флуоресценции (ИФ) кальций-чувствительного зонда Fluo-4 (ось OY) от 
времени (ось OX) по данным прижизненной конфокальной микроскопии. Цветные линии на графиках пока-
зывают сигнал от разных клеток, находящихся в одном поле зрения.
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р65, который был достаточно высок в клетках 
Сасо-2, существенно снижается при увеличении 
концентрации глюкозы в среде. Это может сви-
детельствовать о вероятном влиянии глюкозы на 
экспрессию STIM1 через регулирование экспрес-
сии транскрипционного фактора NF-κB. 

Из литературных источников известно влия-
ние глюкозы на экспрессию многих генов. Напри-
мер, в ответ на высокий уровень глюкозы изме-
няется экспрессия генов RASD1, GLRA1, VAC14, 
SLCO5A1, TMED3, SYT16, LEPREL2 и CHRNA5 
(Hall et al., 2018), подтверждая тем самым вероят-
ность влияния высокой концентрации глюкозы на 
прямую или опосредованную экспрессию генов, 
кодирующих кальциевые каналы.

Фактически глюкоза регулирует пути поступле-
ния Са2+, а Са2+ регулирует всасывание глюкозы. 
Считается, что высокая концентрация глюкозы де-
поляризуют апикальную мембрану энтероцита в ре-
зультате активации натрий-глюкозного котранспор-
тера, что приводит к увеличению абсорбции Ca2+. 
Связывание Ca2+ с белком кальбиндином-D9K 
предотвращает увеличение поглощения Ca2+ и сти-
мулирует трансклеточный транспорт, который в 
принципе направлен на ослабление потенциального 
увеличения цитозольного Са2+ (Morgan et al., 2007).

Однако исследования поглощения кальция в 
клетках почек показали, что кинетика связывания 
Ca2+ с кальбиндином-D28K достаточно медлен-
ная относительно повышения цитозольного Ca2+ 
(Koster et al., 1995). Поэтому вполне логично пред-
положить, что снижение кальция в клетке при 
высокой концентрации глюкозы происходит за 
счет ограничения других путей поступления Са2+ 
в клетку, например снижения входа SOCE.

В целом интеграция абсорбции глюкозы и по-
ступления Ca2+ через кальциевые каналы пред-
ставляет собой сложную систему реципрокных 
взаимодействий, которая позволяет быстро и точ-
но сбалансировать пути поступления необходимых 
ионов и молекул при потреблении пищи. 

Следует отметить, что мы не получили данных 
в пользу гипотезы, предполагающей всасывание 
глюкозы (особенно в диапазоне ее высоких кон-
центраций) с помощью механизма облегченной 
диффузии с участием глюкозных транспортеров 
GLUT2 (Kellett, 2001; Kellett, Helliwell, 2000), ко-
торые при высоких углеводных нагрузках могут 
встраиваться в апикальную мембрану клеток ки-
шечника и транспортировать глюкозу. Для пони-
мания полной картины этого сложного процесса 
необходимы дополнительные исследования.
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ROLE OF CALCIUM CHANNELS IN GLUCOSE UPTAKE REGULATION  
IN THE IN VITRO MODEL OF POLARIZED INTESTINAL EPITHELIUM

D. E. Bobkova, A. V. Lukachevaa, L. V. Kevera, V. V. Furmana, S. B. Semenovaa, *

a Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064, Russia

* E-mail: svsem@incras.ru

Glucose is the main energy substrate that ensures metabolic processes in the human and animal bodies. 
Impaired carbohydrate metabolism is often associated with obesity and concomitant diseases, such as cardio-
vascular diseases, arterial hypertension, insulin resistance, etc. Current data indicate that intestinal glucose 
absorption is coupled with Ca2+ influx, but additional research is needed to confirm this interaction. We 
used a cellular model of human intestinal epithelium to elucidate the role of Ca2+ channels in the regula-
tion of glucose absorption. The results of immunofluorescence and immunoelectron microscopy showed 
that high cellular glucose loading (50 mM) leads to an increase in the density of TRPV6 calcium channels 
on the apical membrane of the intestinal epithelium. The level of the calcium sensor STIM1, responsible 
for store-dependent calcium entry (SOCE), on the contrary, showed a decrease when Caco-2 cells were 
overloaded with glucose, which was accompanied by a decrease in SOCE. Excessive saturation of Caco-2 
cells with glucose also led to a decrease in the expression level of the NF-kB transcription factor p65 subunit 
responsible for the expression of STIM1. The results showed that Ca2+ channels are not only involved in 
the regulation of glucose uptake, but may themselves be under the control of glucose.

Keywords: cell, intestinal epithelial, calcium entry, TRPV6 calcium channel, glucose, GLUT2 transporter
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Амитриптилин относится к трициклическим антидепрессантам, широко используемым в клиниче-
ской практике для терапии тревожно-депрессивных состояний и хронической боли. Эти препараты 
оказывают многогранное влияние на клеточные процессы. Одной из их мишеней служат рецепторы 
сигма-1  – молекулярные шапероны, расположенные в мембране эндоплазматического ретикулума. 
Им свойственны уникальная структура и фармакологический профиль. Рецепторы сигма-1 регули-
руют многие клеточные процессы в норме и патологии, в том числе процессы Ca2+-сигнализации. 
С использованием флуоресцентного Са2+-зонда Fura-2AM впервые показано, что агонист рецеп-
торов сигма-1 антидепрессант амитриптилин существенно подавляет как мобилизацию Са2+ из 
внутриклеточных Са2+-депо, так и последующий депозависимый вход Са2+ в клетки, вызываемые 
ингибиторами эндоплазматических Са2+-АТФаз тапсигаргином и циклопьязониковой кислотой, а 
также дисульфидсодержащими иммуномодуляторами глутоксимом и моликсаном, в перитонеальных 
макрофагах крысы. Результаты указывают на участие рецепторов сигма-1 в вызываемом глутоксимом 
или моликсаном комплексном сигнальном каскаде, приводящем к увеличению внутриклеточной 
концентрации Са2+ в макрофагах. Данные свидетельствуют также об участии рецепторов сигма-1 в 
регуляции депозависимого входа Са2+ в макрофагах.

Ключевые слова: амитриптилин, рецептор сигма-1, перитонеальные макрофаги, внутриклеточная 
концентрация Са2+

Принятые сокращения: [Ca2+]i – внутриклеточная концентрация Са2+, ЦПК – циклопьязониковая 
кислота.
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Амитриптилин – (5-(3-диметиламинопропили-
ден)-10,11-дигидродибензоциклогептен) – один из 
основных представителей трициклических антиде-
прессантов, широко используемых в клинической 
практике для терапии тревожно-депрессивных со-
стояний (Gillman, 2007; Данилов, 2019) и различ-
ных видов хронической боли (невралгии, диабети-
ческие нейропатии и др.) (Rico-Villademoros et al., 
2015; Lawson, 2017; Belinskaia et al., 2019; Cardoso 
et al., 2022). Известно многогранное влияние этих 
антидепрессантов на клеточные процессы.

Разнообразие эффектов амитриптилина, как и 
других трициклических антидепрессантов, может 
быть обусловлено его амфифильными свойства-
ми. Подобно другим амфифильным веществам, он 
эффективно проникает через мембраны, при этом 

может встраиваться в обогащенный анионными 
липидами (в первую очередь, фосфоинозитида-
ми) внутренний монослой мембраны (Oruch et al., 
2010). Поэтому амитриптилин может участвовать 
в регуляции процессов сигнализации и внутри-
клеточного транспорта. Так, выявлено сродство 
антидепрессантов к рецепторам сигма-1 (Weber et 
al., 1986; Narita et al., 1996; Fishback et al., 2010; 
Hayashi et al., 2011; Wang et al., 2016, 2022).

Рецепторы сигма-1, имеющие уникальную 
историю, структуру и фармакологию, регулируют 
множество клеточных процессов, как в норме, так 
и при патологии (Rousseaux, Greene, 2016; Su et al., 
2016; Schmidt, Kruse, 2019; Pergolizzi et al., 2023). 
Эти рецепторы – многофункциональные молеку-
лярные шапероны, располагающиеся в мембране 
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эндоплазматического ретикулума в участках, гра-
ничащих с митохондриями (Su et al., 2010; Delprat 
et al., 2020; Aishwarya et al., 2021; Munguia-Galaviz 
et al., 2023). Кроме того, они могут транслоциро-
ваться к плазмалемме и взаимодействовать с дру-
гими рецепторами и ионными каналами, а также 
встречаются в ядерной оболочке, где участвуют в 
регуляции транскрипции (Su et al., 2016). Рецеп-
торы сигма-1 экспрессируются в широком спектре 
клеток, в том числе иммунных (Penke et al., 2018; 
Pergolizzi et al., 2023).

Одним из уникальных свойств рецепторов сиг-
ма-1 является их чрезвычайно широкий фарма-
кологический профиль. К числу лигандов этих 
рецепторов относятся соединения, различающи-
еся и по химической структуре, и по механизму 
действия на клетки: антидепрессанты (флувокса-
мин, флуоксетин, сертралин, имипрамин, амит-
риптилин), нейролептики (галоперидол, хлорпро-
мазин), анальгетики (пентазоцин), анксиолитики 
(афобазол), противосудорожные (фенитоин), про-
тивокашлевые (декстрометорфан, карбетапентан) 
и антигистаминные (хлорфенамин) препараты, 
наркотические средства (метамфетамин и кокаин) 
и препараты, применяемые при лечении нейроде-
генеративных заболеваний (амантадин, мемантин, 
донепезил) (Werling et al., 2007; Cobos et al., 2008; 
Chu, Ruoho, 2016; Voronin et al., 2020).

Взаимодействуя с белками-мишенями, рецеп-
торы сигма-1 регулируют многие клеточные про-
цессы в норме и патологии, в том числе процессы 
Ca2+-сигнализации (Schmidt, Kruse, 2019; Pontisso, 
Combettes, 2021). В плазмалемме рецепторы сиг-
ма-1 взаимодействуют с потенциалзависимыми 
Ca2+-, Na+- и K+-каналами, протон-активируе-
мыми ионными каналами (ASICs), Ca2+-прони-
цаемыми каналами TRPA1, TRPV1 и TRPM8, 
NMDA-рецепторами, рецепторами, связанными 
с G-белками (мускариновыми ацетилхолиновыми 
рецепторами, m-опиоидными и D1- и D2-дофа-
миновыми рецепторами), рецепторными тирозин-
киназами и другими белками-мишенями (Su et 
al., 2010, 2016; Ortiz-Renteria et al., 2018; Cortés-
Montero et al., 2019; Morales-Lázaro et al., 2019; 
Schmidt, Kruse, 2019; Munguia-Galaviz et al., 2023).

В мембране эндоплазматического ретикулума 
рецептор сигма-1 взаимодействует с рецептором 
инозитол-1,4,5-трифосфата 3-го типа, другим 
молекулярным шапероном белком BiP (binding 
immunoglobulin protein) (Hayashi, Su, 2007) и Са2+-
сенсором белком STIM1 (Srivats et al., 2016). Из-
вестно, что взаимодействие рецепторов сигма-1 

с рецепторами инозитол-1,4,5-трифосфата регу-
лирует обе фазы Са2+-ответа: мобилизацию Са2+ 
из депо (Hayashi et al., 2000; Wu, Bowen, 2008) и 
вход Са2+ из наружной среды (Hayashi, Su, 2007; 
Pontisso, Combettes, 2021). Показано также, что 
рецепторы сигма-1 задействованы и в регуляции 
депозависимого входа Са2+ в клетки различных 
типов (Brailoiu et al., 2016; Srivats et al., 2016).

Ранее нами было впервые показано, что ли-
ганды сигма-1 рецепторов типичные нейролепти-
ки первого поколения галоперидол (производное 
бутирофенона) (Крутецкая и др., 2017, 2018) и 
производные фенотиазина хлорпромазин и три-
флуоперазин (Миленина и др., 2022) существенно 
подавляют в перитонеальных макрофагах крысы 
обе фазы Са2+-ответов, вызываемых двумя типами 
агентов: дисульфидсодержащими иммуномодуля-
торами глутоксимом® (динатриевая соль окис-
ленного глутатиона с d-металлом в наноконцен-
трации) и моликсаном® (комплекс глутоксима и 
нуклеозида инозина), а также ингибиторами эн-
доплазматических Са2+-АТФаз тапсигаргином и 
циклопьязониковой кислотой (ЦПК).

Для подтверждения участия рецепторов сигма-1 
в регуляции процессов Са2+ сигнализации в ма-
крофагах, а также с учетом важной роли рецепто-
ров сигма-1 в патогенезе депрессивных состояний 
(Voronin et al., 2020; Wang et al., 2022) представ-
лялось целесообразным исследовать влияние аго-
ниста сигма-1 рецепторов – трициклического ан-
тидепрессанта амитриптилина (Villard et al., 2011; 
Rousseaux, Greene, 2016; Wang et al., 2016; Penke 
et al., 2018) – на Са2+-ответы, индуцируемые глу-
токсимом и моликсаном, а также тапсигаргином и 
ЦПК в перитонеальных макрофагах крысы. Это и 
стало предметом насшего исследования.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Выделение и культивирование перитонеальных 
макрофагов крыс. Эксперименты выполнены на 
культивируемых резидентных перитонеальных ма-
крофагах крыс линии Wistar. Содержание живот-
ных и все манипуляции выполняли в соответствии 
с нормативными документами и требованиями 
приказа Минздрава России от 19.06.2003 № 267 
“Об утверждении правил лабораторной практики 
в Российской Федерации”. Макрофаги выделяли 
из перитонеальной полости крыс по традицион-
ному методу (Conrad, 1981). Масса крыс состав-
ляла 180–250  г. Непосредственно после выделе-
ния клетки имели сферическую форму (диаметр 
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10–20  мкм). Суспензию макрофагов помещали 
в бакпечатки с кварцевыми стеклами размером 
10×10  мм и культивировали 1–3 сут при темпе-
ратуре 37  °С в среде 199 (рН  7.2). Среда содер-
жала 20% сыворотки крови быка, глутамин (3%), 
пенициллин (100 ед/мл) и стрептомицин (100  мг/
мл). Тест на α-нафтилэстеразу показывал, что как 
минимум 96% клеток в монослоях являются ма-
крофагами (Monahan et al., 1981).

Эксперименты проводили через 1–2 сут после 
начала культивирования клеток при температуре 
(22–24 °С). Экспериментальную камеру заполняли 
физиологическим раствором следующего ионного 
состава (мМ): 140 NaCl, 5 KCl, 1 CaCl2, 1 MgCl2 
и 5 HEPES-NaOH, рН 7.3–7.4. В случае исполь-
зования бескальциевой среды раствор содержал 
0  мМ CaCl2 и 1  мМ ЭГТА. Кварцевые стекла с 
клетками размещали в экспериментальной камере.

Измерение внутриклеточной концентрации Са2+ 
([Ca2+]i). Использовали флуоресцентный зонд 
Fura-2AM (Sigma-Aldrich, США). Клетки помеща-
ли в физиологический раствор, содержащий 2 мкМ 
Fura-2AM и инкубировали в течение 45  мин при 
22–24  °С. Затем стекла с окрашенными клетками 
переносили в экспериментальную камеру флуо-
ресцентного микроскопа Leica DM 4000B (Leica 
Microsystems, Германия). Флуоресценцию объекта 
возбуждали через объектив микроскопа при дли-
нах волн 340 и 380 нм. Соответствующие участки 
спектра выделяли при помощи узкополосных оп-
тических фильтров. Эмиссию регистрировали при 
длине волны 510  нм при помощи специализиро-
ванной видеокамеры Leica DFC340FX. Управле-
ние экспериментом проводили с применением 
системы обработки изображений ImageJ (плагин 
Micro-Manager 1.4).

Результатом измерений служило отношение 
интенсивностей флуоресценции Fura-2AM при 
облучении светом с длиной волны 340 нм к интен-
сивности флуоресценции при облучении светом 
с длиной волны 380  нм (F340/F380), отражающее 
изменения [Ca2+]i в клетках во время измерений 
(Xie et al., 2002). Измерения проводили через каж-
дые 20 с, облучая объект в течение 2  с, чтобы 
избежать фотовыгорания. Использовали объектив 
10× с апертурой 8  мм. Значения [Ca2+]i рассчи-
тывали по уравнению Гринкевича (Grynkiewicz et 
al., 1985).

Для статистического анализа применяли t-кри-
терий Стьюдента. Данные представлены в виде 
среднего значения и стандартного отклонения. 
Каждая регистрация получена для группы 40–50 

клеток. На рисунках приведены результаты одно-
типных экспериментов из 6–8 независимых. До-
стоверными считали различия при P  ≤  0.05.

Использованы реактивы производства фир-
мы Sigma-Aldrich (США). Маточные растворы 
Fura-2AM (1  мМ), ЦПК (10  мМ) и тапсигар-
гина (0.5  мМ) готовили в диметилсульфоксиде. 
Препараты глутоксим и моликсан предоставлены 
фирмой “ФАРМА-ВАМ” (Санкт-Петербург). Ма-
точные растворы глутоксима (50 мг/мл), амитрип-
тилина (20  мг/мл) и моликсана (50  мг/мл) гото-
вили в воде.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние амитриптилина на Са2+-ответы, 
индуцируемые дисульфидсодержащими имму-
номодуляторами. Глутоксим и моликсан  – 
фармакологические аналоги окисленного глу-
татиона  – применяются как цитопротекторы и 
иммуномодуляторы при лечении вирусных, бак-
териальных, а также онкологических заболева-
ний (Борисов и др., 2001; Антушевич и др., 2013; 
Толстой и др., 2019). Известно, что они влияют 
на процессы редокс-регуляции в клетках, однако 
биофизический механизм их действия выяснен 
не полностью. Исследования минувших лет по-
казали, что моликсан может быть полезен при 
лечении или профилактике коронавирусной ин-
фекции COVID-19, поскольку ускоряет переход 
заболевания в более легкую форму (Dubina et 
al., 2021). Ранее (Курилова и др., 2008, 2012) мы 
впервые обнаружили, что глутоксим и моликсан 
вызывают в перитонеальных макрофагах крыс 
двухфазный Са2+-ответ – мобилизацию Са2+ из 
тапсигаргин-чувствительных Са2+-депо и после-
дующий депозависимый вход Са2+.

В контрольных экспериментах было обнару-
жено, что 20-минутная инкубация макрофагов 
в бескальциевой среде со 100 мкг/мл глутокси-
ма (рис.  1а) или 100 мкг/мл моликсана (рис.  2а) 
сопровождается медленно нарастающим увели-
чением [Ca2+]i, отражающим мобилизацию Са2+ 
из внутриклеточных Са2+-депо. В среднем через 
20 мин после введения глутоксима или моликсана 
[Ca2+]i возрастала от базального уровня 90 ± 18 нМ 
до 150 ± 19  нМ (n  = 6; P  < 0.05) для глутоксима и 
158 ± 20  нМ (n  = 6; P  < 0.05) для моликсана. При 
последующем добавлении в наружную среду 
2  мМ Са2+ наблюдали дальнейшее повышение 
[Ca2+]i, соответствующее депо-зависимому входу 
Са2+ в  макрофаги (рис.  1, 2). Повышение [Ca2+]i 
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во время входа Са2+ составило в среднем 382 ± 32 
(n  = 6; P  < 0.05) для глутоксима и 394 ± 34  нМ 
(n  = 6; P  < 0.05) для моликсана.

Впервые показано, что 20-минутная преин-
кубация макрофагов с 20 мкг/мл амитриптили-
на вызывала существенное подавление индуци-
рованных 100 мкг/мл глутоксима мобилизации 
Са2+ из депо (на 39.6 ± 9.2%, n  = 7; P  < 0.05) и 
депозависимого входа Са2+ в макрофаги (на 
46.3 ± 10.1%, n  = 7; P  < 0.05) (см. рис.  1б). Анало-
гичные результаты получены в экспериментах по 
влиянию 20 мкг/мл амитриптилина на Са2+-отве-
ты, индуцированные 100 мкг/мл моликсана (см. 
рис. 2б). Так, амитриптилин вызывал подавление 
мобилизации Са2+ из депо на 46.8 ± 8.2% (n  = 7; 
P  < 0.05) и подавление депозависимого входа Са2+ 
в клетки на 55.4 ± 9.0% (n  = 7; P  < 0.05), индуци-
рованных моликсаном.

Кроме того, нами было показано, что добавле-
ние 40  мкг/мл амитриптилина во время индуци-
рованного глутоксимом (рис. 1а) или моликсаном 
(рис.  2а) развившегося входа Са2+, существенно 

(на 67.8 ± 15.0%, n  = 12; P  < 0.05) подавляет де-
по-зависимый вход Са2+ в макрофаги.

Влияние амитриптилина на Са2+-ответы, ин-
дуцируемые ингибиторами эндоплазматических 
Са2+-АТФаз. В контрольных экспериментах было 
показано, что 0.5  мкМ тапсигаргина, добавленно-
го к макрофагам в бескальциевой среде, вызывает 
небольшое повышение [Ca2+]i относительно ба-
зального уровня (в среднем на 35 ± 9  нМ, n  = 10; 
P  < 0.05). Это повышение опосредовано мобилиза-
цией Са2+ из внутриклеточных Са2+-депо (рис. 3а). 
При дальнейшем добавлении в наружную среду 
2  мМ Са2+ наблюдался депозависимый вход Са2+ 
в макрофаги (рис.  3а). Повышение [Ca2+]i во вре-
мя входа Са2+ составило в среднем 175.1 ± 23.2  нМ 
(n  = 10; P  < 0.05). При использовании 10 мкМ ЦПК 
(рис.  4а) получены аналогичные результаты: мо-
билизация Са2+ из депо составила в среднем 
29.8 ± 9.2  нМ (n  = 7; P  < 0.05), а вход Са2+ в макро-
фаги — 143.3 ± 21.4  нМ (n  = 7; P  < 0.05) (рис.  4а).

Впервые обнаружено, что преинкубация кле-
ток с 20  мкг/мл амитриптилина в бескальциевой 
в течение 20 мин среде приводит к подавлению 
обеих фаз Са2+-ответов, индуцированных 0.5 мкМ 
тапсигаргина (см. рис. 3б). Подавление мобилиза-
ции Са2+ из депо было 21.3 ± 5.1% (n  = 7; P  < 0.05), 
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Рис.  1. Влияние амитриптилина на увеличение 
[Ca2+]i, вызываемое глутоксимом в перитонеальных 
макрофагах крысы. Здесь и на рис.  2–4 по оси ор-
динат – отношение интенсивностей флуоресценции 
Fura-2AM при длинах волн возбуждающего излуче-
ния 340 и 380 нм (F340/F380); а – макрофаги инкуби-
ровали в течение 20 мин в присутствии 100 мкг/мл 
глутоксима в номинально бескальциевой среде, за-
тем вход Са2+ инициировали введением в наружную 
среду 2 мМ Са2+; на фоне развившегося входа Са2+ 

добавляли 40  мкг/мл амитриптилина; б  – макро-
фаги, находящиеся в бескальциевой среде, инку-
бировали в течение 20 мин с 20  мкг/мл амитрип-
тилина, затем добавляли 100  мкг/мл глутоксима, 
через 20  мин вход Са2+ инициировали введением 
в наружную среду 2  мМ Са2+. Здесь и на рис.  2–4 
каждая регистрация получена для группы из 40–50 
клеток и представляет собой типичный вариант из 
6–8 независимых экспериментов.

Амитриптилин

Амитрип-
тилин

Са
2+

Са
2+

Моликсан

Моликсан

0

0

5

5

10

10

15

15

20

20

25

25

30

30

35

35

0.1

0.1

0.2

0.2

0.3

0.3

0.4

0.4

0.5

0.5

Время, мин

О
тн

о
ш

ен
и

е
о

тн
.

ед
.

F
,

3
4

0
/3

8
0

20 мин

а

б

Рис.  2. Влияние амитриптилина на увеличение 
[Ca2+]i, вызываемое моликсаном в перитонеальных 
макрофагах крысы: а – макрофаги инкубировали в 
течение 20 мин в присутствии 100 мкг/мл моликса-
на в номинально бескальциевой среде, затем вход 
Са2+ инициировали введением в наружную среду 
2  мМ Са2+; на фоне развившегося входа Са2+ до-
бавляли 40 мкг/мл амитриптилина; б – макрофаги, 
находящиеся в бескальциевой среде, инкубировали 
в течение 20 мин с 20 мкг/мл амитриптилина, затем 
добавляли 100 мкг/мл моликсана, через 20 мин вход 
Са2+ инициировали введением в наружную среду 
2  мМ Са2+.
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а депозависимого входа Са2+ – 47.9 ± 11.4% (n  = 7; 
P  < 0.05). При использовании 10  мкМ ЦПК были 
получены аналогичные результаты (рис. 4б). Амит-
риптилин вызывал подавление мобилизации Са2+ 
из депо на 20.6 ± 6.2% (n  = 7; P  < 0.05) и депо-за-
висимого входа Са2+  – на 42.9 ± 10.4% (n  = 7; 
P  < 0.05). Это указывает на участие рецепторов 
сигма-1 в активации индуцируемого ингибитора-
ми эндоплазматических Са2+-АТФаз депо-зависи-
мого входа Са2+ в макрофагах.

Показано также, что введение 40 мкг/мл амит-
риптилина во время индуцированного тапсигарги-
ном (см. рис.  3а) или ЦПК (см. рис.  4а) развив-
шегося входа Са2+ значительно (на 50.5 ± 14.3%, 
n  = 12; P  <  0.05) подавляет депо-зависимый вход 
Са2+ в макрофаги. Это свидетельствовало об уча-
стии рецепторов сигма-1 в поддержании депо-за-
висимого входа Са2+ в макрофаги.

Таким образом, нами впервые показано, что 
агонист рецепторов сигма-1, трициклический 
антидепрессант амитриптилин, подавляет в пе-
ритональных макрофагах обе фазы Са2+-ответов, 
индуцируемых глутоксимом или моликсаном, а 
также тапсигаргином и ЦПК. Полученные данные 
соотносятся с результатами других исследователей.

Так, было обнаружено, что амитриптилин инги-
бирует мобилизацию Са2+ из депо и депо-зависи-
мый вход Са2+, индуцируемые АТФ или тапсигар-
гином, в клетках лейкоза человека (линия HL-60) 
(Harper, Daly, 1999). Показано также, что агонист 
рецепторов сигма-1 кокаин подавляет вызываемый 
тапсигаргином депо-зависимый вход Са2+ в эндо-
телиальных клетках сосудов мозга крыс (Brailoiu 
et al., 2016), а соединение (+)-SKF-10047 – также 
агонист сигма-1 рецепторов – ингибирует индуци-
руемые тапсигаргином мобилизацию Са2+ из депо 
и депо-зависимый вход Са2+ в ооцитах китайского 
хомячка и клетках эмбриональной почки человека 
(линия HEK 293) (Srivats et al., 2016).

Известно также, что амитриптилин ингибирует 
потенциалзависимые Са2+-каналы в клетках раз-
личных типов. Так, он делает это в синаптосо-
мах мозга крысы (Lavoie et al., 1990), обратимо 
и дозозависимо блокирует потенциалзависимые 
Са2+-каналы L-типа (Cav1.2) в миоцитах желудоч-
ка сердца крысы (Zahradnik et al., 2008), нейронах 
переднего мозга крысы (Bang et al., 2021) и нейро-
нах тройничного ганглия мыши (Wu et al., 2012), 
а также Са2+-каналы N-типа (Cav2.2) в клетках 
нейробластомы (линия SH-SY5Y) (Cardoso et al., 
2022).
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Рис.  3. Влияние амитриптилина на Са2+-ответы, 
индуцируемые тапсигаргином в перитонеальных 
макрофагах крысы: а  – макрофаги стимулировали 
0.5 мкМ тапсигаргина в номинально бескальциевой 
среде, затем вход Са2+ инициировали введением 
в наружную среду 2 мМ Са2+; на фоне развившегося 
входа Са2+ добавляли 40 мкг/мл амитриптилина; б – 
макрофаги предварительно инкубировали в течение 
20 мин с 20 мкг/мл амитриптилина в бескальциевой 
среде, затем добавляли 0.5 мкМ тапсигаргина, после 
чего вход Са2+ инициировали введением в наруж-
ную среду 2  мМ Са2+.
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Рис. 4. Влияние амитриптилина на Са2+-ответы, ин-
дуцируемые циклопьязониковой кислотой (ЦПК) 
в перитонеальных макрофагах крысы: а  – макро-
фаги стимулировали 10  мкМ ЦПК в номинально 
бескальциевой среде, затем вход Са2+ иницииро-
вали введением в наружную среду 2  мМ Са2+; на 
фоне развившегося входа Са2+ добавляли 40 мкг/мл 
амитриптилина; б – макрофаги предварительно ин-
кубировали в течение 20 мин с 20  мкг/мл амит-
риптилина в бескальциевой среде, затем добавляли 
10  мкМ ЦПК, после чего вход Са2+ инициировали 
введением в наружную среду 2  мМ Са2+.
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Другой агонист рецепторов сигма-1  – соедине-
ние (+)-SKF-10047 – подавляет вход Са2+, вызыва-
емый КСl, и дозозависимо блокирует Са2+-каналы 
L-типа (Cav1.2) в ганглиозных клетках сетчатки 
крысы (линия RGC-5) (Tchedre et al., 2008). Аго-
нисты рецепторов сигма-1 (соединения SKF-10047 
и Pre-084) ингибируют также Са2+-каналы N-типа 
(Cav2.2) в нейронах стриатума крысы (Zhang et al., 
2017). Кроме того, специфический агонист рецеп-
торов сигма-1 – наркотический анальгетик (+)-пен-
тазоцин  – модулирует все биофизические харак-
теристики потенциал-зависимых Са2+-каналов N-, 
L-, P/Q- и R-типов в симпатических и парасимпа-
тических нейронах крысы: обратимо и дозозависи-
мо уменьшает пиковую амплитуду токов, ускоряет 
кинетику инактивации и сдвигает потенциал-зави-
симость активации и инактивации в сторону отри-
цательных потенциалов (Zhang, Cuevas, 2002).

Амитриптилин также блокирует вход Са2+ по 
каналам NMDA-рецептора (Stepanenko et al., 2019, 
2022) и каналам TRPC4 в клетках эмбриональной 
почки человека (линия HEK 293) и миоцитах тол-
стой кишки мыши (Jeong et al., 2022).

Результаты нынешней и более ранних работ 
(Крутецкая и др., 2017, 2018; Миленина и др., 
2022) о подавлении лигандами сигма-1 рецепторов 
Са2+-ответов, вызываемых глутоксимом и молик-
саном в макрофагах, свидетельствуют об участии 
рецепторов сигма-1 в индуцированном глутокси-
мом или моликсаном сигнальном каскаде, при-
водящем к увеличению [Ca2+]i в перитонеальных 
макрофагах крыс. Итоги указывают также, что ис-
пользование в клинической практике препаратов 
глутоксим или моликсан совместно с амитрипти-
лином нежелательно.

Кроме того, полученные данные свидетельству-
ют об участии рецепторов сигма-1 в регуляции 
депо-зависимого входа Са2+, вызываемого как ди-
сульфидсодержащими иммуномодуляторами, так 
и ингибиторами эндоплазматических Са2+-АТФаз 
в перитонеальных макрофагах крыс, что позволя-
ет рассматривать рецепторы сигма-1 как новый 
регуляторный компонент сигнального комплекса 
депо-зависимого входа Са2+ в макрофагах. Ре-
цепторы сигма-1 могут оказывать влияние на де-
по-зависимый вход Са2+, регулируя связывание 
основных компонентов комплекса депо-зависи-
мого входа Са2+  – белков STIM1 в мембране эн-
доплазматического ретикулума и Orai1 в плазма-
лемме (Srivats et al., 2016).

Результаты могут также способствовать более 
детальному пониманию молекулярных механизмов 

фармакологического действия трициклических ан-
тидепрессантов. Кроме того, полученные данные 
могут быть полезны для терапии заболеваний, свя-
занных с нарушением функционирования рецеп-
торов сигма-1. Так, известно, что изменения суб-
клеточной локализации, экспрессии и сигнальных 
функций таких рецепторов приводят к развитию 
широкого ряда заболеваний человека (Aishwarya et 
al., 2021; Pergolizzi et al., 2023). Выявлено участие 
этих рецепторов в патофизиологии заболеваний 
нейропсихиатрических (шизофрении, тревожных 
расстройств, депрессивных состояний и деменции) 
(Tsai et al., 2014; Ren et al., 2022; Salaciak, Pytka, 
2022), нейродегенеративных (болезней Альцгейме-
ра, Хантингтона и Паркинсона, бокового амиотро-
фического склероза) (Ryskamp et al., 2019; Penke 
et al., 2018; Yang et al., 2019; Herrando-Grabulosa 
et al., 2020; Zhemkov et al., 2021; Bogár et al., 2022; 
Lachance et al., 2023; Malar et al., 2023), онколо-
гических (Kim, Maher, 2017; Pontisso, Combettes, 
2021), сердечно-сосудистых (Munguia-Galaviz et al., 
2023), а также болевых синдромов (Merlos et al., 
2017a, 2017b) и ретинопатий (Smith et al., 2018). 
Это позволило рассматривать рецепторы сигма-1 
как перспективные фармакологические мишени 
для терапии этих заболеваний.

В последнее время изучается также возможная 
роль сигма-1 рецепторов в патофизиологии коро-
навирусной инфекции (COVID-19). Присутствуют 
данные, указывающие на то, что рецепторы сиг-
ма-1 могут стать одной из терапевтических ми-
шеней при лечении коронавирусной инфекции 
(Vela, 2020; Hashimoto, 2021). Предполагают, что 
эти рецепторы модулируют механизмы адаптивно-
го стрессового ответа клеток-хозяев и участвуют 
в  ранних стадиях репликации вируса. Так, пока-
зано, что белок NSP6 вируса SARS-CoV-2 взаи-
модействует с рецепторами сигма-1, играющими 
важную роль в регуляции стресса эндоплазмати-
ческого ретикулума (Gordon et al., 2020).

Многие лекарства, перепрофилированные для 
лечения пациентов с COVID-19, являются ли-
гандами рецепторов сигма-1. К их числу отно-
сятся амитриптилин и другие антидепрессанты 
(Vela, 2020; Hashimoto, 2021). Есть данные, что 
катионные амфифильные соединения, к которым 
относят трициклические антидепрессанты, имеют 
противовирусную активность и подавляют вход и 
репликацию РНК вирусов (Gitahy Falcao Faria et 
al., 2021). Так, показано, что трициклические ан-
тидепрессанты амитриптилин и имипрамин имеют 
значительную антивирусную активность, сильно 
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связываются с S-белком вирусов SARS-CoV-2 и 
MERS-CoV и ингибируют репликацию SARS-
CoV-2 и MERS-CoV в клетках обезьяны (линия 
VeroE6) (Kutkat et al., 2022). Другой агонист сиг-
ма-1 рецепторов, антидепрессант флувоксамин, 
модулирует эндоцитоз S-белка вируса SARS-CoV-2 
в клетках эмбриональной почки человека (линии 
HEK 293) (Glebov, 2021).

Клинические испытания показали, что ис-
пользование антидепрессантов на ранних стади-
ях заболевания COVID-19 значительно снижает 
смертность и уменьшает риск необходимости 
искусственной вентиляции легких у пациентов с 
COVID-19 (Hashimoto et al., 2022; Mahdi et al., 
2022; Mas et al., 2022; Zheng et al., 2022). Полагают, 
что наиболее перспективным препаратом среди 
антидепрессантов является агонист рецепторов 
сигма-1 флувоксамин (Hashimoto et al., 2021, 2022; 
Sukhatme et al., 2021).

Обнаружено также, что другой агонист рецеп-
торов сигма-1 антидепрессант флуоксетин ингиби-
рует SARS-CoV-2 (Zimniak et al., 2021; Fred et al., 
2022) и прошел клинические испытания в качестве 
препарата для терапии пациентов с  COVID-19, 
снижает смертность и уменьшает риск необходи-
мости искусственной вентиляции легких у паци-
ентов с COVID-19 (Hoertel et al., 2021).

Одним из основных симптомов при тяжелом 
респираторном синдроме у пациентов, перенес-
ших COVID-19, является головная боль. Клиниче-
ские исследования 905 пациентов с COVID-19 по-
казали эффективность амитриптилина в терапии 
пациентов с постковидными головными болями, 
включая мигрень (Gonzalez-Martinez et al., 2022).

Кроме того, показано, что амитриптилин предот-
вращал заражение вирусом SARS-CoV-2 клеток аде-
нокарциномы человека (линия Caco-2), а лечение 
добровольцев амитриптилином в низкой концен-
трации предотвращало заражение S-белком вируса 
SARS-CoV-2 свежевыделенных назальных эпители-
альных клеток человека (Carpinteiro et al., 2020).

Известно также, что вирусы, включая SARS-
CoV-2, выработали механизмы нарушения Ca2+ 
гомеостаза клеток-хозяев и увеличивают [Ca2+]i, 
поскольку Ca2+ необходим для проникновения 
вируса в клетку, для его репликации, созревания 
и освобождения (Zhoua et al., 2009; Chen et al., 
2019; Jamison et al., 2022). В связи с этим предот-
вращение вызванного вирусом увеличения [Ca2+]i

 

путем ингибирования каналов кальциевого выбро-
са в мембране эндоплазматического ретикулума 
(рецепторов инозитол-1,4,5-трифосфата и риа-

нодиновых рецепторов) или каналов входа Ca2+ 
в плазмалемме (потенциалзависимых и депо-зави-
симых Ca2+-каналов) является одним из подходов 
в терапии вирусных инфекций (Chen et al., 2019).

Так, обнаружено, что блокаторы потенциалза-
висимых Са2+-каналов нифедипин и амлодипин 
снижают смертность и уменьшают риск необхо-
димости искусственной вентиляции легких у по-
жилых пациентов с COVID-19 и гипертонией 
(Solaimanzadeh, 2020; Zhang et al., 2020). Показа-
но также, что внутривенное введение пациентам 
с тяжелой пневмонией при COVID-19 блокатора 
депо-зависимых Са2+-каналов соединения Auxora 
стабилизирует эндотелий легких и ингибирует вы-
деление провоспалительных цитокинов, тем самым 
существенно облегчая и ускоряя выздоровление па-
циентов (Miller et al., 2020; Berlansky et al., 2022).

Таким образом, результаты нашей работы о по-
давлении агонистом рецепторов сигма-1 амитрип-
тилином обеих фаз Са2+-ответов, индуцируемых 
дисульфидсодержащими иммуномодуляторами и 
ингибиторами эндоплазматических Са2+-АТФаз 
в перитонеальных макрофагах крысы, дополни-
тельно подтверждают многогранность эффектов 
трициклических антидепрессантов и свидетель-
ствуют в пользу их терапевтического потенциала, 
как лигандов рецепторов сигма-1.
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b Chair of Biochemistry, St. Petersburg State Pediatric Medical University, St. Petersburg, 194100, Russia

* e-mail: l.milenina@spbu.ru 
* e-mail: z.krutetskaya@spbu.ru

Amitriptyline is a tricyclic antidepressant widely used in clinical practice for the treatment of anxiety, depres-
sion and chronic pain. These drugs have a multifaceted effect on cellular processes. One of their targets is 
sigma-1 receptors. Sigma-1 receptors are molecular chaperones located in endoplasmic reticulum membrane; 
they are characterized by a unique structure and pharmacological profile. Sigma-1 receptors regulate many 
cellular processes in health and disease, including Ca2+ signaling. Using Fura-2AM microfluorimetry, it was 
shown for the first time that sigma-1 receptor agonist, antidepressant amitriptyline, significantly suppresses 
both Ca2+ mobilization from intracellular  Ca2+-stores and subsequent store-dependent Ca2+ entry into cells, 
induced by endoplasmic Ca2+-ATPase inhibitors thapsigargin and cyclopiazonic acid, as well as disulfide-
containing immunomodulators glutoxim and molixan, in rat peritoneal macrophages. The results suggest the 
involvement of sigma-1 receptors in a complex signaling cascade induced by glutoxim or molixan, leading 
to an increase of intracellular Ca2+ concentration in macrophages. The results also indicate the participation 
of sigma-1 receptors in the regulation of store-dependent Ca2+ entry in macrophages.
Keywords: amitriptyline, sigma-1 receptor, peritoneal macrophage, intracellular Са2+ concentration
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МЕТАБОЛИЗМА ЛИПИДОВ И АПОПТОЗ В КУЛЬТУРЕ НОРМАЛЬНЫХ 
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Сукцинат витамина Е (СВЕ) – потенциальный противоопухолевый агент, известный своим направ-
ленным воздействием на митохондрии опухолевых клеток. Однако данные о проапоптозном ме-
ханизме действия СВЕ неоднозначны, а воздействие СВЕ на нормальные нетуморогенные клетки 
изучено недостаточно полно. Ранее удалось показать индукцию апоптоза по митохондриальному 
механизму при действии СВЕ на клетки эпидермоидной карциномы человека А431. Цель нашей 
работы – исследовать влияние СВЕ на нетуморогенные клетки и выявить общие механизмы, которые 
характерны как для нормальных, так и для опухолевых клеток, и механизмы, проявляющиеся только 
в одной из категорий клеток. Для достижения этой цели изучали действие СВЕ на такие органеллы, 
как эндоплазматический ретикулум (ЭПР) и аппарат Гольджи, анализировали экспрессию генов, 
связанных со стрессом ЭПР, а также оценивали содержание АФК и накопление липидных капель 
в цитоплазме в клетках эпидермоидной карциномы человека А431 и иммортализованных кератино-
цитах человека НаСаТ. Показано, что в клетках обеих линий присутствуют признаки стресса ЭПР, 
возрастает содержание АФК и липидных включений, увеличивается число апоптотических клеток. 
При этом ключевое различие механизмов индукции апоптотической гибели клеток А431 и НаСаТ 
при действии СВЕ лежит в реакции митохондрий: в клетках А431 запуск апоптотической гибели 
осуществляется по митохондриальному механизму, в то время как клетки линии HaCaT вступают 
в апоптоз без участия митохондрий. Таким образом, мишени воздействия СВЕ на нормальные и 
опухолевые клетки могут различаться и, возможно, способны дополнять друг друга при индукции 
апоптоза.
Ключевые слова: α-токоферилсукцинат, стресс ЭПР, апоптоз, липидные включения, АФК
Принятые сокращения: АИ – апоптотический индекс; АФК – активные формы кислорода; СВЕ – 
сукцинат витамина Е; ЭПР – эндоплазматический ретикулум; грЭПР – гранулярный ЭПР.

DOI: 10.31857/S0041377124020071, EDN: RJVGQV

Ежегодно у огромного числа людей во всем 
мире развиваются злокачественные новообразова-
ния; в результате таким лицам приходится подвер-
гаться порой изнурительному лечению, которое 
далеко не всегда бывает эффективным. Часто зло-
качественные опухоли приводят к смерти, явля-
ясь одной из самых распространённых ее причин. 
Поэтому необходимо разрабатывать новые про-
тивоопухолевые соединения, которые бы облада-
ли селективностью по отношению к опухолевым 
клеткам, не затрагивая в значительной степени 
жизнедеятельность нормальных клеток и тканей. 
В качестве таких агентов можно рассматривать 
низкомолекулярные вещества с селективным 
противоопухолевым эффектом, воздействующие 

в первую очередь на митохондрии злокачествен-
ных клеток, которые получили название митока-
ны (Bjelakovic et al., 2004, Rodriguez-Enriquez et al., 
2009; Dong et al., 2011). Среди них наиболее из-
вестны производные антиоксиданта витамина  Е, 
в том числе α-токоферилсукцинат (или сукцинат 
витамина Е – СВЕ), который представляет собой 
сложный эфир α-токоферола и янтарной кислоты. 
Изначально он был выделен из зеленых листьев 
ячменя и описан как соединение, стимулирующее 
выделение гормона роста клетками передней доли 
гипофиза (Badamchian et al., 1994).

Биологические эффекты СВЕ разнообразны. 
Так, он способен подавлять активность холин
эстераз, ингибировать активность NF-κB, а также 
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обладает широким спектром противоопухолевых 
эффектов (Савицкая и др., 2016; Majima et al., 
2019).

Противоопухолевую активность СВЕ чаще всего 
связывают с его воздействием на митохондрии и 
индукцией апоптоза по митохондриальному ме-
ханизму (Weber et al., 2003; Yu et al., 2003; Wang 
et al., 2005; Neuzil et al., 2007; Dong et al., 2008; 
Zhao et al., 2009; Prochazka et al., 2010; Савицкая 
и др., 2012; dos Santos et al., 2012; Gruber et al., 
2014; Rauchová et al., 2014). Однако такой мито-
хондриальный путь может быть не единственным. 
Например, известно, что в апоптозе, индуциро-
ванном воздействием СВЕ, может участвовать и 
стресс эндоплазматического ретикулума (ЭПР) 
(Huang et al., 2010, 2013).

Стресс ЭПР – клеточное состояние, наступаю-
щее в случае накопления неправильно свернутых 
белков. Он может быть вызван недостатком пита-
тельных веществ, изменениями статуса гликози-
лирования, гипоксией, нарушениями гомеостаза 
кальция и воздействием разнообразных агентов 
(Huang et al., 2010). В ответ на стресс ЭПР акти-
вируются высокоспецифичные сигнальные пути, 
направленные на устранение белковой нагрузки и 
восстановление гомеостаза. В таком ответе на не-
свернутые белки (unfolded protein response, UPR) 
участвуют шапероны, например, BiP (GRP78), 
сенсоры (IRE1, PERK, ATF6) и транскрипцион-
ные факторы (например, ATF6, ATF4 и CHOP). 
Если восстановить гомеостаз не удается, UPR так-
же может индуцировать апоптотическую клеточ-
ную гибель. В предыдущем исследовании нами 
подробно описана индукция митохондриального 
механизма апоптоза под действием СВЕ в клет-
ках эпидермоидной карциномы А431 (Савицкая 
и др., 2012).

В нынешней работе охарактеризована гибель 
иммортализованных кератиноцитов HaCaT при 
воздействии СВЕ, а также исследовано участие 
ЭПР и аппарата Гольджи в апоптотической гибели 
клеток А431 при воздействии этого соединения.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Биологический материал. Работа проведена на 
культурах клеток эпидермоидной карциномы че-
ловека А431 (из Коллекции культур клеток позво-
ночных; ЦКП Института цитологии РАН, Санкт-
Петербург) и иммортализованных кератиноцитов 
человека НаСаТ (УНУ: Коллекция клеточных 
культур; ЦКП Института биологии развития 

им. Н. К. Кольцова РАН, Москва; любезно предо-
ставлены Е.  А. Воротеляк). Для культивирования 
клеток использовали среду DMEM (“ПанЭко”, 
Россия), содержащую 10% фетальной сыворотки 
теленка (“ПанЭко”, Россия), 2  мМ L-глутами-
на (“ПанЭко”, Россия), 80  мкг/мл гентамицина 
(“ПанЭко”, Россия) и 100  мкг/мл амфотерици-
на B (“Синтез”, Россия). Культуру клеток поддер-
живали при 37 °С и 5% СО2. Пассирование прово-
дили смесью раствора Версена и 0.25% трипсина 
(7:3) (“ПанЭко”, Россия).

Постановка эксперимента. Клетки высаживали 
на стекла в чашки Петри в концентрации 200–300 
тыс./мл. Необходимые концентрации α-токоферил-
сукцината СВЕ (Sigma, CША) получали из маточно-
го спиртового (96% этанол) раствора (100  мМ) и 
хранили при –20 °С. Агент вносили в среду культи-
вирования через 24  ч после посадки в концентра-
ции 20, 40, 60 или 100 мкМ. Так как в качестве 
растворителя для СВЕ применяли этанол, в каж-
дом эксперименте использовали два контроля: без 
добавления каких-либо растворов и с добавлением 
спирта в объеме, соответствующем максимальному 
вносимому объему СВЕ. Далее клетки фиксировали 
или окрашивали прижизненно через 24, 48 или 72 ч 
после добавления СВЕ в соответствии с поставлен-
ной задачей. Каждый эксперимент имел не менее 
трех биологических повторов.

Оценка жизнеспособности клеток. Использо-
вали МТТ-тест. Для этого клетки высаживали в 
96-луночный планшет, при этом в каждую лунку 
вносили 90 мкл среды с суспензией клеток. Через 
24  ч культивирования в каждую лунку добавляли 
по 10 мкл 96%-ного этилового спирта или 10 мкл 
спиртового раствора СВЕ в необходимой концен-
трации и культивировали далее на протяжении 
48 ч. Затем реактив МТТ разводили культуральной 
средой до концентрации 1.5 мг/мл и в каждую 
лунку добавляли по 20  мкл полученного раствора 
(конечная концентрация составляла 0.25 мг/мл). 
Через 1–2  ч отбирали среду и на 15–30 мин до-
бавляли в лунку по 60 мкл DMSO для растворения 
образовавшихся гранул формазана. Оптическую 
плотность полученного раствора определяли на 
спектрофотометре Униплан (“Пикон”, Россия).

Световая микроскопия в светлом поле. Клетки 
фиксировали через 24, 48 и 72  ч после внесения 
в среду культивирования раствора СВЕ в концен-
трациях 20, 40, 60 или 100 мкМ. Для этого стек-
ла с клетками промывали 0.1  M раствором PBS 
рН  6.9 (Sigma, США) и фиксировали в течение 
30 мин фиксатором Буэна (15 частей насыщенного 
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раствора пикриновой кислоты, 5 частей 40%-ного 
раствора формальдегида, 1 часть ледяной уксус-
ной кислоты), после чего трижды промывали PBS, 
окрашивали гематоксилином в течение 2–3 мин, 
промывали проточной водой и докрашивали эози-
ном в течение 30  с. Далее клетки обезвоживали 
в спиртах (70, 96%) и двух сменах толуола и за-
ключали в канадский бальзам. На готовых препа-
ратах подсчитывали число апоптотических клеток 
на 1000–1500 клеток (апоптотический индекс). 
Идентификацию апоптотических клеток прово-
дили по морфологическим признакам, таким как 
уплотнение цитоплазмы, конденсация хроматина, 
блеббинг и распад на апоптотические тельца.

Оценка уровня активных форм кислорода (АФК). 
Для оценки доли клеток с избытком АФК ис-
пользовали прижизненное наблюдение. В среду 
культивирования вносили 2′,7′-дихлорофлуорес-
цеиндиацетат (DCFH-DA) (BioChemika, США; 
рабочая концентрация 10 мкМ), который слу-
жит маркером присутствия пероксида водорода 
и других перекисных соединений, а также гид-
роксильного аниона. В присутствии активных 
форм кислорода (пероксида) в клетке образуется 
флуоресцирующий продукт окисления 2′,7′-дихло-
рофлуоресцеиндиацетата  – дихлорофлуоресцеин. 
Клетки прижизненно исследовали на люминес-
центном микроскопе Axiovert 200M (Carl Zeiss 
Inc., Германия) при увеличении объектива 63× с 
масляной иммерсией (PlanApo 63×/1.4) (Carl Zeiss 
Inc., Германия), снабженном черно-белой цифро-
вой камерой Carl Zeiss AxioCam и программным 
обеспечением AxioVision 3.1.

Цитохимическое и иммуноцитохимическое окра-
шивание фиксированных клеток. Для визуализа-
ции митохондрий использовали флуоресцентный 
краситель MitoTracker Orange CMTMRos (Thermo 
Fischer Scientific, CША). Красители вносили 
в  среду культивирования в концентрации 100  нМ 
на 30 мин, после чего клетки отмывали в среде 
DMEM, не содержащей сыворотки, помещали 
в  PBS и далее фиксировали 4%-ным формальде-
гидом на PBS. Полученные препараты заключали 
в смесь PBS с глицерином (1:1).

Для иммуноцитохимического окрашивания 
клетки фиксировали 4%-ным формалином на 
0.1 М PBS в течение 20 мин и трижды промывали 
0.1 М PBS. Для пермеабилизации мембран фикси-
рованные клетки на 3–5 мин помещали в 1%-ный 
раствор Triton X100 при комнатной температуре.

При иммуноцитохимическом окрашивании 
клетки помещали в раствор бычьего сывороточно-

го альбумина на PBS и далее последовательно 
инкубировали с первыми и вторыми антителами. 
В качестве первых антител использовали монокло-
нальные антитела мыши к активной форме каспа-
зы 3 (1:100, клон 84803.111, C5737; Sigma, США), 
моноклональные антитела мыши к белку аппарата 
Гольджи 58K (1 : 50, клон 58K-9, G2404; Sigma, 
США) и поликлональные антитела овцы к  цито-
хрому с (1 : 100, С5723; Sigma, США). В  качестве 
вторых антител использовали моноклональные 
антитела к IgG мыши, конъюгированные с  FITC 
(F9006, Sigma, США) или Alexa-488 (А11001; 
Invitrogen, США) и антитела к IgG овцы, конъю-
гированные с Alexa Fluor-546 (А21098; Invitrogen, 
США).

Полученные препараты заключали в смесь гли-
церина и PBS (1:1), смесь глицерина и PBS (1:1), 
содержащую 100 нМ DAPI (Merck, Германия) или 
Мовиол 4-88 (Hoecst, Германия), и исследовали на 
люминесцентном микроскопе Axiovert 200M (Carl 
Zeiss Inc., Германия) при увеличении объектива 
63× с масляной иммерсией (PlanApo 63×/1.4) (Carl 
Zeiss Inc., Германия), снабженном черно-белой 
цифровой камерой Carl Zeiss AxioCam (Carl Zeiss 
Inc., Германия) и программным обеспечением 
AxioVision 3.1 (Германия).

Трансмиссионная электронная микроскопия. 
Клетки фиксировали 2.5%-ным глутаровым аль-
дегидом с добавлением 2%-ного формалина на 
0.1  М PBS рН  7.2 (Sigma, США), дважды промы-
вали PBS и дофиксировали 1%-ным OsO4. Далее 
проводили стандартную процедуру проводки для 
трансмиссионной электронной микроскопии и 
заключали материал в Epon 812 (Fluka, Швейца-
рия). Срезы толщиной 60–80  нм изготавливали 
на ультрамикротоме Ultratom-5 (LKB, Германия) 
и окрашивали 1.5%-ным раствором уранилацетата 
30 мин в темноте и 5 мин цитратом свинца по 
Рейнольдсу в наличии гидроксида натрия.

Готовые препараты анализировали с помощью 
трансмиссионного электронного микроскопа 
JEM-1011 (JEOL, Япония) с цифровой фотокаме-
рой GATAN ES500W, работающей под управлени-
ем программы Digital Micrograph фирмы GATAN 
(Япония), и трансмиссионного электронного ми-
кроскопа JEM-100B (JEOL, Япония) с цифровой 
фотокамерой OLYMPUS C-770 под управлением 
программы ImageScope (Великобритания).

Выявление нейтрального жира. Клетки фикси-
ровали в 10%-ном нейтральном формалине на 
проточной воде 24  ч, промывали проточной во-
дой 2  ч. Затем материал переносили в 50%-ный 
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этиловый спирт и сразу помещали в раствор су-
дана  III (70%-ный раствор на 96%-ном этаноле 
(“ХимПром”, Россия) на 25 мин. Далее препарат 
помещали в 50%-ный спирт, промывали в дистил-
лированной воде и заключали в смесь PBS (Sigma, 
США) с глицерином (CDH, Индия).

Полимеразная цепная реакция в реальном вре-
мени (ПЦР-РВ). Чтобы оценить влияние СВЕ на 
экспрессию генов, участвующих в стрессе ЭПР, 
использовали количественную ПЦР-РВ. Для ана-
лиза были выбраны ген CHOP, продукт которого 
представляет собой транскрипционный фактор, 
участвующий в индукции апоптоза при стрессе 
ЭПР, GRP78, кодирующий шаперон, и ATF4, про-
дукт которого также является транскрипционным 
фактором и контролирует экспрессию ряда генов 
стресса ЭПР, в том числе CHOP. Реакцию про-
водили, как описано в работе (Potashnikova et al., 
2015), с использованием следующих праймеров 
(Sintol, Россия): для гена CHOP –
5 ′ - A G T C T A A G G C A C T G A G C G T A T C -
3 ′ / 5 ′ - T C T G T T T C C G T T T C C T G G T T - 3 ′ 
(Fu et al., 2015); для гена GRP78 – 
5 ′ - T C T G C T T G A T G T G T G T C C T C T T -
3 ′ / 5 ′ - G T C G T T C A C C T T C G T A G A C C T - 3 ′ 
(Murugan et al., 2015); для гена ATF4  – 
5 ′ - T G G C T G G C T G T G G A T G G - 3 ′ / 5 ′ -
TCCCGGAGAAGGCATCCT-3′ (Plaisance et 
al., 2016). Для амплификации референсных ге-
нов были использованы следующие праймеры 
(Vandesompele et al., 2002): для гена убиквитина 
(ubiquitin) – 5′-ATTTGGGTCGCGGTTCTTG-
3′/5′-TGCCTTGACATTCTCGATGGT-3′; для гена 
HPRT – 5′-TGACACTGGCAAAACAATGCA-3′/5′-
GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3′; для гена 
GAPDH – 5′-TGCACCACAACTGCTTAGC-3′/5′- 
GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3′; для гена 
YWHAZ – 5′-ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA-
3 ′ / 5 ′ - C C G C C A G G A C A A A C C A G T A T - 3 ′ . 
UBC  – 5′-ATTTGGGTCGCAGTTCTTG-3′/5′-
TGCCTTGACATTCTCGATGGT-3′. Все образцы 
были обработаны трижды. Один образец кДНК, 
введенный в каждый цикл ПЦР, служил межсе-
рийным калибратором для объединения данных 
в один эксперимент. Специфичность праймеров 
подтверждали анализом кривой плавления и об-
наружением продуктов с предсказанной длиной 
с использованием электрофореза в 1.5%-ном ага-
розном геле. Эффективность амплификации E 
рассчитывали как [10(–1 / наклон)  –  1], исполь-
зуя наклон графика полулогарифмической регрес-
сии Cq в зависимости от логарифмического входа 

кДНК. Каждую реакцию проводили в трехкрат-
ной повторности. Подбор референсных генов и 
нормализации результатов был проведен согласно 
Vandesompele et al. (2002), а также на основании 
меры стабильности (наименьшего коэффициен-
та вариации) М в программе geNorm (https://
genorm.cmgg.be/). Для нормализации полученных 
результатов ПЦР во всех экспериментах исполь-
зовали геометрическое среднее трех референсных 
генов: UBC, GAPDH и YWHAZ. Результаты анали-
зировали согласно Vandesompele et al. (2002).

Обработка и анализ результатов. Обработку 
фотографий проводили в программе Adobe 
Photoshop CS3. Обработка количественных дан-
ных, построение гистограмм и вычисление ве-
личин стандартного отклонения проводили с ис-
пользованием языка программирования R (пакеты 
tidyverse, rstatix и ggpubr) и программы RStudio. 
Данные на гистограммах представлены в виде 
среднего значения и стандартного отклонения.

Каждый эксперимент имел не менее трех не-
зависимых биологических повторов на отдельных 
пассажах клеток. Значение P вычисляли по не-
параметрическому критерию Манна–Уитни с  по-
правкой Бенджамини–Хохберга на множествен-
ные сравнения там, где это применимо. Значение 
P  < 0.05 использовали как статистически значимое. 
Статистические значимые отличия обозначены на 
гистограммах звездочкой (*).

РЕЗУЛЬТАТЫ

СВЕ снижает жизнеспособность клеток эпидер-
моидной карциномы А431 и иммортализованных 
кератиноцитов НаСаТ. Жизнеспособность кле-
ток при воздействии СВЕ оценивали с помощью 
МТТ-теста. Важно отметить, что для использо-
вания в экспериментах СВЕ растворяли в 96%-
ном этаноле, а культивирование клеток культу-
ры HaCaT в присутствии спирта, объем которого 
которого соответствует максимальному объему 
вносимого раствора СВЕ (0.57%), вызывает ста-
тистически значимое снижение жизнеспособности 
клеток. В  связи с этим за контроль (100%-ную 
жизнеспособность) принимали вариант культиви-
рования клеток в среде, содержащей этанол.

Показано, что спустя 48  ч культивирования 
клеток А431 в присутствии СВЕ жизнеспособность 
клеток статистически значимо снижается при кон-
центрации СВЕ 40 мкМ и выше. Так, после воз-
действия 40 мкМ СВЕ жизнеспособность умень-
шается на 8.6%, 60 мкМ – на 58.2, 100 мкМ – на 
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73% (рис. 1а). Концентрация 40 мкМ была вы-
брана для дальнейших исследований, поскольку 
она оказывает статистически значимое влияние 
на жизнеспособность клеток, но массовой гибели 
еще не вызывает.

В клетках линии НаСаТ продемонстрировано, 
что (в отличие от клеток А431) спустя 48  ч по-
сле добавления СВЕ значимое снижение жизне-
способности вызывают концентрации агента 60 
и 100 мкМ: при действии 60 мкМ – на 23.8%, 
при действии 100 мкМ – на 42.2%; при этом воз-
действие 40 мкМ СВЕ не приводит к снижению 
жизнеспособности клеток. Таким образом, клетки 
HaCaT более устойчивы к воздействию СВЕ по 
сравнению с A431, поскольку значимое снижение 
их жизнеспособности проходит при более высоких 
концентрациях агента.

СВЕ вызывает апоптоз в клетках НаСаТ. Бо-
лее раннее исследование, проведенное на клетках 
А431, показало, что СВЕ вызывает дозозависимую 
апоптотическую гибель этих клеток при концен-
трациях 40, 60 и 100 мкМ и культивировании в 
течение 48 и 72  ч (Савицкая и др., 2012). Анализ 
клеток НаСаТ после воздействия СВЕ показал, 
как и в случае клеток А431, наличие только апо-
птотического типа клеточной гибели. В пользу 
этого говорят морфологические признаки (кон-
денсация хроматина, блеббинг, уплотнение цито-
плазмы, распад клетки на апоптотические тельца) 
и результат иммуноцитохмического выявления ак-
тивной формы каспазы 3 (рис. 2).

По результатам количественной оценки уров-
ня гибели клеток НаСаТ на основе морфологи-
ческих признаков после окрашивания препаратов 
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Рис. 1. Реакция культивируемых клеток линий А431 
и HaCaT на воздействие сукцината витамина  Е 
(СВЕ): а – жизнеспособность клеток после культи-
вирования в присутствии СВЕ в течение 48  ч; б  – 
величина апоптотического индекса клеток НаСаТ 
при различных концентрациях и времени воздей-
ствия СВЕ. Данные представлены в виде среднего 
значения и стандартного отклонения; тест Ман-
на–Уитни с поправкой Бенджамини–Хохберга на 
множественные сравнения; различия с контролем 
с добавлением спирта достоверны при (*) P  < 0.05, 
(**) P  < 0.01, (***) P  < 0.001 или (****) P  < 0.0001; 
n  = 3–4 (а) и n  = 3 (б).

Рис.  2. Апоптоз в клетках НаСаТ при действии 60 мкМ СВЕ: а  – окрашивание гематоксилином и эозином;  
б, в – соответственно фазовый контраст и иммуноцитохимическое выявление каспазы 3 в одной и той же клетке. 
Показан репрезентативный результат из трех независимых экспериментов.
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гематоксилином и эозином значимое увеличение 
количества апоптотических клеток (значения АИ) 
выявляется только на вторые и третьи сутки при 
концентрациях 60 и 100 мкМ, однако и в этом 
случае величина апоптотического индекса остает-
ся на уровне не более 4% (см. рис. 1б).

СВЕ не вызывает изменений структуры мито-
хондрий в клетках НаСаТ. В более ранней рабо-
те показано, что СВЕ в концентрации 40 мкМ 
вызывает в клетках А431 изменение структуры 
митохондрий, заметное как на световом, так и 
на электронно-микроскопическом уровне, выход 
цитохрома c из митохондрий в цитозоль, усиление 

образования АФК и апоптоз по митохондриально-
му механизму (Савицкая и др., 2012). В нынешней 
работе исследовано влияние СВЕ на митохондрии 
в клеточной линии НаСаТ.

В клетках НаСаТ митохондрии визуализиро-
вали с помощью прижизненного окрашивания 
потенциал-зависимым красителем Mitotracker 
Orange. Оказалось, что клетки в контроле име-
ют многочисленные мелкие митохондрии, форма 
которых чаще всего удлиненная (рис. 3а). После 
воздействия 40 мкМ СВЕ в течение 48  ч значи-
тельных изменений морфологии митохондрий не 
выявляли (рис. 3б). Примечательно, что более 

Рис. 3. Митохондрии в клетках линии НаСаТ после 
воздействия СВЕ в течение 48 ч: а–г – митохондрии 
в клетках НаСаТ, окрашенные MitoTracker Orange в 
контроле (а) и после действия СВЕ в концентрации 
40 (б), 60 (в) и 100 (г) мкМ; д–и – иммуноцитохи-
мическое выявление цитохрома с в клетках НаСаТ 
в контроле без спирта (д) и с добавлением его (е), а 
также после действия СВЕ в концентрации 40 (ж), 
60 (з) и 100 (и)  мкМ. Показан репрезентативный 
результат из трех независимых экспериментов.

Рис.  4. Ультраструктура митохондрий в клетках 
НаСаТ в контроле (а, б) и после действия СВЕ 
в  течение 48  ч в концентрации 40 (в, г), 60 (д–ж) 
и 100 (з–и) мкМ; нж – липидные включения (ней-
тральный жир).
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высокие концентрации СВЕ, а именно 60 мкМ 
(рис.  3в) и 100 мкМ (рис.  3г) также не оказывают 
существенного влияния на морфологию и распре-
деление митохондрий в клетке.

Иммуноцитохмическое выявление белка ци-
тохрома с (рис. 3д–и) демонстрирует, что в ре-
зультате инкубации клеток НаСаТ в присутствии 
40  мкМ СВЕ не происходит выход цитохрома  с 
из митохондрий в цитозоль (рис. 3ж). В пользу 
этого говорит также отсутствие изменения формы 
и размера митохондрий, выявляемых при окраши-
вании митотрекером. Таким образом, воздействие 
40  мкМ СВЕ на протяжении 48  ч не приводит 
к изменениям структуры хондриома и выходу ци-
тохрома с. Более высокие концентрации СВЕ – 60 
и 100 мкМ – также не индуцируют выход цито-
хрома с из митохондрий в цитозоль клеток НаСаТ 
(рис. 3з, и).

Для оценки влияния СВЕ на изменения 
ультраструктуры митохондрий, которые не вы-
являются на световом уровне, использовали 
трансмиссионную электронную микроскопию. 
На  ультратонких срезах митохондрии клеток в 
контроле обычно выглядят как небольшие оваль-
ные структуры со светлым матриксом и тонкими 
кристами. У некоторых митохондрий в матриксе 

могут встречаться отдельные электронно-плотные 
области (рис. 4а). Иногда встречаются митохон-
дрии с уплотненным матриксом; у них может 
быть расширено внутреннее пространство крист 
(рис.  4б). При воздействии СВЕ во всех изучен-
ных концентрациях наблюдается похожая картина 
(рис.  4в–и). 

Стоит отметить гетерогенность популяции ми-
тохондрий как в контроле, так и при всех изу-
ченных воздействиях: в одной и той же клетке 
могли встречаться митохондрии с немного раз-
личной ультраструктурой; при этом значитель-
ных ультраструктурных изменений митохондрий 
в клетках после действия СВЕ по сравнению 
с  контрольными клетками не выявили. 

СВЕ вызывает усиление продукции АФК в клет-
ках НаСаТ. Чтобы выяснить, вызывает ли СВЕ по-
вышение уровня кислородных радикалов, прижиз-
ненно окрашивали клетки красителем DCFH-DA. 
Оказалось, что количество окрашенных клеток 
после воздействия СВЕ значительно превышает 
таковое в контроле (рис. 5). Согласно результатам 
подсчета, доля клеток НаСаТ с гиперпродукцией 
АФК существенно возрастает, подобно тому, что 
было показано для клеток А431 (Савицкая и др., 
2012).

Рис.  5. Прижизненное выявление пероксида водорода в клетках НаСаТ в контроле (а, в) и после действия 40 
мкМ СВЕ в течение 48  ч (б, г); фазовый контраст (а, б) и окрашивание с помощью зонда DCFH-DA (в, г); 
д – доля АФК-положительных клеток после культивирования при наличии СВЕ. Данные представлены в виде 
среднего значения и стандартного отклонения; тест Манна–Уитни, различие с контролем с добавлением спирта, 
достоверно при (*) P  < 0.05 (n  = 3).
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СВЕ вызывает накопление липидных включений 
в цитоплазме. Известно, что при ряде стрессовых 
воздействий в цитоплазме клеток увеличивается 
содержание жировых включений; так, накопление 
липидных капель показано при индукции апопто-
за, в частности по митохондриальному механизму 
(Boren, Brindle, 2012). Для их выявления при дей-
ствии СВЕ проводили окрашивание суданом  III.

В клетках А431 при действии 40 мкМ СВЕ ко-
личество жировых капель в цитоплазме заметно 
возрастало по сравнению с контролем, часто на-
блюдали и увеличение размера отдельных вклю-
чений (рис.  6а, б).

Подобную картину наблюдали и для клеток ли-
нии НаСаТ. Тем не менее стоит отметить, что в 
контроле в клетках НаСаТ липидных капель гораз-
до меньше, чем в клетках А431, и они практически 
незаметны (см. рис. 5в, г). Жировые капли в цито-
плазме клеток, подвергавшихся воздействию СВЕ, 
видны и на ультраструктурном уровне (рис. 7к–м).

СВЕ вызывает изменение структуры гранулярного 
ЭПР и аппарата Гольджи в клетках А431 и На-
СаТ. Гранулярный ЭПР (грЭПР) в клетках А431 
в контроле на ультраструктурном уровне пред-
ставляет собой удлиненные каналы, на мембранах 
которых расположены полирибосомы (рис. 7а–в). 
В клетках, подвергавшихся воздействию СВЕ, 
встречаются как каналы грЭПР, по ультраструк-
туре сходные с таковыми в контроле (рис.  7г), 
так и значительно отличающиеся от контрольных 
(рис.  7д–е). Так, могут появляться протяженные 
участки, на мембранах которых отсутствуют ри-

босомы; встречаются и локальные расширения 
каналов ЭПР (рис.  7, показаны стрелками).

Обнаруженные изменения состояния ЭПР 
могут служить признаками его стресса (Sriburi et 
al., 2004; Bommiasamy et al., 2009). Известно, что 
стресс грЭПР может сопровождаться стрессом 
аппарата Гольджи (Wlodkowic et al., 2009). На све-
товом уровне аппарат Гольджи выявляли методом 
иммуноцитохмического окрашивания антителами 
к матриксному белку p58K (рис. 8). Оказалось, что 
в контроле аппарат Гольджи лежит вблизи ядра 
клетки в виде протяженных областей. В клетках 
А431 после действия СВЕ аппарат Гольджи об-
разует достаточно мелкие компактные кластеры, 
которые также располагаются около ядра.

Изменения аппарата Гольджи в клетках 
А431 выявляются не только на световом, но и 
на ультраструктурном уровне. Так, в контроле 
(рис.  9а) аппарат Гольджи имеет типичный вид 
стопки плоских цистерн с ампулярными расши-
рениями на краях. В клетках, культивированных 
в присутствии СВЕ (рис. 9б, г, д), цистерны аппа-
рата Гольджи значительно расширяются; такое 
расширение затрагивает как цис-, так и медиаль-
ные и транс-части. Форма цистерн может стано-
виться овальной, а окружающие их везикулы – 
увеличиваться в размерах.

В клетках линии НаСаТ в контроле грЭПР вы-
глядит практически так же, как в клетках А431, но 
в отличие от них, такая морфология сохраняется 
и при воздействии 40 мкМ СВЕ; изредка встре-
чаются расширенные цистерны.

Рис.  6. Выявление нейтрального жира в клетках А431 (а, б) и НаСаТ (в, г) после культивирования в контроле 
(а, в) и в присутствии 40 мкМ СВЕ (б, г).
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При действии 60 или 100 мкМ СВЕ в клетках 
НаСаТ появляются участки гранулярного ЭПР со 
значительными расширениями (см. рис.  7к, м). 
Наиболее выражено расширение каналов ЭПР 
в клетках после культивирования в присутствии 
100  мкМ СВЕ (см. рис.  7м).

Визуализация аппарата Гольджи в клетках 
НаСаТ с помощью иммуноцитохимического вы-
явления белка p58K (см. рис.  8в–е) показала, что 
в контроле и после воздействия 40 мкМ СВЕ 
картина практически одинакова и соответствует 
той, которая наблюдается в контроле в культуре 
клеток А431. В результате культивирования кле-
ток в присутствии 60 или 100 мкМ СВЕ аппарат 
Гольджи становится более компактным и форми-
рует кластеры вблизи ядра подобно тем, которые 
появляются в клетках А431 уже при действии 
40 мкМ СВЕ. Таким образом, в клетках линии 
НаСаТ изменения формы аппарата Гольджи при 
действии СВЕ сходны с таковыми в линии А431, 
но требуют более высоких концентраций агента 
(см. рис.  8д, е).

Ультраструктура аппарата Гольджи в клет-
ках НаСаТ может различаться как внутри од-

ной клетки, так и между различными клетками 
при одних и тех же условиях культивирования. 
Так, в  контроле наряду со стопками плоских ци-
стерн (см. рис. 9з) встречаются стопки, в которых 
расширены некоторые (см. рис.  9и) или практи-
чески все (см. рис.  9к) цистерны. Последние два 
варианта ультраструктуры встречаются на срезах 
относительно редко. После воздействия СВЕ на 
клетки НаСаТ в целом обнаруживается сходная 
картина. При более высоких концентрациях аген-
та расширенные цистерны аппарата Гольджи при-
сутствуют практически во всех стопках (рис. 9н, о).

СВЕ повышает уровни экспрессии маркеров 
стресса ЭПР. Для того, чтобы выяснить, оказы-
вает ли СВЕ влияние на уровень экспрессии генов 
маркеров стресса ЭПР, была проведена ПЦР-РВ. 
В обеих исследуемых линиях оценивали экс-
прессию маркеров стресса ЭПР GRP78, ATF4 и 
CHOP. Было обнаружено, что при воздействии 
40 мкМ СВЕ в клетках линии А431 происходит 
статистически значимое повышение уровня экс-
прессии мРНК GRP78 и ATF4 в 51 и 28 раз со-
ответственно, а в клетках линии НаСаТ – повы-
шение уровня экспрессии ATF4 и CHOP в 10 и 

Рис.  7. Ультраструктура гранулярного ЭПР в клетках А431 (а–е) и НаСаТ (ж–м) в контроле и после 48-часо-
вого воздействия СВЕ. Клетки А431: а  – контроль; б, в – контроль с добавлением спирта; г–е – 40 мкМ СВЕ. 
Клетки НаСаТ: ж – контроль, з  – 40 мкМ СВЕ, и, к – 60 мкМ СВЕ, л, м – 100  мкМ СВЕ. Обозначения: 
ЭПР  – эндоплазматический ретикулум, МТХ – митохондрии, НЖ – липидные капли (нейтральный жир).
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22 раза соответственно. Наблюдается тенденция к 
повышению уровня экспрессии GRP78 в клетках 
НаСаТ и CHOP в клетках А431, однако оно не 
является статистически значимым (рис.  10).

ОБСУЖДЕНИЕ

Сукцинат витамина Е способен избирательно 
вызывать апоптоз в опухолевых клетках, вслед-
ствие чего его можно рассматривать в качестве по-
тенциального противоопухолевого агента. Тем не 
менее данных о механизме его действия на клетки 
в настоящее время недостаточно; при этом обыч-
но каждое отдельно взятое исследование посвяще-
но лишь одному или небольшому числу реакций 
клетки (Weber et al., 2003; Yu et al., 2003; Wang et 
al., 2005; Neuzil et al., 2007; Dong et al., 2008; Zhao 
et al., 2009; Prochazka et al., 2010; dos Santos et al., 
2012; Савицкая и др., 2012; Gruber et al., 2014).

Одни авторы демонстрируют, что клеточная 
гибель сопровождается нарушением проницаемо-
сти мембран лизосом (Neuzil et al., 2002), другие 
описывают запуск апоптоза по митохондриаль-
ному механизму (Dong et al., 2008; Zhao et al., 

2009; Prochazka et al., 2010; dos Santos et al., 2012; 
Gruber et al., 2014). Также стоит отметить, что 
лишь немногочисленные данные литературы по-
священы действию СВЕ на нормальные/нетумо-
рогенные клетки, которые в большинстве случаев 
демонстрируют селективность эффекта СВЕ (Israel 
et al., 2000; Neuzil et al., 2001; Zhao et al., 2009, 
Majima et al., 2019).

Таким образом, в настоящее время нет полной 
картины влияния СВЕ на нормальные/нетуморо-

Рис.  8. Иммуноцитохимическое выявление белка 
p58k в составе аппарата Гольджи в клетках A431 
(а, б) и НаСаТ (в–е) в контроле и после 48-часо-
вого действия СВЕ. Клетки А431: а – контроль, 
б – 40 мкМ СВЕ. Клетки НаСаТ: в – контроль, г – 
40  мкМ СВЕ, д – 60 мкМ СВЕ, е – 100 мкМ СВЕ.

Рис. 9. Ультраструктура аппарата Гольджи в клетках 
А431 (а–д) и НаСаТ (е–о) в контроле и после 48-ча-
сового действия СВЕ. Клетки А431: а, в – контроль; 
б, г, д – 40 мкМ СВЕ. Клетки НаСаТ: е, з, и, к  – 
контроль; ж, н – 60 мкМ СВЕ; л, м – 40 мкМ СВЕ; 
о – 100 мкМ СВЕ. Обозначения: АГ  – аппарат 
Гольджи, МТХ – митохондрии.
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генные клетки и не изучены механизмы, общие 
для нормальных и опухолевых клеток. Отсутствует 
также подробное исследование особенностей ги-
бели клеток разного происхождения, в частности 
клеток многослойных плоских эпителиев, образу-
ющих кожные покровы и эпителиальные выстил-
ки ряда слизистых оболочек.

В более ранней работе (Савицкая и др., 2012) 
показано, что СВЕ вызывает снижение жизне-
способности и апоптотическую гибель клеток 
эпидермоидной карциномы А431 по сравнению 
с  контролем; при этом эффект зависит от кон-
центрации агента и времени воздействия. В  им-
мортализованных нетуморогенных кератиноцитах 
НаСаТ СВЕ также вызывает снижение жизне-
способности клеток, и выраженность эффекта за-
висит от времени воздействия и концентрации 
вещества. Индукция апоптоза в клетках НаСаТ 
показана с помощью подсчета АИ на препаратах 
клеток, окрашенных гематоксилином и эозином. 
Примечательно, что хотя СВЕ, как и в клетках 
А431, вызывает значимое повышение АИ че-
рез 48  ч после внесения агента, даже при 60 и 
100  мкМ СВЕ величина АИ не превышает 4%.

При использовании метода МТТ значимые раз-
личия жизнеспособности клеток выявляются при 
культивировании в присутствии 40, 60 и 100 мкМ 
СВЕ. Клетки НаСаТ более устойчивы к снижению 
жизнеспособности при действии СВЕ в концен-
трации 60 и 100 мкМ по сравнению с клетками 
эпидермоидной карциномы А431. Такие данные 
согласуются с результатами исследований, свиде-
тельствующих о селективном действии СВЕ по 
отношению к опухолевым клеткам (Israel et al., 
2000; Neuzil et al., 2001; Zhao et al., 2009).

Ранее было показано, что в клетках А431 СВЕ 
способствует запуску апотпоза по митохондриаль-
ному пути (Савицкая и др., 2012). Поэтому в  на-
стоящей работе клетки линии НаСаТ исследова-
ли по тем же параметрам, что и А431. Выявление 
АФК продемонстрировало, что даже при действии 
40 мкМ СВЕ доля окрашенных на АФК клеток 
значительно возрастает, как и в клетках A431. Од-
нако АИ в линии клеток НаСаТ значительно ниже, 
чем в линии А431 при таком же воздействии. В ка-
честве объяснения этого наблюдения можно пред-
положить активацию характерной для нормальных 
клеток мощной системы антиоксидантной защиты 
(Kogure et al., 2002; Neuzil et al., 2007).

Далее в клетках НаСаТ, подвергнутых дей-
ствию СВЕ в концентрации 40, 60 и 100 мкМ, 
прижизненно окрашивали митохондрии клеток, 
выявляли цитохром с методом иммуноцитохимии, 
а также исследовали состояние митохондрий на 
ультраструктурном уровне. Было обнаружено, что 
по сравнению с контролем СВЕ в концентрации 
до 100 мкМ включительно существенно не влияет 
ни на форму, ни на размер митохондрий как на 
светомикроскопическом, так и на ультраструк-
турном уровне. Оказалось также, что цитохром  с 
сохраняется в составе митохондрий даже в тех 
клетках, у  которых присутствуют морфологиче-
ские признаки апоптоза, такие как блеббинг.

Таким образом, клетки НаСаТ проявляют 
устойчивость к СВЕ в концентрации 40 мкМ; 
более высокие концентрации хоть и вызывают 
апоптотическую гибель, но происходит она по ме-
ханизму, отличному от митохондриального. Что-
бы оценить вклад других органелл и компонен-
тов клетки в развитие гибели, мы изучали ЭПР, 
аппарат Гольджи и накопление липидных капель.

С помощью окрашивания, позволяющего на 
световом уровне визуализировать нейтральный 
жир, нами было показано, что при действии СВЕ 
в клетках как линии А431, так и НаСаТ, увели-
чиваются количество и размеры липидных капель 
в цитоплазме. Накопление липидных капель в це-
лом характерно для апоптоза (Boren, Brindle, 2012). 
Оно может быть связано с усилением синтеза 
липидов de novo, которое происходит вследствие 
подавления β-окисления жирных кислот в мито-
хондриях, в результате чего жирные кислоты ис-
пользуются для синтеза липидов.

В свою очередь, ингибирование β-окисления 
может быть следствием повышения уровня АФК, 
поскольку кислородные радикалы инактивируют 
соответствующие ферменты, реагируя с их тиоль-
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Рис. 10. Относительная экспрессия генов-маркеров 
стресса ЭПР: GRP78, ATF4 и CHOP в клетках линий 
А431 и НаСаТ при воздействии 40 мкМ СВЕ. ПЦР 
в реальном времени. Данные представлены в  виде 
среднего значения и стандартного отклонения; тест 
Манна–Уитни; различия с контролем достоверны 
при (*) P  < 0.05 или (***) P  < 0.001 (n  = 3).
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ными группами (Boren, Brindle, 2012). В литературе 
можно встретить и другие объяснения накопления 
липидных капель в апоптотических клетках: пере-
распределение различных видов липидов между 
разными компартментами клетки (Quintero et al., 
2010), повышение количества липидов вследствие 
деградации органелл и аутофагии (Delikatny et al., 
2002) или усиления активности фосфолипазы А2 
(Hakumaki et al., 1999).

Известно, что накопление липидных капель 
может происходить вследствие стресса ЭПР, и 
наоборот – стресс ЭПР способен возникать в 
результате накопления липидов в цитоплазме. 
Нарушение обновления липидных капель также 
может вызвать стресс ЭПР (Hapala et al., 2011; 
Jarc, Petan, 2019). Для объяснения роли воздей-
ствии СВЕ в увеличении количества липидных 
включений необходимо более детальное изуче-
ние нарушения метаболизма липидов при стрессе 
ЭПР в нормальных и опухолевых клетках разного 
происхождения.

Поскольку разные пути апоптоза нередко мо-
гут пересекаться, затрагивая различные органел-
лы (Yang et al., 2018; Gao et al., 2021; Qiu et al., 
2021), мы также исследовали состояние органелл 
синтетического компартмента, чтобы оценить их 
участие и изменение в процессе индукции кле-
точной гибели как в клетках А431, так и НаСаТ.

Анализ аппарата Гольджи на светомикроскопи-
ческом и ультраструктурном уровнях показал, что 
в клетках А431 при концентрации СВЕ 40 мкМ 
аппарат Гольджи кластеризуется на световом уров-
не, а на ультраструктурном может наблюдаться 
расширение цистерн. При этом с помощью транс-
миссионной электронной микроскопии мы так-
же выявили расширение каналов ЭПР. В клетках 
линии НаСаТ эффекты сходны с таковыми для 
А431, но встречаются при концентрациях СВЕ 60 
и 100 мкМ. Интересно отметить, что повышенная 
устойчивость клеток HaCaT к структурным изме-
нениям их синтетического компартмента под воз-
действием СВЕ сопровождает меньшее снижение 
жизнеспособности клеток.

Известно, что расширение каналов грЭПР мо-
жет сопровождать состояние его стресса (Sriburi 
et al., 2004; Bommiasamy et al., 2009). Стресс ЭПР 
был подтвержден с помощью ПЦР-РВ, которая 
показала усиление экспрессии по крайней мере 
двух молекулярных маркеров стресса ЭПР из трех, 
проанализированных для каждой культуры клеток.

Апоптоз, вызываемый стрессом ЭПР, чаще 
всего реализуется по митохондриальному механиз-

му (Gorman et al., 2012). В частности, большую 
роль при этом может играть концентрация сво-
бодного Са2+ в цитозоле. После выхода из ЭПР в 
результате стресса Са2+ поступает в митохондрии, 
где может нарушать работу комплексов дыхатель-
ной цепи и приводить к гиперпродукции АФК 
(Hapala et al., 2011).

Однако есть отдельные редкие данные, указы-
вающие на то, что переключение на митохондри-
альный механизм происходит не всегда, и в этом 
случае в процессе апоптоза могут участвовать не 
только каспаза 9, но и каспазы 4 и 12 (у мышей) 
и даже 8, однако эти данные скудны и неодно-
значны (Hitomi et al., 2004; Gorman et al., 2012). 
Тем не менее можно предположить, что в клетках 
НаСаТ апоптоз индуцируется при участии стресса 
ЭПР, не затрагивая митохондрии, поскольку мы 
не обнаружили ни морфологических изменений 
митохондрий, ни, что более важно, выхода в ци-
тозоль цитохрома с.

О различиях механизмов индукции апоптоза 
при действии СВЕ на нормальные и опухолевые 
клетки могут говорить и данные о тех сигналь-
ных путях, которые активируются стрессом ЭПР 
в этих клеточных линиях. Поскольку мы показали, 
что именно в клетках HaCaT уровень экспрессии 
CHOP статистически значимо повышается, можно 
предположить, что этот белок вовлечен в индук-
цию программы апоптоза. Роль этого транскрип-
ционного фактора в индукции апоптоза хорошо 
известна. CHOP опосредует клеточную гибель 
с  помощью индукции экспрессии различных ге-
нов, включая GADD34 и ERO1α, которые могут 
способствовать апоптозу в условиях продолжи-
тельного стресса ЭПР (Verfaillie et al., 2013).

В настоящее время в литературе не описаны 
эффекты СВЕ или его аналогов по отношению 
к  аппарату Гольджи. Выявленное в настоящей 
работе расширение его цистерн, возможно, пред-
ставляет собой следствие индукции стресса ЭПР 
и активации программы апоптоза.

Таким образом, нами показано, что как в клет-
ках А431, так и в клетках НаСаТ при действии 
СВЕ индукцируется стресс ЭПР, происходят мор-
фологические изменения структуры ЭПР и аппа-
рата Гольджи, а также накапливаются липидные 
капли в цитоплазме, однако ключевое различие 
механизмов индукции апоптотической гибели в 
клетках А431 и НаСаТ при действии СВЕ лежит 
в реакции митохондрий: в клетках А431 запуск 
апоптоза осуществляется по митохондриальному 
механизму, в то время как в линии НаСаТ этого 
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не происходит, и клетки вступают в апоптоз без 
участия митохондрий. Поскольку СВЕ, как пра-
вило, в первую очередь направленно действует на 
митохондрии (Савицкая и др., 2016), можно пред-
положить, что митохондриальный путь апоптоза в 
клетках А431 является основным и дополнительно 
усиливается стрессом ЭПР. Возможно, такое раз-
личие лежит в основе разной чувствительности 
клеток А431 и НаСаТ к воздействию СВЕ.

Исследование воздействия СВЕ на нормальные 
и опухолевые клетки актуально как с теоретиче-
ской, так и практической точки зрения. Изучение 
эффектов СВЕ по отношению к клеткам опухолей 
поможет лучше понять механизмы лежащих в их 
основе процессов, а в перспективе – разработать 
противоопухолевый препарат с селективным дей-
ствием и минимальным количеством побочных 
эффектов.
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ALPHA-TOCOPHERYL SUCCINATE INDUCES ER STRESS,  
DISREGULATES LIPID METABOLISM AND LEADS TO APOPTOSIS  

IN NORMAL AND TUMOROUS CELL LINES OF EPIDERMAL ORIGIN
M. A. Savitskayaa, I. I. Zakharova, A. A. Saidovaa, E. A. Smirnovaa, G. E. Onishchenkoa, *

a Lomonosov Moscow State University, Department of Cell Biology and Histology, Moscow, 119234, Russia * e-mail: galina22@
mail.ru

Vitamin E succinate (VES, α-tocopheryl succinate), is a potential antitumor agent known to selectively af-
fect the mitochondria of tumor cells. However, the data on the proapoptotic mechanism of action of VES 
are unclear, and the effect of VES on normal, non-tumorigenic cells has not been fully investigated. Previ-
ously, we showed that VES induces apoptosis via the mitochondrial pathway in A431 human epidermoid 
carcinoma cells. The goal of this work is to investigate the effect of VES on non-tumorigenic cells and to 
reveal commonalities and differences in pathways activated in normal and tumorous cells. To achieve this, 
we studied how VES affects such organelles as the ER and the Golgi apparatus, analyzed the expression 
of ER stress-associated genes, and also assessed the ROS content and the accumulation of lipid droplets 
in A431 human epidermoid carcinoma cells and HaCaT immortalized human keratinocytes. We show that 
in both cell lines there are signs of ER stress, the amount of ROS and lipid droplets increases, as does the 
number of apoptotic cells. At the same time, the key difference in the mechanisms apoptotic cell death 
induction in A431 and HaCaT cells treated with VES lies in the reaction of mitochondria: in A431 cells, 
apoptotic cell death is triggered via the mitochondrial pathway, while HaCaT cells initiate apoptosis without 
involving mitochondria. Thus, the targets of VES in normal and tumor cells may differ and can possibly 
complement each other during apoptosis induction.

Keywords: α-tocopheryl succinate, ER stress, apoptosis, lipid inclusions, ROS
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В клинике аллогенная трансплантация костного мозга (ТКМ) часто вызывает реакцию “трансплантат 
против хозяина” (РТПХ). РТПХ объясняют тем, что Т-лимфоциты, которые вводятся одновременно 
с  кроветворными клетками при трансплантации, а затем вновь образуются и созревают в тимусе 
реципиента из донорских клеток-предшественников, распознают и атакуют клетки хозяина. Одна-
ко полного объяснения феномена РТПХ не существует, а химеризация организма реципиента как 
возможная причина поражения его органов в расчет не принимается. Поэтому целью нашей работы 
было моделирование аллогенной трансплантации цельного костного мозга (КМ, эксперимент) и 
сравнение ее результатов с сингенной трансплантацией (контроль) на основе исследования заселения 
клетками донорского происхождения основных органов-мишеней РТПХ. Донорами КМ являлись 
мыши Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J, несущие ген зеленого флуоресцентного белка (EGFP), реципиента-
ми – животные инбредных линий CBA и С57Bl/6 в возрасте 2–10 мес. За 1 сут до ТКМ (1.5 · 107 
кл./мышь) всех реципиентов облучали в дозе 6.5 Гр (LD 50/30). Через 1, 3, 5, 7, 11, 14, 21, 28, 35 
и 55 сут с помощью флуоpеcцентного микpоcкопа исследовали развитие химеризма в печени, коже 
и прямой кишке животных. Уже через 1 сут отдельные фибробластоподобные донорские клетки 
встречали в прямой кишке, через 7 сут – в коже и печени. Через 14–28  сут после ТКМ донорские 
клетки формировали в печени в основном строму, в коже – фибробласты и кератиноциты, а в 
прямой кишке они замещали погибшие после облучения клетки ворсин, стромы и паренхимы Пей-
еровых бляшек. В отличие от контроля, в опыте в строме печени, в коже и в прямой кишке были 
найдены гигантские GFP+-фибробласты около 30  мкм в длину; в печени – множество GFP+-пере-
мычек и фибробластоподобных клеток Ито очень сложной конфигурации. Через 35–55  сут после 
аллогенной ТКМ донорские клетки в печени и в ворсинах прямой кишки начинали разрушаться, 
ворсины обрастали слоями соединительнотканных GFP+-клеток и деформировались, стенка киш-
ки истончалась, а кожа полностью заменялась на новую (чего никогда не наблюдали в контроле). 
Нами выдвинуто предположение, что наряду с признаками РТПХ (истончением стенки кишки и 
множеством округлых GFP+-клеток с внутренней стороны кожи) остальные признаки разрушения 
исследованных органов после аллогенной ТКМ говорят о том, что образовавшиеся из мезенхим-
ных стволовых клеток цельного донорского КМ клетки органов становятся мишенью для Т-клеток 
реципиента, т.е. о реакции “хозяин против трансплантата” (РХПТ). Явное проявление иммунных 
реакций напрямую совпадает со временем массового заселения исследованных органов клетками 
донорского происхождения и восстановления собственной иммунной системы хозяина, т.е. развитие 
химеризма определяет развитие поражения органов. Это объясняет картину РТПХ из медицинской 
практики (атрофию слизистых, избыточную продукцию коллагена, склерозирование желчных про-
токов, повреждение кожи, колит) и сроки ее проявления.
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трансплантация костного мозга; GFP и EGFP – зеленый флуоресцентный белок (fluorescent protein) 
и усиленный GFP (enhanced GFP) соответственно; PBS – фосфатно-солевой буферный раствор.
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Трансплантация костного мозга (КМ) часто 
используется в онкогематологии. Трансплантация 
называется сингенной, если донор и реципиент 
являются однояйцевыми близнецами (Gorin et al., 
2006). В том случае, когда донор и реципиент от-
личаются генетически, даже если у них наблюда-
ется полное совпадение по всем аллелям главного 
комплекса гистосовместимости (HLA), трансплан-
тация КМ (ТКМ) называется аллогенной (Chao, 
Blume, 1989). Несмотря на то, что протоколы 
трансплантации высоко оптимизированы и мо-
гут быть точно подстроены под каждого человека, 
ТКМ остается терапией высокого риска с потен-
циально опасными для жизни осложнениями и 
смертностью более 30% (Blazar et al., 2012).

Одним из основных осложнений ТКМ является 
реакция “трансплантат против хозяина” (РТПХ). 
Текущая догма гласит, что при ней донорские 
Т-лимфоциты чрезмерно активируются, и проис-
ходит нарушение регуляции выработки цитокинов 
(Ferrara et al., 2009; Divito et al., 2020). Эти имму-
нокомпетентные клетки распознают чужеродные 
антигены минорного локуса на клетках реципи-
ента и атакуют их.

Острая РТПХ в типичных случаях развивается 
на 7–10-е сутки после введения КМ и сопровожда-
ется поражением эпидермиса, желчных протоков 
и слизистой оболочки пищеварительного тракта, 
а также легких (Müskens et al., 2021). Она инду-
цируется, как считается, теми Т-лимфоцитами, 
которые вводят одновременно с кроветворными 
клетками при трансплантации, а их концентра-
ция определяет сроки развития и интенсивность 
реакции (Moreno, Cid, 2019).

Несмотря на процедуры очистки от этих кле-
ток трансплантата, их полное удаление невоз-
можно, поскольку они участвуют в защите орга-
низма реципиента, которого обычно подвергают 
миелоаблативному лечению с помощью лучевой 
или химиотерапии, чтобы разрушить его больной 
костный мозг и ослабить его иммунную систему 
(Chao, Blume, 1989; Vossen, 1998). Хроническая 
РТПХ индуцируется вновь образованными из кро-
ветворных клеток Т-лимфоцитами (Цуцаева и др., 
1988).

Другой причиной РТПХ называют несоответ-
ствие по H-Y антигенам, кодируемым на Y-хро-
мосоме. Оно приводит к более низкой и безреци-
дивной выживаемости, более высокой частоте как 
тяжелой острой РТПХ, так и обширного пораже-
ния органов при хронической РТПХ (Dzierzak-
Mietla et al., 2012), поскольку H-Y антигены 

являются минорными антигенами гистосовме-
стимости, высокоиммуногенными и ни с чем не 
схожими (Popli et al., 2014).

Однако есть факты, не укладывающиеся в об-
щепринятую теорию РТПХ. Так, на мышах по-
лучены доказательства, что после ТКМ во время 
острой РТПХ собственные функциональные, а 
вовсе не донорского происхождения Т-лимфоци-
ты всегда присутствуют в коже и толстой кишке 
(Divito et al., 2020). Кроме того, при контактном 
использовании МСК (мезенхимных стволовых 
клеток) свиньи для лечения дефекта нижнече-
люстной кости у бестимусных крыс (у которых 
отсутствовали Т-лимфоциты) наблюдали силь-
ную инфильтрацию нейтрофилов и макрофагов 
в область раны, хотя это и происходило позже, 
чем у иммунокомпетентных крыс. И, значит, по 
крайней мере при ксеногенной трансплантации, 
чужеродные МСК определяются врожденным 
иммунитетом хозяина (Tee, Sun, 2020). Есть ряд 
работ, в которых показано, что после ТКМ при 
РТПХ повреждаются гематопоэтические стволо-
вые и прогениторные клетки донора, а не хозяина, 
а их не должны атаковать Т-лимфоциты донор-
ского же происхождения (Van Dijken et al., 1991; 
Garvy et al., 1993; Shono et al., 2010).

Одним из способов лечения РТПХ являет-
ся трансплантация культивированных МСК как 
противовоспалительного средства (Dubnyak et al., 
2016; Lohan et al., 2017). Большинство исследо-
вателей считают, что при ТКМ они неиммуно-
генны и не способны навредить пациенту (Liu 
et al., 2006). Однако трансплантируемый КМ и 
так, помимо гематопоэтических клеток, содержит 
в  себе МСК.

Уже давно показано, что при ТКМ и у живот-
ных, и у людей при использовании как цельного, 
так и обработанного КМ наблюдается химеризация 
не только КМ, лимфоузлов, тимуса и селезенки, 
но и кожи, кишечника, печени и легких (Körbling 
et al., 2002; Krause, 2002; Suratt et al., 2003; Tran et 
al., 2003) и, как оказалось позже – именно за счет 
МСК. Степень трансдифференцировки этих кле-
ток в специализированные клетки органов и тка-
ней реципиентов после аллогенной ТКМ c тех пор 
вызывает разногласия у исследователей (Kanazawa, 
Verma, 2003; Tolar et al., 2013; Egawa, Kabashima, 
2018; Hünefeld et al., 2018), однако после облуче-
ния и сингенной ТКМ их участие в заживлении 
ран с превращением практически во все элементы 
кожи уже доказано (Fujita et al., 2010; Богданенко 
и др., 2020).

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Moreno+DF&cauthor_id=30309668
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cid+J&cauthor_id=30309668
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Vossen+J&cauthor_id=9703764
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Некоторые исследования показывают, что после 
дифференцировки аллогенные МСК демонстри-
руют повышенную иммуногенность (Chen et al., 
2007; Lohan et al., 2014, 2017). Таким образом, ал-
логенный иммунный ответ может быть неизбежен 
в случае некоторых линий клеток, дифференци-
рованных от МСК (Mohammadi et al., 2020), и, 
следовательно, избавление от РТПХ может быть 
нерешаемой задачей, поскольку химеризация со-
здает для этого непреодолимое препятствие.

Прежде чем сделать окончательный вывод по 
этой проблеме, необходимо провести дополнитель-
ные работы по химеризму на животных-биомоде-
лях, поскольку из-за отсутствия легко детектируе-
мых маркеров, позволяющих отслеживать клетки 
донора в крови реципиентов, и невозможности 
прижизненного определения химеризма внутрен-
них органов достоверно определять это явление у 
людей сложно и дорого (Waterhouse et al., 2021).

Таким образом, несмотря на большой пере-
чень осложнений РТПХ, недостаточно работ по 
развитию химеризма и исследованию поведения 
донорских клеток в организме реципиента после 
ТКМ. При этом возможность взаимосвязи между 
выраженностью РТПХ и степенью химеризации 
органов практически не рассматривается. Но, воз-
можно, именно потерей химеризма объясняется 
отсутствие выраженной РТПХ у реципиента и, в 
конечном счете, его выживаемость (Богданенко 
и др., 2021). Интересно, что при РТПХ в наи-
большей степени поражаются органы, имеющие 
максимальное количество соединительной ткани, 
а именно кожа, кишечник, легкие и желчные про-
токи печени. Поскольку соединительная ткань об-
разуется фибробластоподобными клетками, у нас 
возникло предположение, что химеризм этой тка-
ни у реципиентов после ТКМ выражен сильнее.

В связи с указанными проблемами, не иссле-
дуемыми в достаточной мере, целью работы был 
поиск различий динамики развития химеризма 
между аллогенной и сингенной трансплантацией 
после облучения реципиентов и его связи с про-
явлениями РТПХ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Животные. Их содержали в виварии ИБК РАН 
на рационе из гранулированного корма. В  каче-
стве доноров использовали мышей Tg(ACTB-
EGFP)1Osb/J в возрасте 2–10 мес (чистопород-
ные, разводимые на основе инбредной линии 
C57BL/6), несущих ген зеленого флуоресцентного 

белка EGFP (enhanced green fluorescent protein). 
В  случае аллогенной трансплантации реципиен-
тами были мыши СВА, сингенной  – животные 
линии C57BL/6 GFP-. При всех типах подсадки 
учитывали пол донора и реципиента; подсадка 
КМ от самцов самкам не допускалась, так как на 
успешность трансплантации органов влияет H-Y 
антиген, и несоответствие пола донора и реципи-
ента может приводить к отторжению транспланта-
та (Eichwald et al., 1958). Трансгенный белок EGFP 
в клетках донора (GFP+-мыши) использовали как 
витальную метку для определения их приживае-
мости в организме реципиента, не несущего этот 
трансген (GFP--мыши). При освещении светом 
c  длиной волны в диапазоне 395–488  нм GFP 
флуоресцирует в зеленой области спектра c мак-
симумом флуоресценции с длиной волны 508  нм. 
Всего в работе было использовано 56 животных.

Получение КМ. Бедренные кости донора очи-
щали от мягких тканей и растирали в фарфоровой 
ступке в 600 мкл фосфатно-солевого буферного 
раствора (PBS). Полученную массу фильтровали 
через капроновое сито с размером пор 70  мкм. 
Образовавшуюся суспензию доводили до объема 
500  мкл. КМ, полученный из двух бедренных ко-
стей одного донора, использовали для 3–4 реципи-
ентов. Клетки донора (1.5×107 в объеме 100  мкл) 
вводили в хвостовую вену реципиенту, находяще-
муся в сознании, инcулиновым шпpицем.

Облучение мышей. За 1 сут до трансплантации 
КМ проводили тотальное однократное облучение 
всех мышей-реципиентов на рентгеновской уста-
новке РУТ-250-15-2 для подавления иммунной 
реакции. Доза облучения составляла 6.5  Гр, что 
соответствует дозе ЛД50/30 для данных линий мы-
шей, мощность излучения – 1 Гр/мин. Для опре-
деления характера распределения и приживления 
клеток донора в организме реципиента животных 
после аллогенной и сингенной трансплантации 
забивали дисклокацией шейных позвонков в со-
ответствии с  инструкцией American Physiological 
Society (1995).

Исследование флуоресценции GFP в тканях. 
Участок прямой кишки реципиента длиной око-
ло 1.5  см промывали от содержимого и разрезали 
вдоль. Из правой доли печени нарезали лезвием 
слайсы, начиная приблизительно в 3  мм от края 
доли. Для исследования кожи вырезали ее участок 
из поясничной области после частичного удаления 
шерсти пинцетом или бритвенным станком так, 
чтобы она не мешала рассматривать поверхность 
органа.
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Образцы помещали на предметное стекло, на-
носили на них PBS во избежание высыхания и 
исследовали с двух сторон. Селезенку и кусочек 
доли печени протирали c помощью скальпеля че-
рез капроновый фильтр c размером пор 70  мкм, 
который затем промывали PBS в объеме 2  мл. 
Строму и паренхиму помещали раздельно на пред-
метное стекло, наносили на них PBS и накрыва-
ли покровным стеклом. Никакой предварительной 
или последующей фиксации образцы не подвер-
гались. В работе использовали флуоpеcцентный 
микpоcкоп Axio-Imager Z1 c цветной цифpовой 
камеpой AxioCam MRc5 (Carl Zeiss, Геpмания).

Образцы органов исследовали при общем уве-
личении 50, 100, 200 и 400× через 1, 3, 5, 7, 11, 14, 
21, 28, 35 и 55 суток после трансплантации. В  та-
блицах отражены результаты заселения органов 
2–4 мышей-реципиентов донорскими клетками на 
каждый срок исследования.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для обнаружения различий между аллогенной 

и сингенной трансплантациями КМ на клеточном 
уровне нами были исследованы динамика и осо-
бенности заселения органов мышей донорскими 
клетками.

Кожа. В коже с 1-х по 5-е сут после обоих ви-
дов ТКМ у части животных GFP+-клетки отсут-
ствовали, а у части наблюдали только единичные 
округлые или неправильной формы недифферен-
цированные GFP+-клетки, а после аллогенной 
ТКМ  – также единичные флуоресцирующие ма-
крофаги. На 7-е сут уже у всех животных изну-
три детектировали мелкие округлые клетки и фи-
бробласты донорского происхождения, до 10–15 в 

поле зрения в общей сложности после сингенной 
и единичные в некоторых полях зрения – по-
сле аллогенной ТКМ при увеличении объектива 
20×(табл. 1).

На 11–21-е сут после сингенной ТКМ у всех 
животных в коже изнутри наблюдали стабильно 
большое количество округлых клеток, но с 28-х 
сут оно снижалось и до 55-х сут не превышало 10 в 
поле зрения. При такой ТКМ, с 21-х и по 55-е сут, 
концентрация фибробластов донорского происхо-
ждения, наоборот, всегда на порядок превосхо-
дила исходную. В то же время после аллогенной 
ТКМ у всех животных на 14–21-е сут происходи-
ло резкое увеличение количества GFP+-округлых 
клеток, которое оставалось очень значительным 
до конца наблюдения. При этом концентрация 
GFP+-фибробластов с 21-х по 28-е сут в коже по-
ясницы оставалась невысокой.

По форме фибробласты донорского проис-
хождения варьировали от обычных веретенооб-
разных в начальные сроки до изогнутых и пау-
кообразных, начиная с 14-х сут после обоих видов 
ТКМ. В то же время на 21-е сут после аллогенной 
ТКМ у  одного из животных их размер составил 
25–30 против обычных 10–15  мкм. Округлые 
клетки наблюдали в основном с внутренней сто-
роны кожи, а фибробласты – снаружи.

У мышей СВА наблюдали большую задержку 
появления кератиноцитов – на 28-е сут после 
ТКМ против 14 сут у животных линии C57BL/6. 
Из-за свечения кератина кератиноциты были 
видны в основном в виде теней, но у отдельных 
животных они определялись совершенно четко и 
однозначно.

В некоторых случаях после обоих видов ТКМ 
наблюдали паракератоз (сохранение ядер в ро-

Таблица 1. Результаты детекции клеток, несущих маркерный ген зеленого флуоресцентного белка EGFP, в коже 
мышей – реципиентов линий С57Bl/6 и СВА

Тип клеток Линия
Время после трансплантации, сут

7 11 14 21 28 35 55
Округлые недифференцированные С57Bl/6 + ++ ++ ++ + + +

СВА + + +++ +++ ++ ++/++/++ ++
Фибробласты С57Bl/6 + + + ++ ++ ++ +++

СВА + + + ++ ++ ++/+++/++ ++
Кератиноциты С57Bl/6 – – + + + ++ –

СВА – – – – + ++/++/– ±
Скопления округлых, овальных, 
угловатых клеток и фибробластов 
на месте повреждения

С57Bl/6 ++ – ++ + ++ +++ –
СВА + – ++ – ++ ++/+++/– +++

Условные обозначения в табл. 1–3 (при увел. об.: 20×): (–) – отсутствие клеток в препарате; (±) – единичные клетки 
на весь препарат; (+) – единичные клетки в каждом поле зрения; (++) – десятки клеток в поле зрения; (+++) – 
сотни клеток в поле зрения.
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говом слое  – рис. 1а) или дискератоз (хаотич-
ное расположение в эпидермисе) кератиноцитов 
(рис. 1б). К 35-м сут мыши СВА значительно раз-
личались по состоянию кожи.

У одного животного обнаружили мощное диф-
фузное свечение кератина, в котором находились 
кератиноциты донорского происхождения разных 
форм и размеров. В толще – множество GFP+-
фибробластов, изнутри – GFP+- клетки округлые 
и фибробласты, но в меньших количествах, чем в 
предыдущие сроки (21-е и 28-е сут). Шерсть не 
выпадала, выглядела здоровой.

У второго животного шерстный покров выгля-
дел изреженным, на мордочке почти отсутствовал, 
верхний слой кожи снимался чешуями. При этом 
снаружи наблюдали сплошное заселение кожи 
GFP+-фибробластами, а изнутри – множество 
округлых GFP+-клеток.

У третьего животного кожа снималась отсох-
шими пластами вместе с шерстью, но под ней на-
ходилась новая целая безволосая розовая кожа без 
признаков зачесов или кровотечения. С  внешней 
стороны в этой новой коже наблюдали множество 
флуоресцирующих фибробластов и кератиноцитов 
(рис.  1в). В то же время изнутри в образце была 
обнаружена всего одна, хотя и крупная, колония 
круглых GFP+-клеток, а фибробласты донорско-
го происхождения отсутствовали. В мертвой коже 
изнутри обнаруживали флуоресцирующие колла-
геновые тяжи и кератиноциты с ядрами (рис.  1г).

К 55-м сут после аллогенной ТКМ у еще од-
ного экспериментального животного произошла 
полная замена кожного покрова, и новая шерсть 
отросла приблизительно до 0.5  см в длину, была 
очень мягкой и шелковистой. Кожа была очень 
нежной и тонкой, но целой и здоровой на вид. 
Под волосками наблюдали десятки очень мел-
ких GFP+-фибробластов и единичные флуорес-
цирующие кератиноциты. С внутренней стороны 
кожи обнаружили десятки GFP+-фибробластов, 
в основном очень тонких и длинных, флуорес-
цирующих округлых и угловатых клеток. После 
сингенной ТКМ на 35-е и 55-е сут мощное диф-
фузное свечение мешало рассматривать отдельные 
клетки. При этом снаружи наблюдали множество 
GFP+-фибробластов и кератиноцитов (рис.  1д), 
в  толще кожи и с ее внутренней стороны – 
GFP+-фибробласты разных форм и размеров, 
только изнутри – десятки округлых GFP+-клеток 
(рис.  1е).	

На 14-е сут после аллогенной ТКМ у одного из 
животных был обнаружен участок кожи с зачесом, 

из которого был взят образец для сравнения с не-
поврежденной кожей с поясницы. Клетки донор-
ского происхождения на этом участке отличались 
от всех других образцов тем, что были не округ-
лыми среднего размера (около 5 мкм в диаметре), 
не веретенообразными и не кератиноцитами, а 
довольно крупными и овальными. В то же время 
как после сингенной ТКМ, так и после аллоген-
ной у части реципиентов в коже с поясницы были 
обнаружены механические повреждения, похожие 
на покусы, и в них находились плотные скопле-
ния GFP+-фибробластов и круглых клеток, оди-
наковых по своим показателям с аналогичными 
клетками реципиентов с неповрежденной кожей.

Рис.  1. Химеризация кожи с дифференцировкой 
донорских клеток: а – кератиноциты с ядрами 
(паракератоз) в роговом слое через 21 сут после 
сингенной трансплантации костного мозга (ТКМ); 
б – одиночный кератиноцит в глубине кожи с вну-
тренней стороны (дискератоз) через 28 сут после ал-
логенной ТКМ (стрелка); в – внешняя сторона но-
вой кожи с множеством флуоресцирующих клеток 
через 35 сут после аллогенной ТКМ; г  – флуорес-
цирующие коллагеновые тяжи, бесклеточная масса 
и кератиноциты с ядрами в отслоившейся мертвой 
коже через 35 сут после аллогенной ТКМ изнутри. 
Стрелкой 1 указан кератиноцит, стрелкой 2  – кол-
лагеновые тяжи; д – множество GFP+-фибробла-
стов и кератиноцит через 55 сут после сингенной 
ТКМ снаружи; е – десятки округлых GFP+-клеток 
и единичные фибробласты изнутри через 35 сут по-
сле сингенной ТКМ. Стрелками указаны фибробла-
сты. Масштабная линейка: 50  мкм. Ув. об.: 20×.
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Эти различия наводят на мысль, что уровень 
специализации, которого могут достичь МСК 
КМ, зависит не только от типа трансплантации, 
но и от характера повреждения кожного покро-
ва, поскольку в облученной, но неповрежденной 
коже поясничной области после обоих типов ТКМ 
нами обнаружена дифференцировка МСК и в фи-
бробласты, и в кератиноциты, как и в случае с по-
кусами.

Печень. Чтобы понять, являются ли гепато-
цитами обнаруженные нами на слайсах круп-
ные одно- и двуядерные структуры донорско-
го происхождения, окруженные темной зоной 
(предположительно цитоплазмой) без видимой 
мембраны, и ответить на вопрос, существуют ли 
вообще экспрессирующие GFP гепатоциты, мы 
исследовали образцы печени у доноров – мышей 
Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J, разводимых на основе 
инбредной линии C57BL/6, и гибридов самка 
Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J × самец СВА. У доноров 
на слайсах в гепатоцитах флуоресцировали и ядра, 
и цитоплазма, либо только ядра. Эти клетки были 
приурочены к строме органа, прикрепляясь к ней 
относительно небольшими группами (кластера-
ми). У гибридов GFP+-гепатоциты наблюдали в 
очень крупных скоплениях и наряду с полностью 
флуоресцирующими клетками одновременно мы 
обнаруживали такие, у которых были темные ядра 
и светилась только цитоплазма, и такие, у которых 
одно или два очень ярких ядра были окружены 
темной цитоплазмой. Последняя разновидность 
гепатоцитов у обоих типов доноров морфологи-

Таблица 2. Результаты детекции клеток, несущих маркерный ген белка EGFP, в печени мышей  – реципиентов 
линий С57Bl/6 и СВА

Тип GFP+-клеток и структур Линия
Время после трансплантации, сут

7 11 14 21 28 35 55
Фибробласты 5–15  мкм С57Bl/6 ± ± ± ± ± ± ±

СВА ± ± ± ± ± ± ±
Фибробласты 16–30  мкм С57Bl/6 ± ± ± ± ± ± +

СВА ± ± ± ± ± ± +
Округлые и овальные 5–10  мкм С57Bl/6 ± ± + + ± + ±

СВА ± ± + ± ± + ±
Мегакариоциты С57Bl/6 – – – ± ± – ±

СВА ± – ± – ± ± +
Перегородки С57Bl/6 ± ± ± ± ± + +

СВА ± ± + + + ++ ++
Клетки Ито С57Bl/6 ± + + + ++ ++ +++

СВА + ++ ++ ++ ++ +++ +++
Гепатоциты С57Bl/6 ± ± ± ± ± ± ±

СВА – ± ± – ± ± ±

Рис.  2. Химеризация печени и селезенки с диффе-
ренцировкой донорских клеток: а  – GFP+-клетки 
неправильной формы и треугольные в печени через 
1  сут после аллогенной ТКМ; б  – GFP+-структуры 
из клеток Ито в печени в виде вихрей, колец и лучей 
через 35 сут после аллогенной ТКМ; в, г – GFP+-ме-
гакариоцит в печени и селезенке соответственно 
через 55 сут после аллогенной ТКМ; д  – гепато-
цит донорского происхождения через 35 сут после 
сингенной ТКМ; е  – GFP+-гепатоциты (1) рядом с 
GFP+-клеткой Ито донорского происхождения (2) 
через 28 сут после аллогенной ТКМ. Масштабная 
линейка: 50  мкм. Ув. об.: 40× (а, в–е), 10× (б).
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чески соответствовала тем структурам, которые 
наблюдали у животных в нашем эксперименте, 
что позволило нам утверждать, что мы наблюдаем 
у реципиентов именно гепатоциты.

Уже через 1 сут после ТКМ у реципиентов обе-
их линий в печени в образцах как стромы, так и 
паренхимы в некоторых полях зрения обнаружива-
ли лежащие поодиночке флуоресцирующие пере-
мычки, овальные и неправильной формы крупные 
клетки длиной 10–15  мкм, фибробласты (эпите-
лиоциты) длиной 5–15  мкм, угловатые, округлые 
и овальные клетки длиной 5–10  мкм, единичные 
макрофаги и лейкоциты. Кроме того, детектиро-
вали еще и одиночные флуоресцирующие, непра-
вильной формы и треугольные гигантские клетки 
до 30 мкм в диаметре – возможно, клетки Купфера 
или активированные клетки Ито (рис. 2а), а также 
единичные GFP+-гепатоциты. Подобную картину 
мы наблюдали до 7 сут после ТКМ. Затем, начиная 
с 11-х сут, в строме и паренхиме печени концен-
трация клеток Ито размером до 30 мкм донорского 
происхождения причудливых форм со всевозмож-
ными сложными отростками постоянно увеличи-
валась (табл. 2). Они формировали к поздним сро-
кам наблюдения упорядоченные GFP+-структуры 
в виде вихрей, колец и лучей, пронизывающих весь 
орган (рис.  2б), однако после аллогенной ТКМ 
мембраны этих клеток выглядели полуразрушен-
ными, чего никогда не наблюдали в контроле.

Кроме того, с 14-х сут у мышей линии СВА 
в  паренхиме печени практически в каждом поле 
зрения обнаруживали флуоресцирующие перемыч-
ки и лейкоциты; количество последних к концу 
наблюдения возрастало. Что касается реципиен-
тов линии C57Bl/6, то в период 14–55  сут по-
сле ТКМ подобные элементы и клетки в печени 
присутствовали в  намного меньших количествах, 
а представительство клеток донорского происхо-
ждения таких типов, как овальные клетки разных 
размеров (5–15  мкм), округлые и угловатые (5–
10  мкм), фибробласты и клетки неправильной 
формы (10–15  мкм), было стабильно низким (1–5 
в некоторых полях зрения). GFP+-мегакариоциты 
при этом встречались с частотой 1–2 на весь препа-
рат или отсутствовали. Через 1–35 сут после алло-
генной ТКМ эти клетки также были единичными. 
Однако на 55-е сут их концентрация становилась 
больше практически на порядок по сравнению с 
первоначальной как при исследовании слайсов, так 
и в паренхиме после перетирания кусочка печени.

Это позволило предположить, что данное яв-
ление было компенсаторной реакцией организ-

ма животного на недостаточное кроветворение в 
костном мозге, хотя дополнительное исследова-
ние мазка крови показало картину, типичную для 
успешного приживления донорского КМ: поля 
GFP+-тромбоцитов и лейкоциты до 10 клеток 
в  поле зрения. Действительно, в диафизах бед-
ренных костей мыши СВА на 55-е сут после ТКМ 
костный мозг отсутствовал.

Поскольку селезенка наряду с КМ также являет-
ся органом кроветворения, мы предположили, что 
и в ней после аллогенной ТКМ могут происходить 
нетипичные гемопоэтические процессы. Действи-
тельно, в гомогенате селезенки было обнаружено 
значительное количество активно пролифериру-
ющих GFP+-бластных клеток, GFP+-мегакари-
областы и мегакариоциты. По всей вероятности, 
именно этим объяснялось длительное выживание 
животного после аллогенной ТКМ, несмотря на 
отторжение и полную замену кожного покрова. 
На рис. 2в, г представлены фото GFP+-мегакарио-
цитов GFP+ в печени и в селезенке мыши СВА 
соответственно. Гепатоциты донорского происхо-
ждения встречались поодиночке или небольши-
ми группами после обоих видов ТКМ (рис.  2д, е) 
в  некоторых полях зрения.

Прямая кишка. В прямой кишке с внешней сто-
роны единичные округлые и овальные недиффе-
ренцированные GFP+-клетки, а также небольшие 
фибробластоподобные клетки донорского проис-
хождения появлялись у реципиентов линии 
C57BL/6 уже через 1 сут после трансплантации, 
а у мышей линии СВА значительно позже – через 
3 и 7 сут после этой процедуры (табл.  3).

На 11-е сут недифференцированные GFP+-клет-
ки с внешней стороны у реципиентов обеих линий 
замещались флуоресцирующими фибробластами, 
которых, начиная с 14-х сут, наблюдали уже де-
сятками в поле зрения при увеличении объектива 
20× (общем увеличении 200×). Однако если на 14-е 
сут после сингенной ТКМ они всегда имели размер 
5–15  мкм и веретенообразную форму (рис.  3а), то 
после аллогенной ТКМ часть GFP+-фибробластов 
у одного животного была гигантского размера (до 
30  мкм в длину) и с разветвлениями (рис.  3б).

Интересно, что ни до, ни после этого такую 
картину мы не наблюдали. В последующие сроки 
у животных в стенке кишки снаружи после обо-
их типов ТКМ появлялись расположенные между 
гладкомышечными волокнами в виде цепочек и 
прикрепленные к волокнам нитевидные и очень 
тонкие паукообразные клетки с длинными от-
ростками.
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На 35-е сут у всех животных линии C57BL/6 
стенка кишки имела нормальные толщину и цвет, 
а у животных линии СВА была гиперемированной. 
У одного из троих животных кишка была плотной 
со множеством ясно видимых фибробластов, узких 
прямых и разветвленных, идущих как в продоль-
ном, так и в поперечном направлениях, что было 
близко к картине 28-х сут. У других двух мышей 
стенка кишки была истончена до такой степени, 
что сквозь нее были ясно видны основания ворсин 
и GFP+-фибробласты едва просматривались; они 
имели нитевидную форму и были нормального 
размера. На 55-е сут у мыши линии СВА также 
детектировали GFP+-фибробласты, до 20 в поле 
зрения (при увеличении объектива 20× и общем 
увеличении 200×), но к ним добавились округлые 
GFP+-клетки, предположительно лейкоциты. Не-
смотря на отторжение кожи, произошедшее за 2–3 
недели до забора органов, кишка не выглядела ни 
истонченной, ни воспаленной, что наблюдалось 
в более ранние сроки у других животных после 
аллогенной ТКМ. Это указывает на индивидуаль-
ность порядка развития РТПХ в разных органах 
и ее силу.

В Пейеровых бляшках флуоресцирующие клет-
ки появлялись через 5 сут после обоих видов ТКМ 
и наблюдались до конца эксперимента. Однако 
у  мышей СВА таких бляшек было мало по срав-
нению с мышами C57BL/6 или они не вообще 
не  обнаруживались (21-е сут после ТКМ).

На 35-е сут в толще кишки одного из этих 
животных была найдена только одна бляшка, но 
гигантских размеров и оплетенная кровеносными 
сосудами, которые на более ранних сроках были 
малозаметными. Количество GFP+-клеток в стро-

Таблица 3. Результаты детекции клеток, несущих маркерный ген белка EGFP, в прямой кишке мышей  – реци-
пиентов линий С57Bl/6 и СВА

Тип клеток Линия
Время после трансплантации, сут

7 11 14 21 28 35 55
Округлые и овальные недифференцированные С57Bl/6 + + – – – – –

СВА – ± – – – – ±
Фибробласты С57Bl/6 ± + ++ ++ ++ ++ ++

СВА ± ± ++ ++ ++ ++ ++
Клетки Пейеровых бляшек С57Bl/6 ± +++ +++ +++ +++ +++ +++

СВА ± +++ +++ +++ +++ +++ +++
Клетки ворсин С57Bl/6 ± +++ +++ +++ +++ +++ +++

СВА – +++ +++ +++ +++ +++ +++
Округлые и овальные
Соединительнотканные

С57Bl/6 – ++ ++ +++ +++ +++ +++
СВА – – ++ +++ +++ +++ +++

Рис. 3. Химеризация прямой кишки с дифференци-
ровкой донорских клеток: а – GFP+-фибробласты 
нормального размера через 14 сут с внешней сто-
роны кишки (в мышечном слое) после сингенной 
ТКМ; б  – GFP+-фибробласты гигантского разме-
ра с разветвлениями с внешней стороны кишки 
(в  мышечном слое) через 14 сут после аллогенной 
ТКМ; в – GFP+-клетки, похожие на бокаловидные 
(стрелки), через 14 сут после аллогенной ТКМ; г – 
основания ворсин правильной 6-гранной формы 
в поперечном сечении через 35 сут после сингенной 
ТКМ; д – деформированные, разного размера вор-
сины, окруженными слоями соединительнотканных 
GFP+-клеток через 35 сут после аллогенной ТКМ. 
Масштабная линейка: 50  мкм. Ув. об.: 20× (а, б, 
г,  д), 10× (в).
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ме и паренхиме бляшек было настолько большим, 
что нефлуоресцирующие клетки в них не просмат-
ривались.

Заселение ворсин прямой кишки после обо-
их типов ТКМ едва начиналось через 1 нед., но 
уже к 11-м сут практически во всех находилось от 
1–2 до 5–15 GFP+-клеток (см. табл. 3). Некоторые 
ворсины к этому сроку замещались соединитель-
нотканными структурами донорского происхо-
ждения после сингенной и через 14 сут – после 
аллогенной ТКМ.

Во втором случае в слизистой оболочке де-
тектировали еще и круглые флуоресцирующие 
клетки, выступающие из стенок ворсин, похожие 
на бокаловидные, которые после этого ни разу 
не обнаруживались (см. рис.  3в). С 21-х сут и до 
конца наблюдения картина заселения и состоя-
ния слизистой оболочки кишки у мышей C57BL/6 
практически не менялась: во всех ворсинах было 
множество GFP+-клеток, а сами основания вор-
син имели правильную 6-гранную форму в по-
перечном сечении (см. рис.  3г).

У мышей линии СВА к 21-м сут картина за-
селения была иной. Многие ворсины были без 
GFP+-клеток, у многих донорские клетки были 
угловатыми и укороченными. К 28-м сут к этому 
добавилось изменение формы большинства вор-
син кишки с 6-гранной на овальную, а к 35-м 
сут такими стали все ворсины. Они потеряли од-
нородность по размеру, так что разница по тол-
щине между некоторыми достигала двукратной. 
Местами между ворсинами были пустые проме-
жутки, при этом практически каждая была окру-
жена двойным или тройным слоем соединитель-
нотканных клеток донорского происхождения (см. 
рис. 3д). У мыши, дожившей до 55 сут, состояние 
слизистой оболочки было таким же.

ОБСУЖДЕНИЕ
Развитие РТПХ-фенотипа у мышей характе-

ризуется изменениями кожи и шерсти, потерей 
веса и диареей (Brubaker, 1993), склерозирова-
нием желчных протоков и колитом (Brandon et 
al., 2010), поэтому нами для исследования связи 
проявлений РТПХ со степенью химеризма были 
выбраны кожа, прямая кишка и печень. Аллоген-
ная трансплантация КМ мышам СВА от мышей 
линии C57Bl/6 моделировала неродственную ал-
логенную подсадку КМ у человека с неполным 
соответствием по HLA, так как известно, что ли-

нии СВА и C57Bl/6 имеют несколько отличий по 
лейкоцитарным антигенам (Бландова и др., 1983).

Развитие РТПХ после подобной ТКМ иссле-
довали и ранее, но невозможность дифференци-
ровать клетки донора от клеток реципиента не 
позволяла отследить судьбу первых в организме 
хозяина (Цуцаева и др., 1988). Ген GFP был вы-
делен из медузы Aequorea victoria. Поскольку для 
флуоресценции белка GFP не требуются экзо-
генные субстраты и кофакторы, он может быть 
использован как маркер экспрессии и локали-
зации гена в живых организмах (Chalfie, 1995). 
Были созданы трансгенные линии мышей (Okabe 
et al., 1997), имеющие усиленный ген GFP (ЕGFP), 
находящийся под бета-актиновым промотором и 
цитомегаловирусным энхансером, и предложили 
использовать их в различных экспериментах по 
трансплантации.

Использование EGFP в нашем случае позво-
ляло проводить визуализацию восстановления ис-
следуемых органов реципиента после облучения 
за счет донорских клеток, а также однозначно 
связать с ними процессы гистогенеза. При этом 
было возможно исследовать большой объем орга-
на (печени, кожи) или весь орган (прямая кишка) 
на наличие клеток донорского происхождения без 
какой-либо фиксации, ПЦР, FISH, окрашивания 
на Y-хромосому или гистохимии.

Данный метод исследования химеризма после 
ТКМ широко известен в экспериментальной био-
логии (Krause, 2002; Миллер и др., 2016; Egawa, 
Kabashima, 2018; Hünefeld et al., 2018). Он позволяет 
моделировать на животных-биомоделях процессы, 
которые очень сложно изучать на людях, перенес-
ших ТКМ, в частности степень заселения донор-
скими клетками органов реципиента и РТПХ, для 
чего нужны сложные молекулярно-биологические 
методы или биопсия (Körbling, 2002; Tolar et al., 
2013; van der Torren, 2015; Waterhouse et al., 2021).

Мы провели пошаговое исследование с забором 
у мышей-реципиентов органов-мишеней РТПХ на 
10 сроках после аллогенной и сингенной транс-
плантации, чего не обнаружили в работах других 
авторов, которые изучали химеризм в течение 
одного или двух сроков после ТКМ без всякого 
объяснения выбора времени и при неясности того, 
какое время соответствует максимуму заселения 
донорскими клетками или началу гибели клеток.

В нашей работе после обоих видов ТКМ у ре-
ципиентов в коже наблюдали как округлые не-
дифференцированные клетки, так и фибробла-
сты и кератиноциты донорского происхождения. 
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Из дифференцированных клеток подавляющее 
большинство составляли клетки соединительной 
ткани (фибробласты). После аллогенной ТКМ 
GFP+-кератиноциты появлялись довольно позд-
но (28 сут) по сравнению с сингенной (14 сут). 
Накопление кератина в обоих случаях сопрово-
ждалось мощным свечением кожи.

Присутствие кератиноцитов донорского проис-
хождения после сингенной ТКМ показано и в на-
ших работах, и в работах других авторов (Fujita et 
al., 2010; Богданенко и др., 2020, 2022). Что каса-
ется аллогенной ТКМ, то есть работа, в которой 
показано, что XY-положительный сигнал опреде-
лялся с частотой 6% через 867 сут после транс-
плантации в цитокератин-положительных клетках 
образцов кожи женщин-реципиентов, получивших 
КМ от доноров-мужчин. В эпидермисе клетки до-
норского происхождения располагались в глубине 
мальпигиевого слоя, близко к зернистому слою 
(Körbling et al., 2002).

В другой работе по аллогенной ТКМ биопсия 
кожи пациентов выявила наличие донорских 
CD45–-клеток, экспрессировавших коллаген VII 
типа (Tolar et al., 2013). Однако у мышей-биомоде-
лей с эпидермальной буллезой через 10–12 недель 
после полулетальной и летальной дозы облучения 
и экспериментального лечения аллогенной ТКМ 
кератиноциты в коже отсутствовали при наличии 
только донорских недифференцированных клеток, 
которые авторы определяли как клетки лейкоци-
тарного происхождения, так как они несли на 
своих мембранах кластер дифференцировки CD45 
(Egawa, Kabashima, 2018; Hünefeld et al., 2018).

Дифференцировка стволовых клеток КМ 
(СККМ) в кератиноциты была очень слабой у 
мышей даже после летального облучения и трав-
мирования кожи, так как только 0.1% кератино-
цитов в месте раны определялись как донорские, 
причем они не флуоресцировали, хотя несли ген 
GFP, и были выявлены иммунофлуоресцентным 
окрашиванием на цитокератин и Y-хромосому 
(Harris et al., 2004).

Возможно, что отличие наших результатов от 
указанных состоит в количестве трансплантиро-
ванных клеток (1.5 · 107 против 1 · 106), сроках де-
текции кератиноцитов (28–55 сут против 70–84 
после ТКМ) и степени антигенных различий меж-
ду донором и реципиентом. В нашем случае мы 
наблюдали полную замену кожи в период с 35-х 
по 45-е сут после аллогенной ТКМ, о чем ничего 
не сообщается у других авторов (Egawa, Kabashima, 
2018; Hünefeld et al., 2018), но, возможно, была 

ими не замечена, поскольку о наблюдениях за ее 
промежуточным состоянием не сообщалось. 

Возможно, что на период замены кожи керати-
ноциты могут исчезать (что и наблюдалось нами у 
одного животного на 35-е сут) или присутствовать 
в ней в минимальных количествах (у  животного 
на 55-е сут). Мы считаем, что в механизме заме-
ны кожи могут участвовать Т-клетки реципиента, 
поскольку есть работа, в которой острую кожную 
РТПХ наблюдали в присутствии 100% Т-клеток 
хозяина; при этом большинство антиген-представ-
ляющих клеток в коже было донорского проис-
хождения и наблюдалось непосредственно рядом 
с Т-клетками хозяина (Divito et al., 2020). В пользу 
этой гипотезы говорит тот факт, что и в указан-
ной, и в нашей работе наблюдали паракератоз 
и дискератоз кератиноцитов именно донорского 
происхождения, что свидетельствует о наличии 
иммунной атаки, причем со стороны Т-клеток 
хозяина, так как эти явления характерны для вос-
палительных заболеваний.

Наблюдаемые в нашей работе во внутреннем 
слое кожи округлые GFP+-клетки могут быть 
и лейкоцитами донорского происхождения, по 
крайней мере частично, поскольку после синген-
ной ТКМ их количество в этом слое существенно 
ниже по сравнению с аллогенной. Это явление, а 
также усиление химеризма кожи (в основном за 
счет фибробластов) вплоть до события ее отторже-
ния, исчезновение с внутренней поверхности новой 
кожи большинства GFP+-клеток, а затем их новое 
размножение к 55-м сут после аллогенной ТКМ 
может обозначать наличие перекрестной иммунной 
реакции в этом органе, т.е. одновременно и РТПХ, 
и реакции “хозяин против трансплантата” (РХПТ).

Наличие фибробластов в коже поясницы, на-
блюдаемое нами не только после сингенной, но и 
после аллогенной ТКМ, указывает на возможность 
дифференцировки стволовых клеток КМ в  этом 
органе при определенных условиях. Однако ясно, 
что одного облучения может быть недостаточно. 
Наличие довольно глубоких механических травм 
(покусов, порезов) вызывает усиление образова-
ния фибробластов.

Подобная реакция показана нами и другими 
авторами при использовании облучения и после-
дующего нанесения травмы при сингенной ТКМ 
(Rea et al., 2009; Rodriguez-Menocal et al., 2015; 
Богданенко и др., 2020). Но поверхностное повре-
ждение кожи перед аллогенной ТКМ приводило 
к появлению в ее толще только крупных донор-
ских недифференцированных клеток, что совпада-
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ет с  данными других авторов (Egawa, Kabashima, 
2018; Hünefeld et al., 2018).

Возможно, причиной нарушения дифференци-
ровки донорских клеток в коже может быть не 
только работа иммунной системы хозяина, но и 
отсутствие необходимых для этого сигналов в нуж-
ной концентрации или нужного качества. Роль 
сигнальных молекул, необходимых для регуля-
ции дифференцировки стволовых клеток, отво-
дят, в частности, некодирующим кольцевым РНК. 
При культивировании стволовых клеток различно-
го происхождения они способны либо усиливать, 
либо ослаблять данный процесс (Lin et al., 2021).

Как показывает наша работа, большинство 
GFP+-клеток в печени дифференцировались 
в  клетки соединительной ткани  – фибробласты, 
клетки Ито и клетки перемычек. Поскольку мы 
могли видеть клетки целиком и живыми, нельзя 
было принять один тип клеток за другой. Есть 
работа, в которой через 70 сут после сингенной 
трансплантации GFP+-клетки цельного КМ в пе-
ченочных долях дифференцировались в клетки, 
подобные купферовским, со звездчатой морфо-
логией (Filip et al., 2014), т.е. в клетки Ито. Нам 
удалось обнаружить превращение донорских ство-
ловых клеток КМ в гепатоциты, независимо от 
типа трансплантации, хотя их число не превыша-
ло 1–5 в некоторых полях зрения. Этот результат 
не противоречит данным о возникновении после 
ТКМ химеризма гепатоцитов у животных (Krause, 
2001) и человека (Körbling et al., 2002).

Наличие гепатоцитов донорского происхожде-
ния при использовании в качестве метки Y-хро-
мосомы (Körbling et al., 2002) можно считать спор-
ным, поскольку увидеть всю клетку одновременно 
при нарезании срезов фиксированного органа 
невозможно без ее компьютерной реконструк-
ции, которую обычно не делают. Чтобы избежать 
подобной ошибки, некоторые авторы используют 
методы окрашивания срезов печени реципиентов 
веществами, связывающимися с белками, выраба-
тываемыми гепатоцитами. Однако морфологиче-
ски определить обнаруживаемые таким способом 
клетки, как гепатоциты в данном случае, обычно 
нельзя, и в ряде работ авторы употребляют термин 
“гепатоцитоподобные клетки” (Caplan, 2013).

В то же время есть работа, где обнаруженные 
клетки донорского происхождения действительно 
морфологически выглядят как гепатоциты. По край
ней мере, так утверждают авторы (Francois et al., 
2013). Неверие в возможность использования ство-
ловых клеток КМ для терапии токсических повре-

ждений печени выразили другие авторы (Kanazawa, 
Verma, 2003): при использовании трех разных спосо-
бов детекции гепатоцитов им удалось найти только 
пять гепатоцитов на множестве срезов препаратов, 
полученных от нескольких животных. Ничтожная 
доля гепатоцитов донорского происхождения, обна-
руженных после летальной дозы облучения и алло-
генной ТКМ и детектированных в печени по Y-хро-
мосоме, подтверждает этот вывод (Harris et al., 2004).

При нашем методе исследования печени 
в большинстве GFP+-гепатоцитов подопытных жи-
вотных флуоресцировали только ядра. Возможно, 
при этом способе подготовки ткани печени к  ис-
следованию повреждался актиновый цитоскелет 
GFP+-клеток, и этот белок, экспрессируемый под 
актиновым промотором, терял нативную структуру 
в первую очередь в цитоплазме клеток. В то же 
время GFP--клетки печени выглядели здоровыми 
во все сроки наблюдения после аллогенной ТКМ, 
что говорит об отсутствии иммунной реакции про-
тив них со стороны донорских Т-клеток.

Прогрессирующее заселение печени GFP+-
клетками Ито и фибробластами и формирование 
ими стромы реципиента в нашей работе совпада-
ют по времени с развитием холангитов и склеро-
зированием желчных протоков после моделиро-
вания РТПХ (Brandon et al., 2010). Известно, что 
при хроническом повреждении печени проходит 
активация клеток Ито, что приводит к секреции 
матрикса, вследствие чего развивается фиброз или 
даже цирроз (Iredale, 2001). Из этого следует, что 
именно увеличение химеризма соединительной 
ткани с течением времени, наблюдаемое нами, 
должно усиливать иммунные реакции в печени.

Наличие там значительного количества 
GFP+-мегакариоцитов подтверждает возможность 
образования дополнительных центров кроветворе-
ния из донорских клеток у мышей после аллоген-
ной трансплантации и развития РТПХ (Цуцаева и 
др., 1988). Поскольку показано, что РТПХ вызывает 
подавление недифференцированных гемопоэтиче-
ских клеток и блокирует дифференцировку мегака-
риоцитов в костном мозге на мышиной модели (Lin 
et al., 2014), компенсация образования тромбоцитов 
выглядит целесообразной для организма в целом. 
Однако то, что она проходит за счет донорских кле-
ток, вызывает вопрос о том, за счет каких сигналов 
это происходит. Засилье донорских клеток в селе-
зенке на 55-е сут после аллогенной ТКМ и наличие 
там еще одного очага размножения GFP+-мегака-
риоцитов одновременно с большим количеством 
ярко флуоресцирующих бластов указывает на само-

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Iredale+JP&cauthor_id=11586470
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организацию всей популяции донорских клеток для 
поддержания их нормального существования в ор-
ганизме реципиента.

По данным литературы, даже после видимого 
полного восстановления кишечника после острого 
радиационного поражения миофибробласты, эпи-
телиальные и эндотелиальные клетки КМ-проис-
хождения могут быть найдены в тканях этого орга-
на (Brittan et al., 2002, 2005; Okamoto et al., 2002). 
Через 7 сут после сингенной ТКМ таких клеток 
в кишке еще совсем мало (Ch’ang et al., 2012), но 
уже через 11–14 сут происходит экспоненциальное 
заселение ими практически всех ворсин толстой 
кишки (Сергиевич и др., 2021). К 30 сут после та-
кой трансплантации строма ворсинок кишечника 
обильно колонизирована клетками с GFP, а через 
70 сут GFP+-клетки образуют рыхлую соедини-
тельную ткань ворсинок (Filip et al., 2014).

Эта картина не противоречит той, которую на-
блюдали в наших экспериментах. В то же время 
некоторая задержка заселения мышечного слоя 
прямой кишки фибробластами и отклонение их 
размеров от обычных после аллогенной ТКМ за-
ставляет предположить, что, как и в случае с диф-
ференцировкой клеток донорского происхождения 
в фибробласты печени или кератиноциты, после 
аллогенной трансплантации имеет место недоста-
ток необходимых для этого сигналов в нужной 
концентрации или нужного качества.

Свидетельством РТПХ, вероятно, является ис-
тончение стенки кишки практически до ее полной 
прозрачности после аллогенной ТКМ, при том 
что GFP+-фибробласты до конца жизни мышей 
не повреждались. Однако деформация или отсут-
ствие GFP+-клеток во многих ворсинах, а затем и 
деформация большинства ворсин кишки, потеря 
ими однородности по размеру позволяют предпо-
ложить, что в данном случае имеет место иммун-
ная атака со стороны клеток хозяина, а не донора. 
Это предположение подкрепляется тем фактом, 
что практически каждая ворсина к поздним сро-
кам была окружена двойным или тройным слоем 
соединительнотканных клеток донорского проис-
хождения, а, как известно, именно хроническая 
иммунная атака провоцирует разрастание соеди-
нительной ткани.

Отсутствие в бедренных костях костно-мозго-
вых клеток не только реципиента, но и донора 
через 55 сут после аллогенной ТКМ подтвержда-
ет возможность существования перекрестной им-
мунной реакции. Поскольку при аллогенной ТКМ 
как Т-клетки, так и HSPCs (hematopoietic stem and 

progenitor cells) являются донорскими, следовало 
бы ожидать, что эти клетки будут защищены от 
прямого повреждения при РТПХ после транс-
плантации (Müskens et al., 2021). Однако несколь-
ко исследований доказали, что РТПХ приводит 
к снижению количества и функции HSPC. Это 
позволило предположить, что они повреждаются 
при РТПХ (Martínez-Jaramillo et al., 2001; Shono 
et al., 2010).

Вопрос заключается в том, повреждаются ли 
донорские HSPCs непосредственно Т-клетками 
хозяина. В пользу этого предположения говорят 
факты, полученные на мышах: присутствие только 
собственных функциональных Т-лимфоцитов во 
всех исследованных образцах кожи и толстой киш-
ки во время острой РТПХ при почти полном их 
отсутствии в крови и, наоборот, наличие в основ-
ном в ней Т-клеток донорского происхождения 
в отсутствие РТПХ (Divito et al., 2020). Как мы 
полагаем, это явление указывает на то, что после 
ТКМ, кроме РТПХ, имеет место и реакция РХПТ.

В практическом применении в медицине КМ 
считается субстанцией, состоящей из стволовых 
клеток, которые затем специализируются в клетки 
крови. Однако при этом упускают из виду, что в 
КМ содержится большое количество МСК. Хотя 
МСК считаются неуловимыми для иммунитета и 
даже иммуносупрессивными, свежие данные сви-
детельствуют о том, что после их дифференциров-
ки при аллогенной ТКМ иммунный ответ хозяина 
может быть неизбежным (Mohammadi et al., 2020). 
В  частности, кожно-резидентные Т-клетки реци-
пиента выживают при “истощении лимфоцитов”, 
так как, несмотря на отсутствие циркулирующих 
лимфоцитов, у пациентов с глубокой лимфопени-
ей после химиотерапии все еще может развиться 
опосредованная Т-клетками лекарственная сыпь 
(Divito et al., 2020).

Как видно из нашей работы, стволовые клетки 
КМ превращаются в основном в клетки соедини-
тельной ткани. В то же время они оказываются 
способными дифференцироваться в специализи-
рованные клетки органов.

При этом, очевидно, они заселяют ниши, за-
нимаемые до того клетками хозяина и погибши-
ми при его облучении, необходимом для успеха 
трансплантации. Иммунная система реципиента 
может восстанавливаться после облучения, после 
чего, как мы предполагаем, клетки донорского 
происхождения становятся ее мишенью.

Однако РТПХ, согласно своему названию, 
подразумевает повреждение органов после алло-
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генной ТКМ донорскими Т-клетками, которые 
вводятся одновременно с кроветворными клетка-
ми при трансплантации, а затем вновь образуются 
из гематопоэтических клеток. Из всех наблюдае-
мых нами признаков такой атаки выделяются мас-
сы недифференцированных округлых GFP+-кле-
ток с внутренней поверхности кожи и истончение 
стенки прямой кишки, заселенной относительно 
небольшим количеством GFP+-фибробластов. Все 
остальные повреждения органов после аллогенной 
ТКМ  – отторжение кожи, в которой находится 
множество клеток донорского происхождения 
(в  основном GFP+-фибробластов), деформация 
ворсин в слизистой оболочке прямой кишки и ча-
стичная деформация и потеря ими GFP+-клеток, 
массово их заселивших, усиленное размножение 
соединительнотканных GFP+-клеток в печени и 
кишке, наличие полуразрушенных клеток Ито на 
поздних сроках, опустошение КМ реципиента  – 
указывают на то, что атака на них в данном случае 
идет со стороны иммунной системы реципиента, 
а не донорских Т-лимфоцитов.

Поэтому мы предполагаем, что после аллоген-
ной ТКМ, кроме РТПХ, имеет место и РХПТ. Это 
предположение подкрепляется данными клиниче-
ской картины после аллогенной ТКМ из меди-
цинской практики – повреждением кожи, эпителия 
желчных протоков, но не гепатоцитов, и слизистой 
оболочки пищеварительного тракта, избыточной 
продукцией коллагена  – и согласуется с работами 
о наличии реципрокных иммунных реакций после 
аллогенной ТКМ (Vossen, 1998; Dzierzak-Mietla et 
al., 2012). Явное проявление иммунных реакций 
(21–35 сут после ТКМ) напрямую совпадает со вре-
менем массового заселения исследованных органов 
клетками донорского происхождения и их диффе-
ренцировки, т.е. развитие химеризма определяет 
развитие поражения органов.

Это наблюдение подтверждается тем фак-
том, что по результатом другой нашей рабо-
ты потеря химеризма крови через 2–7 нед. по-
сле аллогенной (от мышей линии C57Bl/6) и 
полуаллогенной трансплантации (от гибридов 
♀C57BL/6  GFP+  ×  ♂СВА) мышам СВА приво-
дила к увеличению выживаемости реципиентов 
(до 9 мес. после облучения) по сравнению с теми 
животными, у которых химеризм наблюдали до 
конца жизни. При этом присмертное исследова-
ние животных с потерей химеризма крови пока-
зало полное или частичное отсутствие химеризма 
внутренних органов без видимых признаков РТПХ 
(Богданенко и др., 2021).
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A STUDY OF THE RELATIONSHIP OF THE DYNAMICS OF DEVELOPMENT AND 
CHARACTERISTICS OF CHIMERISM WITH MANIFESTATIONS  

OF GRAFT-VS.-HOST DISEASE IN THE ORGANS OF MICE AFTER ALLOGENEIC 
TRANSPLANTATION OF WHOLE BONE MARROW
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In the сlinical practice, allogeneiс bone marrow transplantation (BMT) is often cause of the graft-versus-host 
disease (GvHD). GvHD is explained by the fact that T-lymphocytes, which are administered simultaneously 
with hematopoietic cells during transplantation and after then formed and matured in the timus of the recipi-
ent from donor progenitor cells, recognize and attack the cells of the host. However, a complete explanation 
of the phenomenon of the GvHD does not exists, and the chimerization of the recipient’s organism as a 
possible cause of damage of its organs is not taken into account. Therefore, the aim of this work was the 
modeling of allogeneic transplantation of the whole bone marrow (BM, experiment) and comparing its results 
with syngeneic transplantation (control) basing on the investigation of engraftment of cells of donor origin 
in the main GvHD target organs. Bone marrow (BM) donors were Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J mice carrying 
a green fluorescent protein gene (EGFP), recipients were the animal of CBA and C57BL/6 inbred strains 
with age 2–10 months. 1 day before BMT (1.5×107 cells per mouse) all recipients were irradiated at a dose 
of 6.5 Gy (LD 50/30). After 1, 3, 5, 7, 11, 14, 21, 28, 35 and 55 days the development of chimerism in 
the liver, skin and colon of animals was examined using a fluorescent microscope. Already in 1 day, single 
fibroblast-like donor cells were found in the colon, in 7 days  – in the skin and liver. 14–28 days after 
BMT, with donor cells mainly stroma in the liver, in the skin fibroblasts and keratinocytes were formed, 
in the colon villous cells and also stromal and parenchymal cells of Peyer’s patches which were died off 
after irradiation were substituted. Unlike control, in the experimental groups GFP+ giant fibroblasts about 
30 mkm in length were found in the stroma of the liver, in the skin and in the colon; in the liver there was 
a lot of GFP+-bulkheads and fibroblast-like Ito’s cells of a very intricate configuration. To 35–55 days after 
allogeneic BMT cells of the donor origin in the liver and in the villi of the colon began to destroy, the villi 
became overgrown with GFP+-connective tissue cells and warped, wall of the colon became thin and the 
skin was fully substituted with a new one (all these things were never observed in the conrol groups). We 
propose a hypothesis that beside with GvHD traits like thinning of the colon wall and plenty of roundish 
GFP+-cells on inner surface of the skin, other signs of the studied after allogeneic BMT organs suggest 
that the cells of the organs which are formed from mesenchymal stem cells of the whole bone marrow 
become target for the recipient’s T-cells, i.e. suggest existence of host-versus-graft (HVG) reaction. Obvi-
ous manifestation of immune reactions after BMT directly coincides with the term of massive engraftment 
of the studied organs with cells of donor origin and restoration of the host’s own immune system, i.e. the 
development of chimerism determines the development of organ damage. This explains the events of GvHD 
from medical practice  – atrophy of the mucous membranes, excess production of collagen, sclerosis of the 
bile ducts, skin damage, colitis  – and the timing of its manifestation.

Keywords: GvHD, HVG reaction, whole bone marrow, MSC, mice, GFP, fluorescence microscopy, 
allogeneic transplantation
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