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Восстановление структуры ядра после деления клетки требует особых взаимодействий между интеграль-
ными белками внутренней ядерной мембраны, имеющими особый LEM-домен (LEMD), белками ядер-
ной ламины (ламинами) и консервативным белком BAF, который выступает в качестве центрального зве-
на в этих взаимодействиях, обеспечивающих топологические взаимоотношения хроматина и ядерной
оболочки. Динамические преобразования этих белковых ансамблей в митотическом цикле детально оха-
рактеризованы на молекулярном уровне, однако меньшее внимание уделяется формирующимся половым
клеткам, претерпевающим мейотические деления, несмотря на то, что их ядра (особенно в случае дипло-
тенных ооцитов) по своей структуре существенно отличаются от соматических клеток. В настоящем обзо-
ре обобщены пока еще относительно немногочисленные экспериментальные данные, доказывающие
значимость функциональных взаимодействий BAF и LEMD-белков для формирования гамет, начиная с
выделения клеток зародышевой линии и заканчивая превращением гаплоидных сперматид в морфологи-
чески зрелые сперматозоиды.

Ключевые слова: ядерная архитектура, ядерная оболочка, гаметогенез, мейоз, клетки зародышевой линии,
BAF, LEMD-белки, VRK1
DOI: 10.31857/S0041377123050036, EDN: PISDQF

Формирование половых клеток является одним
из наиболее сложных процессов клеточной диффе-
ренцировки, который начинается еще на ранних
этапах эмбриогенеза, когда происходит выделение
клеток зародышевого пути (или первичных половых
клеток) и их миграция в формирующиеся гонады.
Здесь после ряда митотических делений клеток, на-
зываемых гониями (спермато- и оогониями), и по-
следующего мейоза, который претерпевают сперма-
то- и ооциты, образуются высокоспециализирован-
ные гаплоидные половые клетки (гаметы). При
оплодотворении в результате слияния мужской и
женской гаметы образуется тотипотентная зигота,

дающая начало всем клеткам многоклеточного орга-
низма. Очевидно, что формирование зрелых (функци-
онально компетентных) мужских и женских половых
клеток требует сложного и динамичного контроля –
как процессов дифференциальной экспрессии генов,
так и поэтапного преобразования хромосомного аппа-
рата развивающихся гамет. Одним из важнейших ком-
понентов этой многоаспектной регуляторной системы
является ламина (nuclear lamina) – подстилающая
внутреннюю мембрану ядерной оболочки структурная
сеть промежуточных филаментов.

По современным представлениям, ламина не
просто служит структурно-механическим “карка-
сом”, определяющим физические (упруго-механи-
ческие) свойства ядра, но является связующим звеном
между хроматином и цитоплазмой, будучи вовлечен-
ной напрямую в процессы структурно-функциональ-
ной реорганизации хроматина и регуляции экспрессии
генов (Wong et al., 2022). В частности, ламина обеспе-
чивает связывание хроматина с периферией ядра, кон-
троль репарации ДНК и трансмембранную передачу
сигналов. Ведущую роль в функционировании ядер-
ной ламины играют белки, содержащие специфиче-
ский LEM-домен (LAP2–emerin–MAN1 domain,
LEMD), и их функциональные взаимодействия с
белком BAF, известным также как BANF1 (Barrier-

Принятые сокращения: а. о. – аминокислотный остаток; Ankle –
белок, содержащий анкириновый повтор (Ank) и LEM-домен
(Ankyrin repeat and LEM domain-containing protein); BAF
(BANF) – Barrier-to-Autointegration [Nuclear] Factor; CENP –
центромерный белок (centromere protein); LAP – белок, ассо-
циированный с ламиной (lamina-associated protein); LEM –
LAP2–emerin–MAN1; LEMD – LAP2–emerin–MAN1-домен;
MAN – белок внутренней ядерной мембраны (inner nuclear
membrane protein); MSC – C-концевая последовательность
MAN1/Src1p/C-terminal motif; NHK – киназа гистонов нукле-
осом, (nucleosome histone kinase); Ob-B – обтусилактон B (бу-
танолид растительного происхождения); PP – фосфатаза бел-
ков (protein phosphatase); VRK – серинтреониновая протеин-
киназа (Vaccinia-related kinase).

УДК 576.31
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to-Autointegration Nuclear Factor) (Brachner, Foisner,
2011; Barton et al., 2015).

BAF традиционно рассматривают как важное
(можно сказать центральное) звено, интегрирующее
хроматин, ламину и белки внутренней ядерной мем-
браны в единую функциональную систему, а его вза-
имодействия с LEMD-белками и хроматином имеют
решающее значение для регуляции динамического
состояния ядерных структур в физиологических
условиях, прежде всего во время митоза, а также в
патологических процессах (Burla et al., 2020). Иными
словами, именно BAF в контексте трехмерной ядер-
ной архитектуры опосредует функциональные кор-
реляции между специфической структурой хромати-
на и уровнем экспрессии тех или иных генов, объ-
единяя ДНК (хроматин) и экстрахромосомные
элементы ядра, включая ядерную оболочку, в еди-
ную структурно-функциональную систему (Segura-
Totten, Wilson, 2004).

Поскольку BAF участвует в поддержании струк-
туры хроматина и стабильности генома, его можно
рассматривать как один из жизненно важных ядер-
ных компонентов (Jamin, Wiebe, 2015). Критическое
влияние на процессы конденсации (деконденсации)
хросомом оказывают взаимодействия BAF с хрома-
тином с одной стороны и с LEMD-белками с другой,
при этом высокие концентрации BAF приводят к ги-
перкомпактизации хроматина (Segura-Totten et al.,
2002). В неделящихся клетках взаимодействия меж-
ду LEMD-белками и BAF лежат в основе прикрепле-
ния хромосом к элементам ядерной оболочки (Ja-
min, Wiebe, 2015; Barrales et al., 2016). В делящихся
клетках благодаря этим взаимодействиям осуществ-
ляется контроль сборки и локализации веретена деле-
ния, а также формирование ядерной оболочки de novo
и восстановление целостности ядра в конце митоза
(Furukawa et al., 2003; Qi et al., 2015; Samwer et al., 2017).

Практически с самого начала своего изучения
BAF привлекал внимание исследователей в связи с
патогенезом некоторых видов прогерий (см., напри-
мер, обзор: Marcelot et al., 2021b). В частности, ре-
цессивная миссенс-мутация в гене BANF1, кодирую-
щем BAF, приводит к развитию одного из вариантов
прогерии – синдрома Нестора−Гильермо (NGPS)
(Cabanillas et al., 2011; Puente et al., 2011; Paquet et al.,
2014). Как и в случае других прогерий, для NGPS ха-
рактерны такие фенотипические последствия, как
деформация ядер и абнормальная локализация ряда
ядерных белков (Cabanillas et al., 2011; Paquet et al.,
2014). В последнее время показана связь BAF с раз-
витием некоторых видов рака, например, трижды
негативного рака молочной железы (Zhang, 2020),
рака желудка (Li et al., 2018), гепатоцеллюлярной
карциномы (Shen et al., 2018) и другими злокаче-
ственными новообразованиями (Li et al., 2017).

Поскольку дисфункции BAF имеют прямое отно-
шение к развитию злокачественных опухолей, зна-
чительное внимание сегодня уделяют поиску его

возможных лигандов, которые можно было бы ис-
пользовать как таргетные терапевтические агенты.
Так, из древесины бобового растения цезальпинии
(Caesalpinia sappan) было выделено связывающееся с
BAF тетрациклическое фенольное соединение, на-
званное бразилином (Correia Soeiro et al., 2022). Другим
соединением с противоопухолевой активностью явля-
ется обтусилактон B (Ob-B), специфический ингиби-
тор эволюционно консервативной нуклеосомной се-
рин-треониновой протеинкиназы (VRK1), ключе-
вой мишенью которой служит BAF. Кроме того,
идентифицировано еще несколько природных со-
единений с BAF-связывающей способностью, по-
тенциально превосходящей таковую Ob-B, напри-
мер, махубанолид, котомолид B, эпилиценолид D2 и
некоторые другие растительные препараты с проти-
воопухолевой активностью (Bailly, Vergoten, 2021).

Гораздо меньше внимания уделяется роли взаи-
модействий BAF с его функциональными партнера-
ми, в частности с LEMD-белками, при формирова-
нии мужских и женских половых клеток в процессе
мейоза. Однако, как известно, в ходе мейотических
делений ядерная оболочка и связанная с ней ламина
задействованы в уникальных процессах, поддержи-
ваемых с помощью особых молекулярных механиз-
мов, обеспечивающих правильную сегрегацию (раз-
деление) хромосом и формирование функциональ-
ных гамет (Zetka et al., 2020).

В связи с этим целью настоящего обзора является
обобщение данных о значимости функциональных
взаимодействий BAF и LEMD-белков для формиро-
вания гамет. Особый интерес в данном аспекте пред-
ставляет процесс образования женских половых
клеток, где вне зависимости от специфики мейоза
(Богданов, Гришаева, 2020) и типа оогенеза (Дондуа,
2018) начало роста ооцита сопровождается отделе-
нием хромосом от ядерной оболочки. Такое состоя-
ние принципиально отличает структуру ядра ооцита
(зародышевого пузырька) от ядра соматических кле-
ток, в отношении которых динамика взаимодей-
ствий хромосом и ядерной оболочки, а также белко-
вые ансамбли, обеспечивающие эти динамические
преобразования в митотическом цикле, детально
охарактеризованы на молекулярном уровне.

БЕЛОК BAF 
(BARRIER-TO-AUTOINTEGRATION FACTOR)

BAF – один из наиболее консервативных ДНК-
связывающих белков, в изобилии представленный в
ядре. Он описан в клетках многоклеточных живот-
ных, начиная от нематоды, плодовой мушки и за-
канчивая человеком, но отсутствует в клетках дрож-
жей и растений (Cohen et al., 2001). Это небольшой
по размеру белок (примерно 10 кДа), который в
клетках человека и большинства других исследован-
ных видов (например, нематоды Caenorhabditis ele-
gans, рыбки-зебры Danio rerio и мыши) состоит из
89 аминокислотных остатков (а. о.), а у Drosophila и
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Xenopus имеет дополнительные остатки серина (S2),
то есть состоит из 90 а. о. (Segurra-Totten, Wilson,
2004). Аминокислотная последовательность BAF на
60% идентична у таких “далеких” организмов, как
нематода и человек (Cai et al., 1998), и на 69% у чело-
века и дрозофилы (Segurra-Totten, Wilson, 2004). В
клетке молекулы BAF обычно образуют димеры
(Zheng et al., 2000).

Недавнее исследование (Marcelot et al., 2022), вы-
полненное с помощью техники ядерно-магнитного
резонанса, показало, что в растворах N-концевая
область молекулы BAF способна изгибаться и эта
способность зависит от ионной силы и рН, снижаясь
в результате фосфорилирования S4, а также (в боль-
шей степени) от фосфорилирования по остаткам S4 и
T3. Важным фактором снижения гибкости молекулы
BAF является наличие двух отрицательных зарядов
остатков фосфорной кислоты. Депротонирование H7
также снижает гибкость BAF в его N-концевой обла-
сти. Таким образом, конформация внутренне неупо-
рядоченной N-концевой области BAF является тон-
ко регулируемой, что, вероятно, обеспечивает по-
тенциальную широту межбелковых взаимодействий
BAF и, как следствие, разнообразные функции.

Несмотря на то что BAF первоначально был опи-
сан как цитоплазматический белок (Lee, Craigie,
1998), он имеет преимущественно ядерную локали-
зацию и выполняет ядерные функции, прежде всего
как хроматинсвязывающий белок. От уровня BAF
напрямую зависит состояние хроматина. В интер-
фазных клетках дрозофилы, несущих мутантный ген
baf, появляются анормальные глыбки гетерохрома-
тина, многие из которых ассоциированы с ядерной
оболочкой; при этом полная утрата BAF летальна
для эмбриона (Furukawa et al., 2003). Снижение
уровня BAF у C. elegans также приводит к изменению
структуры ядра, аномалиям митотического деления
(аберрантной сегрегации хромосом во время анафа-
зы) и гибели ранних эмбрионов (Liu et al., 2000).

Ядерные функции BAF, влияющие на состояние
хроматина, определяются способностью BAF неспе-
цифически связываться с двухцепочечной ДНК, од-
нако он не связывает одноцепочечную ДНК или
РНК (Zheng et al., 2000). При этом каждый из диме-
ров BAF имеет два сайта, определяющих его связы-
вание с ДНК за счет взаимодействий с фосфатным
остовом на поверхности малой бороздки ее молеку-
лы (Bradley et al., 2005). У человека идентифицирова-
но несколько модификаций BAF, которые не влия-
ют на вторичную структуру самого BAF, но отдель-
ные варианты а. о. на N- и С-концах оказывают
прямое влияние на аффинность связывания BAF с
ДНК, не нарушая, однако, ни локализации BAF, ни
структуры ядра в целом (Rose et al., 2021). Связыва-
ясь как с ДНК, так и с белками ядерной оболочки,
например, ламином A и LEMD-белками, за счет че-
го, собственно, обеспечивается связь ядерной лами-
ны с хроматином (Barton et al., 2015), BAF оказывает

существенное влияние на динамику хромосом (Vi-
vante et al., 2019). В упрощенном виде сложные меж-
молекулярные взаимодействия с участием BAF
представлены на рис. 1.

В соматических клетках дрозофилы небольшая
фракция BAF ассоциирована с центромерами. Ока-
залось, что центромерный BAF необходим для пра-
вильной сборки центромер, а также сегрегации хро-
мосом в митозе (Torras-Llort et al., 2020). Авторы ци-
тируемой работы установили, что фосфатаза PP4,
которую рекрутирует к центромерам белок CENP-C,
во время митоза предотвращает фосфорилирование
центромерного BAF и его высвобождение из цен-
тромерного хроматина. При этом нарушение цен-
тромерной локализации BAF препятствует инакти-
вации в митозе фосфатазы PP2A, нарушая нормаль-
ное широкомасштабное фосфорилирование BAF,
что, в свою очередь, ведет к устойчивой ассоциации
BAF с хроматином, задержке наступления анафазы
и дефектам формирования ядерной оболочки. Полу-
ченные результаты показывают, что центромерный
BAF совместно с PP4 и CENP-C формирует особую,
опосредованную центромерами, функциональную
систему, которая контролирует сегрегацию митоти-
ческих хромосом и правильное прохождение мито-
тических делений. Имеет ли место подобный меха-
низм в мейозе, остается неизвестным.

Функции BAF и динамика ядерных структур напря-
мую зависят от статуса его фосфорилирования. В сома-
тических клетках нематоды C. elegans (Gorjánácz et al.,
2007) и млекопитающих (Molitor, Traktman, 2014)
фосфорилирование BAF протеинкиназой VRK1 за-
пускает отсоединение BAF от хроматина и LEMD-
белков. Если BAF не фосфорилирован (в случае, на-
пример, деплеции VRK1 или экспрессии нефосфо-
рилируемой формы BAF), нарушается разборка ядра
в митозе. Одним из ключевых ферментов, осуществ-
ляющих дефосфорилирование BAF в позднем митозе,
является серинтреониновая фосфатаза PP2A, связыва-
нию которой с BAF способствует белок LEM4 (Asencio
et al., 2012). Другой фосфатазой, дефосфорилирующей
BAF, служит PP4 (Zhuang et al., 2014).

Как показано в одной из недавних работ (Marce-
lot et al., 2021a), VRK1 последовательно фосфорили-
рует BAF по а. о. S4 и T3. Авторы обнаружили, что
кристаллическая структура BAF очень похожа до и
после фосфорилирования. Однако гибкость N-кон-
цевой спирали α1 и петли α1–α2 в молекуле BAF,
как уже отмечалось, сильно снижается в молекуле
BAF, фосфорилированной сразу по двум а. о. (ди-
фосфорилированой), из-за взаимодействий между
фосфорилированными остатками и положительно
заряженной C-концевой спиралью α6. Эти области
участвуют в связывании BAF и с ДНК, и с ламином
A/C. Установлено, что фосфорилирование BAF вы-
зывает 5000-кратную (!) потерю его сродства к двух-
цепочечной ДНК, однако не нарушает связывания с
иммуноглобулиновым (Ig-fold) доменом ламина
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А/С, а также с нуклеоплазматическим фрагментом мо-
лекулы эмерина (Marcelot et al., 2021а) – одного из
ключевых мембраноассоциированных LEMD-белков.

БЕЛКИ, СОДЕРЖАЩИЕ LEM-ДОМЕН 
(LEM-D PROTEINS)

Среди уникального набора интегральных белков
ядерной оболочки особое место занимает быстро
растущее семейство неродственных белков, называ-
емых LEM-белками, которые объединяет присут-
ствие в их молекулах характерного LEM-домена
(Wagner, Krohne, 2007). Аббревиатуру LEM образуют
первые буквы в названиях главных белков семейства –
ламин-aссоциированного пептида 2 (LAP2), эмери-
на (emerin) и белка внутренней мембраны MAN1.
LEM-домен (LEMD) состоит примерно из 40 а. о.,
имеет глобулярную структуру и образован двумя па-
раллельными α-спиралями, соединенными петлей.
По завершении митоза различные компоненты яд-
ра, “демонтированные” в процессе деления, быстро
и эффективно взаимодействуют с дочерними хромо-
сомами и восстанавливают структуру ядра в ранней
фазе G1 (Foisner, 2003). Структурная роль LEMD-бел-

ков обеспечивает не только правильную сборку функ-
ционального постмитотического ядра в целом, но и
необходима для приобретения ДНК компетентности к
репликации (Gant et al., 1999; Martins et al., 2003).

В зависимости от локализации в мембране и не-
которым другим особенностям LEMD-белки услов-
но подразделяют на 3 группы (табл. 1). Подробно не
останавливаясь на молекулярных характеристиках
LEMD-белков и разнообразных их функциях (Bar-
ton et al., 2015), отметим, что некоторые LEMD-бел-
ки группы I не являются мембранными, хотя многие
имеют одиночный C-концевой трансмембранный
домен. Кроме N-концевого LEM-домена, характер-
ного для всех LEMD-белков, молекулы LEMD-бел-
ков первой группы характеризуются наличием круп-
ного нуклеоплазматического участка молекул. Наи-
более известными белками этой группы являются
LAP2 и эмерин. LEMD-белки группы II, представи-
телем которой являются MAN1 и LEMD2, отлича-
ются присутствием двух трансмембранных доменов
и С-концевого спирального (winged helix) домена
MSC (MAN1/Src1p/C-terminal motif), который спо-
собен напрямую связываться с ДНК (Caputo et al.,
2006). К третьей группе LEMD-белков относятся

Рис. 1. Упрощенная схема, демонстрирующая взаимоотношения между BAF, LEMD-белками, ламиной (ламинами) и хрома-
тином. Показаны три класса LEMD-белков, их LEM- и другие характерные домены; черные стрелки – межбелковые взаимо-
действия, красные стрелки – взаимодействия белков с хроматином (показаны не все взаимодействия, чтобы не усложнять
рисунок); Lam A/C и Lam B – нуклеоплазматические ламины.

Цитоплазма

LEMD-белки группы I LEMD-белки группы II LEMD-белки группы III

LAP2�

LAP2�

Emerin LEMD1 LEMD2MAN1 Ankle2 (LEM4)

Ankle1 (LEM3)

Я
де

рн
ая

 о
бо

лч
ка

Ламина

Ядро

LEM-подобный
домен

LEMD

Lam A/C

MSC
ANK

BAF (димер)

BAF (димер)

ДНК/Хроматин

ДНК/Хроматин

Lam B



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 5  2023

ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ BAF И LEM-БЕЛКОВ В ПРОЦЕССАХ 411

белки LEM3 (Ankle-1) и LEM4 (Ankle-2), молекулы
которых, кроме LEM-домена, содержат множе-
ственные анкириновые (ANK) повторы. По сравне-
нию с остальными LEMD-белками, белки группы
III имеют ряд необычных особенностей. Например,
Ankle-1, который не имеет трансмембранного доме-
на, представляет собой челночный белок, курсирую-
щий между ядром и цитоплазмой (Brachner et al.,
2012), а Ankle-2, который обладает трансмембран-
ным доменом, в клетках человека локализуется в
мембранах эндоплазматического ретикулума, а в со-
ставе ядерной мембраны – в клетках нематоды
C. elegans (Asencio et al., 2012).

Состав этих трех групп LEMD-белков несколько
различается у разных многоклеточных животных –
нематоды, плодовой мушки и млекопитающих. На-
пример, у дрозофилы описано четыре белка, содер-
жащих LEM-домен (Barton et al., 2015; Duan et al.,
2020a), из них три связаны с ядерной ламиной (Wag-
ner et al., 2006). Это два ортолога эмерина: эмерин 1
и эмерин 2 (известные у дрозофилы как отефин и
Bocksbeutel соответственно) и dMAN1 (Wagner, Kro-
hne, 2007). У C. elegans описаны три консервативных
LEMD-белка: Ce-эмерин и CeMAN1, имеющие
трансмембранные домены, а также LEM-3 (ортолог
Ankle-1), у которого трансмембранный домен отсут-
ствует (Lee et al., 2000).

Благодаря дополнительному LEM-подобному
(LEM-like) домену, некоторые LEMD-белки могут
напрямую взаимодействовать с хроматином, к чему
не способен канонический LEM-домен, обеспечи-
вающий связь LEMD-белков с хроматином посред-
ством BAF (рис. 1). N-концевой LEM-подобный до-
мен имеет, например, трансмембранный белок
LAP2β (Cai et al., 2001). Все исследованные LEMD-
белки млекопитающих (LAP2α, LAP2β, эмерин и
MAN1), кроме того, имеют отдельный домен, кото-
рый обеспечивает прямое связывание с ламинами A-
или B-типа (Mattout-Drubezki, Gruenbaum, 2003).
При этом главной особенностью всех белков семей-
ства является способность их LEM-домена связы-
вать белок BAF, что в свою очередь обеспечивает
опосредованную связь LEMD-белков с хроматином.

Кстати, BAF человека первоначально был иден-
тифицирован именно как “партнер” LAP2β – транс-
мембранной изоформы LAP2 (Furukawa, 1999), а
позднее – и других LEMD-белков, например, эме-
рина (Holaska et al., 2003), необходимого для пра-
вильного формирования веретена деления и сегрега-
ции хромосом в митозе (Duan et al., 2021). При этом
BAF имеет множество других “партнеров” по взаи-
модействию, не содержащих LEM-домена, напри-
мер, некоторые транскрипционные факторы (Wang
et al., 2002). И наоборот, LEMD-белки могут выпол-
нять тканеспецифические функции, которые не за-
висят от связывания BAF (Huber et al., 2009). Однако
ключевую роль для успешного осуществления ядер-
ных функций играет способность разных LEMD-

белков формировать единый молекулярный ком-
плекс с BAF и ламином A (рис. 2), в котором димеры
BAF одновременно связываются как с LEM-доме-
ном различных белков, так и с Ig-подобным доме-
ном (Ig-fold) ламинов A-типа (Samson et al., 2018).

Общепризнано, что взаимодействие LEMD-бел-
ков и BAF играет критическую роль в сборке ядер-
ной оболочки после завершения митоза. Так, на
клетках HeLa было показано, что дефицит эмерина
вызывает аномальную агрегацию ламина А на пери-
ферии ядра в телофазе, нарушение сборки ядерной
мембраны и накопление BAF в центральной части
телофазных ядер (Snyers et al., 2022).

Локализация LEMD-белка эмерина в формирую-
щейся ядерной мембране по завершении митоза
также напрямую зависит от его способности к взаи-
модействию с BAF (Haraguchi et al., 2001), а диссоци-
ация комплекса эмерин–BAF регулируется фосфо-
рилированием эмерина по S175, как было показано
на бесклеточной системе – экстракте яиц Xenopus
(Hirano et al., 2005).

LEMD-белок LAP2 обычно представлен несколь-
кими изоформами, которые образуются в результате
альтернативного сплайсинга (Wagner, Krohne, 2007).
В клетках млекопитающих существует 6 изоформ
LAP2 – α, β, γ, δ, ε и ζ; у других животных их меньше,
например, 3 у Xenopus (Dechat et al., 2000). В мужских
половых клетках млекопитающих наиболее широко
распространены α-, β- и γ-изоформы LAP2. Их ло-
кализация различна: LAP2β и LAP2γ входят в состав
внутренней ядерной мембраны, тогда как LAP2α ло-
кализуется в нуклеоплазме, где взаимодействует с

Рис. 2. Схема, иллюстрирующая молекулярный ком-
плекс, образованный димерами BAF, LEMD-белками и
ламинами A. Обратите внимание на взаимодействие BAF
с Ig-fold-доменом ламина A.
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Таблица 1. Репрезентативные представители LEMD-белков

Примечание. (а) – У млекопитающих существует 6 изоформ LAP2; мы приводим здесь только две репрезентативные – LAP2α (нук-
леоплазматическую) и LAP2β (трансмембранную). Обозначения доменов белков: ANK – анкириновый домен (анкирины обеспечи-
вают связь между интегральными белками мембраны с актин-спектриновым цитоскелетом); GIY–YIG – эндонуклеазный домен;
LEM-like – LEM-подобный домен; MSC – MAN1-Src1-p-C-концевой домен; TM – трансмембранный домен; UHM – U2AF-гомологич-
ный мотив (U2AF –вспомогательный для U2 snРНК фактор сплайсинга, U2 associated/auxiliary factor). Другие обозначения: CP – цито-
плазма; ER – эндоплазматический ретикулум; INM – внутренняя ядерная мембрана; NP – нуклеоплазма; NP–Lam B – нуклеоплаз-
матические ламины группы B. Полужирным шрифтом выделен LEM-домен (LEMD), присутствующий в молекулах LEMD-белков
всех трех групп.

Гр
уп

па Название Альтернативное 
название

Главные 
домены

Локали-
зация

Ключевые 
партнеры 

по взаимо-
действию

Ключевой процесс 
(функция)

Источник 
литературы

I LAP2а LAP2α LEM-like 
LEMD

NP BAF 
ламин A

Восстановление ядерной 
оболочки после деления; 
регуляция репликации и 
транскрипции, стабилиза-
ция структуры хроматина и 
связывание мембран с хро-
мосомами

Dechat et al., 2000

LAP2β TM 
LEM-like 
LEMD

INM BAF
хроматин

Эмерин TM LEMD INM BAF Передача сигнала; поддер-
жание структурной целост-
ности ядра; 
позиционирование цен-
тромер и формирование 
веретена деления в митозе

Berk et al., 2013

У
 D

ro
so

ph
ila

: отефин/
эмерин 1

Дифференцировка поло-
вых клеток

Barton et al., 2013

Bocksbeutel
[α, β]/эмерин 2

Поддержание структурной 
целостности ядра

Wagner et al., 2004;
Barton et al., 2014

LEMD1 CT50 LEMP-1 TM LEMD INM Не охарак-
теризованы

Неизвестна; характеризу-
ется оверэкспрессией в 
клетках различных опухо-
лей, что усиливает их про-
лиферацию посредством 
сигнальных путей p53, 
mTORC1 и PI3K/AKT

Yuki et al., 2004; 
Cao et al., 2022; 
Li et al., 2022

II MAN1 LEMD3
SANE (у Xenopus)

2 × TM
LEMD
MSC
UHM

INM BAF Передача сигнала, регуля-
ция транскрипции

Paulin-Levasseur
et al., 1996; 
Lin et al., 2000

LEMD2 NET25 2 × TM
LEMD
MSC

INM BAF
хроматин

Передача сигнала Brachner et al., 
2005

III Ankle-1 LEM3 ANK
LEMD
GIY–YIG

СP и NP Хроматин Ответ на повреждения 
ДНК

Brachner et al., 
2012

Ankle-2 LEM4 TM
ANK
LEMD

ER и INM Не охарак-
теризованы

Сборка ядерной оболочки 
после деления; необходим 
для дефосфорилирования 
BAF, подавляя активность 
киназы VRK1

Asencio et al., 2012
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нуклеоплазматическими ламинами класса A, явля-
ясь их специфическим партнером по связыванию
(Naetar et al., 2017), а также с BAF и хроматином
(Brachner, Foisner, 2011). Показано, что в соматиче-
ских клетках взаимодействие LAP2 с BAF и ламина-
ми координирует постмитотическую сборку ядер-
ной оболочки (Dechat et al., 2000; Wagner, Krohne,
2007), при этом комплексы, образованные LAP2α и
ламином A, необходимы для поддержания клетками
их пролиферативного статуса (Pekovic et al., 2007).

В повторной сборке ядерной оболочки после ми-
тоза также участвует LEMD-белок LEM4/Ankle-2,
который опосредует дефосфорилирование BAF за
счет связывания с фосфатазой PP2A (Snyers et al.,
2018). В клетках с дефицитом Ankle-2, полученных,
например, с использованием CRISPR/Cas9-редак-
тирования, наблюдается нарушение постмитотиче-
ской реассоциации белков BAF, LAP2α и ламина A с
хромосомами. Эти нарушения снижают механиче-
скую стабильность ядерной оболочки, а также ста-
бильность хромосом в телофазных клетках, что при-
водит к увеличению числа гиперплоидных клеток.
Ассоциация BAF и LAP2α с хромосомами может
быть восстановлена с помощью повышения уровня
LEM4/ANKLE-2 в клетках путем трансфекции. Од-
нако такого восстановления не происходит при вве-
дении в клетки мутантных генов LEM4/ANKLE-2,
кодирующих белки с укороченными N- или C-кон-
цами, которые не способны связывать PP2A (Snyers
et al., 2018).

BAF И LEMD-БЕЛКИ В ФОРМИРОВАНИИ 
ПОЛОВЫХ КЛЕТОК

Как и в соматических клетках, функциональная
активность BAF в развивающихся половых клетках в
первую очередь определяется его фосфорилирова-
нием с помощью эволюционно консервативной се-
ринтреониновой протеинкиназы VRK1. Так, в ооци-
тах дрозофилы фосфорилирование BAF с помощью
NHK-1 (nucleosome histone kinase 1), являющейся
ортологом VRK1 в клетках Drosophila, играет крити-
ческую роль в формировании кариосомы – ком-
пактного “клубка” конденсированных хромосом
ооцита на стадии диплотены мейоза (подробнее о
кариосоме см. обзор: Bogolyubov, 2018). При этом ре-
шающее значение для фосфорилирования BAF име-
ет некаталитический домен NHK-1/VRK1. Предпо-
лагается, что фосфорилирование BAF нарушает
прикрепление хромосом к ядерной оболочке, делая
возможным правильное формирование кариосомы
(рис. 3). Снижение уровня NHK-1 в ооцитах или
экспрессия нефосфорилируемого BAF, наоборот,
приводит к сохранению ассоциации хромосом с
ядерной оболочкой, что выражается в формирова-
нии дефектной кариосомы (Lancaster et al., 2007).

В контексте проблемы развития половых клеток
среди LEMD-белков дрозофилы лучше всего оха-
рактеризован эмерин (отефин), мутации в гене кото-
рого приводят к женскому и мужскому бесплодию
(Jiang et al., 2008; Barton et al., 2016). Отефин и LAP2β
связываются с белком GCL (germ cell-less) (Nili et al
2001; Holaska et al., 2003) – репрессором транскрип-
ции, необходимым для формирования клеток заро-
дышевой линии (Leatherman et al., 2002). При этом в
гонадах дрозофилы отефин необходим не только для

Рис. 3. Схема, демонстрирующая роль фосфорилирования BAF киназой NHK-1/VRK1 в формировании кариосомы (гетеро-
хроматиновой структуры, необходимой для правильного протекания мейотического редукционного деления), в ядре дипло-
тенных ооцитов Drosophila melanogaster (по: Lancaster et al., 2007).
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формирования и выживания мужских и женских по-
ловых клеток, но и для поддержания их соматиче-
ских ниш (Barton et al., 2016).

По сравнению с другими LEMD-белками, для
эмерина (отефина) характерно наиболее выражен-
ное взаимодействие с BAF. С одной стороны, эме-
рин (отефин) необходим для привлечения BAF к
ядерной ламине. С другой стороны, нокдаун BAF в
клетках зародышевой линии в яичнике дрозофилы
приводит к формированию фенотипов, характерных
для мутантов по гену отефина. Нокдаун BAF вызы-
вает нарушение структуры ядерной ламины, оста-
новку дифференцировки и гибель клеток зародыше-
вой линии. При этом их фенотипы частично восста-
навливаются при инактивации киназ ATR и Chk2
(Duan et al., 2020b).

На клетках зародышевой линии самок дрозофи-
лы было показано, что отефин вовлечен в регуляцию
структуры центросом. В мутантных по отефину
клетках женской зародышевой линии центросомы
остаются встроенными в интерфазную ядерную ла-
мину и сохраняют большое количество перицентри-
олярного материала, который дает начало микротру-
бочкам веретена (Duan et al., 2021).

На примере млекопитающих показано, что
LEMD-белки участвуют в процессах формирования
не только женских, но и мужских половых клеток, в
особенности в спермиогенезе – процессе преобра-
зования сперматид в зрелые спермии. Как известно,
во время этого процесса ядро сперматиды удлиняется
и резко уменьшается в размерах, а в составе хроматина
протамины заменяют гистоны, существенно повышая
степень его конденсации (Pereira et al., 2019).

С помощью ПЦР в реальном времени, иммуно-
флуоресцентной микроскопии и Вестерн-блотинга
было показано, что сперматиды человека характеризу-
ются особым набором LEMD-белков (Elkhatib et al.,
2017). В них присутствуют: короткая изоформа LAP2
(белок группы I), LEMD2 (белок группы II), Ankle-2
(белок группы III), а также их функциональные
партнеры – BAF и BAF-подобный белок BAF-L, ха-
рактерный для клеток семенников. Кроме того,
сперматиды человека содержат трансмембранный
белок LEMD1, не относящийся к семейству LEMD-
белков. Однако такие характерные LEMD-белки,
как эмерин и MAN1 (LEMD3), в них отсутствуют.
По сравнению со сперматидами, в эякулированных
сперматозоидах удалось обнаружить только BAF и
BAF-L, которые могут способствовать формирова-
нию ядра сперматозоида и его последующему преоб-
разованию в мужской пронуклеус. В ядерной обо-
лочке зрелых сперматозоидов не выявляется
LEMD1, а LAP2β перестает выявляться уже в спер-
матидах, после того как они начали удлиняться
(Elkhatib et al., 2017). Таким образом, спектр белков,
осуществляющих взаимодействие между ядерной
ламиной и хроматином, в сперматидах и спермиях

человека отличается от характерного для соматиче-
ских клеток набора белков.

В процессы формирования мужских половых
клеток и координацию процессов перераспределения
хроматина во время спермиогенеза млекопитающих,
по данным Серрано с соавторами (Serrano et al., 2017),
вовлечены не только вышеперечисленные LEMD-
белки, например LAP2, но и не относящиеся к ним
белки LAP1 и LBR (рецептор ламина B). У мыши и
человека на постмейотических стадиях сперматоге-
неза процессы уплотнения и изменения формы ядер
сперматид сопровождаются перераспределением
LAP1 к заднему полюсу ядерной оболочки удлиняю-
щихся сперматид. К моменту достижения ими пол-
ного созревания и превращения в морфологически
сформированные сперматозоиды LAP1 постепенно
перестает выявляться в ядрах (Serrano et al., 2017).
Аналогичная поляризация распределения описана
для LEMD-белка LAP2 в ядерной оболочке сперма-
тид крыс (Alsheimer et al., 1998) и мышей (Göb et al.,
2010). Показано, что по мере завершения спермиоге-
неза в поздних сперматидах крыс происходит посте-
пенная потеря LAP2β и LAP2γ, тогда как не ассоци-
ированный с мембраной LAP2α продолжает выяв-
ляться даже в зрелых сперматозоидах (Alsheimer et
al., 1998). Предполагают, что подобное вытеснение
LEMD-белков из внутренней ядерной мембраны в
процессе спермиогенеза может быть связано с экс-
прессией BAF и его паралога BAF-L. Считают так-
же, что LAP2β (а также LEMD1) может связываться
с гетеродимерами BAF–BAF-L, образование кото-
рых способно предотвращать взаимодействие гомо-
димеров BAF с хроматином, способствуя тем самым
формированию более открытой конфигурации хро-
матина, что в частности может облегчать процесс за-
мены гистонов на протамины (Elkhatib et al., 2017).
Другое объяснение основывается на экспрессии в
семенниках альтернативных изоформ LEMD-белков,
не имеющих трансмембранного домена, что показано,
например, в отношении LEMD1 (Pereira et al., 2019).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Даже относительно немногочисленные экспери-
ментальные данные убедительно доказывают значи-
мость белка BAF и его основных функциональных
партнеров, в первую очередь LEMD-белков, для
процессов формирования половых клеток, начиная
с выделения клеток зародышевой линии и заканчи-
вая превращением гаплоидных сперматид в морфоло-
гически зрелые сперматозоиды (рис. 4). Очевидно, что
дальнейшие исследования в этом направлении могут
способствовать расшифровке молекулярных механиз-
мов снижения как мужской, так и женской фертильно-
сти и, возможно, объяснить, по крайней мере, некото-
рые случаи идиопатического бесплодия.
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Functional Interactions of BAF and LEM Proteins in the Formation of Germ Cells
I. O. Bogolyubovaa and D. S. Bogolyubova, *
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Recovery of the nuclear structure after cell division requires special interactions between the integral proteins of the
inner nuclear membrane having a special LEM domain (LEMD), nuclear lamina proteins (lamins) and the con-
served BAF protein that serves as a central link in these interactions, providing topological relationships between
chromatin and nuclear envelope. The dynamic transformations of these protein ensembles in the mitotic cycle are
characterized in detail at the molecular level, however, less attention is paid to the developing germ cells undergoing
meiotic divisions, despite of their nuclei, especially in diplotene oocytes, differ significantly in structure from the so-
matic nucleus. This review summarizes the still relatively scarce experimental data proving the significance of func-
tional interactions between BAF and LEMD proteins for gamete formation, from the selection of germline cells to
the transformation of haploid spermatids into morphologically mature spermatozoa.

Keywords: nuclear architecture, nuclear envelope, gametogenesis, meiosis, germ cells, BAF, LEM-D proteins,
VRK1
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Получены и охарактеризованы 2 новые неиммортализованные фибробластоподобные клеточные линии
(MSC-DP-1 и MSC-DP-2), выделенные из пульпы молочных зубов двух разнополых 6-летних детей. С це-
лью подтверждения статуса мезенхимных стволовых клеток был проведен сравнительный анализ ряда ха-
рактеристик этих линий на ранних и поздних пассажах. В процессе длительного культивирования выяв-
лены существенные межлинейные различия по характеру репликативного старения (РС) и по ростовым
характеристикам. Линия MSC-DP-1 характеризовалась более поздним вхождением в активную стадию РС
и более активной пролиферацией по сравнению с линией MSC-DP-2. Кариотипический анализ показал,
что обе линии на ранних пассажах имеют нормальный диплоидный кариотип человека. На позднем (18-м
пассаже) в стадии активного РС линия MSC-DP-2 сохраняет нормальный кариотип. А линия MSC-DP-1,
которая вступает в активную стадию РС гораздо позже (на 42-м пассаже), имеет аномальный кариотип с
большим количеством клональных и неклональных хромосомных перестроек. Показана в обеих линиях
высокая доля клеток, несущих поверхностные антигены, характерные для МСК человека: CD44, CD73,
CD90, CD105, HLA-ABC, и низкая частота клеток с антигенами CD34, CD45 и HLA-DR. Клетки получен-
ных линий на раннем пассаже обладают способностью дифференцироваться в адипогенном, остеогенном
и хондрогенном направлениях. Но линия MSC-DP-2 проявляет более слабую дифференцировку в адипо-
генном направлении, чем линия MSC-DP-1. В процессе РС в линии MSC-DP-1 имеет место значительное
ослабление адипогенной дифференцировки, а в линии MSC-DP-2 она исчезает. Активность остальных
дифференцировок не изменяется в процессе РС. В целом, полученные результаты подтверждают статус
МСК для полученных линий и свидетельствуют о межлинейных различиях в процессе РС. Тем не менее
проведенное сравнение с ранее полученной линией – MSC-DP не свидетельствуют о гендерной природе
наблюдаемых различий между этими линиями. По-видимому, они связаны с генетическими особенностя-
ми разных доноров.

Ключевые слова: мезенхимные стволовые клетки человека, репликативное старение, пролиферативная ак-
тивность, поверхностные клеточные маркеры, кариотип, дифференцировка
DOI: 10.31857/S0041377123050061, EDN: KJQHDE

В настоящее время значительно расширяется ис-
пользование мезенхимных стволовых клеток (МСК)
человека разного происхождения как для фундамен-
тальных исследований клеточных процессов, так и
для биомедицинских исследований, связанных с
широким спектром заболеваний (Liu et al., 2020;
Кольцова и др., 2020, 2022; Hezan et al., 2022; Hoang
et al., 2022; Jayasinghe et al., 2022; Navarro et al., 2022;
Pischiutta et al., 2022; Rahmani-Moghadam et al., 2022;
Sharma et al., 2022; Tesiye et al., 2022; Yang et al., 2022;

Zhang et al., 2022; Chen et al., 2023; Hatore et al., 2023;
Mou et al., 2023; Sousa et al., 2023 Turano et al., 2023).

Согласно требованиям Международного обще-
ства клеточной терапии, статус МСК, полученных
из любых источников, определяется рядом обяза-
тельных характеристик: адгезивностью к культу-
ральному пластику; активной пролиферацией; экс-
прессией определенной панели поверхностных ан-
тигенов или маркеров (CD44, CD73, CD90, CD105 и
HLA-ABC) и отсутствием экспрессии антигенов, не-
характерных для МСК: CD34, СD45 и HLA-DR;
способностью к дифференцировке в остеогенном,
хондрогенном и адипогенном направлениях; нор-
мальным кариотипом человека, согласно установ-

Принятые сокращения: ДХ – дицентрическая хромосома; ИП –
индекс пролиферации; ИФА – иммунофлуоресцентный ана-
лиз; МСК – мезенхимные стволовые клетки; РС – реплика-
тивное старение; ЭСК – эмбриональные стволовые клетки.

УДК 57.085.23
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ленным критериям (Dominici et al., 2006; Sensebé et al.,
2010; Barkholt et al., 2013).

В настоящее время проводится широкий спектр
сравнительных исследований характеристик МСК
человека, выделенных из разных источников. Эти
источники включают, в частности, разные ткани од-
ного донора, одинаковые ткани разной локализации
одного донора, одинаковые ткани разных доноров,
различающихся возрастом, полом и другими осо-
бенностями. Такие исследования необходимы как
для углубления знаний о механизмах биологических
процессов в клетке, так и для расширения возмож-
ностей использования МСК в регенеративной меди-
цине. Важность этих исследований связана с
особенностями взаимодействия клеток с их уни-
кальным микроокружением, характерным для кон-
кретной ткани. Микроокружение постоянно нахо-
дится под влиянием генетических, эпигенетических
и внешних факторов, регулирует пролиферацию,
выживаемость, миграцию, старение, дифференци-
ровочный потенциал и другие клеточные функции.
Таким образом, источник получения МСК может
определять их функциональные характеристики.
(Poljanskaya et al., 2022).

Сравнительный анализ характеристик МСК, вы-
деленных из разных источников, свидетельствует о
количественных различиях между линиями по важ-
нейшим характеристикам (Stanko et al., 2014; Topoluk
et al., 2017; Li et al., 2018; Полянская, 2018; Jin et al., 2019;
Мусорина и др., 2019; Koльцова и др., 2020; Semeno-
va et al., 2021; Shin et al., 2021; Tai et al., 2021; Yigit-
bilek et al., 2021; Wu et al., 2022; Yi et al., 2022; Zou et al.,
2022).

Линии мезенхимных стволовых клеток, как и лю-
бые неиммортализованные клеточные линии, в про-
цессе длительного культивирования подвергаются
репликативному старению (РС), представляющему
собой сложный комплексный процесс, индуциро-
ванный генетическими и эпигенетическими нару-
шениями. Он характеризуется рядом существенных
изменений клеточных свойств. РС начинается на
ранних пассажах и постепенно усиливается в про-
цессе культивирования, вступая в активную стадию
(Poljanskaya et al., 2022). При получении новой ли-
нии МСК, представляется существенным охаракте-
ризовать эту линию не только на ранних пассажах,
но и проанализировать ее свойства в процессе РС,
включая сроки наступления его активной стадии.
Такое исследование способствует расширению фун-
даментальных знаний о клеточных процессах, а так-
же регламентирует сроки использования данной ли-
нии в биомедицинских технологиях.

В последнее время расширяется спектр МСК, вы-
деление которых не требует применения инвазив-
ных процедур, связанных, в частности, с этическими
проблемами (Bongso, Fong, 2013). К таким источни-
кам МСК, в частности, относятся постоянные ли-
нии эмбриональных стволовых клеток, внезароды-

шевые органы, десна, зубная ткань, грудное молоко
(Крылова и др., 2012; Кольцова и др., 2018, 2019, 2022;
Poljanskaya et al., 2022; Rahmani-Moghadam et al., 2022).
Следует подчеркнуть, что образование ниши стволо-
вых клеток в пульпе молочных зубов начинается до
рождения ребенка. В связи с этим пульпа молочных
зубов является источником более здоровых стволо-
вых клеток по сравнению с пульпой постоянных зу-
бов взрослого организма (Kerkis, Caplan, 2012). Учи-
тывая также важность микроокружения для функ-
циональной активности МСК, в частности разное
микроокружение у генетически разных доноров,
представляло интерес провести выделение МСК из
пульпы зуба двух шестилетних доноров разного по-
ла. В предыдущих исследованиях было показано, что
имеют место гендерные различия по дифференциро-
вочному потенциалу в остеогенном и хондрогенном
направлениях МСК, выделенных из разных источни-
ков (Aksu et al., 2008; Payne et al., 2010; Scibetta et al.,
2019). В ранее проведенной нами сравнительной ха-
рактеристике двух линий МСК, выделенных из Вар-
тонова студня пупочного канатика (MSCW-1 и
MSCW-2) у разнополых доноров, был получен ряд
различий по некоторым характеристикам (Кольцова
и др., 2017). Тем не менее утверждать, что причиной
наблюдаемых различий является именно разный пол
доноров, сложно. Надо учитывать, что микроокруже-
ние клеточного материала, связанно с широким спек-
тром генотипических, эпигенетических и внешних
условий. Поэтому первоочередной задачей работы
является получение линий, выделенных из зубной
ткани разных доноров, сравнение их между собой по
статусным характеристикам МСК, а также с ранее
полученной линией из пульпы молочного зуба.

Таким образом, в работе поставлены следующие
задачи: 1. выделение из пульпы зуба двух доноров
фибробластоподобных клеток; 2. сравнительный
анализ активности фермента SA-β-галактозидазы,
характеризующий процесс РС; 3. сравнительный
анализ характеристик, подтверждающих статус МСК
на ранних 6−7-м и более поздних пассажах – ростовые
характеристики, кариотипическая изменчивость, экс-
прессия маркеров недифференцированных эмбрио-
нальных стволовых клеток (ЭСК) и дифференциро-
вочного потенциала клеток при длительном культиви-
ровании. Все полученные характеристики в процессе
обсуждения результатов будут сравнены с ранее по-
лученной линией МСК (MSC-DP), выделенной из
пульпы зуба шестилетней девочки.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Выделение клеток. Использовали пульпы выпав-

ших естественным образом молочных зубов двух
разнополых шестилетних детей. Материал использо-
вали с разрешения родственников ребенка. Сразу по-
сле выпадения зубы помещали в пробирку с транс-
портной средой, содержащей DMEM/F12 (Биолот,
Россия) и раствор антибиотиков и антимикотика в 50-



422

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 5  2023

МУСОРИНА и др.

кратном разведении (Antibiotic Antimycotic Solution,
Sigma, Израиль). До начала работы, пробирка с ма-
териалом хранилась при 4°C не более 24 ч.

Выделение клеток из пульпы зубов проводили ме-
ханическим методом. Все содержимое пульпы вычи-
щали через корневой канал при помощи одноразовой
стерильной инъекционной иглы (23G, Apexmed,
Нидерланды). Затем канал многократно промывали
ростовой средой, содержащей DMEM/F12 (Биолот,
Россия), 10% эмбриональной бычьей сыворотки
(HyClone, США) и раствор антибиотиков и антими-
котика в 50-кратном разведении (Antibiotic Antimy-
cotic Solution, Gibco, США). Выделенные из пульпы
зубов фрагменты ткани культивировали при 37°C,
5% СО2 в течение 10–14 дней. За время культивиро-
вания адгезировавшие к поверхности культурально-
го пластика фибробластоподобные клетки образова-
ли обширные зоны роста. Для пересева клеток на
другую чашку использовали 0.25%-ный раствор
Трипсин-ЭДТА (Gibco, Великобритания).

На 2-м пассаже при отсутствии явных признаков
контаминации бактериями и грибами прекращали до-
бавление в ростовую среду раствора антибиотиков и
антимикотика. Криоконсервировали клетки на 4-м
пассаже в кондиционированной среде, содержащей
10% криопротектора диметилсульфоксида (Биолот,
Россия). Микробиологический анализ, проведен-
ный через 10 пассажей после снятия клеток с анти-
биотиков и антимикотика, подтвердил отсутствие бак-
териальной, грибковой и микоплазменной контами-
нации. Таким образом, были получены две клеточные
линии: MSC-DP-1 (от мальчика) и MSC-DP-2 (от де-
вочки). Основные характеристики получали на 6-м и
7-м пассажах; динамику их изменений отслеживали
при длительном культивировании.

Репликативное старение клеток. Оценивали ак-
тивность фермента SA-β-галактозидазы. Клетки вы-
ращивали в чашках Петри (3.5 мм: Nunc, Дания) в
течение 24–48 ч до образования cубконфлюента. За-
тем среду удаляли и окрашивали клетки с помощью
набора реактивов (Senescence Cells Histochemikal
Staining Kit, SIGMA, США), согласно инструкции. У
клеток, вступающих в фазу РС, цитоплазма окраши-
вается в ярко синий цвет. Анализ проводили с помо-
щью инвертированного микроскопа Nikon TS100
(Япония) на пассажах 6, 16, 25, 32, 42 для линии
MSC-DP-1 и на пассажах 6 и 18 для линии MSC-DP-2.
Долю окрашенных клеток (в %) определяли при
подсчете не менее 1000 клеток в разных полях зрения
на одну временную точку.

Характеристика пролиферативной активности.
1) Эффективность клонирования клеточных линий
определяли в чашках Петри в условиях редкого по-
сева (4 кл./см2 – 100 клеток на 1 чашку 60 мм). Через
21 сут клетки окрашивали 1%-ным водным раство-
ром кристалл-виолета и считали колонии. Эффек-
тивность клонирования определяли в % как отноше-
ние числа выросших колоний (клонов) к числу посе-

янных клеток. Учитывали колонии, состоящие из не
менее 50 клеток. Эффективность клонирования ана-
лизировали на 6-, 16-, 24- и 39-м пассажах для линии
MSC-DP-1 и на 6-, 16- и 18-м пассажах для линии
MSC-DP-2.

2) Индекс пролиферации (ИП) – отношение числа
клеток в текущий момент к исходному числу посе-
янных клеток. Строили кривые роста клеточных по-
пуляций согласно ИП в определенный момент вре-
мени. Для измерения среднего времени удвоения
клеточной популяции каждый экспериментальный
вариант повторяли 3 раза, ежедневно считали клетки
в течение 120–192 ч. Среднее время одного удвоения
клеточной популяции (ao) определяли по формуле
(Седова, 2008): ao = t ln2/ln(Mt/M0), где Mt – число
клеток в момент времени t; M0 – начальное число
клеток; t – время логарифмической фазы роста кле-
точной культуры. Анализ проводили на пассажах 6,
24 и 32 для линии MSC-DP-1, и на пассажах 6, и 18
для линии MSC-DP-2.

Кариотипический анализ полученных клеточных
популяций. Для получения препаратов метафазных
хромосом за 2 ч до фиксации в культуру вводили кол-
цемид (Demecolcine solution 10 мкг/мл в HBSS; Sigma,
США) до конечной концентрации 0.1 мкг/мл, снима-
ли клетки с субстрата смесью трипсина и версена (1 : 3),
проводили гипотоническую обработку смесью
0.075 М раствора КСl и 1%-ного раствора цитрата на-
трия. Клетки фиксировали смесью метанола с ледяной
уксусной кислотой (3 : 1). Для количественного кари-
отипического анализа препараты метафазных хро-
мосом окрашивали водным раствором Гимза (1 : 50).
Модальное число хромосом и пределы изменчиво-
сти клеток по числу хромосом определяли при анализе
100 метафазных пластинок; долю полиплоидных кле-
ток оценивали при анализе 1000 метафазных пласти-
нок для клеточных линий MSC-DP-1 и MSC-DP-2.

Для структурного кариотипического анализа
проводили дифференциальное G-окрашивание хро-
мосом в соответствии с ранее описанной методикой
(Ozkinay, Mitelman, 1979). Анализировали 100 мета-
фаз в каждом варианте. Клетки линии MSC-DP-1
анализировали на пассажах 6, 15, 24, 33, 42; клетки ли-
нии MSC-DP-2 – на пассажах 7 и 18. Kариотипы ана-
лизировали с помощью микроскопа Axio Imager.M1
(Carl Zeiss, Германия) с системой автоматического
кариотипирования Ikaros 4 Karyotyping System
(MetaSystems, Germany) и описывали в соответствии
с Международной номенклатурой хромосом челове-
ка ISCN (McGowan-Jordan et al., 2016).

Иммунофлуоресцентный анализ. Для иммунофлу-
оресцентного анализа (ИФА) наличия поверхност-
ных маркеров, характерных для ЭСК, и маркеров
ранней дифференцировки в производные 3-х заро-
дышевых листков использовали антитела против
SSEA-4, TRA-1-60 (Chemicon, США), SOX-2 и тран-
скрипционного фактора Oct-4 (Santa Cruz, США).
Для иммунофлуоресцентного анализа присутствия
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маркеров ранней дифференцировки в производные
3-х зародышевых листков, использовали антитела
против α-актинина и гладкомышечного актина (тест
на мезодерму), α-фетопротеина (тест на энтодерму)
(Sigma, США) и нестина (тест на эктодерму) (Chemi-
con, США). Клетки выращивали на покровных стек-
лах, фиксировали 10%-ным раствором формалина
(Sigma-Aldrich, США) в течение 20 мин при комнат-
ной температуре, пермеабилизовали 0.1%-ным рас-
твором Тритона Х100 в течение 15 мин при комнат-
ной температуре, неспецифичные сайты связывания
антител блокировали 0.1%-ным раствором бычьего
сывороточного альбумина (BSA) (Sigma, США) в те-
чение 1 ч при комнатной температуре. Затем инкуби-
ровали с перечисленными выше антителами в течение
ночи при 4°C. Все антитела разводили в соотношении
1 : 50. Для выявления локализации связанных с белка-
ми антител инкубировали препараты в течение ночи
при 4°C с антителами против иммуноглобулинов
мыши (FITC; Chemicon, США), разведенных в соот-
ношении 1 : 500. Каждому этапу предшествовала
трехкратная отмывка препаратов в PBS. Для выявле-
ния ядер препараты инкубировали с красителем
Hoechst 33342 в концентрации 0.1 мкг/мл в течение
10 мин при комнатной температуре. В качестве отри-
цательного контроля использовали клетки, инкуби-
рованные только с антителами против иммуногло-
булинов мыши (FITC; Chemicon, США). Визуализа-
цию проводили с помощью микроскопа Zeiss LSM 5
Pascal (Германия). Анализировали на пассажах 6 и 39
(линия MSC-DP-1) и на пассажах 6 и 17 (линия
MSC-DP-2).

Определение статуса МСК с помощью проточной
цитофлуориметрии. Наличие поверхностных антиге-
нов анализировали с помощью проточной цитофлу-
ориметрии на цитометре Beckman Coulter (США).
Присутствие каждого маркера оценивали по резуль-
татам 3-х экспериментов для клеток, находящихся
на пассажах 6, 43 (линия MSC-DP-1) и на пассажах
6, 18 (линия MSC-DP-2). Иммунофенотипирование
полученных клеточных линий проводили с помо-
щью панели конъюгатов CD-маркерных монокло-
нальных антител с флуорохромами. В работе исполь-
зовали моноклональные антитела против CD-34,
HLA-ABC и HLA-DR (Caltac, США), CD-44, CD-73,
CD-105 (Beckman Coulter, США), СD-90 (Chemicon,
США). В качестве негативного контроля использо-
вали очищенные мышиные антитела IgG1/FITC и
IgG1/RFE (DAKO, Дания). Клетки снимали с по-
верхности чашки с помощью 0.05%-ного раствора
трипсина с версеном (Gibco, США) и отмывали от
него раствором РВS, не содержащем ионов Са2+ и
Mg2+ (Биолот, Россия). Полученную суспензию кле-
ток (1 млн/мл) в РВS делили на пробы по 30 мкл, до-
бавляли к каждой из них по 3 мкл антител и инкуби-
ровали при 4°C в течение 30 мин. Далее пробы дово-
дили до оптимального объема (0.3–0.4 мл) буфером
FACS (PBS, содержащий 1% BSA и 0.05% азида на-
трия).

Индукция остеогенной, адипогенной и хондроген-
ной дифференцировки для определения статуса МСК.
Использовали модифицированный метод (Reyes et al.,
2001). Клетки высевали на покровные стекла, поме-
щенные в культуральные чашки Петри диаметром
35 мм (50000 клеток на чашку). Через 1 сут меняли
обычную ростовую среду на среду для адипогенной и
остеогенной дифференцировок (StemPro; Gibco,
США). Хондрогенную дифференцировку проводи-
ли в культуре микромасс в хондрогенной дифферен-
цировочной среде (StemPro, Gibco, США). Индук-
цию проводили в течение трех недель, меняя среду
каждые 7 сут.

Для идентификации остеогенной дифференциров-
ки использовали выявление кальция по модифициро-
ванному методу Мак-Ги–Рассела (Луппа, 1980). Для
этого клетки однократно промывали PBS без ионов
Ca2+ и Mg2+ и фиксировали 10%-ным раствором
формалина (Sigma-Aldrich, США) в течение 20 мин.
Окрашивание (красителем Alizarin Red Solution;
Merck, Германия) в течение 30 с–5 мин (до проявле-
ния окраски) и визуализацию окрашенных в оран-
жево-красный цвет отложений кальция проводили
под контролем микроскопа (Zeiss LSM 5 Pascal, Гер-
мания). Отмытые и высушенные стекла монтирова-
ли на предметное стекла.

Для идентификации адипогенной дифференциров-
ки клетки промывали PBS без ионов Ca2+ и Mg2+, фик-
сировали в метаноле в течение 2 мин при −20°C. Затем
клетки промывали 50%-ным этанолом и окрашивали
красным масляным (Oil Red O solution; SIGMA, США)
в течение 10 мин. Далее клетки промывали 50%-ным
этанолом, затем дистиллированной водой и монти-
ровали на предметные стекла. Визуализировали
окрашенные капли жира (оранжево-красные) под
микроскопом Zeiss LSM 5 Pascal (Германия).

Для идентификации хондрогенной дифференци-
ровки из сформированных микромасс готовили маз-
ки на трех предметных стеклах, фиксировали их со-
держимое 10%-ным раствором формалина (Sigma-
Aldrich, США) в течение 20 мин. Далее каждый из
мазков окрашивали в течение 30 мин при комнатной
температуре 1%-ным раствором толуидинового си-
него в 50%-ном изопропаноле, или 0.1%-ным вод-
ным раствором сафранина, или 1%-ным раствором
альцианового синего в 3%-ной уксусной кислоте
(Sigma, США). Окрашенные мазки промывали ди-
стиллированной водой, высушивали и монтировали
под покровное стекло.

Идентификацию дифференцировок для линии
MSC-DP-1 проводили на 6-м и 40-м пассажах; для
линии MSC-DP-2 – на 6-м и 18-м пассажах.

Полученные в работе количественные результаты
обрабатывали статистически с использованием
t-критерия Стьюдента. Различия считали достовер-
ными при вероятности нулевой гипотезы р < 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Морфологический анализ. Проведено культиви-
рование выделенных из пульпы молочных зубов
двух доноров фибробластоподобных клеток в тече-
ние 6 пассажей. В результате получены 2 линии, на-
званные, согласно источнику получения, MSC-DP-1
(от мальчика) и MSC-DP-2 (от девочки). Морфоло-
гический анализ этих линий показал однородность
клеточных популяций со средними по размеру вытя-
нутыми фибробластоподобными клетками (рис. 1).

Репликативное старение клеток. Репликативное
старение клеток оценивали по активности SA-β-га-
лактозидазы в клеточных линиях MSC-DP-1 и
MSC-DP-2 (табл. 1). В клетках линии MSC-DP-1 на
пассажах 6, 16 и 25 обнаружена небольшая доля ста-
реющих клеток, что свидетельствует об отсутствии

активного РС. При продолжении культивирования
на пассаже 32 наблюдается значительное увеличение
доли стареющих клеток, достигающее максимума на
пассаже 42. В клетках линии MSC-DP-2 уже на 6-м
пассаже наблюдается небольшая, но более высокая
доля стареющих клеток по сравнению с клетками
MSC-DP-1 (р < 0.05). К пассажу 18 эта доля клеток
значительно увеличивается, что свидетельствует о
вступлении клеток в активную стадию РС. Таким
образом, установлен разный характер РС в процессе
длительного культивирования исследуемых линий.

Проведенный сравнительный анализ характера
РС с линией MSC-DP, ранее полученной из пульпы
зуба 6-ти летней девочки (Кольцова и др., 2018), сви-
детельствует о различиях как между линиями МСК,
выделенными из доноров женского пола, так и из до-

Рис. 1. Прижизненные фотографии клеточных линий MSC-DP-1 и MSC-DP-2 на пассажах 6, 40 и 6, 18 соответственно ин-
вертированный световой микроскоп Nicon Eclipse TS100, Япония. Масштабная линейка: 200 мкм.
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нора мужского пола. Эти результаты свидетельствуют,
по-видимому, о генетических различиях между доно-
рами, не связанными с их полом. Кроме усиления ак-
тивности SA-β-галактозидазы, в клеточных линиях в
процессе длительного культивирования существен-
но изменяется морфология клеток, выражающаяся в
увеличении размеров и степени их распластанности,
что тоже свидетельствует об активном РС (рис. 1).
Эта характеристика одинакова во всех трех линиях.
Еще одной характеристикой активного РС является
наличие дебриса во всех линиях.

Ростовые характеристики. Эффективность кло-
нирования клеток MSC-DP-1 на 6-м пассаже составля-
ет 15.3 ± 1.8%. Затем она снижается (р < 0.05) и состав-
ляет на 16- и 24-м пассажах соответственно 7.3 ± 0.7 и
6.0 ± 1.2%. Надо отметить, что на этих сроках куль-
тивирования еще не наступает активное РС. По-ви-
димому, нет однозначной корреляции между клоно-
генной активностью и уровнем РС. Тем не менее на
39-м пассаже, на стадии активного РС, клоногенная
активность отсутствует.

Эффективность клонирования клеток MSC-DP-2
на 6-м пассаже составляет 16.6 ± 2.8%, что совпадает
с линией MSC-DP-1, несмотря на повышенную до-
лю стареющих клеток в линии MSC-DP-2. Это еще
раз подтверждает отсутствие связи между уровнем
РС и клоногенной активностью. На 16-м пассаже на
стадии активного РС имеет место снижение клоно-
генной активности до 6.6 ± 0.9%, которая исчезает
на 18-м пассаже. В целом эти результаты подтвержда-
ют ранее полученные данные о снижении уровня кло-
ногенной активности в процессе РС и свидетельствуют
о ее больших колебаниях между разными линиями (Lo
Surdo et al., 2013; Szepesi et al., 2016; Кольцова и др.,
2018, 2020; Мусорина и др., 2019).

Клеточная линия MSC-DP-1 на 6-м пассаже ха-
рактеризуется активной пролиферацией (рис. 2).
Анализ индексов пролиферации (ИП) в течение
120 ч позволяет сделать вывод о том, что логарифми-
ческая фаза роста составляет 96 ч (от 0 до 96). Сред-
нее время одного удвоения клеточной популяции

составляет 26.6 ± 0.32 ч. В процессе культивирования
на 24-м пассаже логарифмическая фаза роста состав-
ляет 96 ч (от 0 до 96). Среднее время одного удвоения
клеточной популяции составляет 30.1 ± 0.25 ч. Анализ
ИП на 33-м пассаже свидетельствует о снижении
пролиферативной активности (рис. 2, кривая 3).
Так, логарифмическая фаза продолжается от 24 до
48 ч, затем наступает плато до 72 ч и последующее
увеличение ИП до 96 ч, т.е. в целом она составляет
72 ч. Среднее значение ИП снижается и составляет на
24-м пассаже 6.38 ± 1.18, на 33-м пассаже – 1.65 ± 0.24
(р < 0.05) (рис. 2, кривые 2 и 3). Эти результаты сви-
детельствуют о наступлении активной стадии РС.
Среднее время одного удвоения клеточной популя-
ции составляет 65.9 ± 5.4. Таким образом, в процессе
РС значительно увеличивается среднее время удвое-
ния (р < 0.05), что характерно для большинства ли-
ний МСК (Garcia et al., 2016; de Witte et al., 2017;
Кольцова и др., 2017, 2019; Koltsova et al., 2021).

Клеточная линия MSC-DP-2 на пассаже 6 харак-
теризуется значительной пролиферативной актив-
ностью (рис. 3). Анализ (ИП) в течение 192 ч позво-
ляет сделать вывод о том, что логарифмическая фаза
роста составляет 72 ч (от 48 до 120 ч). Среднее время
одного удвоения клеточной популяции составляет
37.5 ± 2.2 ч. В процессе культивирования на пассаже
18 логарифмическая фаза роста составляет 24 ч (от 72
до 96 ч). Среднее время одного удвоения клеточной
популяции – 16.7 ± 0.4. Таким образом, в отличие от
линии MSC-DP-1, клетки линии MSC-DP-2 не уве-
личивают среднее время удвоения в процессе РС, а
значительное снижают этот параметр. Отсутствие
увеличения времени удвоения в процессе РС мы на-
блюдали еще в 2-х линиях: в линии MSC-DP, выде-
ленной ранее из пульпы зуба, наблюдали сходство
длительности времени удвоения на ранних и позд-
них пассажах, а в линии SC7-MSC, выделенной из
линии ЭСК, этот параметр значительно снижался в
процессе РС, подобно линии MSC-DP-2.

На основании формулы расчета среднего време-
ни удвоения клеточной популяции (Седова, 2008)
причиной отсутствия увеличения этого параметра в

Таблица 1. Доля клеток с выраженной активностью β-галактозидазы (β-гал) в клетках линий MSC-DP-1 и MSC-DP-2
в процессе культивирования

Примечание. Показана доля клеток (%) и их ошибки при подсчете не менее 1000 клеток.

Пассаж
MSC-DP-1 MSC-DP-2

число клеток доля клеток с 
активностью β-гал, % число клеток доля клеток с 

активностью β-гал, %

6 1224 4.80 ± 0.60 1351 11.00 ± 0.85
16 1313 5.30 ± 0.62 − −
18 – – 1227 43.80 ± 1.41
25 1213 5.03 ± 0.63 − −
32 1216 32.10 ± 1.30 − −
42 1239 47.13 ± 1.42 − −
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процессе РС можно считать несоответствие дли-
тельности логарифмической фазы величине ИП в
некоторых линиях. По-видимому, изменение сред-
него времени удвоения клеточной популяции не яв-
ляется обязательным признаком РС. Проведенный в
настоящей работе сравнительный анализ двух новых
линий МСК с ранее полученной линией MSC-DP
(Кольцова и др., 2018) свидетельствует о сходстве ли-
ний от одного пола (MSC-DP и MSC-DP-2) по от-
сутствию увеличения среднего времени удвоения
клеточной популяции в стадии активного РС и о
различии по этому параметру между линиями разно-
го пола (MSC-DP и MSC-DP-1). Но на клетках ли-
нии SC7-MSC, выделенной из ЭСК мужского пола,
также показано отсутствие увеличения времени
удвоения популяции в активной стадии РС (Кольцо-
ва и др., 2022).

Таким образом, в нашей работе, проведенной на
небольшом числе линий, нельзя связать характер
пролиферативной активности с полом донора. Кро-
ме этого, линии MSC-DP-1 и MSC-DP-2 значитель-
но различаются между собой по пролиферативной
активности на раннем 6-м пассаже. Средние ИП со-
ставляют на 6-м пассаже 7.29 ± 2.25 и 3.01 ± 0.59 со-
ответственно (р < 0.05) (рис. 2, кривые 1 и 4). А линия
MSC-DP (от девочки) совпадает по ИП с линией
MSC-DP-1 (от мальчика) и значительно отличается
от линии MSC-DP-2 (от девочки). Это также кос-
венно подтверждает неоднозначность гендерных
различий. На стадии активного РС величины ИП в
клетках MSC-DP-1 и MSC-DP-2 уменьшаются и со-
ставляет 1.65 ± 0.24 и 2.44 ± 0.22 соответственно
(р < 0.05) (рис. 2, кривые 3 и 5).

Кариотипический анализ. Проведен кариотипиче-
ский анализ линии MSC-DP-1 на пассажах 6, 15, 24,

33 и 42 и линии MSC-DP-2 на пассажах 7 и 18. Клет-
ки линии MSC-DP-1 сохраняли нормальный дипло-
идный кариотип мужского пола 46,XY с модальным
диплоидным числом хромосом 46 на пассажах 6, 15,
24 и 33. На пассаже 42 наблюдаются отличия распре-
деления клеток по числу хромосом от нормального
кариотипа: пределы изменчивости по числу хромо-
сом составляют 44–47 с модальным числом хромо-
сом 45 (54.0 ± 5.0) и субмодальным числом хромо-
сом 46 (31.0 ± 4.6). Доля полиплоидных клеток на 4-х
пассажах, не имеющих кариотипических аномалий,

Рис. 2. Кривые роста клеток линии MSC-DP-1 на пассаже 6 (кривая 1), на пассаже 24 (кривая 2), на пассаже 33 (кривая 3) и
клеток линии MSC-DP-2 на пассаже 6 (кривая 4), на пассаже 18 (кривая 5).
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составила в среднем 4.6%, а на пассаже 42 – 3.0%.
Таким образом, принципиальных различий не обна-
ружено.

Структурный анализ кариотипа линии MSC-DP-1
на 6-м, 15-м, 24-м и 33-м пассажах не выявил хромо-
сомных перестроек. Для иллюстрации нормального
кариотипа этой линии представлен кариотип на 6-м
пассаже на рис. 3. На 42-м пассаже нормальный ди-
плоидный кариотип (46,XY) был обнаружен только в
23% клеток при анализе 100 метафазных пластинок
(рис. 4а). В 77% клеток обнаружены 104 структурные
перестройки хромосом: 40.4% транслокаций, 39.4%
дицентрических хромосом (ДХ), преимущественно
по типу теломерных ассоциаций, а также 12.5% ано-
мальных хромосом с неидентифицированным до-
полнительным материалом и 2.9% маркерных хро-
мосом. Далее рассмотрим подробнее типы и количе-
ство обнаруженных 104-х хромосомных изменений.

В клеточной линии MSC-DP-1 на 42-м пассаже вы-
явлен структурный вариант кариотипа (СВК) с пере-
стройками хромосом 14 и 20 (44 клетки). Так, в 12-ти
клетках присутствовала ДХ dic(14;20)(p13;q13.3)
(рис. 4б); в 32-х клетках – дериват хромосомы 20,
der(20)t(14;20)(q11.1;q13.3), образовавшийся, по-ви-
димому, в результате утраты короткого плеча и цен-
тромерного района хромосомы 14 (рис. 4в). Кроме
того, в двух клетках с ДХ dic(14;20)(p13;q13.3) и в
9 клетках с der(20)t(14;20)(q11.1;q13.3) обнаружены
дополнительные перестройки других хромосом, в том
числе клональная перестройка, ДХ dic(15;21)(q26;p13)
(рис. 4б, в).

В 33-х клетках обнаружены различные клональные
и неклональные перестройки хромосом (рис. 4г, д).

Клональные перестройки выявлены в 13-ти клетках
(рис. 4г): в 4-х клетках обнаружена транслокация
хромосом 8 и 20 с разными точками разрыва в при-
центромерном районе хромосомы 8. Короткое плечо
хромосомы 8 обнаруживали либо в составе ДХ
dic(8;20)(q11.2;q13.3) в сочетании с транслокацией
хромосом 8 и 14, t(8;14)(q11.2;p13) (2 клетки), либо в со-
ставе деривата хромосомы 20 der(20)t(8;20)(p11.2;q13.3)
в сочетании с ДХ dic(8;14)(p11.2;p13) в одной клетке,
или ДХ dic(9;14)(q34;p13) и делецией хромосомы 8,
del(8)(p11.2) – в другой. В 3-х клетках обнаружена
аномальная хромосома 16, add(16)(p13.3) c появле-
нием неидентифицированного дополнительного
материала на коротком плече. В одной из таких кле-
ток обнаружена аномальная хромосома 11 с допол-
нительным, также неидентифицированным, мате-
риалом на коротком плече, add(11)(p15). В 6-ти клет-
ках выявлена ДХ dic(20;21)(q13.3;p13), в одной из
которых эта аномалия сочеталась с перестройкой
хромосомы 4, а в другой – с ДХ dic(9;19)(q34;p13.3).

В остальных 20-ти клетках выявлены неклональные
перестройки (рис. 4д). В перестройках преимуще-
ственно участвовали хромосомы 20 (57.7%) и 14
(51.9%), с меньшей частотой – хромосомы 21 (15.4%), 9
(10.6%), 15 (7.7%), 4 (6.7%) и 8 (6.7%). В перестройки
избирательно вовлекались терминальные районы хро-
мосом 20q13.3, 21p13, 15q26, 9q34, терминальные и
прицентромерные районы хромосом 14, 8 и 4. 

В клетках линии MSC-DP-2 на пассаже 7 имеет ме-
сто нормальный диплоидный кариотип женского по-
ла, 46,XX, который выявлен в 98 клетках (рис. 6). В двух
клетках обнаружена клональная перестройка хромо-
сом 1 и 12 (2%), приводящая к трисомии по длинному

Рис. 4. Кариотип клеточной линии MSC-DP-1 на 42-м пассаже. а – Нормальный кариотип, 46,XY. б – Дицентрическая хро-
мосома (ДХ) dic(14;20)(20pter→20q13.3::14p13→14qter) в СВК 45,XY,dic(14;20)(p13;q13.3). На врезке показаны аномалии хро-
мосом, выявленные в двух клетках с dic(14;20)(p13;q13.3) и числом хромосом 44: ДХ dic(9;15)(9pter→9q22::15q26→15pter); ДХ
dic(15;21)(15pter→15q26::21p13→21qter). в – Кариотип клеток с транслокациeй хромосом 14 и 20,
45,XY,t(14;20)(20pter→20q13.3::14q11.1→14qter); на врезке показаны аномалии хромосом, выявленные в клетках с
t(14;20)(q11.1;q13.3); в верхнем ряду – ДХ dic(15;21)(15pter→15q26::21p13→21qter); транслокации хромосом 4, 14 и 21 с образо-
ванием ДХ dic(4;14)(4pter→4q12::14p13→14qter) и деривата хромосомы 21 der(21)(4qter→4q12::21p13→21qter); ДХ
dic(4;15)(15pter→15q26::4p16→4qter); ДХ dic(4;8)(8pter→8q24.3::4p16→4qter); в нижнем ряду – ДХ
dic(8;9)(8pter→8q24.3::9q34→9pter); ДХ dic(9;21)(9pter→9q34::21p13→21qter); дополнительная копия хромосомы 20, делеция
хромосомы 9 del(9)(pter→q12:) и изодицентрическая хромосома idic(21)(qter→p13::p13→qter) в клетке с транслокацией
t(14;20)(q11.1;q13.3) и числом хромосом 46. г – На врезке показаны выявленные клональные перестройки хромосом; в верхнем
ряду – транслокации хромосом 8, 14 и 20 с образованием ДХ dic(8;20)(20pter→20q13.3::8q11.2→8pter) и деривата хромосомы
14 der(14)(8qter→8q11.2::14p13→14qter); транслокации хромосом 8, 14 и 20 с образованием деривата хромосомы 20
der(20)(20pter→20q13.3::8p11.2→8pter) и ДХ dic(8;14)(8qter→8p11.2::14p13→14qter); транслокация хромосом 8 и 20 с образова-
нием der(20)(20pter→20q13.3::8p11.2→8pter), делеция хромосомы 8 del(8)(:p11.2→qter), ДХ
dic(9;14)(9pter→9q34::14p13→14qter); в среднем ряду – хромосома 16 с дополнительным неидентифицированным материалом
на коротком плече add(16)(?::p13.3→qter); add(16)(?::p13.3→qter) и хромосома 11 с дополнительным неидентифицированным
материалом на коротком плече add(11)(?::p15→qter); в нижнем ряду – ДХ dic(20;21)(20pter→20q13.3::21p13→21qter); ДХ
dic(20;21)(20pter→20q13.3::?::21p13→21qter); ДХ dic(20;21)(q13.3;p13) и хромосома 4 с дополнительным неидентифицирован-
ным материалом на коротком плече add(4)(?::p16→qter); ДХ dic(20;21)(q13.3;p13) и ДХ dic(9;19)9pter→ 9q34::19p13.3→19qter).
д – На врезке показаны некоторые неклональные перестройки хромосом, выявленные в отдельных клетках; в верхнем ряду –
ДХ dic(4;15)(15pter→15q26::4p16→4qter); ДХ dic(4;21)(21qter→21p13::4p16→4qter) и маркерная хромосома; ДХ
dic(7;20)(7pter→7q36::20q13.3→20pter); в среднем ряду – ДХ dic(9;11)(9pter→9q34::11p15→11qter), ДХ
dic(14;15)(15pter→15q26::14p13→14qter) и хромосома 20 с дополнительным неидентифицированным материалом на длинном
плече add(20)(pter→q13.3::?); ДХ dic(9;19)(9pter→9q34::19q13.4→19pter) и ДХ dic(11;21)(11pter→11q25::21p13→21qter); в ниж-
нем ряду – ДХ dic(14;18)(18qter→18p11.3::14p13→14qter); ДХ dic(14;22)(22pter→22q13::14p13→14qter); ДХ
dic(16;20)(20pter→20q13.3::16p13.3→16qter); ДХ dic(18;20)(20pter→20q13.3::18p11.3→18qter); дериват хромосомы 20 с дополни-
тельным материалом длинного плеча хромосомы 12 der(20)(20pter→20q13.3::12q13→12qter); маркерная хромосома. Стрелка-
ми указаны структурно перестроенные хромосомы; звездочкой отмечены клональные перестройки хромосом.
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Пассаж 42
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Неклональные перестройки

плечу хромосомы 1, der(12)t(1;12)(q12;q24.3) (рис. 6,
врезка), но количественно не превышающая уста-
новленные критерии для кариотипически нормаль-
ных линий (Barkholt et al., 2013). На пассаже 18 клет-
ки имели нормальный диплоидный кариотип 46,XX.
Доля полиплоидных клеток составляла 6.0% на 7-м
пассаже и 0.8% на 18 пассаже.

Проведенный структурный кариотипический
анализ при длительном культивировании показал

появление ДХ на основе теломерных ассоциаций в
процессе активного РС. Подобное явление ранее
было обнаружено и в некоторых других линиях в
процессе РС. Причем обнаружено преимуществен-
ное участие в образовании теломерных ассоциаций 14
и 21 хромосом (Кольцова и др., 2018, Мусорина и др.,
2019). Появление теломерных ассоциаций было ра-
нее показано в разных “безмаркерных” иммортализо-
ванных и неиммортализованных диплоидных линиях
при стрессовых ситуациях и при старении. Надо отме-
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тить, что РС нельзя считать индуцированным разными
воздействиями стрессом. Но тем не менее процесс РС
постепенно способствует ухудшению и, в конечном
счете, остановке клеточных процессов, характерных
для МСК на ранних и средних пассажах. По-види-
мому, в процессе РС происходит завершение гене-
тической программы онтогенеза данных клеток.
Анализ характерных черт теломерных ассоциаций,
включая и преимущественное участие определен-
ных хромосом в их образовании, проведенный на
большом “безмаркерном” клеточном материале,
позволил сделать вывод, что роль теломерных ассо-
циаций в таких клеточных линиях, по-видимому,
состоит не в создании кариотипической нестабиль-
ности, что связано с обычными хромосомными
аберрациями, а в образовании генетических струк-
тур, обеспечивающих систему адаптации клеточной
популяции к неблагоприятным факторам (Benn,
1976; Matsumura et al., 1979; Хейфлик, 1997; Полян-
ская, 2000; Полянская, Вахтин, 2003). Возможно,
что этот механизм имеет место и при РС. Но, исходя
из нерегулярности появления этих структур в про-
цессе РС в разных линиях МСК, нельзя сделать вы-
вод об этом явлении, как обязательном при РС.

Результаты ИФА. Показана экспрессия маркеров
ранней дифференцировки ЭСК в производные трех

зародышевых листков в обеих линиях с помощью
иммунофлуоресцентного анализа (рис. 7). Иденти-
фицированы следующие маркеры: альфа-актинин
(маркер мезодермы), альфа-фетопротеин (маркер
энтодермы) и нестин (маркер эктодермы). Эти ре-
зультаты совпадают с более ранними данными, по-
лученными на других линиях МСК, включая линию
MSC-DP. Причем, наличие экспрессии этих марке-
ров в МСК разного происхождения было показано
при использовании разных методов. Предположитель-
но, функциональная роль этих маркеров связана либо с
дифференцировочной пластичностью МСК, либо с
эмбриональным происхождением МСК. Известно, что
МСК могут дифференцироваться не только в произ-
водные мезодермы, но и в производные эктодермы и
эндодермы (Riekstina et al., 2009; Huang et al., 2010;
Sensebé et al., 2010; Antonucci et al., 2011; Mamidi et al.,
2011; Кольцова и др., 2015, 2018; Ding et al., 2015).

Существенно отметить, что на ранних и поздних
пассажах в обеих линиях отсутствуют клетки, несущие
маркеры недифференцированных ЭСК: SSEA-4,
Oct-4, SOX2. Исключение составляет TRA-1-60, ко-
торый присутствует на ранних и поздних пассажах в
линии MSC-DP-1 (данные не представлены). Ин-
формация о наличии этих маркеров в разных МСК
противоречива. Есть исследования, свидетельству-

Рис. 5. Кариотипы клеточной линии MSC-DP-2 на 7-м и 18-м пассажах. Пассаж 7: нормальный кариотип: 46,XX. На врезке
показана структурная перестройка хромосом 1 и 12, приводящая к трисомии по длинному плечу хромосомы 1, обнаруженная
в двух клетках: дериват хромосомы 12 der(12)(12pter→12q24.3::1q12→1qter) разной степени конденсации (стрелки). Пассаж 18:
нормальный кариотип: 46,XX.
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ющие об их отсутствии или присутствии некоторых
из них. Есть данные, предположительно подтвер-
ждающие их участие в процессах пролиферации и
дифференцировки МСК, согласно наличию корреля-
ции между уровнем экспрессии некоторых маркеров и
уровнем пролиферации и дифференцировки некото-
рых МСК (Крылова и др., 2012; Кольцова и др., 2017;
Полянская, 2018). Но, исходя из полученных в этом
исследовании результатов, сложно провести корре-
ляцию между указанными параметрами. Так, не-
смотря на отсутствие этих маркеров, наблюдается
высокая пролиферативная активность в линии
MSC-DP-1, а присутствие маркера TRA-1-60 не спо-

собствует ее увеличению в этой линии на поздних
пассажах. Сравнение экспрессии этих маркеров в
клетках линий MSC-DP и MSC-DP-1 показало раз-
личия только по наличию в линии MSC-DP экс-
прессии маркера SSEA-4 на раннем пассаже, что не
привело к увеличенной пролиферативной активно-
сти или увеличению дифференцировочного потен-
циала по сравнению с линий MSC-DP-1. Таким обра-
зом, вопрос о роли Oct-4, SSEA-4, SOX2 и TRA-1-60 в
функциональной деятельности МСК пока остается
открытым.

Анализ поверхностных антигенов для определения
статуса МСК. Поверхностные антигены МСК полу-

Рис. 6. Флуоресценция маркеров ранней дифференцировки ЭСК в линиях мезенхимных стволовых клеток MSC-DP-1 на
пассажах 6, 40 и MSC-DP-2 на пассажах 6, 17. Показаны маркеры мезодермы (α-актинина), энтодермы (α-фетопротеина) и
эктодермы (нестина). Окраска соответствующими моноклональными антителами. Масштабная линейка: 50 мкм.
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ченных линий анализировали с помощью проточ-
ной цитофлуориметрии и подтвердили наличие у
них статуса МСК (табл. 2). Для популяций обеих ли-
ний и ранее полученной линии MSC-DP характерна
большая доля клеток, несущих характерные для

МСК антигены CD44, CD73, CD90, CD105 и HLA-
ABC и небольшая часть клеток с антигенами CD34,
CD45 и HLA-DR. Никаких принципиальных разли-
чий между линиями на ранних и поздних пассажах
не обнаружено.

Рис. 7. Дифференцировка клеточных линий MSC-DP-1 и MSC-DP-2 в адипогенном, остеогенном и хондрогенном направ-
лениях на пассажах 6, 40 и на пассажах 6, 18 соответственно. Показаны окрашивание жировых включений масляным крас-
ным (адипогенез), окрашивание ализариновым красным комплексов с кальцием (остеогенез) и окрашивание толуидиновым
синим сульфатированных глюкозаминогликанов, сафранином протеогликанов и альциановым синим кислых глюкозамино-
гликанов (хондрогенез). Масштабная линейка: 10 мкм для адипогенеза и 50 мкм для остеогенеза и хондрогенеза.
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Индукция остеогенной, адипогенной и хондроген-
ной дифференцировки для определения статуса МСК.
Результаты анализа дифференцировочного потен-
циала в клеточных линиях MSC-DP-1 и MSC-DP-2
представлены на рис. 8. Представленные данные
свидетельствуют о наличии адипогенной дифферен-
цировки клеток в линии MSC-DP1 на 6-м пассаже,
уровень которой снижается на позднем 40-м пасса-
же. В отличие от этих клеток, в клетках MSC-DP-2
наблюдается ослабленный характер этой дифферен-
цировки на 6-м пассаже и ее полное отсутствие на
позднем 18-м пассаже. Остеогенная и хондрогенная
дифференцировки присутствуют в обеих линиях на
раннем и позднем пассажах. Таким образом, полу-
ченные результаты в целом подтверждают положе-
ние о том, что обе линии по этой характеристике со-
ответствуют статусу МСК на раннем пассаже. Далее
в процессе РС происходит ослабление или исчезно-
вение дифференцировочного потенциала, что также
характеризует МСК. Как правило, это относится не
ко всем 3-м дифференцировкам, а отдельным в раз-
ных линиях. В нашем случае это явление затронуло
адипогенную дифференцировку: частично в линии
MSC-DP-1 и полностью – в линии MSC-DP-2.
Сравнение этих линий с MSC-DP свидетельствует о
различиях между ними, которые связаны с полным
отсутствием адипогенной дифференцировки на ран-
нем и позднем пассажах клеток MSC-DP (Кольцова и
др., 2018).

В целом сравнительный анализ клеточных попу-
ляций, выделенных из двух линий МСК, получен-
ных из пульпы зуба разных доноров, свидетельствует
о наличие межлинейных различий по разным ста-
тусным характеристикам МСК в процессе РС.
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The Derivation and Comparative Characterization of Mesenchymal Stem Cell Lines, 
Isolated from Human Pulp of a Deciduous Tooth of Children of Different Sexes
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Two new non-immortalized fibroblast-like cell lines isolated from the pulp of Deciduous Tooth of Children of Dif-
ferent Sexes, named MSC-DP-1 and MSC-DP-2, were derived and characterized. In order to confirm the status of
mesenchymal stem cells, a comparative analysis of a some characteristics in these lines was carried out at early and
late passages. In the process of long-term cultivation, significant interline differences were revealed in the nature of
replicative senescence (RS) and in growth characteristics. The MSC-DP-1 line was characterized by a later entry
into the active stage of RS and more active proliferation compared to the MSC-DP-2 line. Karyotypic analysis
showed that both lines have a normal human diploid karyotype at early passages. At the late (18th passage), in the
stage of active PS, the MSC-DP-2 line also has a normal karyotype. And the MSC-DP-1 line, which enters the ac-
tive stage of RS much later (at passage 42), has an abnormal karyotype with a large number of clonal chromosomal
rearrangements. Both lines showed a high proportion of cells carrying antigens characteristic of human MSCs:
CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC, and a low frequency of cells with CD34, CD45, and HLA-DR antigens.
The cells of the derived lines at an early passage have the ability to differentiate in adipogenic, osteogenic and chon-
drogenic directions. But the MSC-DP-2 line shows weaker differentiation in the adipogenic direction, than the
MSC-DP-1 line. In the process of RS, a significant weakening of adipogenic differentiation takes place in the MSC-
DP-1 line, and it disappears in the MSC-DP-2 line. The activity of other differentiations does not change during
RS. In general, the derived results confirm the status of MSCs for the derived lines and indicate interline differences
in the RS process. However, the derived differences between these lines, as well as the comparison with the previ-
ously derived line MSC-DP do not indicate their gender nature. Apparently, they are associated with the genetic
characteristics of different donors.

Keywords: human mesenchymal stem cells, replicative senescence, proliferative activity, cell surface markers, karyo-
type, differentiation
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Разработана и апробирована двухсекционная аналитическая система для исследования культуры эндоте-
лиальных клеток EA.hy926 в режиме реального времени с высоким разрешением. Показано, что релевант-
ные результаты дает метод сканирующей ион-проводящей микроскопии, поскольку он обеспечивает от-
сутствие механических воздействий на клетки, и с его помощью возможно сканирование на мембранах,
обеспечивающих окружение эндотелиальных клеток питательной средой. Метод дал возможность визуа-
лизировать не только изменения поверхности клеток в процессе длительного сканирования, но и детек-
тировать внеклеточные (микрофиламенты) и внутриклеточные (ядрышко) структуры. Построение карт
ригидности позволило определить, что значение жесткости мембран эндотелиоцитов находится в диапа-
зоне от 357 до 796 Па. Через 240 мин от начала наблюдения начиналось формирование апоптозных тел эн-
дотелиальными клетками, при этом ригидность самих клеток постепенно нарастала, а апоптозных тел –
уменьшалась.

Ключевые слова: эндотелиоциты, апоптоз, ригидность мембраны, морфология клетки, микроструктуры,
двухсекционная аналитическая камера, сканирующая ион-проводящая микроскопия, атомно-силовая
микроскопия
DOI: 10.31857/S0041377123050073, EDN: GZFQWG

Культура эндотелиальных клеток часто использу-
ется для исследования транспортных функций и
проникновения лекарственных веществ через гема-
тоэнцефалический барьер (Roux, Couraud, 2005;
Helms et al., 2016) и для моделирования процессов
трансэндотелиальной миграции иммунокомпетент-
ных клеток и бактерий. Еще одним важным практи-
ческим направлением использования эндотелиаль-
ных клеток является создание васкуляризированных
композитных тканей (Kérourédan et al., 2019; Shah
Mohammadi et al., 2021). Для оценки эффективности
физиологических процессов и конструктов необхо-
димо развитие методов, позволяющих наблюдать за
культурами клеток в динамике с высоким разреше-
нием. Не менее важной задачей является оценка ме-
ханических свойств эндотелиальных тканей, как в
нативных структурах, так и в “строительных блокаx”

применяемых в тканевой инженерии (Kosheleva et al.,
2022). Высокоразрешающая микроскопия открыва-
ет новые возможности в изучении клеток и субкле-
точных структур.

В отличие от электронной микроскопии (скани-
рующей и просвечивающей), которая получает од-
номоментные изображения клеток (Watanabe et al.,
2014), сканирующая зондовая микроскопия (СЗМ)
позволяет исследовать динамические процессы в ре-
жиме реального времени. Основными преимущества-
ми методов СЗМ являются следующие: 1) динамиче-
ские наблюдения за клетками с высоким разрешением
в нативной среде с возможностью модификации со-
става среды, внесением различных модуляторов и
регистрацией немедленного отклика на эти измене-
ния; 2) механические манипуляции на уровне от-
дельных клеток (например, доставка в клетку лекар-
ственных веществ или, напротив, извлечение моле-
кул); 3) определение вязко-упругих, зарядовых,
фрикционных, гидрофобных свойств клеток с по-
строением карт распределения этих свойств по по-

Принятые сокращения: АСМ – атомно-силовая микроскопия;
ПЭТГ – полиэтилентерефталатгликоль; СЗМ – сканирующая
зондовая микроскопия; СИПМ – сканирующая ион-проводя-
щая микроскопия; PBS – фосфатно-солевой буферный раствор.

УДК 576.08:576.31



438

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 5  2023

ПЛЕСКОВА и др.

верхности клеток; 4) оценка прочности адгезионных
контактов между клетками; 5) изготовление сенсор-
ных панелей для медицинской диагностики (Плес-
кова, 2011).

В настоящее время, для исследования процессов
трансэндотелиальной миграции применяются стан-
дартные трансвеллы (Bai et al., 2017), представляю-
щие собой двухкамерные системы, где в лунку куль-
турального планшета помещается специальный
вкладыш с мембраной. Однако из-за особенностей
геометрии они не подходят для методов высокораз-
решающей микроскопии. Поэтому цель настоящей
работы заключалась в разработке двухкамерной си-
стемы, которая позволит вести длительные динами-
ческие наблюдения за культурой эндотелиальных
клеток методами высокоразрешающей микроско-
пии и сравнение методов атомно-силовой микро-
скопии (АСМ) и сканирующей ион-проводящей
микроскопии (СИПМ) для определения изменений
морфологии и ригидности культуры эндотелиаль-
ных клеток.

В работе стояли следующие задачи: 1) смоделиро-
вать и изготовить двухкамерную систему, в которой
эндотелиальная клеточная линия EA.hy926 выращи-
вается на мембране, а сверху и снизу окружена пита-
тельной средой; 2) отработать оптимальные условия
для длительного наблюдения за эндотелиальными
клетками методами высокоразрешающей микро-
скопии (АСМ и СИПМ); 3) выявить изменения мор-
фологии и ригидности эндотелиальных клеток в ре-
жиме реального времени при динамическом наблю-
дении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Клеточная культура эндотелиоцитов. Использова-
ли перевиваемую клеточную линию EA.hy926 – ги-
брид аденокарциномы А549 легкого человека с пер-
вичной линией эндотелиальных клеток пупочной
вены человека (HUVEC). Клетки были получены в
НИИ акушерства, гинекологии и репродуктологии
им. Д.О. Оттa (Санкт-Петербург). Пересев клеточ-
ных линий осуществляли 1 раз в течение 3–4 сут по
общепринятой методике (Marin et al., 2001), дезин-
теграцию монослоя вызывали с помощью раствора
трипсина с ЭДТА (3 мин, 37°C). Клетки пассировали
по достижении ими 90–100%-ного монослоя. Для
создания монослоя на мембране клетки культивиро-
вали в среде DMEM-F12, содержащей 10% инакти-
вированной эмбриональной телячьей сыворотки,
100 мкг/мл стрептомицина, 100 ЕД/мл пенициллина,
8 мМ L-глутамина (Portable MiniNB 203M, N-Biotek,
Южная Корея) в течение 72 ч при 37°C и 5% CO2.

Создание аналитической камеры для наблюдения за
культурой клеток EA.hy926 в режиме реального време-
ни с высоким разрешением. Методом 3D-печати со-
здали вкладыши, фиксирующие мембраны в поли-
стироловой чашке Петри диаметром 35 мм (Corning,

США). Вкладыши изначально моделировали с ис-
пользованием программного обеспечения AutoCAD
(Autodesk, Inc., США), после чего изготавливали с
помощью 3D-принтера QQ-S PRO с прямым экстру-
дером (FLsun, Китай) из полиэтилентерефталатгли-
кольного (ПЭТГ) пластика. Выбор пластика обу-
словлен пригодностью ПЭТГ-изделий к обработке
химическими агентами, например, перекисью водо-
рода (Grzelak et al., 2021). Готовые изделия отмывали
в 5%-ной перекисью водорода (6 ч), ополаскивали
дистиллированной водой, высушивали на воздухе и
использовали в экспериментах неограниченное ко-
личество раз с повторной процедурой отмывки меж-
ду экспериментами.

Мембраны для формирования монослоя. Учитывая
геометрию приборов, использовали мембранные
вкладыши с диаметром 24 мм для проведения АСМ-
исследований или с диаметром 6.5 мм для сканиро-
вания методом СИПМ. Для выращивания монослоя
и последующего сканирования тестировали необра-
ботанные мембраны из эфиров целлюлозы, ацетата
целлюлозы, нитрата целлюлозы, полиамида с диа-
метром пор 0.2 мкм (Владисарт, Россия), мембраны
из поликарбоната, полученные из трансвеллов с ад-
гезионным покрытием и диаметром пор 0.4 мкм
(Corning, США) и аналогичные мембраны, но с диа-
метром пор 3 мкм (SPL Lifesciences, Южная Корея).
Культуру клеток EA.hy926 в начальной концентра-
ции 4 × 105 кл./мл высаживали на мембраны и куль-
тивировали, как описано выше. Контроль роста
проводили оптически (Olympus IX71, Япония).

Буферный раствор для длительного динамического
наблюдения за культурой EA.hy926. Для длительного
наблюдения за клетками методами высокоразреша-
ющей микроскопии важен буферный раствор с оп-
тимальным уровнем рН, значение которого длитель-
но поддерживается на заданном уровне и который
обеспечивает жизнеспособность клеток, достаточ-
ную для изучения изменений их морфологии и ри-
гидности (Glasser et al., 1985). Были апробированы
стерильный физиологический раствор (0.9% NaCl),
фосфатно-солевой буфер (PBS), раствор Хенкса, со-
держащий 2 мM L-глутамина или 2 мM L-глутамина
и 10 мМ HEPES, среда RPMI-1640 с 2 мM L-глута-
мина и среда DMEM-F12 с 2 мM L-глутамина.

Трехсуточную культуру EA.hy926 отмывали от
DMEM-F12 и культивировали в одном из буферов.
Каждый час определяли изменение уровня рН, по-
сле измерения которого снимали клетки с помощью
раствора Версена (ПанЭко, Россия) и определяли
жизнеспособность по окрашиванию йодистым про-
пидием (1 мкг/мл, Sigma, США) с помощью проточ-
ного цитофлуориметра CytoflexS (BeckmanCoulter,
США).

Сканирование монослоя культуры EA.hy926 мето-
дом АСМ. Мембрану диаметром 24 мм с выращен-
ным на ней монослоем эндотелиальных клеток от-
мывали экспериментальной средой от DMEM-F12 и
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помещали в аналитическую камеру, заполненную
2.5 мл экспериментальной среды. Поверхность мем-
браны сканировали с помощью атомно-силового
микроскопа NTEGRA (НТ-МДТ, Россия) с исполь-
зованием зондов MLCT-C (Bruker, США) в резо-
нансном режиме. Полученные изображения обраба-
тывали в программе Gwyddion (GNU, Чехия).

Сканирование и измерение ригидности клеток мето-
дом СИПМ. Аналитическую камеру заполняли 2.5 мл
экспериментальной среды, после чего в ней фикси-
ровали отмытую экспериментальной средой мем-
брану с монослоем эндотелиоцитов.

Мембрану 6.5 мм с выращенным монослоем эн-
дотелиальных клеток стерильно отмывали экспери-
ментальной средой от DMEM-F12 и помещали в
чашку Петри с ПЭТГ, таким образом культура кле-
ток EA.hy926 оказывалась с обеих сторон окружена
экспериментальной средой. Клетки сканировали с
использованием сканирующего ион-проводящего
микроскопа (ICAPPIC Ltd., Великобритания; ООО
НАНОПРОФАЙЛИНГ, Россия). Сканирование
проводили в “прыжковом режиме” со скоростью па-
дения 100 нм/мс при потенциале смещения 200 мВ с
использованием нанокапилляров в качестве зондов.
Нанокапилляры с характерным внутренним радиу-
сом кончика 25–50 нм получали на лазерном пулле-
ре P-2000 (Sutter Instruments, США). Ригидность
клеток определяли по напряжению, оказываемому
нанокапилляром на клетку, в диапазоне уменьше-
ния ионного тока от 0.5 до 2%, регистрируемого уси-
лителем MultiClamp 700 B (Molecular Devices, Вели-

кобритания). Обработку результатов проводили с
использованием программного обеспечения ICAP-
PIC (ICAPPIC Ltd., Великобритания). Определяли
модуль Юнга, основываясь на модели Герца (Pleskova
et al., 2021), значения выражали в Па.

Статистическая обработка данных. Для обработки
данных использовали программу Origin 8.0 (Origin
LabCorparation, США). Определяли границы нор-
мального распределения количественных показате-
лей выборок с использованием критерия Шапиро–
Уилка. Поскольку распределения соответствовали
критериям нормальности, определяли среднее и
среднеквадратичное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Создание аналитической камеры для исследования

методами СЗМ. Методом 3D-печати смоделировали
и изготовили двухсекционные камеры, разделенные
мембранами с выращенным на них монослоем куль-
туры эндотелиальных клеток EA.hy926. При созда-
нии камер учитывали геометрию головок разных
СЗМ. Этапы создания аналитической камеры отра-
жены на рис. 1. В аналитическую камеру помещали
поликарбонатную мембрану с выращенным в сте-
рильных условиях монослоем эндотелиальных кле-
ток культуры EA.hy926.

Оптимальные условия роста монослоя культуры
EA.hy926 на мембранах. Выявлено, что на рост моно-
слоя на мембране влияли свойства мембраны (мате-
риал, размер пор, покрытие поверхности), началь-

Рис. 1. Схема создания аналитической двухсекционной камеры для полного окружения средой культуры эндотелиальных
клеток EA.hy926. а – первоначальный чертеж камеры в программе AutoCAD (Autodesk, Inc., США); б – двухсекционная ана-
литическая камера, изготовленная из ПЭТГ методом 3D-печати с вложенной мембраной; в – камера, встроенная в сканиру-
ющий ион-проводящий микроскоп.

а

б в
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ная концентрация клеток и время культивирования.
Апробировали варианты мембран, состоящие из
ацетата целлюлозы, нитрата целлюлозы или поли-
амида с диаметром пор 0.2 мкм, а также мембраны из
целлюлозы или поликарбоната с диаметром пор 0.4 и 3
мкм и диаметром мембраны 24 и 6.5 мм, с наличием и
отсутствием адгезионного покрытия. Все варианты
необработанных мембран характеризовались пло-
хой адгезией эндотелиальных клеток и не обеспечи-
вали формирование монослоя. Кроме того, все цел-
люлозные мембраны теряли натяжение по мере сма-
чивания, что исключало возможность проведения
экспериментов методами СЗМ. Поликарбонатные
мембраны обеспечивали хорошую адгезию клеток,
но стабильное формирование монослоя эндотелио-
цитов отмечали только при начальной концентра-
ции 2.5 × 105 кл./мл. Критичным для формирования
монослоя эндотелиоцитов оказался также диаметр
пор: большой диаметр пор (3 мкм) не позволял фор-
мировать монослой эндотелиоцитов, тогда как поры
меньшего диаметра обеспечивали равномерное раз-
растание клеток. Было протестировано несколько на-
чальных концентраций EA.hy926: 1.5 × 105, 2 × 105, 2.5
× 105 и 4 × 105 кл./мл. Время культивирования варьи-
ровали от 48 до 72 ч.

Оптимальными для длительного высокоразреша-
ющего исследования оказались поликарбонатные
мембраны с адгезионным покрытием и диаметром
пор 0.4 мкм, поскольку они давали стабильно вос-
производимый рост монослоя эндотелиальных кле-
ток. Оптимальное время культивирования состави-
ло 72 ч при начальной концентрации эндотелиаль-
ных клеток 2.5 × 105.

Оптимальная среда для длительных наблюдений за
культурой эндотелиальных клеток в двухсекционной
аналитической камере. Для длительных динамиче-
ских наблюдений за культурой EA.hy926 методами
СЗМ были апробированы разные растворы: сте-
рильный физиологический раствор (0.9% NaCl);
PBS; раствор Хенкса, содержащий 2 мM L-глутами-
на или 2 мM L-глутамина и 10 мМ HEPES; среда
RPMI-1640 с 2 мM L-глутамина и среда DMEM-F12

с 2 мM L-глутамина. Результаты замеров значений
рН и определения жизнеспособности эндотелиаль-
ных клеток при использовании разных буферов сум-
мированы в табл. 1. Начальная жизнеспособность
эндотелиальных клеток находилась на уровне 98–
99%.

Из полученных данных очевидно, что “бедные”
среды, такие как стерильный физиологический рас-
твор и PBS, не обеспечивают ни поддержания ста-
бильного уровня рН, ни, как следствие, приемлемо-
го уровня жизнеспособности эндотелиальных кле-
ток. Во всех без исключения буферных растворах со
временем наблюдали разную степень закисления.
Самыми оптимальными для длительного наблюде-
ния оказались раствор Хенкса, содержащий 2 мM L-
глутамина или 2 мM L-глутамина и 10 мМ HEPES.
Для дальнейших динамических наблюдений был
выбран раствор Хенкса, содержащий 2 мM L-глута-
мина и 10 мМ HEPES, поскольку поддерживаемый
им уровень рН был ближе всего к физиологическим
значениям в крови (7.35–7.45) (Горн и др., 1999), а
также уровень жизнеспособности эндотелиальных
клеток после длительной инкубации в нем был мак-
симальным.

Морфология монослоя культуры EA.hy926 метода-
ми АСМ и СИПМ. Оба метода (АСМ и СИПМ) дают
возможность наблюдения в режиме реального вре-
мени за морфологией эндотелиальных клеток в сре-
де максимально нативной для клеток. Результаты
исследования эндотелиальных клеток методом АСМ
представлены на рис. 2. Очевидно, что исследование
на мембранах методом АСМ практически невоз-
можно, поскольку при сканировании в полукон-
тактном резонансном режиме из-за отсутствия
жесткой фиксации индуцируются дополнительные
колебания мембраны, что приводит к артефактам
сканирования (рис. 2а, б). Попытки создать более
жесткое натяжение мембраны с помощью теплового
воздействия приводило к сплавлению пор и наруше-
нию проницаемости, что исключало поступление
питательной среды из нижнего отсека камеры. Кро-
ме того, изменялось адгезионное покрытие, что по-
давляло формирование монослоя эндотелиоцитов.

Таблица 1. Изменение уровня рН и жизнеспособности эндотелиальных клеток культуры EA.hy926 в процессе инкуба-
ции с разными буферными растворами

Раствор
Значение рН Жизнеспособность, %

начальный 
уровень через 1 ч через 2 ч через 1 ч через 2 ч

Стерильный физиологический 7.40 6.79 6.67 82.6 ± 9.7 69.3 ± 23.5
PBS 7.65 7.15 7.12 89.7 ± 3.0 72.7 ± 9.3
Хенкса + 2 мM L-глутамина 7.27 6.86 6.95 88.9 ± 6.0 81.3 ± 12.3
Хенкса + 2 мM L-глутамина + 10 мМ HEPES 7.38 7.04 7.08 90.3 ± 4.0 85.9 ± 2.4
RPMI-1640 + 2 мM L-глутамина 7.85 7.64 7.70 91.9 ± 2.0 77.2 ± 10.44
DMEM-F12 + 2 мM L-глутамина 7.75 7.65 7.74 86.8 ±10.4 80.7 ± 7.5
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Перепады высот в области сканирования приводили
к срыву эндотелиоцитов с мембраны. Сканирование
на жесткой подложке, обеспечивающей только од-
ностороннее поступление среды (сверху), тогда как
нижняя часть клетки прочно адгезировалась всей
поверхностью к покрытию чашки Петри, приводило
к получению четких сканов, позволяющих анализи-
ровать морфологию монослоя с высоким разреше-
нием (рис. 2в). Однако и в этом случае возникали две
проблемы: 1) поскольку питательная среда находит-
ся только сверху над эндотелиоцитами, это исклю-
чает возможность очень длительных исследований;
2) при выборе не оптимального режима сканирова-
ния происходит отрыв клеток от поверхности под-
ложки.

Результаты исследования монослоя культуры
EA.hy926 методом СИПМ представлены на рис. 3.
Очевидно, что в обоих случаях и при сканировании эн-
дотелиоцитов, выросших на адгезионных мембранах в
двухсекционных аналитических камерах (рис. 3а), и

при сканировании клеток на жесткой подложке –
поверхности чашки Петри (рис. 3б), хорошо пропи-
сываются все особенности морфологии эндотелио-
цитов, включая микроструктуру поверхности. В
дальнейшем предпочтение отдавали клеткам, вы-
росшим на адгезионных мембранах, которые были
закреплены в двухсекционных аналитических каме-
рах, поскольку именно в этом случае они оказыва-
лись окруженными питательной средой с двух сто-
рон, что позволяло проводить длительное динами-
ческое наблюдение за изменением их морфологии и
ригидности.

На рис. 4 показано, что в режиме измерения рас-
пределения ионных токов, позволяющем одновре-
менно получать топографические сканы (исследо-
вать морфологию клеток) и карту ригидности (рас-
пределение жесткости поверхностной мембраны
клетки), можно дополнительно получать информа-
цию не только о микроструктуре мембран нативных
клеток, но и определять внеклеточные структуры на

Рис. 2. Морфология эндотелиальных клеток EA.hy926 при сканировании методом АСМ. а, б – сканирование на мембране,
в – сканирование на твердой подложке чашки Петри, не позволяющей вести длительные наблюдения и исследовать процесс
трансэндотелиальной миграции.
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Рис. 3. Морфология эндотелиальных клеток EA.hy926 при сканировании методом СИПМ. а – сканирование на мембране в
двухсекционной аналитической камере в окружении питательной среды, позволяющей вести длительные динамические на-
блюдения. б – сканирование на твердой подложке чашки Петри, не позволяющей вести длительные наблюдения и исследо-
вать процесс трансэндотелиальной миграции. Справа показаны шкалы высот (мкм) в цвете.
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них (микрофиламентозные образования) (рис. 4а, б)
и даже внутриклеточные структуры (ядрышки)
(рис. 4в, г). Благодаря построению карты ригидно-
сти удалось определить, что жесткость мембран эн-
дотелиоцитов варьирует от 357 до 796 Па. Макси-
мальная ригидность отмечается у филаментов кле-
ток и ядрышек – соответственно 1536 и 1729 Па.

Разработанная система позволила вести длитель-
ные динамические наблюдения с высоким разреше-
нием. Через 3 ч наблюдаются существенные измене-
ния морфологии клеток: микроструктура мембран
сглаживается, а над ядерной зоной клетки появля-
ются выросты мембраны (рис. 5а). Через 4 ч наблю-
даются признаки апоптоза: формируются апоптоз-
ные тела (рис. 5б), они формируются на границе
межклеточных контактов. Для апоптозных тел выяв-
лена интересная особенность: при их формировании
ригидность клетки постепенно повышается, а ри-
гидность апоптозных тел постепенно уменьшается
(рис. 6). Исключение систавляет изображение на
рис. 5г, на котором отмечено сморщивание (shrink-
age) апоптозного тела: здесь, напротив, ригидность
эндотелиоцита падает, а апоптозных тел – повыша-

ется, что четко видно на рис. 6. Эта тенденция абсо-
лютно одинакова для обоих апоптозных тел, отпоч-
ковывающихся от эндотелиальной клетки.

Формирование апоптозного тела на границе кле-
ток особенно четко видно при построении трехмер-
ной проекции клетки (рис. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ

Создание двухкамерной аналитической системы
для исследования клеток, когда они с обеих сторон
окружены оптимальной для них (по составу и вели-
чине рН) средой, дает возможность длительных ди-
намических наблюдений за эндотелиоцитами. В
этой системе, помимо состава и значения рН среды,
важно учитывать диаметр пор мембраны, ее адгези-
онные свойства, начальную концентрацию и время
роста эндотелиальной культуры для формирования
монослоя, имитирующего эндотелиальную выстил-
ку интимы сосуда. Особенности системы обратной
связи и механики АСМ не дают возможности иссле-
довать клетки на мембранах, даже в малотравматич-
ном резонансном режиме сканирования. СИПМ

Рис. 4. Морфология и ригидность эндотелиоцитов. а – топографический скан, четко визуализируется микроструктура мем-
браны эндотелиоцита; б, г – карта ригидности (Е – модуль Юнга, Па): хорошо видны поверхностные структуры микрофила-
ментов (стрелки, а) и ядрышко (стрелка, г); в – топографический скан, визуализируются только особенности морфологии
эндотелиальных клеток.
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Рис. 5. Изменение морфологии эндотелиоцитов в процессе длительного наблюдения топография (ряд слева) и карта ригид-
ности (ряд справа). По вертикали – высота (мкм, слева) и модуль Юнга (Е, Па справа). а – “сглаживание” мембраны и фор-
мирование выростов в ядерной области через 180 мин наблюдения; б – начало формирования апоптозных тел (стрелки) через
246 мин; в – увеличение объема апоптозных тел через 255 мин; г – сморщивание (shrinkage) апоптозных тел через 258 мин
наблюдения.
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позволяет анализировать не только морфологию и
микроструктуру клеток и субклеточных структур, но
и измерять ригидность эндотелиальных клеток.

Анализ клеток в течение 180–258 мин позволил
наблюдать апоптоз эндотелиоцитов. В процессе апо-
птоза выявлено, что отпочковывающиеся апоптоз-
ные тела мягче, чем клетка, от которой они отделя-
ются. Эти данные согласуются с исследованием, в
котором авторы (Rodriguez-Quijada, Dahl, 2020) из-
меряли ригидность апоптозных тел, используя мик-

рофлюидную технологию. Но в этой работе значе-
ния ригидности апоптозных тел, извлеченных из сы-
воротки крови, составили 5.6 ± 0.5 Пa (Rodriguez-
Quijada, Dahl, 2020), тогда как минимальные значе-
ния ригидности, полученные нами в настоящей ра-
боте, относятся к моменту непосредственно перед
сморщиванием апоптозных тел и составляют 235–
242 Па. Существенная разница значений может быть
объяснена как разными методами измерения ригид-
ности, так и разными источниками апоптозных тел
(клетками, от которых они отпочковались). Из на-

Рис. 6. Изменение модуля Юнга (Па) эндотелиоцита и апоптозных тел в процессе апоптоза при динамическом наблюдении
в течение 258 мин.

1250

1000

750

500

250

0
180 240 243 246 249 252 255 258

Клетка

М
од

ул
ь 

Ю
нг

а,
 П

а

Время от начала сканирования, мин

Апоптозное тело 1
Апоптозное тело 2
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стоящей работы также очевидно, что ригидность
апоптозных тел со временем может изменяться. Ра-
нее при длительных наблюдениях нами был зареги-
стрирован феномен осцилляции ригидности ней-
трофильных гранулоцитов перед отпочковыванием
апоптозных тел (Pleskova, 2010), тогда как в настоя-
щем исследовании на более коротком временном
отрезке мы наблюдали феномен плавного нараста-
ния ригидности эндотелиоцита перед отпочковыва-
нием апоптозных тел и плавное снижение ригидно-
сти самих апоптозных тел, за исключением момента
их сморщивания, когда эти тенденции резко меня-
лись местами.
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Study of EA.hy926 Endothelial Cells by Atomic Force
and Scanning Ion-Conductance Microscopy

S. N. Pleskovaa, b, *, N. A. Bezrukova, E. N. Gorshkovaa, S. Z. Bobyka, and E. V. Lazarenkoa, b

aLobachevsky State University of Nizhny Novgorod, Scanning Probe Microscopy Laboratory, Nizhny Novgorod, 603950 Russia
bNizhny Novgorod State Technical University, Department of Nanotechnology and Biotechnology, Nizhny Novgorod, 603115 Russia

*e-mail: pleskova@mail.ru

A two-section analytical system was developed and tested to study the culture of EA.hy926 endothelial cells in real
time with high resolution imaging. Scanning ion-conductance microscopy was shown as more relevant method be-
cause it didn’t cause mechanical damage of cell, and made possible scanning on the membranes, when endothelial
cells were surrounded by nutrient medium. The method allowed not only to analyze changes in the cells morphology,
but also to identify extracellular (microfilaments) and intracellular (nucleolus) structures. The rigidity mapping
showed that the rigidity of the endotheliocyte membrane varied from 357 to 796 Pa. After 240 min from the begin-
ning of the observation, the formation of endothelial cells apoptotic bodies has begun, and the rigidity of the cell
gradually increased, while rigidity of the apoptotic bodies decreased.

Keywords: endotheliocytes, apoptosis, membrane rigidity, cell morphology, microstructures, two-section analytical
chamber, scanning ion-conductance microscopy, atomic force microscopy
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Катионные полимеры представляют собой положительно заряженные высокомолекулярные соединения,
в состав которых входят N-содержащие функциональные группы, такие как первичные, вторичные и тре-
тичные аминогруппы, четвертичные аммонийные группы и др. В настоящей работе изучено действие син-
тетического поликатиона поли-2-диметиламиноэтилметакрилата (ПДМАЭМ) на биологическую актив-
ность фибробластов китайского хомячка и эритроцитов человека. На культуре фибробластов проведен
анализ воздействия поликатиона на клеточную адгезию. В качестве субстрата использовали культураль-
ный пластик, обработанный или необработанный поликатионом. Адсорбция поликатиона на полистиро-
ловой поверхности не приводила к изменению адгезивной способности фибробластов. Предварительная
обработка фибробластов ПДМАЭМ в малых концентрациях (0.1 и 1 мкг/мл) не влияла на адгезионные
свойства клеток, посеянных на необработанный пластик. При концентрациях 10 и 100 мкг/мл ПДМАЭМ
ингибировал прикрепление фибробластов к этому субстрату. Установлена связь между подавлением кле-
точной адгезии под влиянием полимера и его токсическим действием на жизнеспособность фибробла-
стов. Обработка эритроцитов человека поликатионом при концентрациях 10 и 100 мкг/мл приводила к по-
вреждению клеток и выделению гемоглобина из эритроцитов. При малых дозах поликатион практически
не оказывал влияния на процессы гемолиза эритроцитов. Показано, что ПДМАЭМ вызывал морфологи-
ческие изменения эритроцитов и их агрегацию. Токсический эффект поликатиона в отношении эритро-
цитов человека в целом совпадал с таковым для фибробластов животных. Обсуждаются возможные кле-
точные мишени, на которые может воздействовать изученный поликатион.

Ключевые слова: синтетический поликатион, адгезия, цитотоксичность, гемолиз, агрегация, фибробла-
сты, эритроциты
DOI: 10.31857/S0041377123050115, EDN: NWYVEA

Катионные полимеры ‒ это высокомолекуляр-
ные соединения, положительный заряд которых обу-
словлен наличием N-содержащих функциональных
групп (первичных, вторичных и третичных амино-
групп или четвертичных аммонийных групп) в струк-
туре линейных поликатионов или дендритных/(гидро-
гелевых) сферических полимерных образований
(Samal et al., 2012; Madaan et al., 2014).

В настоящее время поликатионы рассматривают-
ся в качестве перспективных инструментов для фор-
мирования наноструктур для транспортировки раз-

личных белков, пептидов и лекарственных препара-
тов, в качестве невирусных векторных систем для
переноса нуклеиновых кислот в клетки-мишени, а
также для тканевого конструирования (Lv et al.,
2006; Rihová et al., 2009; Samal et al., 2012).

Поликатион поли-2-диметиламиноэтилметакри-
лат (ПДМАЭМ) представляет собой линейный по-
лимер с третичной аминогруппой в боковой цепи.
Это водорастворимый полиэлектролит, обладаю-
щий биоактивностью. В частности, ПДМАЭМ про-
являет антибактериальную активность в отношении
широкого спектра бактерий, включая Mycobacterium
tuberculosis (Rawlinson et al., 2010; Phillips et al., 2017;
Stawski et al., 2022). ПДМАЭМ адгезирует к моно-
слою клеток кишечника человека, секретирующих

Принятые сокращения: ВКМ – внеклеточный матрикс; ЛДГ ‒
лактатдегидрогеназа; ПДМАЭМ – поли-2-диметиламино-
этилметакрилат.

УДК 576.535:612.111:541.6
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слизь. При этом поликатион усиливает барьерную
функцию клеток кишечника, уменьшая проницае-
мость слизистой оболочки кишечника (Keely et al.,
2005). Благодаря способности поликатиона форми-
ровать комплексы с противоположно заряженными
соединениями, ПДМАЭМ может использоваться в
качестве носителя при трансфекции и для доставки
лекарственных препаратов в поврежденные и (или)
инфицированные ткани человека (You et al., 2007;
Keely et al., 2009; Layman et al., 2009; Tanasienko et al.,
2015).

Стратегия тканевого конструирования заключа-
ется в создании на основе синтетических полимер-
ных носителей матриц, обеспечивающих оптималь-
ную адгезию клеточного материала (фибробластов,
остеобластов, кератиноцитов, эпителиоцитов и др.)
для структурирования или формирования зон реге-
неративного роста тканей в местах их повреждения
(Lutolf, Hubbell, 2003; Bačáková et al., 2004; Ravichan-
dran et al., 2012). В связи с этим важной задачей оста-
ется подбор полимерных соединений для получения
матриц с инкорпорированными линкерными фраг-
ментами известных белков внеклеточного матрикса
(ВКМ) (например, коллагена или фибронектина),
обладающих высокой адгезивной активностью и
связывающихся с определенными участками инте-
гриновых рецепторов, определяющих в итоге сте-
пень клеточной адгезии к полимерной поверхности
(Lutolf, Hubbell, 2003; VandeVondele et al., 2003; Santi-
ago et al., 2006; Thompson et al., 2006; Tsai et al., 2009).
Кроме того, поликатионы могут использоваться для
создания полимерных средств доставки различных
растворимых соединений (от регуляторных пепти-
дов до ростовых факторов), регулирующих клеточ-
ную адгезию, воздействуя на процесс регенерации в
целом (Gribova et al., 2012; Ravichandran et al., 2012).

Кроме воздействия на резидентные ядросодержа-
щие клетки поликатионные носители, попадая в
кровоток, могут воздействовать на форменные эле-
менты крови, включая безъядерные клеточные эле-
менты ‒ эритроциты человека, являющиеся доми-
нирующей клеточной формой в крови (Щербак,
2005; Трошкина и др., 2007). Ввиду высокого поло-
жительного заряда поликатионы изменяют физио-
логические характеристики эритроцитов, что может
приводить к их повреждению или трансформации их
структурных элементов (Moreau et al., 2000).

Основная сложность, ограничивающая исполь-
зование поликатионных носителей в медицинской
практике, связана с их токсическими свойствами
(Fischer et al., 2003; Lv et al., 2006; Madaan et al., 2014;
Xie et al., 2022). Для снижения негативных послед-
ствий при использовании поликатионов разрабаты-
ваются способы минимизации токсического эффекта
за счет маскировки периферического заряда у молеку-
лы полимера посредством модификации поверхност-
ных характеристик полимерного носителя (Samal et al.,
2012; Xie et al., 2022).

В представленной работе исследовали влияние
синтетического поликатиона ПДМАЭМ на функ-
ции фибробластов (резидентных клеток) и эритро-
цитов (нерезидентных клеток) млекопитающих. Ос-
новное внимание уделено анализу воздействия по-
ликатиона, во-первых, на адгезивную активность
фибробластов, которая определяет все последующие
стадии развития и дифференцировки резидентных
клеток в растворенной форме или в виде субстрата
на твердой поверхности и, во-вторых, на морфо-
функциональные характеристики эритроцитов, раз-
витие гемотоксического эффекта, включая лизис и
агрегацию эритроцитов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. В работе использовали фибробласты лег-

кого китайского хомячка линии CHL V-79 RJK
(предоставленной Иельским университетом, США),
а также эритроциты человека. Фибробласты культиви-
ровали в среде ДМЕМ/F12, содержащей 10% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (Gibco, США), 50 мкг/мл
пенициллина и стрептомицина (Gibco, США), в атмо-
сфере 5% СО2 при 37°С. Клетки, достигшие моно-
слоя, промывали фосфатно-солевым буферным рас-
твором (PBS, Sigma, США) и суспендировали в пита-
тельной среде без сыворотки. Действие поликатиона
на фибробласты оценивали по изменению адгезии и
выживаемости. Эритроциты выделяли из венозной
крови здоровых доноров, стабилизированной добав-
лением 2 мМ EGTA. Суспензию эритроцитов полу-
чали после двукратной промывки цельной крови
PBS (pH 7.4). Отмытые эритроциты (гематокрит
2.2%) ресуспендировали в том же буфере. Действие
поликатиона на эритроциты оценивали по его влия-
нию на лизис эритроцитов, а также на их морфофунк-
циональные характеристики.

Оценка адгезии клеток линии CHL V-79 RJK. Вли-
яние ПДМАЭМ (с мол. массой 30000), синтезиро-
ванного в Институте высокомолекулярных соедине-
ний РАН (Санкт-Петербург), на адгезию клеток
оценивали по описанному ранее методу (Иванова,
2023). Клетки линии CHL V-79 RJK (106 кл./мл)
культивировали в питательной среде в 96-луночных
планшетах (Corning, США), обработанных или не-
обработанных полимером. Во втором случае клетки
выдерживали в питательной среде без сыворотки с
ПДМАЭМ в концентрации от 0.1 до 100 мкг/мл или
без поликатиона (контроль) 30 мин при 37°С, затем
в питательную среду добавляли сыворотку, перено-
сили клеточную суспензию в планшет и выдержива-
ли 1 ч в тех же условиях. Прикрепившиеся клетки
окрашивали кристаллическим фиолетовым. Свя-
занный краситель экстрагировали этанолом и опре-
деляли его оптическую плотность на анализаторе
“Униплан” (Пикон, Россия) при длине волны 570 нм.
По величине оптической плотности судили об изме-
нении количества прикрепленных клеток. Результа-
ты выражали в % от контроля, принятого за 100%.
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Планшеты предварительно (до посева клеток) об-
рабатывали поликатионом в концентрациях 10, 20 и
50 мкг/мл (в PBS) в течение 18 ч при 4°С. После дву-
кратной отмывки PBS в лунки планшета вносили
клеточную суспензию в полной питательной среде и
выдерживали клетки 1 ч при 37°С. Количество при-
крепившихся клеток оценивали, как описано выше.

Оценка цитотоксичности клеток линии CHL V-79
RJK. Цитотоксичность поликатиона оценивали по
выживаемости клеток, которую определяли с помо-
щью МТТ-теста (Niks, Otto, 1990) по количеству об-
разовавшегося в процессе реакции продукта форма-
зана. Клетки рассевали в 96-луночные планшеты по
2 × 104 клеток в лунку в полной питательной среде,
через 1 сут ее удаляли и добавляли питательную сре-
ду без сыворотки с исследуемым полимером (в кон-
центрации от 0.1 до 100 мкг/мл) или без него. Клетки
выдерживали 1.5 ч при 37°С, после чего проводили
замену питательной среды. В каждую лунку добавля-
ли 0.5 мг/мл МТТ (3-(4,5-диметилтиазолил)-2,5-дифе-
нил-тетразолий бромид; Sigma, США) в PBS и культи-
вировали 2 ч 40 мин при 37°С в атмосфере 5% СО2. О
количестве жизнеспособных клеток судили по изме-
нению величины оптической плотности экстраги-
рованного из клеток формазана. Оптическую плот-
ность измеряли на анализаторе Униплан (Пикон,
Россия) при длине волны 570 нм.

Определение количества эритроцитов в крови. Ве-
нозную кровь здоровых доноров использовали для
анализа влияния ПДМАЭМ на содержание эритро-
цитов. От здоровых доноров получали информирован-
ное согласие на работу с их кровью. Кровь стабилизи-
ровали добавлением антикоагулянта (2 мМ EGTA). В
пробы цельной крови вносили исследуемый полика-
тион в концентрации от 0.1 до 100 мкг/мл и выдер-
живали в течение 30 мин при 35°С. После этого про-
водили подсчет эритроцитов на гематологическом
анализаторе МЕК-6550 (Nihon Kohden, Япония).
Контролем служили образцы цельной крови без до-
бавления поликатиона.

Гемолиз эритроцитов. Гемолитическую актив-
ность поликатиона оценивали по модифицирован-
ному методу (Jacobson et al., 2005). Эритроциты че-
ловека выделяли из венозной крови здоровых доно-
ров. Эритроциты дважды промывали PBS (pH 7.4) и
ресуспендировали в том же буфере. Суспензию
эритроцитов в PBS (гематокрит 2.2%) инкубировали
с полимером (в различных концентрациях от 0.1 до
100 мкг/мл) или без него 30 мин при 37°С. Степень
гемолиза оценивали по величине выделившегося ге-
моглобина. Количество выделенного гемоглобина
оценивали по оптической плотности, которую изме-
ряли при 540 нм, используя анализатор Clariostar
Plus Reader (BMG Labtech, Германия). Полный лизис
эритроцитов получали после добавления в суспензию
эритроцитов 1%-ного раствора Тритона Х-100. Ре-
зультаты выражали в % от содержания гемоглобина
в эритроцитах после их полного лизиса.

Морфология эритроцитов. Для изучения действия
ПДМАЭМ на эритроциты использовали их суспен-
зию (гематокрит 2.2%), разведенную PBS в 20 раз.
Образцы суспензии эритроцитов переносили в 96-
луночный планшет, куда вносили ПДМАЭМ в кон-
центрации от 0.1 до 100 мкг/мл. Через 5 мин анали-
зировали изменение клеточной формы эритроцитов
с помощью инвертированного микроскопа Nikon
Eclipse TS2-FL (Nikon, Япония), оснащенного фото-
камерой Retiga R1 (Cairn, Великобритания). Ис-
пользовали объективы с увеличением 20× и 40×.

Одновременно исследовали влияние поликатио-
на на изменение клеточной формы эритроцитов по-
сле внесения ПДМАЭМ в тех же концентрациях в
суспензию эритроцитов (гематокрит 2.2%) и инку-
бирования в течение 30 мин при 37°С. Анализ изме-
нения клеточной формы эритроцитов проводили с
помощью инвертированного микроскопа Nikon
Eclipse TS2-FL (Nikon, Япония), оснащенного фото-
камерой Retiga R1 (Cairn, Великобритания). Ис-
пользовали объективы с увеличением 20× и 40×.

Статистическая обработка результатов. Результа-
ты представлены в виде средних значений и их оши-
бок. Достоверность различий оценивали с помощью
t-критерия Стьюдента для сравнения контрольных и
экспериментальных групп. Различия считали досто-
верными при вероятности нулевой гипотезы Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Как правило, поверхностная модификация суб-

страта осуществляется посредством адсорбции бел-
ков ВКМ или их фрагментов на ригидной или полу-
ригидной подложке для имитации существующего in
vivo внеклеточного окружения.

В последнее время используются синтетические по-
лимеры, в том числе поликатионы, в качестве биоак-
тивных субстратов для изучения адгезивной активно-
сти клеток различного происхождения (Thompson et al.,
2006; Иванова и др., 2010). Использование природных
биодеградируемых полимеров (белков ВКМ, таких
как коллаген, фибронектин) (Спичкина и др., 2008;
Иванова и др., 2012) и синтетических катионных по-
лимеров (таких как полилизин, полиэтиленимин)
(Vancha et al., 2004) в качестве адсорбируемого мате-
риала на субстратной подложке ускоряет адгезион-
ные процессы у клеток различных типов.

Поиск синтетических поликатионов (среди из-
вестных или новых соединений) с оптимальным со-
четанием биосовместимости и биодеградации поли-
мерных материалов, используемых в качестве по-
крытий для изменения (усиления или подавления)
адгезионной активности клеток, остается важным
направлением биотехнологии. Биосовместимость
синтетических полимеров связана с клеточным по-
ведением в процессе контакта клеток с этими мате-
риалами и, чаще всего она определяется клеточной
адгезией к полимерным субстратам.
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В натоящей работе исследовали влияние ад-
сорбированного на полистироловой поверхности
ПДМАЭМ на адгезию фибробластов линии CHL
V-79 RJK. Данные, представленные в табл. 1, пока-
зывают, что адсорбция ПДМАЭМ на культуральном
пластике во всех использованных концентрациях
(10, 20 и 50 мкг/мл) не влияла на степень прикрепле-
ния клеток к субстрату и не отличалась от контроль-
ных значений. Таким образом, ПДМАЭМ, адсорби-
рованный на синтетической поверхности другого
химического состава, не подавляет адгезионную ак-
тивность фибробластов, а значит не вызывает токси-
ческого эффекта в данных условиях.

Нейтральный статус в отношении регуляции кле-
точной адгезии исследованного нами ПДМАЭМ в
качестве поверхности прикрепления не совпадает с
действием ряда других поликатионов на адгезивный
ответ клеток. Так, установлено, что катионные по-
лиэлектролиты способствуют прикреплению, рас-
пластыванию и пролиферации фибробластов, а так-
же синтезу ВКМ (коллагенов I и III типов) этими
клетками (Rosa et al., 2004). Кроме того, полистиро-
ловый субстрат, покрытый полиэтиленимином,
обеспечивал быстрое прикрепление и распластыва-
ние клеток гепатомы человека (HepG2) (Soravia, To-
ca-Herrera, 2009), эмбриональных клеток почки че-
ловека (HEK293) и клеток феохромоцитомы крысы
(PC12) (Vancha et al., 2004), а также ускорял созрева-
ние нейрональных клеток после их прикрепления к
поликатиону (Lelong et al., 1992). Адгезия фибробла-
стов к полиаллиламину, адсорбированному на куль-
туральном пластике, усиливалась или ингибирова-
лась в зависимости от концентрации поликатиона
(Иванова и др., 2010). Возможно, менее выражен-
ный эффект ПДМАЭМ на клеточную адгезию фиб-
робластов связан с тем, что этот поликатион содер-
жит третичные аминогруппы, что обусловливает
снижение его реакционной способности.

Положительно заряженные поверхности часто
используются на практике, чтобы обеспечить при-
крепление клеток к субстрату. Вместе с тем не все
субстратные поверхности, несущие заряд, обеспечи-

вают оптимальную клеточную адгезию в ходе куль-
тивирования клеток. Определяющую роль в этом
процессе играют плотность заряда и ориентация в
пространстве аминогрупп у поликатионов. Можно
предположить, что при адсорбции поликатиона
ПДМАЭМ на искусственной поверхности (поли-
стироле) формирующаяся пространственная ори-
ентация функционально значимых аминогрупп
ПДМАЭМ не препятствует взаимодействию клеток
с субстратом.

Нельзя исключить также возможность адсорбции
сывороточных белков, включая белки ВКМ, содер-
жащихся в среде культивирования, на адсорбиро-
ванный слой ПДМАЭМ. В этом случае фибробласты
могут специфически взаимодействовать с адсорби-
рованными белками ВКМ через интегриновые ре-
цепторы (Humphries et al., 2006; Iwamoto, Calderwood,
2015). Установлено, что эндотелиальные клетки чело-
века, адгезированные на многослойных пленках, тер-
минирующим слоем которых являются поликатионы
поли-D-лизин или полиаллиламин, экспрессируют
интегрины, содержащие β1-субъединицу (Boura et al.,
2005).

Как известно, линейные полиэлектролиты (по-
ликатионы и полианионы) используются для получе-
ния многослойных пленок, способных регулировать
клеточную адгезию, свойства которых определяются
зарядом и эластическими свойствами поверхности
субстрата (VandeVondele et al., 2003; Boura et al., 2005;
Tsai et al., 2009). Представляется возможным ис-
пользование исследованного поликатиона в каче-
стве матрицы для обеспечения регулируемой адге-
зии клеток к полимерной поверхности или в каче-
стве составляющей многослойных пленок для
трансплантации клеток в места тканевого поврежде-
ния для оптимизации регенеративных процессов.

Далее мы исследовали влияние ПДМАЭМ в рас-
творенном виде на функции фибробластов. При
внесении этого синтетического поликатиона в кле-
точную суспензию выявлено его заметное действие
на адгезивные свойства фибробластов линии CHL
V-79 RJK. Данные, представленные на рис. 1, пока-
зывают, что ПДМАЭМ после предварительной об-
работки клеток не изменяет количество прикрепив-
шихся клеток к культуральному пластику в концен-
трациях 0.1 и 1 мкг/мл. Дальнейшее увеличение
концентрации ПДМАЭМ в среде культивирования
приводит к резкому сокращению числа прикрепив-
шихся клеток: в концентрации 10 мкг/мл ‒ в 2.7 раза
(P < 0.001) и 100 мкг/мл ‒ в 8.1 раза (P < 0.001) по
сравнению с клетками, не обработанными полика-
тионом.

Известно, что степень заряженности ПДМАЭМ в
водных растворах зависит от величины рН. При ней-
тральных значениях рН молекула этого поликатиона
содержит заряженные и незаряженные участки мо-
лекулы. Это создает предпосылки для дифферен-
цированного взаимодействия его с липидными

Таблица 1. Влияние адсорбированного на пластике поли-
катиона ПДМАЭМ на адгезию фибробластов линии CHL
V-79 RJK

Примечание. Интактные клетки сеяли на поликатион, адсорби-
рованный на пластике. Через 1 ч культивирования в полной пи-
тательной среде при 37°С оценивали количество прикрепив-
шихся клеток. Показаны средние значения и их ошибки из 4-х
независимых экспериментов.

Концентрация 
поликатиона, мкг/мл

Количество 
прикрепившихся клеток, %

– (Контроль) 100
10 100.1 ± 3.6
20 102.1 ± 4.2
50 99.7 ± 12.9
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компонентами клеточной мембраны. Незаряжен-
ные фрагменты поликатиона взаимодействуют с
гидрофобными участками мембранных фосфоли-
пидных молекул (Schwieger, Blume, 2009), а положи-
тельно заряженные фрагменты полимера взаимо-
действуют электростатически с отрицательно заря-
женными участками липидных молекул (Oku et al.,
1986; Reuter et al., 2009). При этом поликатион может
не только адсорбироваться на поверхности клеточной
мембраны, но и инкорпорироваться во внутренний
монослой липидного бислоя мембран (Flebus et al.,
2015). В последнем случае ПДМАЭМ, возможно,
может взаимодействовать с фосфатидилсерином, ин-
дуцируя формирование липидных доменов, обогащен-
ных этим фосфолипидом, как это было показано для
поликатиона поли-L-лизина (Franzin, Macdonald,
2001). Сегрегация фосфолипидов в мембране (Oku et al.,
1986) обусловливает перераспределение плотности
поверхностного заряда у клеток, а значит изменяет
силу элетростатического взаимодействия между по-
ликатионом и клеточной поверхностью.

Токсичность любого препарата, в том числе по-
лимерных соединений, обусловлена повреждением
ими клеточной мембраны и выходом внутриклеточ-
ных компонентов во внеклеточное пространство.
Для оценки влияния ПДМАЭМ на жизнеспособ-
ность резидентных клеток мы использовали МТТ-
тест, т.к. он позволяет оценить внутриклеточное
действие анализируемого препарата на активность
митохондриальных дегидрогеназ.

При наименьших из использованных концентра-
ций ПДМАЭМ (0.1 и 1 мкг/мл) жизнеспособность
фибробластов практически не изменялась и не отлича-

лась от таковой клеток, не обработанных ПДМАЭМ.
Увеличение дозы ПДМАЭМ в среде культивирова-
ния приводило к уменьшению числа жизнеспособ-
ных фибробластов в клеточной популяции. Но если
ПДМАЭМ в дозе 10 мкг/мл приводит только к появ-
лению тенденции к ингибированию метаболиче-
ской активности клеток, то в дозе 100 мкг/мл он вы-
зывал сильный токсический эффект, уменьшая ко-
личество жизнеспособных клеток более, чем в 9 раз
(P < 0.001) (рис. 2). Аналогичные данные были по-
лучены другими исследователями. Так, линейный
ПДМАЭМ не влиял на жизнеспособность эндоте-
лиальных клеток и опухолевых клеток поджелудоч-
ной железы человека в дозе 10 мкг/мл, но вызывал
сильный цитотоксический эффект в дозах 20 и
50 мкг/мл, уменьшая число жизнеспособных клеток
соответственно до 40 и 10% (You et al., 2007) или 20%
(Layman et al., 2009). Кроме того, при обработке кле-
ток поликатионом поли-L-лизином или полиэтиле-
нимином в дозе 55 мкг/мл жизнеспособность сохраня-
ли около 10% гладкомышечных клеток (Putnam et al.,
2001) или 2–5% фибробластов мыши (при 100 мкг/мл;
Fischer et al., 2003).

Изменение метаболической активности мито-
хондрий под действием поликатиона свидетельству-
ет о проникновении полимера в клетку. Недавно
подтверждено, что токсичность полимеров, оцени-
ваемая по МТТ-тесту, обусловлена повреждением
клеточных мембран (Monnery et al., 2017) и связан-
ным с этим процессом входом молекул поликатиона
во внутриклеточное пространство. Авторы полага-
ют, что поликатион может поступать в клетки, ми-
нуя процесс эндоцитоза.

Рис. 1. Адгезия фибробластов линии CHL V-79 RJK, предварительно обработанных поликатионом ПДМАЭМ, к культураль-
ному пластику. Клетки выдерживали с поликатионом или без него (Контроль, К) в течение 30 мин при 37°С в питательной
среде без сыворотки, затем сеяли на пластик и оценивали количество прикрепившихся клеток через 1 ч культивирования в
питательной среде с 10% сыворотки при 37°С. Показаны средние значения и их ошибки из 6 независимых измерений, (*) –
отличия от контроля достоверны при P < 0.001.
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Только для максимальной из использованных
концентраций ПДМАЭМ (100 мкг/мл) установлена
четкая взаимосвязь между ингибированием клеточ-
ной адгезии и снижением числа жизнеспособных
клеток. Т.е. сокращение числа прикрепленных кле-
ток к субстрату при 100 мкг/мл ПДМАЭМ напрямую
связано с его токсическим действием. Ранее уже по-
казано, что ПДМАЭМ обладает токсичностью
(You et al., 2007). Кроме того, установлено, что ток-
сичность ПДМАЭМ обусловлена гибелью клеток по
некротическому механизму, т.е. обработка этим поли-
катионом приводила к гибели клеток через поврежде-
ние клеточных мембраны, что подтверждается данны-
ми об усилении выделения цитозольного фермента
ЛДГ из эндотелиальных клеток человека под действи-
ем ПДМАЭМ в концентрации от 20 до 50 мкг/мл (Lay-
man et al., 2009). Поликатионы полиэтиленимин и
поли-L-лизин также вызывали повреждение мем-
бран фибробластов мыши, увеличивая выделение
ЛДГ соответственно на 45 и 18% (Fischer et al., 2003).

В результате проведенных нами исследований
установлено, что адсорбированный на полистироло-
вой поверхности ПДМАЭМ поддерживает адгезию
фибробластов линии CHL V-79 RJK на одном уровне
с контрольными значениями вне зависимости от ис-
пользованной дозы поликатиона для его адсорбции
на пластиковой поверхности. Предварительная об-
работка фибробластов ПДМАЭМ по-разному влия-
ла на адгезию клеток к необработанному пластику.
Если при малых концентрациях ПДМАЭМ практи-
чески не влиял на адгезионные свойства клеток, то
дальнейшее увеличение его дозы в культуральной

среде приводило к дозозависимому ингибированию
клеточной адгезии к необработанному пластику,
связанному с уменьшением числа жизнеспособных
фибробластов в клеточной популяции.

Эритроциты привлекают внимание исследовате-
лей в качестве объекта изучения, т.к. они обладают
уникальными биологическими и биофизическими
свойствами. Эритроциты, относящиеся к нерези-
дентным клеткам, являются наиболее важными
компонентами крови, основная функция которых
состоит в поддержании дыхательной активности ре-
зидентных клеток (Щербак, 2005).

При внутривенном введении синтетических по-
лимеров и их комплексов последние непосредствен-
но взаимодействуют с циркулирующими компонен-
тами крови. Повреждение эритроцитов различными
фармакологическими препаратами и средствами до-
ставки последних, в том числе поликатионных по-
лимеров, может приводить к серьезным негативным
эффектам, включая гемолиз, пойкилоцитоз и др.
(Боровская и др., 2010). Попадая в кровеносную си-
стему, молекулы поликатионов в свободной или
связанной форме могут взаимодействовать с клетка-
ми крови и белковыми компонентами плазмы крови
(Moreau et al., 2002; Flebus et al., 2015). Поэтому в до-
клинических исследованиях необходимо проводить
оценку токсичности полимеров, включая поликати-
оны, в отношении форменных элементов крови.

Гемолиз является простым и надежным способом
оценки совместимости полимерных материалов с
компонентами крови, индикатором цитотоксично-
сти. В представленной работе проведен анализ влия-

Рис. 2. Влияние поликатиона ПДМАЭМ на жизнеспособность фибробластов линии CHL V-79 RJK. Клетки культивировали
в присутствии поликатиона или без него при 37°С в течение 1.5 ч. После удаления культуральной среды с полимером в лунки
планшета вносили свежую питательную среду без сыворотки. Жизнеспособность клеток оценивали по активности митохон-
дриальных дегидрогеназ с помощью МТТ-теста. Показаны средние значения и их ошибки из 4-х независимых измерений,
(*) – отличия от контроля достоверны при P < 0.001.
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ния ПДМАЭМ на гемолиз эритроцитов человека.
Показано, что ПДМАЭМ в зависимости от исполь-
зованной дозы по-разному влиял на интенсивность
гемолиза. Так, в дозах 0.1 и 1 мкг/мл ПДМАЭМ не
влиял на гемолиз и полученные показатели факти-
чески не отличались от контрольных значений. При
добавлении ПДМАЭМ в суспензию эритроцитов в
дозах 10 и 100 мкг/мл гемолитический эффект воз-
растал соответственно в 2.8 и 10 раз (P < 0.001) по
сравнению с эритроцитами, не обработанными этим
полимером (рис. 3).

Согласно данным из литературы (Moreau et al.,
2002), ПДМАЭМ не оказывал значительного влия-
ния на гемолиз эритроцитов человека. Возможно,
это связано с тем, что эти авторы использовали для
анализа активности полимера 40%-ную суспензию
эритроцитов, в то время мы использовали суспен-
зию эритроцитов 2.2%.

Поскольку гемолиз (выделение гемоглобина из
эритроцитов во внешнюю среду) связан с нарушени-
ем целостности мембран эритроцитов, а эритроциты
человека являются безъядерными клеточными фор-
мами, которые не содержат каких-либо органелл,
можно с большой вероятностью утверждать, что ос-
новной мишенью токсического действия исследо-
ванного поликатиона является их мембрана.

Поэтому на следующем этапе мы исследовали
влияние ПДМАЭМ на изменение формы эритроци-
тов (пойкилоцитоз) (Мороз и др., 2012). Обнаруже-
но, что краткосрочная обработка эритроцитов поли-
мером ПДМАЭМ в дозах 0.1 и 1 мкг/мл не влияла на
морфологию эритроцитов, поскольку они сохраня-

ют дисковидную форму. Дальнейшее увеличение
концентрации поликатиона (10 и 100 мкг/мл) в ин-
кубационной среде приводило к резкому изменению
клеточной формы эритроцитов (рис. 4) и часть из
них приобретала сферическую форму. В этом случае
мембрана эритроцитов становится более контраст-
ной в поле зрения микроскопа. Другая часть популя-
ции эритроцитов приобретала более вытянутую
форму. Происходило уплощение эритроцитов с по-
терей дисковидной формы. Кроме того, отмечено
слияние 2−3-х эритроцитов с измененной клеточной
формой. Можно предположить, что при краткосроч-
ном воздействии ПДМАЭМ на эритроциты адсорбция
поликатиона на поверхности клетки вызывает струк-
турные изменения, скорее всего, во внешнем листке
липидного бислоя мембраны эритроцитов, трансфор-
мируя взаимодействие компонентов цитоскелета с
интегральными трансмембранными комплексами.
Это приводит к запуску пойкилоцитоза и морфоло-
гическим деформациям эритроцитов.

Данные, представленные на рис. 5, показывают,
что инкубация эритроцитов с ПДМАЭМ в течение
30 мин при 37°С существенно влияет на актив-
ность полимера. При инкубировании эритроцитов
с ПДМАЭМ в дозах 0.1 и 1 мкг/мл незначительная
часть клеточной популяции изменяла форму на эхи-
ноцитарную. По-видимому, трансформация в эхино-
цитарную форму носит обратимый характер, посколь-
ку не приводит к увеличению гемолиза при инкубиро-
вании эритроцитов при малых дозах ПДМАЭМ. В
концентрациях 10 и 100 мкг/мл ПДМАЭМ вызывал аг-
регирование эритроцитов с образованием крупных
конгломератов. Агрегирование эритроцитов связано

Рис. 3. Влияние поликатиона ПДМАЭМ на степень гемолиза эритроцитов человека. В суспензию эритроцитов (гематокрит
2.2%) вносили ПДМАЭМ в концентрации от 0.1 до 100 мкг/мл на 30 мин при 37°С. Контролем служили эритроциты, не об-
работанные ПДМАЭМ. Степень гемолиза оценивали по величине выделившегося гемоглобина в среду инкубации. Оптиче-
скую плотность измеряли при длине волны 540 нм. Результаты представлены в % от содержания гемоглобина в эритроцитах
после их полного гемолиза (см. Материал и методика). Показаны средние значения и их ошибки из 8–9 независимых изме-
рений, (*) – отличия от контроля достоверны при P < 0.001.
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с полной или частичной потерей отрицательного за-
ряда на их поверхности. В норме отрицательный за-
ряд эритроцитов обеспечивает взаимное отталкива-
ние эритроцитов, тем самым предотвращая их сбли-
жение и слипание в кровяном русле. Изменение

формы эритроцитов (потеря дисковидной формы)
после обработки ПДМАЭМ приводит к увеличению
контактной зоны у эритроцитов, что обусловливает
ускорение процессов их агрегации. При этом проч-
ность формирующихся агрегатов может возрастать.

Рис. 4. Изменение формы эритроцитов человека при краткосрочном воздействии поликатиона ПДМАЭМ. а – Эритроциты,
необработанные ПДМАЭМ (контроль); б–д – эритроциты, обработанные ПДМАЭМ в концентрации 0.1 (б), 1 (в), 10 (г) и 100
(д) мкг/мл. ПДМАЭМ добавляли в суспензию эритроцитов (гематокрит 2.2%), разведенную PBS в 20 раз. Через 5 мин оцени-
вали форму эритроцитов с помощью инвертированного микроскопа Nikon Eclipse TS2-FL (Япония), объектив 40×. Стрелка-
ми указаны дискоциты (а, б, в), уплощение эритроцитов (г), сферизация эритроцитов (д) и слияние 2−3-х эритроцитов (д).
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Ранее сообщалось, что обработка эритроцитов
человека поли-L-лизином, ПДМАЭМ и диэтилами-
ноэтил-декстраном вызывала гемагглютинацию
(Moreau et al., 2002; Cerda-Cristerna et al., 2011). Авторы
показали, что линейный ПДМАЭМ в концентрации

500 мкг/мл при внесении в образцы цельной крови
человека вызывал образование значительных агрега-
тов эритроцитов в течение 15–120 мин, а при меньших
дозах ПДМАЭМ не влиял на процессы агрегирования
эритроцитов человека (Cerda-Cristerna et al., 2011).

Рис. 5. Влияние поликатиона ПДМАЭМ на деформацию и агрегацию эритроцитов человека. а – Эритроциты, необработан-
ные ПДМАЭМ (контроль); б–д – эритроциты, обработанные ПДМАЭМ в концентрации 0.1 (б), 1 (в), 10 (г) и 100 (д) мкг/мл.
Поликатион добавляли в суспензию эритроцитов (гематокрит 2.2%) на 30 мин при 37°С. Форму эритроцитов оценивали по-
сле разбавления суспензии эритроцитов PBS в 20 раз, используя микроскоп Nikon Eclipse TS2-FL (Япония) и объектив 20×
(г, д) или 40× (а–в). Стрелками указаны дискоциты (а); эхиноциты (б, в); агрегаты эритроцитов (г, д).

а

б в

г д



456

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 5  2023

ИВАНОВА и др.

Необходимо отметить, что авторы использовали
цитратную кровь, возможно, наличие цитрата Na в
образцах крови снижало протонирование
поликатиона, а значит и реакционную способность
ПДМАЭМ в данных условиях.

Не менее важным при изучении влияния на гемо-
совместимость является анализ воздействия полимера
на содержание эритроцитов в цельной крови. Данные,
представленные в табл. 2, показывают, что при вне-
сении в цельную кровь в дозе от 0.1 до 10 мкг/мл
ПДМАЭМ не влиял на количественные показатели
эритроцитов. Только в процессе инкубации образ-
цов цельной крови с ПДМАЭМ в дозе 100 мкг/мл от-
мечена тенденция к уменьшению числа эритроци-
тов в крови по сравнению с контрольными значени-
ями. Отсутствие влияния этого поликатиона на
содержание эритроцитов в крови может быть связано
с адсорбционной активностью сывороточного альбу-
мина, на долю которого в составе белков плазмы при-
ходится около 60% (Щербак, 2005). Альбумины, свя-
зываясь с циркулирующими в организме соединения-
ми природного или искусственного происхождения,
защищают клетки крови от повреждающего воздей-
ствия, как при физиологических, так и патологических
состояниях. Поликатионы, связываясь с белками
плазмы, формируют полиэлектролитные комплексы с
низкой аффинностью для эритроцитов. Подобные
взаимодействия могут снижать реакционную спо-
собность поликатионов в цельной крови. Известно,
что плазма, добавленная в суспензию эритроцитов,
частично предотвращала гемотоксический эффект
поликатионов за счет электростатических взаимо-
действий с белками плазмы (Moreau et al., 2002).
Низкая гемолитическая активность линейных поли-
катионов (ПДМАЭМ), обнаруженная и при инкуба-
ции цельной крови человека с полимерами, объяс-
няется адсорбционной активностью белков плазмы,

снижающей концентрацию реактивных поликатио-
нов в крови (Cerda-Cristerna et al., 2011).

В представленной работе показано, что ПДМАЭМ
сохраняет характеристики гемосовместимости при
малых концентрациях. Увеличение концентрации
поликатиона в среде инкубации приводит к дозоза-
висимому гемолизу и агрегированию отмытых эрит-
роцитов, но не влияет на количество эритроцитов в
образцах цельной крови человека. Это означает, что
ПДМАЭМ сохраняет свойство гемосовместимости
при его добавлении в цельную кровь in vitro. Это да-
ет основание полагать, что исследованный нами
ПДМАЭМ может быть использован при опреде-
ленных концентрациях в качестве полимерного но-
сителя.

Необходимо подчеркнуть, что было выявлено
сходство зависимости действия ПДМАЭМ на адге-
зивный ответ резидентных (фибробластов) клеток и
на гемолитический ответ нерезидентных (эритроци-
тов) клеток от использованной дозы поликатиона.
При относительно малых концентрациях ПДМАЭМ
практически не оказывал действия на указанные фи-
зиологические реакции фибробластов и эритроцитов.
Увеличение его концентрации до 10 и 100 мкг/мл в сус-
пензии фибробластов и эритроцитов дозозависимо
ингибировало клеточную адгезию или усиливало ли-
зис эритроцитов (см. рис. 1 и 3). Возможно, выявлен-
ная корреляция между антиадгезивными свойствами в
отношении фибробластов и гемолитической активно-
стью в отношении эритроцитов ПДМАЭМ связана с
однотипным воздействием поликатиона на фиброб-
ласты и эритроциты, скорее всего на физико-хими-
ческую структуру клеточных мембран.

Известно, что поликатионы взаимодействуют с
отрицательно заряженными компонентами клеточ-
ных мембран и внутриклеточными структурами
(Molotkovsky et al., 2021). В качестве мембранных
компонентов, с которыми может связываться поли-
катион, могут выступать фосфолипиды, структури-
рующие липидный бислой клеточных мембран, а
также гликолипиды, которые благодаря сиаловым
кислотам вносят существенный вклад в суммарный
отрицательный заряд клетки (Крепс, 1981). У эрит-
роцитов отрицательный поверхностный заряд в
большей степени обусловлен наличием олигосаха-
ридных цепей, связанных с гликопротеинами, в
первую очередь гликофоринами, наряду с фосфоли-
пидами и гликолипидами (Боронихина и др., 2021).

Адсорбция молекул поликатиона на клеточной
мембране вызывает многоуровневое воздействие. Во-
первых, происходит частичная нейтрализация поверх-
ностного заряда клетки под действием поликатиона,
что не может не изменить физико-химические свой-
ства клетки. Во-вторых, связывание молекул поли-
катиона с эктодоменами сложных белковых комплек-
сов (рецепторов, ионных каналов и др.) приводит к
прямому воздействию полимера на структуру бел-
ков/комплексов, изменяя в первую очередь конфор-

Таблица 2. Влияние поликатиона ПДМАЭМ на количе-
ство эритроцитов в цельной крови человека

Примечание. Образцы цельной крови человека инкубировали с
поликатионом или без него (контроль) 30 мин при 35°С. Коли-
чество эритроцитов определяли на гематологическом анализа-
торе MEK-6550 (Япония). Показаны средние значения и их
ошибки из 8 независимых экспериментов.

Концентрация 
поликатиона, мкг/мл

Количество эритроцитов
(×1012/л)

Контроль 4.64 ± 0.29

0.1 4.22 ± 0.21

1 4.32 ± 0.15

10 4.06 ± 0.10

100 3.95 ± 0.13
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мационные характеристики последних (Gao et al.,
2019). Это означает, что молекулы поликатиона, из-
меняя характеристики белковых структур, включая
локальный заряд молекулы белка, влияют и на про-
ведение сигнала из и в клетку, тем самым оказывая
опосредованное воздействие на активность клеточ-
ной/эритроцитарной популяции в целом.

В настоящее время нет единого мнения о меха-
низме воздействия поликатионов на мембрану ядер-
ных и безъядерных клеток (Molotkovsky et al., 2021).
Предполагается, что адсорбированный на клеточ-
ной мембране поликатион, электростатически взаи-
модействуя с фосфатными группами фосфолипи-
дов, вызывает трансформацию липидного бислоя,
которая при критических воздействиях может при-
водить к образованию пор (дыр) в липидном бислое
мембраны (Oku et al., 1986; Reuter et al., 2009). Пер-
форация клеточной мембраны приводит к некон-
тролируемому выходу/входу внутриклеточных/вне-
клеточных соединений в тканевую жидкость или
кровь/клетку. Кроме того, влияние адсорбирован-
ного на клеточной мембране поликатиона может
ограничиваться локальными изменениями в струк-
туре клеточной мембраны. Например, положитель-
но заряженные поликатионы могут вызывать огра-
ниченную в пространстве сегрегацию липидных мо-
лекул, чаще одноименно заряженных (Oku et al.,
1986; Franzin, Macdonald, 2001), что приводит к мо-
заичному перераспределению плотности поверх-
ностного заряда мембраны. Одновременно может
происходить локальное изменение текучести кле-
точной мембраны (в сторону увеличения степени
жидкостности или ригидности отдельных локусов
мембраны), тем самым создаются условия для регу-
лирования процессов деформации клеточных мем-
бран, приводящих к нарушению пластических
функций плазматической мембраны у резидентных
и нерезидентных клеток.

На основании полученных данных можно заклю-
чить, что ПДМАЭМ может быть использован в ме-
дицинской практике в фармакологических концен-
трациях 0.1 и 1 мкг/мл в качестве средств доставки
лекарственных препаратов (в частности противоопу-
холевых или противовоспалительных), а также в каче-
стве одного из компонентов многослойных пленок для
трансплантации клеток в места повреждения тканей,
осуществляя тем самым регулирование процессов кле-
точной адгезии и восстановление целостности ткани.
При малых концентрациях ПДМАЭМ сохраняет ха-
рактеристики цито- и гемосовместимости. Увеличе-
ние фармакологической дозы ПДМАЭМ во внекле-
точной жидкости или в плазме крови может приво-
дить к негативным последствиям, трансформируя
физиологические функции резидентных и нерези-
дентных клеток млекопитающих. При этом при под-
боре полимерных носителей необходимо учитывать
не только используемую дозу ПДМАЭМ, но и вели-
чину положительного заряда полимера, которая
определяет степень нейтрализации поверхностного

заряда клеток. Модификация структуры ПДМАЭМ
посредством введения дополнительных заместите-
лей с гидрофобными/гидрофильными свойствами
или с разной степенью заряженности, а также ис-
пользование сополимеров ДМАЭМ с различными
сомономерами позволит регулировать реакционную
способность поликатиона для обеспечения опти-
мального уровня биосовместимости полимеров с
различными типами резидентных и нерезидентных
клеток.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работа выполнена в рамках государственного задания
Института эволюционной физиологии и биохимии
им. И.М. Сеченова РАН № 075-00967-23-00.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Эксперименты проводили в соответствии с рекомен-
дациями Комитета по этике Института эволюционной
физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН (прото-
кол № 1-04 от 7 апреля 2022 года). От здоровых доноров по-
лучали информированное согласие на работу с их кровью.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

ВКЛАД АВТОРОВ

В.П.И.: оригинальная идея и схема экспериментов,
эксперименты, анализ и интерпретация полученных дан-
ных, написание рукописи. Л.Л.А.: культивирование фиб-
робластов, интерпретация результатов по выживаемости
фибробластов. О.В.Н.: химический синтез поликатиона
ПДМАЭМ, интерпретация результатов по эритроцитам.
И.В.М.: обсуждение результатов. Все авторы прочитали
окончательную версию рукописи и согласились с ней.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
Боровская М.К., Кузнецова Э.Э., Горохова В.Г., Корякина Л.Б.,

Курильская Т.Е., Пивоваров Ю.И. 2010. Структурно-
функциональная характеристика мембраны эритро-
цита и ее изменения при патологиях разного генеза.
Бюл. ВСНЦ СО РАМН. № 3. С. 334. (Borovskaya M.K.,
Kuznetsova E.E., Gorokhova V.G., Koriakina L.B., Kuril-
skaya T.E., Pivovarov Ju.I. 2010. Structural and functional
characteristics of membrane’s erythrocyte and its change at
pathologies of various genesis. Byulleten’ Vostochno-Si-
birskogo Nauchnogo Tsentra Sibirskogo Otdeleniya Rossi-
iskoi Akademii Meditsinskikh Nauk. № 3. P. 334.)

Боронихина Т.В., Ломановская Т.А., Яцковский А.Н. 2021.
Плазмолемма эритроцитов и ее изменения в течение
жизни клеток. Журн. анатомии и гистопатологии.
Т. 10. № 2. С. 62. (Boronikhina T.V., Lamanovskaya T.A.,
Yatskovskii A.N. 2021. Erythrocyte plasmalemma and its



458

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 5  2023

ИВАНОВА и др.

changes during the cell lifespan. Zhurnal Anatomii i Gisto-
patologii. V. 10. № 2. P. 62.)

Иванова В.П. 2023. О вариативности клеточного адгезив-
ного ответа под воздействием родственных коротких
пептидов. Цитология. Т. 65. № 1. С. 92. (Ivanova V.P.
2023. On the variativity of cellular adhesive response under
the influence of related short peptides. Cell Tissue Biol.
(Tsitologiya). V. 17. № 3. P. 265.)

Иванова В.П., Гринчук Т.М., Алексеенко Л.Л., Арцыба-
шева И.В., Гаврилова И.И. 2010. Влияние синтетиче-
ского поликатиона полиаллиламина на адгезию и
жизнеспособность фибробластов китайского хомячка
CHL V-79 RJK с разной степенью устойчивости к на-
греву. Цитология. Т. 52. № 9. С. 729. (Ivanova V.P.,
Grinchuk T.M., Alekseenko L.L., Artsybasheva I.V.,
Gavrilova I.I. 2010. Effect of synthetic polycation polyal-
lylamine on adhesion and viability of CHL V-79 RJK Chi-
nese hamster fibroblasts with various heat resistance. Cell
Tiss. Biol. V. 4. P. 520.)

Иванова В.П., Ковалева З.В., Анохина В.В., Кривченко А.И.
2012. Влияние трипептидного фрагмента коллагена
(GER) на адгезию и распластывание фибробластов за-
висит от свойств адгезивной поверхности. Цитоло-
гия. Т. 54. № 11. С. 823. (Ivanova V.P., Kovaleva Z.V.,
Anokhina V.V., Krivchenko A.I. 2013. The effect of a colla-
gen tripeptide fragment (GER) on fibroblast adhesion and
spreading depends on properties of an adhesive surface.
Cell Tiss. Biol. V. 7. P. 21.)

Крепс Е.М. 1981. Липиды клеточных мембран. Эволюция
липидов мозга. Адаптационная функция липидов. Л.:
Наука. 339 с. (Kreps E.M. 1981. Lipidy kletochnykh mem-
bran. Evolyutsiya lipidov mozga. Adaptatsionnaya funktsi-
ya lipidov (Cell membrane lipids. Evolution of brain lipids.
Adaptive functions of lipids). Leningrad: Nauka. 339 pp.)

Мороз В.В., Голубев А.М., Афанасьев А.В., Кузовлев А.Н.,
Сергунова В.А., Гудкова О.Е., Черныш А.М. 2012. Стро-
ение и функции эритроцита в норме и при критиче-
ских состояниях. Общая реаниматология. Т. 8. № 1.
С. 52. (Moroz V.V., Golubev A.M., Afanasyev A.V., Kuzov-
lev A.N., Sergunova V.A., Gudkova O.E., Chernysh A.M.
2012. The structure and function of a red blood cell in
health and critical conditions. Obschaya Reanimatologiya.
V. 8. № 1. P. 52.)

Спичкина О.Г., Пинаев Г.П., Петров Ю.П. 2008. Анализ ге-
терогенности кератиноцитов человека, взаимодей-
ствующих с иммобилизованными фибронектином,
коллагеном I и IV типов. Цитология. Т. 50. № 1. С. 210.
(Spichkina O.G., Pinaev G.P., Petrov Y.P. 2008. Analysis of
heterogeneity of human keratinocytes interacting with im-
mobilized fibronectin and collagenes of types I and IV. Cell
Tiss. Biol. V. 2. P. 123.)

Трошкина Н.А., Циркин В.И., Дворянский С.А. 2007. Эрит-
роцит: строение и функции его мембраны. Вятский
мед. вестник. № 2-3. С. 32. (Troshkina N.A., Tsirkin V.I.,
Dvoryansky S.A. 2007. Erythrocyte: structure and func-
tions of its membrane. Vyatskii Meditsinskii Vestnik. V. 18.
№ 2-3. P. 32.)

Щербак И.Г. 2005. Биологическая химия. СПб: Изд-во
СПбГМУ. 480 с. (Scherbak I.G. 2005. Biological chemis-
try. St.Petersburg: SPbSMU. 480 p.)

Bačáková L., Filová E., Rypáček F., Śvorčik V., Starý V. 2004.
Cell adhesion on artificial materials for tissue engineering.
Physiol. Rev. V. 53. P. 35.

Boura C., Muller S., Vautier D., Dumas D., Schaal P., Voegel J.C.,
Stoltz J.F., Menu P. 2005. Endothelial cell-interactions with
polyelectrolyte multilayer films. Biomaterials. V. 26.
P. 4568.

Cerda-Cristerna B.I., Flores H., Pozos-Guillén A., Pérez E.,
Sevrin C., Grandfils C. 2011. Hemocompatibility assess-
ment of poly(2-dimethylamino ethylmethacrylate) (PD-
MAEMA)-based polymers. J. Control. Release. V. 153.
P. 269.

Fischer D., Li Y., Ahlemeyer B., Krieglstein J., Kissel T. 2003. In
vitro cytotoxicity testing of polycations: influence of poly-
mer structure on cell viability and hemolysis. Biomaterials.
V. 24. P. 1121.

Flebus L., Lombart F., Sevrin C., Defraigne J.O., Peters P., Par-
hamifar L., Molin D.G.M., Grandfils C. 2015. Low molecu-
lar weight (2-dimethylamino ethylmethacrylate) polymers
with controlled positioned fluorescent labeling: Synthesis,
characterization and in vitro interaction with human endo-
thelial cells. Int. J. Pharmaceut. V. 478. P. 278.

Franzin C.M., Macdonald P.M. 2001. Polylysine-induced 2H
NMR-observable domains in phosphatidylserine/phos-
phatidylcholine lipid bilayers. Biophys. J. V. 81. P. 3346.

Gao S., Holkar A., Srivastava S. 2019. Protein-polyelectrolyte
complexes and micellar assemblies. Polymers. V. 11. 1097.
https://doi.org/10.3390/polym11071097

Gribova V., Auzely-Velty R., Picart C. 2012. Polyelectrolyte mul-
tilayer assemblies on materials surfaces: From cell adhesion
to tissue engineering. Chem. Mater. V. 24. P. 854.

Humphries I.D., Byron A., Humphries M.J. 2006. Integrin li-
gands at a glance. J. Cell Sci. V. 119. P. 3901.

Iwamoto D.V., Calderwood D.A. 2015. Regulation of integrin-
mediated adhesion. Cur. Opin. Cell Biol. V. 36. P. 41.

Jacobson F., Baraniskin A., Mertens J., Mittler D., Mohammadi-
Tabrisi A., Schubert S., Soltau M., Lehnhardt M., Behnke B.,
Gatermann S., Steinau H.U., Steinstraesser L. 2005. Activity
of histone H1.2 in infected burn wounds. J. Antimicrob.
Chemother. V. 55. P. 735.

Keely S., Rullay A., Wilson C., Carmichael A., Carrington S.,
Corfield A., Haddleton D.M., Brayden D.J. 2005. In vitro
and ex vivo intestinal tissue models to measure mucoadhe-
sion of poly(methacrylate) and N-trimethylated chitosan
polymers. Pharmac. Res. V. 22. P. 38.

Keely S., Ryan S., Haddleton D.M., Limer A., Murphy E.P., Col-
gan S.P., Brayden D.J. 2009. Dexamethasone-poly(dime-
thylamino)ethyl methacrylate (pDMAEMA) conjugates
reduce inflammatory biomaterials in human intestinal ep-
ithelial monolayers. J. Control. Release. V. 135. P. 35.

Layman J.M., Ramirez S.M., Green M.D., Long T.E. 2009. In-
fluence of polycation molecular weight on poly(2-dime-
thylaminoethyl methacrylate)-mediated DNA delivery in
vitro. Biomacromol. V. 10. P. 1244.



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 5  2023

ВЛИЯНИЕ СИНТЕТИЧЕСКОГО ПОЛИКАТИОНА 459

Lelong I.H., Petegnief V., Rebel G. 1992. Neuronal cells mature
faster on polyethyleneimine coated plates than on poly-
lysine coated plates. J. Neurosci. Res. V. 32. P. 562.

Lutolf M.P., Hubbell J.A. 2003. Synthetic biomaterials as instruc-
tive extracellular microenvironments for morphogenesis and
tissue engineering. Nature Biotechnol. V. 23. P. 47.

Lv H., Zhang S., Wang B., Cui S., Yan J. 2006. Toxicity of cat-
ionic lipids and cationic polymers in gene delivery. J. Con-
trol. Release. V. 114. P. 100.

Madaan K., Kumar S., Poonia N., Lather V., Pandita D. 2014.
Dendrimers in drug delivery and targeting: drug-dendrim-
er interactions and toxicity issues. J. Pharmacy Bioall. Sci.
V. 6. P. 139.

Molotkovsky R.J., Galimzyanov T.R., Ermakov Y.A. 2021. Het-
erogeneity in lateral distribution of polycations at the sur-
face of lipid membranes: from the experimental data to the
theoretical model. Materials. V. 14. 6623.
https://doi.org/10.3390/ma14216623

Monnery B.D., Wright M., Cavill R., Hoogenboom R., Shaunak S.,
Steinke J.H.G., Thanou M. 2017. Cytotoxicity of polyca-
tions: relationship of molecular weight and the hydrolytic
theory of the mechanism of toxicity. Int. J. Pharm. V. 521.
P. 249.

Moreau E., Domurado M., Chapon P., Vert M., Domurado D.
2002. Biocompatibility of polycations: in vitro agglutina-
tion and lysis of red blood cells and in vivo toxicity. J. Drug
Target. V. 10. P. 161.

Moreau E., Ferrari I., Drochon A., Chapon P., Vert M., Domura-
do D. 2000. Interactions between red blood cells and a le-
thal, partly quarternized tertiary polyamine. J. Control.
Release. V. 64. P. 115.

Niks M., Otto M. 1990. Towards an optimized MTT assay. J.
Immunol. Meth. V. 130. P. 149.

Oku N., Yamaguchi Na, Yamaguchi No, Shibamoto S., Tto F.,
Nango M. 1986. The fusogenic effect of synthetic polymers on
negatively charged lipid bilayers. J. Biochem. V. 100. P. 935.

Phillips D.J., Harrison J., Richards S.J., Mitchell D.E., Tichauer E.,
Hubbard A.T.M., Guy C., Portman I.H., Fullam E. 2017.
Evaluation of the antimicrobial activity of cationic poly-
mers against Mycobacteria: toward antitubercular macro-
molecules. Biomacromol. V. 18. P. 1592.

Putnam D., Gentry C.A., Pack D.W., Langer R. 2001. Polymer-
based gene delivery with low cytotoxicity by a unique bal-
ance of side-chain termini. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
V. 98. P. 1200.

Ravichandran R., Sundarrajan S., Venugopal J.R., Mukherjee S.,
Ramakrishna S. 2012. Advances in polymeric systems for
tissue engineering and biochemical applications. Macro-
mol. Biosci. V. 12. P. 286.

Rawlinson L.A., Ryan S.M., Mantovani G., Syrett J.A., Haddle-
ton D.M., Brayden D.J. 2010. Antibacterial effects of po-
ly(2-dimethylamino ethyl) methacrylate against selected
gram-positive and gram-negative bacteria. Biomacromol.
V. 11. P. 443.

Reuter M., Schwieger C., Meister A., Karlsson G., Blume A. 2009.
Poly-L-lysines and poly-L-arginines induce leakage of
negatively charged phospholipid vesicles and translocate

through the lipid bilayer upon electrostatic binding to the
membrane. Biophys. Chem. V. 144. P. 27.

Rihová B., Kovár L., Kovár M., Hovorka O. 2009. Cytotoxicity
and immunostimulation: double attack on cancer cells with
polymeric therapeutics. Trends Biotechnol. V. 27. P. 11.

Rosa M.D., Carteni M., Petillo O., Calarco A., Margarucci S.,
Rosso F., Rosa A.D., Farina E., Grippo P., Peluso G. 2004.
Cationic polyelectrolyte hydrogel fosters fibroblast spreading,
proliferation and extracellular matrix production: Implication
for tissue engineering. J. Cell Physiol. V. 198. P. 133.

Samal S.K., Dash M., Vlierberghe van S., Kaplan D.L., Chellini E.,
Blitterswijk van C., Moroni L., Dubruel P. 2012. Cationic
polymers and their therapeutic potential. Chem. Soc. Rev.
V. 41. P. 7147.

Santiago L.Y., Nowak R.W., Rubin J.P., Marra K.G. 2006. Pep-
tide-surface modification of poly(caprolactone) with lami-
nin-derived sequences for adipose-derived stem cell appli-
cation. J. Biomaterials. V. 27. P. 2962.

Schwieger C., Blume A. 2009. Interaction of poly-L-arginine
with negatively charged DPPG membranes: calorimetric
and monolayer studies. Biomacromol. V. 10. P. 2152.

Soravia V., Toca-Herrera J.L. 2009. Substrate influence on cell
shape and cell mechanics: Hep G2 cells spread on positive-
ly charged surfaces. Microsc. Res. Tech. V. 72. P. 957.

Stawski D., Rolińska K., Zielińska D., Sahariah P., Hjalmarsdót-
tir M.A., Másson M. 2022. Antibacterial properties of poly
(NN-dimethylaminoethyl methacrylate) obtained at dif-
ferent initiator concentrations in solution polymerization.
R. Soc. Open Sci. V. 9. 211367.
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.c5764223

Tanasienko I.V., Yemets A.I., Finiuk N.S., Stoiko R.P., Blume Y.B.
2015. DMAEM-based cationic polymers as novel carriers
for DNA delivery into cells. Cell Biol. Int. V. 39. P. 243.

Thompson M.T., Berg M.C., Tobias I.S., Lichter J.A., Rubner M.F.,
Vliet van K.J. 2006. Biochemical functionalization of poly-
meric cell substrata can alter mechanical compliance. Bio-
macromol. V. 7. P. 1990.

Tsai W.B., Chen R.P.Y., Wei K.L., Chen Y.R., Liao T.Y., Liu H.L.,
Lai J.Y. 2009. Polyelectrolyte multilayer films functional-
ized with peptides for promoting osteoblast functions. Acta
Biomaterialia. V. 5. P. 3467.

Vancha A.R., Govindaraju S., Parsa K.V.L., Jasti M., Gonzalez-
Garcia M., Ballestero R.P. 2004. Use of polyethyleneimine
polymer in cell culture as attachment factor and lipofection
enhancer. BMC Biotechnology. V. 4. 23.
https://doi.org/10.1186/1472-6750-4-23

VanderVondele S., Vörös J., Hubbell J.A. 2003. RGD-grafted
poly-L-lysine-graft-(polyethylene glycol) copolymers
block non-specific protein adsorption while promoting cell
adhesion. Biotechnol. Bioeng. V. 82. P. 784.

Xie B., Du K., Huang F., Lin Z., Wu L. 2022. Cationic nanoma-
terials for autoimmune diseases therapy. Front. Pharma-
col. V. 12. 762362.
https://doi.org/10.3389/fphar.2021.762362

You Y.Z., Manickam D.S., Zhou Q.H., Oupicky D. 2007. Reduc-
ible poly (2-dimethylaminoethyl methacrylate): synthesis,
cytotoxicity, and gene delivery activity. J. Control. Release.
V. 122. P. 217.



460

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 5  2023

ИВАНОВА и др.

The Effect of Synthetic Polycation Poly-2-Dimethylaminoethylmethacrylate on Biological 
Activity of Mammalian Resident and Nonresident Cells

V. P. Ivanovaa, *, L. L. Alekseenkob, O. V. Nazarovac, and I. V. Minduksheva

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194223 Russia
b Insitute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
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Cationic polymers are the positively charged macromolecules that have in their structure N-containing functional
groups such as primary, secondary and tertiary amine groups; quaternary ammonium groups and others. The effect
of synthetic polycation poly-2-dimethylaminoethylmethacrylate (PDMAEM) on biological activity of animal fibro-
blasts (CHL V-79 RJK) and human red blood cells (RBCs) was studied. The influence of PDMAEM on cell adhe-
sion using fibroblast culture was analyzed. Cultural plastic treated or untreated by polycation was used as substrate.
The polycation adsorption on polystyrene surface did not change the adhesive capacity of fibroblasts. Pretreatment
of fibroblasts with PDMAEM did not influence at low concentrations (0.1 and 1 μg/mL) the adhesive properties of
cells plated on the untreated plastic surface. At high concentrations (10 and 100 μg/mL) PDMAEM inhibited the
attachment of fibroblasts to this substrate. Relationship between the inhibition of cell adhesion under PDMAEM
action and the toxic effect on fibroblast viability has been found. The PDMAEM treatment of human RBCs at high
doses led to the damage of cells and release of hemoglobin to incubation medium. At low doses PDMAEM practi-
cally did not influence the hemolysis of RBCs. It was shown that PDMAEM induced the change of the shape and
aggregation of RBCs. The toxic effect of PDMAEM on human RBCs coincided as a whole with such effect for an-
imal fibroblasts. Possible cell targets upon the PDMAEM effect are discussed.

Keywords: synthetic polycation, adhesion, cytotoxicity, hemolysis, aggregation, fibroblasts, red blood cells



ЦИТОЛОГИЯ, 2023, том 65, № 5, с. 461–474

461

ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ КЛЕТОК МИОКАРДА ПРИ ИШЕМИЧЕСКОЙ 
БОЛЕЗНИ СЕРДЦА И ИШЕМИЧЕСКОЙ КАРДИОМИОПАТИИ

© 2023 г.   А. И. Стельмашенко1, 2, С. Л. Андреев3, Л. С. Литвинова2, 4, *, В. В. Малащенко4,
Н. М. Тодосенко4, Н. Д. Газатова4, И. А. Хлусов1, 2, В. М. Шипулин3

1Кафедра морфологии и общей патологии Сибирского государственного медицинского университета, Томск, 634050 Россия
2Лаборатория клеточных и микрофлюидных технологий Сибирского государственного медицинского университета, 

Томск, 634050 Россия
3Научно-исследовательский институт кардиологии Томского национального исследовательского медицинского центра 

Российской академии наук, Томск, 634012 Россия
4Центр иммунологии и клеточных биотехнологий Балтийского федерального университета им. И. Канта,

Калининград, 236041 Россия
*E-mail: larisalitvinova@yandex.ru
Поступила в редакцию 07.04.2023 г.

После доработки 26.04.2023 г.
Принята к публикации 29.04.2023 г.

В настоящей работе проведен сравнительный анализ цитокинового профиля миокарда у пациентов с ише-
мической болезнью сердца (ИБС) и у пациентов с ишемической кардиомиопатией (ИКМП) на фоне
ИБС. Методом проточной флюориметрии с использованием мультиплексной тест-системы проведено
определение концентраций 41 цитокина, секретируемых 24-часовой тканевой культурой миокарда, ин-
траоперационно забранного из ушка правого предсердия (ПП, контроль) и периинфарктной зоны (ПЗ)
левого желудочка (ЛЖ). Цель работы – изучить in vitro цитокиновый профиль клеток миокарда для поиска
возможных предикторов неблагоприятных исходов хирургического лечения пациентов с ИБС и ИКМП.
У пациентов с ИКМП на фоне ИБС секреция миокардом провоспалительных молекул GM-CSF и IFN-γ
значительно выросла (до 78–80 пг/г, p < 0.05) по сравнению с нулевыми значениями при ИБС. В то же вре-
мя наблюдали 3-кратное снижение концентрации лиганда Fractalkine 3 (Flt-3L – лиганда fms-подобной
тирозинкиназы 3). Падение секреции Flt-3L отмечено именно в ПЗ-ЛЖ в сравнении с УПП. Кроме того,
в сравнении с ушком ПП, в тканевой культуре миокарда ПЗ-ЛЖ резко снижались концентрации фактора
роста фибробластов-2 (FGF-2), тромбоцитарного фактора роста АВ/ВВ (PDGF-AB/BB), интерлейкинов
IL-15 и IL-4, а также фактора, экспрессируемого и секретируемого нормальными Т-клетками при актива-
ции (RANTES/CCL5). Обнаруженные изменения анализируются с помощью корреляционного и регрес-
сионного анализа; предлагаются возможные предикторы риска хирургического лечения пациентов двух
групп. Предлагается рассмотреть провоспалительные цитокины (IL-5, IL-6) и хемокины (Flt-3L, IL-8), а
также факторы ангиогенеза (VEGF) и ангиостаза (IP-10) в качестве потенциальных маркеров неблагопри-
ятного исхода хирургического лечения сердечно-сосудистых заболеваний.

Ключевые слова: цитокиновый профиль культуры миокарда, ишемическая кардиомиопатия, ишемическая
болезнь сердца, корреляционный анализ, регрессионный анализ, ремоделирование левого желудочка
DOI: 10.31857/S0041377123050097, EDN: POBBZE

Миокард – это многокомпонентная ткань, состо-
ящая из кардиомиоцитов (функциональных клеток)
и внеклеточного матрикса, формирующего каркас
сердца и включающего в себя различные клеточные
популяции (фибробласты, адипоциты, резидентные
макрофаги, эндотелиальные клетки и т.д.). При вос-
палении и регенерации фибробласты активируются
мигрирующими из крови лейкоцитами, что усили-
вает секрецию ангиогенных и профиброгенных фак-
торов, а также способность дифференцироваться в
миофибробласты, адипоцитоподобные клетки, хон-
дроциты и остеобласты (Choi et al., 2010). Такая

сложная многоклеточная система организации тре-
бует регуляторного и координирующего надзора за
взаимоотношениями между клеточными популяци-
ями, который обеспечивается, в том числе, различ-
ными цитокинами и факторами роста.

Нарушение баланса про- и противовоспалитель-
ных цитокинов является маркером неблагоприятно-
го прогноза воспалительного процесса, способству-
ет повреждению кардиомиоцитов и, как следствие,
приводит к патологическому ремоделированию
миокарда (Москалёв и др., 2017; Timonen et al., 2008;
Хамитова и др., 2017). При этом воспаление миокар-

УДК 576.08:616.12:616.127-005.8:616-037
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да приобретает хроническое течение, что, в итоге,
становится причиной потери сократительной спо-
собности и дилатации камер сердца, преобладания
продуктивного воспаления вследствие избыточной
продукции профиброгенных цитокинов (Prabhu et al.,
2016; Berezin et al., 2020; Kologrivova, 2021).

Известно, что концентрации IL-1, хемоаттрак-
тантного белка моноцитов (МСР-1) и фактора не-
кроза опухоли альфа (TNFα) в крови повышены при
инфаркте миокарда и сердечной недостаточности.
Это приводит к увеличению размеров и гибели кар-
диомиоцитов за счет активации каскадных реакций,
таких как NF-κB, JAK/STAT и PI3-киназа (Muraka-
mi et al., 2015). Считается, что цитокины определяют
реализацию воспаления, его длительность и исход; в
частности, активными участниками воспаления яв-
ляются провоспалительные TNFα, хемокины IL-8 и
МСР-1, а также противовоспалительный IL-10. Эти
молекулы, наряду с другими, играют роль медиато-
ров каскада иммунного реагирования как единого
целого и определяют координацию интегральных
(иммунной, эндокринной, гемопоэтической и фаго-
цитарной) систем организма (Симбирцев, 2018; Юро-
ва и др., 2020). Они же являются главными биомарке-
рами течения воспаления (Bartekova et al., 2018).

В настоящее время существует достаточно иссле-
дований, описывающих цитокиновый профиль кро-
ви у пациентов с сердечно-сосудистыми заболевани-
ями (см., например: Urazova et al., 2019; Van der Heij-
den et al., 2019; Henein et al., 2022). Ряд цитокинов,
включая TNF-α, TGF-β и некоторые интерлейкины
(IL-1, IL-4, IL-6, IL-8 и IL-18), участвуют в развитии
различных воспалительных сердечных патологий, а
именно ишемической болезни сердца, инфаркта
миокарда, сердечной недостаточности и кардиомио-
патии. Другие цитокины, такие как IL-2, IL-4, IL-6,
IL-8 и IL-10, участвуют в восстановлении тканей по-
сле ишемии и, таким образом, считается, что они
оказывают благотворное влияние на сердечную
функцию (Bartekova et al., 2018). Так, выявлено ста-
тистически значимое снижение в крови провоспа-

Принятые сокращения: ИБС – ишемическая болезнь сердца;
ИКМП – ишемическая кардиомиопатия; ИФ – иммунофер-
ментный; КСИ – конечно-систолический индекс; ЛЖ – ле-
вый желудочек; ПЗ – периинфарктная зона; ПП – правое
предсердие; CXCL/CCL – мотив C-X-C хемокин/C-C мотив
лиганд; EGF – эпидермальный фактор роста; FGF-2 – основ-
ной фактор роста фибробластов; Flt-3L – фракталкин-3 ли-
ганд; Fractalkine – фракталкин; G-CSF – колониестимулиру-
ющий фактор гранулоцитов; GM-CSF – колониестимулирую-
щий фактор гранулоцитов и моноцитов; GRO – онкоген,
связанный с ростом опухоли; IFN – интерферон; IL – интер-
лейкин; IP-10 – гамма-интерферон индуцируемого белка 10;
MCP – моноцитарный хемотаксический протеин; MDC –
макрофагальный хемокин; MIP – макрофагальный белок вос-
паления; PDGF – тромбоцитарный фактор роста;
RANTES/CCL5 – фактор, экспрессируемый и секретируемый
нормальными Т-клетками при активации; sCD40L – транс-
мембранный гликопротеин типа I; TGF-α – трансформирую-
щий фактор роста альфа; TNF – фактор некроза опухоли;
VEGF – фактор роста эндотелия сосудов.

лительного хемокина IL-8 при дилатационной кар-
диомиопатии и ишемической кардиомиопатиии
(ИКМП) на фоне повышения концентрации про-
воспалительного цитокина TNFα, хемокина МСР-1
и противовоспалительного хемокина IL-10. Цито-
кины обнаружены в атеросклеротических бляшках и
на внутренней поверхности сосудов, что может иг-
рать определенную патогенетическую роль в форми-
ровании ИКМП (Хамитова и др., 2017).

В то же время интерес представляет сам миокард,
как синтетически активная ткань, клетки которой
способны локально продуцировать биологически
активные вещества, участвующие в фиброгенезе
(Maass et al., 2005; Cojan-Minzat et al., 2021). Частые
осложнения хирургического лечения пациентов с
ИКМП в виде постинфарктного ремоделирования ле-
вого желудочка (ЛЖ) (Гриценко и др., 2020) обуслов-
ливают необходимость поиска качественных и коли-
чественных предикторов неблагоприятного развития
репаративного процесса.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
in vitro цитокинового профиля тканевой культуры
миокарда для поиска возможных предикторов не-
благоприятных исходов хирургического лечения па-
циентов с ишемической болезнью сердца и ишеми-
ческой кардиомиопатией.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Материал. Исследование проведено на материале
интраоперационных биопсий из ушка правого пред-
сердия (ПП) и периинфарктной зоны (ПЗ) миокар-
да, полученных от 14 пациентов с диагнозом ИКМП
и ишемическая болезнь сердца (ИБС). Пациентам с
ИКМП и ИБС проводилась вентрикулопластика по
методике, предложенной Дором (Dor, 1997) в моди-
фикации по Мениканти (Menicanti, 2002) в сочета-
нии с аортокоронарным шунтированием и пласти-
кой митрального клапана при наличии соответству-
ющих показаний.

В группу пациентов с ИБС и ИКМП вошли 9 че-
ловек (8 мужчин и 1 женщина), средний возраст па-
циентов составлял 64.8 ± 2.6 лет (минимальный и
максимальный – 61 и 69 лет соответственно). В группу
пациентов с ИБС без ИКМП вошли 5 пациентов муж-
ского пола, средний возраст составил 52.0 ± 7.2 года
(минимальный и максимальный 45 и 61 год соответ-
ственно). Критериями включения больных в основ-
ную группу исследования являлись критерии для
постановки диагноза ишемическая кардиомиопа-
тия, предложенные в 2002 г. (Felker et al., 2002), а имен-
но: наличие участков акинеза и дискинеза ЛЖ, конеч-
но-систолический индекс (КСИ) ЛЖ > 60 мл/м2,
фракция выброса ЛЖ ≤ 40%, длительность ИБС > 1 го-
да и стеноз ствола левой коронарной артерии > 75%
или проксимальный стеноз передней нисходящей
артерии, или стенозы, превышающие 75%, не менее
чем в двух коронарных артериях.
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Все пациенты проходили лечение в отделении
сердечно-сосудистой хирургии Научно-исследова-
тельского института кардиологии Томского нацио-
нального исследовательского медицинского центра
РАН (НИИ кардиологии Томского НИМЦ) в пери-
од 2011–2022 гг. Все пациенты получили полную ин-
формацию об исследовании и дали осознанное
письменное информированное согласие на добро-
вольное участие в нем. Работа проведена с информи-
рованного согласия пациентов на основе разреше-
ния локального этического комитета ФГБОУ ВО
СибГМУ Минздрава России (протокол № 7981 от
16.12.2019 г.).

Морфометрическое исследование. Для гистологи-
ческого исследования интраоперационные образцы
миокарда фиксировали в 10%-ном забуференном
формальдегиде, далее осуществляли стандартную про-
водку образцов с последующей заливкой в парафин и
подготовкой серийных срезов (толщиной 3–5 мкм).
Окрашивали гематоксилин-эозином (БиоВитрум,
Россия) по стандартной методике.

Визуализацию изображения осуществляли в про-
ходящем свете на микроскопе Axioskop 40 фирмы
Carl Zeiss (Германия). Микрофотографии гистоло-
гических препаратов получали с помощью фотокаме-
ры Canon G 10 (Япония) c разрешением 14 мегапиксе-
лей. Морфометрический анализ производили с помо-
щью программы обработки графических изображений
ImageJ v1.43 software (Национальный институт здо-
ровья, Бетезда, США) в 10 случайных полях зрения,
что соответствовало 1 мм2 ткани. Для оценки таких
морфологических изменений миокарда, как удель-
ный объем внутриклеточного отека кардиомиоци-
тов, интерстициального отека, капилляров, паренхи-
мы, стромы и ядер кардиомиоцитов, а также количе-
ственной оценки степени выраженности воспаления в
сердце применяли метод точечного счета в 10 слу-
чайных полях, исключая перекрытие полей зрения.

Культивирование. Другие интраопреационные
биопсии из УПП и периинфарктной зоны миокарда
(объем извлеченной ткани ~1 мм3), полученные от
15 пациентов с диагнозом ИКМП и ИБС, помещали
в пробирки со средой DMEM/F12, содержащей ген-
тамицин и культивировали 24 ч при 37°C. Затем су-
пернатанты (надосадочные жидкости) из тканевых
культур центрифугировали в течение 10 мин при
1500 об./мин, помещали в эппендорфы и хранили не
более 1 мес. при температуре −80°C для последую-
щего мультиплексного анализа. Вследствие некото-
рого разброса объема биопсийных образцов определя-
ли их массу (табл. 1) на аналитических весах GR-202
(A&D Company, Токио, Япония) для перерасчета
уровней цитокинов в культуре на 1 г ткани миокарда.

Мультиплексный ИФ-анализ по типу проточной
флуориметрии. Количественное определение хемо-
кинов, факторов роста, про- и антивоспалительных
цитокинов проводили методом флуоресцентной
проточной флуориметрии на автоматизированном

анализаторе Bio-Plex Protein Assay System (Bio-Rad,
США) с использованием коммерческой тест-систе-
мы MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine
Panel I, 41 plex kit (Merck Millipore, США). Для опре-
деления цитокинового профиля миокарда была вы-
брана следующая панель цитокинов: интерлейкины
IL-1α, IL-1β, IL-1Ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (р40), IL-12 (р70), IL-13,
IL-15, IL-17А; фактор некроза опухоли альфа (TNFα);
фактор некроза опухоли бета (TNF-β); альфа-интер-
ферон (IFN-α2); гамма-интерферон (IFNγ); эотак-
син (CCL11); колониестимулирующий фактор гра-
нулоцитов (G-CSF); колониестимулирующий фактор
гранулоцитов и моноцитов (GM-CSF); трансформи-
рующий фактор роста альфа (TGF-α); тромбоцитар-
ный фактор роста (PDGF-AA и PDGF-AB/BB); инду-
цируемый гамма-интерфероном протеин 10 (IP-10;
мотив C-X-C хемокин 10 (C-X-C motif chemokine 10,
CXCL10); моноцитарный хемотаксический проте-
ин-1 (MCP-1; chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2));
моноцитарный хемотаксический протеин-3 (MCP-3);
макрофагальный белок воспаления 1α (MIP-1α;
CCL3); макрофагальный белок воспаления 1β
(MIP-1β; CCL4); фактор, экспрессируемый и секре-
тируемый нормальными Т-клетками при активации
(RANTES/CCL5); основной фактор роста фиброб-
ластов (FGF-2); фактор роста эндотелия сосудов
(VEGF); эпидермальный фактор роста (EGF); онко-

Таблица 1. Массы образцов биопсийного миокарда от па-
циентов разных групп

Примечание. Даны средние значения и их стандартные откло-
нения; n – число пациентов; n1 – число образцов миокарда.

Пациент
(n = 9)

Масса биоптата, 
полученного из ушка 

ПП (контроль), г
(n1 = 7)

Масса биоптата, 
полученного из ПЗ-ЛЖ, г

(n1 = 9)

Пациенты с ИКМП
1 0.19 ± 0.01 0.16 ± 0.01
2 0.19 ± 0.03 0.03 ± 0.01
3 0.06 ± 0.03 0.11 ± 0.02
4 0.05 ± 0.01 0.01 ± 0.01
5 0.06 ± 0.03 0.05 ± 0.01
6 0.06 ± 0.00 0.06 ± 0.00
7 – 0.34 ± 0.01
8 – 0.03 ± 0.01
9 0.06 ± 0.01 0.21 ± 0.01

Пациенты с ИБС (n = 5; n1 = 5)
1 0.10 ± 0.03 0.18 ± 0.02
2 0.11 ± 0.01 0.09 ± 0.01
3 0.10 ± 0.01 0.13 ± 0.02
4 0.06 ± 0.01 0.06 ± 0.02
5 0.06 ± 0.01 0.07 ± 0.01
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ген, связанный с ростом опухоли (GRO); фрактал-
кин (Fractalkine; Flt-3 лиганд; лиганд fms-подобной
тирозинкиназы 3); трансмембранный гликопротеин
типа I (sCD40L) и макрофагальный хемокин MDC
(CCL22).

Концентрацию определяли по стандартной кри-
вой для каждого набора (определяемый динамиче-
ский диапазон 2–10000 пг/мл) в соответствии с ин-
струкцией фирмы-производителя (Merck Millipore,
США). При статистической обработке значения
уровня цитокинов, выходящие за нижнюю границу
чувствительности метода (<2 пг/мл), принимали за
1 пг/мл.

Статистическая обработка результатов. Обработку
выполняли с использованием пакета программ MS
Excel и STATISTICA 10.0 for Windows (StatSoft Inc.,
США). Для проверки нормальности распределения
использовали критерий Шапиро–Уилка. При рас-
пределении, отличающемся от нормального, для
выявления отличий между группами использовали
непараметрический U-критерий Манна–Уитни для
независимых выборок и описывали с указанием ме-
дианы (Me) и межквартильного размаха (Q1–Q3).
Корреляционный анализ проводили с помощью ко-
эффициента ранговой корреляции Спирмена. Раз-
личия считали статистически значимыми при кри-
тическом уровне значимости p < 0.05. Зависимость
между количественными признаками определяли с
помощью линейного многофакторного регрессион-
ного анализа. Для построения регрессионной моде-
ли использовалось 16 наблюдений.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Секреция цитокинов, хемокинов и факторов роста у

пациентов с ИБС и ИКМП. Согласно классифика-
ции цитокинов по концентрации (vav den Broek et al.,
2014), среди 41 цитокина, хемокина и фактора роста,
секретируемых in vitro тканевой культурой миокарда у
пациентов с ИКМП или ИБС, было выделено 4 груп-
пы биологически активных молекул. Группу цито-
кинов с наибольшей концентрацией (от 1000 до
10000 пг/мл) составили IL-8, MCP-1, IL-6 и GRO.
Концентрация IL-8 вне зависимости от зоны мио-
карда (УПП или ПЗ-ЛЖ) и диагноза (ИКМП или
ИБС) приближалась к максимальным значениям
чувствительности мультиплексного ИФ-анализа (до
10000 пг/мл).

У пациентов с ИБС в группу цитокинов со сред-
ней концентрацией (от 100 до 1000 пг/мл) вошли:
FGF-2, RANTES/CCL5, G-CSF и IP-10. Остальные
цитокины и факторы роста, секретируемые клетка-
ми сердца пациентов с ИБС, были представлены в
низкой (от 10 до 100 пг/мл) и следовой концентраци-
ях (от 0 до 10 пг/мл).

У пациентов с ИКМП группу цитокинов с высо-
кой концентрацией (от 1000 пг/мл) дополнил IL-7
(среднее значение его концентрации составило

1873.9 пг/мл). В группу цитокинов со средней кон-
центрацией (от 100 до 1000 пг/мл) вошли IP-10, IL-5,
IFN-γ, RANTES/CCL5 и FGF-2. Остальные цитоки-
ны и факторы роста, секретируемые клетками серд-
ца пациентов с ИКМП, были представлены в низкой
(от 10 до 100 пг/мл) и следовой концентрациях (от 0
до 10 пг/мл).

После биопсии участки миокарда несколько раз-
личались по массе (табл. 1), поэтому в дальнейшем
концентрации цитокинов выражали в пикограммах
на 1 грамм миокарда в 1 мл культуральной среды.

Сравнение пациентов с ИКМП и ИБС по секреции
клетками сердца цитокинов и факторов роста. По ре-
зультатам сравнения концентраций цитокинов, хе-
мокинов и факторов роста у двух групп пациентов
показано, что у пациентов с ИКМП секреция Flt-3L
статистически значимо в 3 раза ниже, чем уровень
этого лиганда в культуре миокарда пациентов с ИБС
(табл. 2). С другой стороны, секреция GM-CSF и
IFN-γ значительно выше (до 78–80 пг/г, p < 0.05) у
пациентов в группе ИКМП, чем в группе ИБС с ну-
левыми значениями этих показателей.

При сопоставлении содержания цитокинов, хе-
мокинов и факторов роста в культуральной среде в
зависимости от зоны интереса в ПЗ-ЛЖ у пациентов
с ИКМП или ИБС отмечено статистически значи-
мое снижение (в сравнении с ушком ПП) секреции
6 аналитов: FGF-2 (до 26%, р = 0.001), Flt-3L (до
19%, р = 0.003), PDGF-АВ/ВВ (до 30%, р = 0.012), IL-15
(до 0, р = 0.007), IL-4 (до 0, р = 0.027) и
RANTES/CCL5 (до 15%, р = 0.027) (табл. 2).

При сравнении морфометрических показателей
установлено, что у пациентов обеих групп наблюде-
ния (ИБС и ИКМП) в ПЗ-ЛЖ частота встречаемо-
сти интерстициального отека и, особенно, удельно-
го объема капилляров оказались резко сниженными
соответственно в 15 (р = 0.003) и 61 (р = 0.049) раз по
сравнению с соответствующими показателями в уш-
ке ПП (рис. 1). Морфология миокарда ПЗ-ЛЖ ха-
рактеризовалась наличием фиброзной ткани, а так-
же кардиомиоцитов с признаками атрофии и ком-
пенсаторной гипертрофии (рис. 2).

Определение взаимосвязей между концентрацией
цитокинов, хемокинов и факторов роста и морфомет-
рическими показателями миокарда у пациентов с
ИКМП. Корреляционный анализ выявил положи-
тельные и отрицательные взаимосвязи между кон-
центрацией цитокинов и такими морфометрически-
ми показателями, как удельный объем интерстици-
ального отека и удельный объем стромы миокарда, а
также диаметр кардиомиоцитов и наличие воспали-
тельного инфильтрата в сердце у пациентов с
ИКМП (рис. 3а). Множественный регрессионный
анализ показал обратно пропорциональную взаимо-
связь между концентрацией IL-8 в миокарде и диа-
метром кардиомиоцитов у пациентов с ИКМП, а
также прямо пропорциональную взаимосвязь между



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 5  2023

ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ КЛЕТОК МИОКАРДА ПРИ ИШЕМИЧЕСКОЙ 465

Таблица 2. Концентрации цитокинов, хемокинов и факторов роста при 24-часовом культивировании образцов мио-
карда ушка ПП и ПЗ-ЛЖ от пациентов с ИКМП и ИБС

Примечание. Данные представлены в виде медианы (Me) и межквартильного размаха (Q1–Q3); (*) – различия между группами срав-
нения ИБС/ИКМП и ушко ПП/ПЗ-ЛЖ достоверны при p < 0.05 и выделены жирным шрифтом. Данные по зонам интереса (ушко ПП и
ПЗ-ЛЖ) включают значения обеих групп пациентов (ИБС и ИКМП); n – число пациентов; n1 – число определений концентраций.

Цитокины, 
хемокины 

и факторы роста

Концентрация, пг на 1 г миокарда в 1 мл среды

ИБС (контроль; 
n = 5, n1 =14)

ИКМП на фоне ИБС
(n = 9, n1 = 27)

ПЗ-ЛЖ
(n = 14, n1 = 41)

Ушко ПП (контроль;
n = 12, n1 = 35)

EGF 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0)
FGF-2 6861. 2 (3591.3–10060.8) 3512.3 (589.4–10010.6) 2669.1* (189.4–3674.6)

р = 0.001
10123.3 (6346.1–13952.3)

Eotaxin 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–179.7) 0.0 (0.0–0.0)
TGF-a 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0)
G-CSF 1514.8 (949.7–5467.0) 2327.5 (541.7–6981.2) 1437.3 (625.8–3468.5) 3603.6 (968.2–10709.9)
Flt-3L 812.8 (271.3–1296.0) 273.9* (67.5–733.9)

p = 0.042
178.3* (82.8–312.2)

р = 0.003
957.5 643.8–1192.0)

GM-CSF 0.0 (0.0–64.4) 80.0* (29.0– 21.4)
p = 0.026

47.4 (0.0–116.2) 67.9 (11.2– 9.4)

Flt-3 853.5 (0.0– 1401.2) 1149.6 (148.01–823.0) 788.1 (0.0–1689.6) 1196.1 (527.2–681.8)
IFNa2 269.1 (0.0– 503.1) 182.9 (0.0–592.7) 87.5 (0.0–01.8) 411.0 (105.3–592.7)
IFN-γ 0.0 (0.0–45.6) 77.6* (25.3–130.9)

p = 0.012
25.3 (0.0–90.1) 71.0 (17.6–84.1)

GRO 25225.2 (13777.8–33093.3) 20446.4 (1590.4–47288.6) 24317.9 (2774.9–1566.6) 21353.7 (8173.5–64494.3)
IL-10 0.7 (0.3–1.6) 0.6 (0.2–1.4) 0.8 (0.2–1.8) 0.6 (0.3–1.2)
MCP-3 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0)
IL-12p40 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0)
MDC 533.5 (400.51–656.9) 375.4 (132.4–544.9) 414.0 (117.7–556.8) 450.7 (345.1–733.3)
IL-12p70 16.2 (0.0–73.1) 39.3 (0.0–39.2) 38.3 (0.0–133.8 17.3(0.0–95.5)
PDGF-AA 85.21 (0.0–139.8) 50.6 (0–115.5) 85.9 (0.0–139.8) 55.7 (0.0–97.3)
IL-13 79.2 (31.5–96.4) 115.5 (34.3–174.8) 94.7 (26.2–190.0) 82.9 (36.5–115.5)
PDGF-AB/BB 81Ю4 (60.7–184.8) 111.6 (18.5–245.9) 60.2* (0.0–108.8)

р = 0.012
199.8 (83.3–264.2)

IL-15 50.9 (0.0–67.4)
p1 < 0.05

0.0* (0.0–17.8)
p1 < 0.05

0.0* (0.0–0.0)
р = 0.007

50.9 (9.7–76.4)

sCD40L 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0)
IL-17A 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0)
IL-1RA 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0)
IL-1a 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0)
IL-9 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0)
IL-1b 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0)
IL-2 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0)
IL-3 8.4 (4.2–11.0) 11.4 (3.5– 20.1) 9.3 (3.6–13.0) 10.4 (6.5–16.1)
IL-4 0.0 (0.0–192.2) 9.1 (0.0–278.5) 0.0* (0.0–5.2)

р = 0.027
140.2

(0.0–472.4)
IL-5 11.9 (8.5–13.8) 18.2 (7.9–55.5) 15.8 (7.6–33.0) 14.2 (8.8–19.0)
IL-6 33452.9 (18382.3–57609.3) 40437.1 (2710.2–90352.0) 38160.3 (7907.5–95466.0) 32088.2 (9115.8–81466.6)
IL-7 299.2 (221.5–522.8) 770.6 (226.2–1143.6) 647.2 (295.8– 1036.3) 430.4 (213.4–765.7)
IL-8 93824.7 

(40033.1– 153981.1)
133125.7 (1752.2–199863.3) 80796.6 

(11182.9–199987.0)
135778.7 

(11421.5–199795.7)
IP-10 1498.7 (815.6–2187.6) 2181.5 (1299.1–3857.4) 1511.6 (912.8–4123.0) 2182.3 (1397.2–3047.1)
MCP-1 46714.4 (27893.8–75625.4) 47304.1 (3124.7–115210.9) 47696.1 (17826.2–118332.6) 46714.4 (15794.5–98294.0)
MIP-1a 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–323.8) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–402.5)
MIP-1b 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–146.4) 0.0 (0.0–0.0) 0.0 (0.0–0.0)
RANTES 1668.9 (443.9–3258.7) 1828.6 (263.8–3523.1) 501.4* (231.8–2120.0)

р = 0.037
3258.7 (1565.6–5549.0)

TNFα 42.6 (28.5–86.8) 50.7 (23.7–82.7) 39.3 (23.9–86.8) 53.2 (24.8–82.7)
TNFβ 8.8 (4.3–13.9) 14.9 (5.4–29.6) 12.4 (5.6–29.0) 10.8 (4.8–19.3)
VEGF 0.0 (0.0–3864.9) 120.8 (0.0–2052.8) 120.7 (0.0–2775.6) 0.0 (0.0–2015.9)
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СТЕЛЬМАШЕНКО и др.

концентрацией IL-6 в миокарде и удельным объе-
мом стромы миокарда пациентов с ИКМП (табл. 3).

Определение взаимосвязей между концентрацией
цитокинов, хемокинов и факторов роста и морфомет-
рическими показателями миокарда у пациентов с ИБС.
В ходе корреляционного анализа данных пациентов
с ИБС наибольшее количество корреляционных

взаимосвязей было выявлено между цитокинами и
такими морфометрическими показателями, как
удельный объем паренхимы миокарда, удельный объ-
ем стромы миокарда, удельный объем интерстициаль-
ного отека и удельный объем капилляров (рис. 3б).
Множественный регрессионный анализ показал
прямо пропорциональную взаимосвязь между кон-

Рис. 1. Сравнительные морфометрические показатели миокарда в ушке правого предсердия (ПП; темный столбец) и пери-
инфарктной зоне левого желудочка (ПЗ-ЛЖ; светлый столбец) в обеих группах наблюдения (ИБС и ИКМП). УО – удельный
объем. Показаны медианы и квартильные размахи; (*) – различия достоверны при уровне значимости p < 0.05. По горизон-
тали показано наличие морфометрического показателя для ушка ПП и ПЗ-ЛЖ.
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Рис. 2. Миокард периинфарктной зоны левого желудочка при ИБС сердца (а, в, г) и ИКМП (б). Показаны фиброз (1), кро-
веносные сосуды (2), слабо выраженный воспалительный инфильтрат (3), атрофия (4) и компенсаторная гипертрофия кар-
диомиоцитов (5). Окраска гематоксилин-эозином. Увел. об.: ×40.
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центрацией IL-5 и количеством воспалительного
инфильтрата в миокарде, а также концентрацией
VEGF в миокарде и удельным объемом капилляров
(табл. 3 и рис. 4).

Определение взаимосвязей между концентрацией
цитокинов, хемокинов и факторов роста и гемодинами-
ческими показателями сердца у пациентов с ИКМП. В
ходе корреляционного анализа наибольшее количе-
ство взаимосвязей было выявлено между цитокина-
ми и такими гемодинамическими показателями, как
фракция выброса ЛЖ, измеренная до и после хирур-

гической операции, и конечно-систолический ин-
декс (КСИ), рассчитанный до операции (рис. 3а).
Множественный регрессионный анализ показал
прямо пропорциональную взаимосвязь между кон-
центрацией IL-5 в миокарде и индексом КСИ, рас-
считанным после оперативного вмешательства у па-
циентов с ИКМП (r = 0.795) (табл. 3 и рис. 4), а также
обратную связь между концентрацией IL-8 и фрак-
цией выброса ЛЖ, измеренной до операции (r =
= −0.680).

Рис. 3. Корреляции (r > 0.5) между морфометрическими, гемодинамическими, биохимическими показателями крови и кон-
центрациями цитокинов в тканевой культуре миокарда, полученного от пациентов с ИКМП (а) и ИБС (б). Морфометриче-
ские показатели учитывали в обеих зонах миокарда: ушке ПП и ПЗ-ЛЖ; ДКМЦ – диаметр кардиомиоцитов; УО-ИО – удель-
ный объем (УО) интерстициального отека (ИО); ФВ-ЛЖ – фракция выброса левого желудочка; КСИ-ЛЖ – конечно-систо-
лический индекс левого желудочка; цифры 1 и 2 – значения измерены до и через 2 нед. после оперативного вмешательства
соответственно. Квадратные скобки означают концентрацию. Шкала по вертикали отображает коэффициент корреляции
Спирмена (r), где –1 ≥ r ≥ –0.7/1 ≥ r ≥ 0.7 означает сильную обратную/прямую линейную связь между коррелирующими по-
казателями, –0.7 > r ≥ –0.5/0.7 > r ≥ 0.5 означает среднюю обратную/прямую линейную связь между коррелирующими пока-
зателями.
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Рис. 4. Интегральная карта регрессионных взаимосвязей между концентрацией цитокинов и факторов роста в тканевой куль-
туре миокарда с клинико-морфометрическими показателями у пациентов с ИБС и пациентов с ИКМП на фоне ИБС в соот-
ветствии с табл. 3. ИФ – инфильтрат; УО – удельный объем; ДКМЦ – диаметр кардиомиоцитов; ФВ-ЛЖ1 – фракция выбро-
са левого желудочка, измеренная до оперативного вмешательства; КСИ-ЛЖ2 – конечно-систолический индекс левого желу-
дочка, измеренный спустя 2 нед. после оперативного вмешательства. Квадратные скобки означают концентрацию.
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Определение взаимосвязей между концентрацией
цитокинов, хемокинов и факторов роста и биохимиче-
скими показателями крови у пациентов с ИКМП. Для
пациентов с ИКМП в ходе корреляционного анали-
за наибольшее количество корреляционных взаимо-
связей было выявлено с такими биохимическими
показателями, как международное нормализован-
ное отношение (МНО), концентрация мочевины и
креатинина, измеренными до операции, и между
концентрацией фибриногена и количеством тром-
боцитов, измеренных в течение двух недель после
операции (рис. 5). Множественный регрессионный
анализ (табл. 3) показал прямо пропорциональную
взаимосвязь между концентрацией MDC (CCL2) в
миокарде и концентрациями мочевины и креатини-
на, измеренными до оперативного вмешательства у
пациентов с ИКМП (r = 0.687 и r = 0.677 соответ-
ственно), а также обратную связь между концентра-
цией IP-10 и содержанием тромбоцитов крови, из-
меренных в течение 1 нед. после операции пациен-
тов с ИКМП (r = −0.678).

Множественный регрессионный анализ позво-
лил получить стандартизованные коэффициенты
линейной регрессии морфометрических, гемодина-
мических, биохимических показателей и секретиру-

емых миокардом цитокинов для группы пациентов с
ИКМП (табл. 3).

Определение взаимосвязей между концентрацией
цитокинов, хемокинов и факторов роста и биохимиче-
скими показателями крови у пациентов с ИБС. У этих
пациентов достоверные корреляционные связи бы-
ли определены между концентрацией цитокинов в
миокарде (MDC (CCL2), IL-12p70, IL-8) и содержа-
нием тромбоцитов, лейкоцитов и концентрациями
общего белка, мочевины и глюкозы, измеренными и
до оперативного лечения пациентов с ИБС, и в тече-
ние 2-х нед. после операции. Однако в ходе множе-
ственного регрессионного анализа достоверных раз-
личий между этими показателями обнаружено не
было.

ОБСУЖДЕНИЕ
Локальное нарушение баланса цитокинов, по

мнению многих исследователей, стимулирует по-
вреждающее воздействие цитокинов на ткани серд-
ца и является маркером неблагоприятного прогноза
течения заболевания (Timonen et al., 2008; Хамитова
и др., 2017; Симбирцев, 2018). В проведенном нами
исследовании была выявлена группа провоспали-

Таблица 3. Стандартизированные β-коэффициенты в полученной модели множественной регрессионной связи мор-
фометрических, гемодинамических и биохимических показателей с концентрациями цитокинов в тканевой культуре
миокарда, полученного от пациентов с ИКМП

Примечание. Морфометрические показатели учитывали в обеих зонах миокарда: ушке ПП и ПЗ-ЛЖ. n – число пациентов; (*) – уро-
вень достоверности р; R2 – коэффициент детерминации.

Цитокин (хемокин) β-Коэффициент (К) Стандартная ошибка К p R2

Пациенты с ИКМП (n = 16)
Диаметр кардиомиоцитов, мкм

IL-8 −0.708334 0.182277 0.001285 0.502
УО стромы миокарда

IL-6 0.660712 0.200617 0.005332 0.436
КСИ после операции

IL-5 0.795798 0.161843 0.000227 0.633
Фракция выброса ЛЖ до операции

IL-8 −0.680400 0.195860 0.003723 0.463
Концентрация мочевины в крови до операции, мМ

MDC (CCL22) 0.687331 0.209683 0.006606 0.472
Концентрация креатинина в крови до операции, мкМ

MDC (CCL22) 0.677116 0.235695 0.030610 0.472

Концентрация тромбоцитов до операции, 109/л
IP-10 −0.678342 0.258031 0.048969 0.578

Пациенты с ИБС (n = 10)

Воспалительный инфильтрат в миокарде, шт/мм2

IL-5 0.868237 0.175416 0.001121 0.753

Удельный объем капилляров в миокарде, число наблюдений на 1 мм2

VEGF 0.657714 0.266320 0.038732 0.432
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тельных цитокинов (GRO, IL-6, MCP-1 и IL-8),
концентрация которых в миокарде приближалась к
максимальным значениям чувствительности мульти-
плексного ИФ-анализа у пациентов с ИКМП на фоне
ИБС и пациентов с ИБС без ИКМП (до 10000 пг/мл).
Высокие концентрации перечисленных цитокинов
можно рассматривать, на наш взгляд, как ключевые
факторы хронического воспаления и, как следствие,
риска патологического ремоделирования сердца для
пациентов обеих групп.

В литературе представлены доказательства того,
что повышенная концентрация в крови провоспали-
тельных молекул (таких как TNFα, IL-1, IL-6, гал-
лектин 3) при сердечной недостаточности подтвер-
ждает ключевую роль воспаления в ее прогрессиро-
вании (Москалёв и др., 2017). IL-6, наряду с IL-8,
играет двоякую роль при повреждении миокарда. В
острую фазу они обеспечивают защитную роль за
счет снижения сократительной способности кар-
диомиоцитов и индукции антиапоптотической про-
граммы. В свою очередь высокие (>1000 пг/мл) кон-
центрации IL-6 и IL-8 при длительном воздействии
являются патогенными, что в конечном итоге при-
водит к хроническому воспалению и ремоделирова-
нию сердца (Hirota et al., 1995; Fontes et al., 2015; Rid-
ker et al., 2017). MCP-1/CCL2 является одним из
ключевых хемокинов, регулирующих миграцию и
инфильтрацию моноцитов (макрофагов) в ткани.
Миграция моноцитов из кровотока через эндотелий
сосудов необходима для рутинного иммунологиче-
ского надзора и возникает в ответ на воспалитель-
ный процесс, пополняя пул тканевых макрофагов –
основных участников воспалительного процесса в
миокарде (Deshmane et al., 2009).

Ущерб, нанесенный сердечной мышце при ин-
фаркте миокарда, является результатом двух процес-
сов: острой ишемии и последующей реперфузии
(Ibanez et al., 2015). Согласно экспериментальным
данным, при инфаркте миокарда именно реперфу-
зионным повреждением cпровоцировано около 50%
окончательного размера зоны повреждения (Yang et al.,
2007). Выявленная нами повышенная концентрация
хемокина Flt-3L в культуре миокарда у пациентов с
ИБС без ИКМП может указывать на риск острого
поражения большого объема ткани сердца вслед-
ствие микроциркуляторной обструкции сосудов и ре-
перфузионного повреждения миокарда. Действитель-
но, некоторые авторы (Spray et al., 2021, Damås et al.,
2005, Boag et al., 2015) считают, что рецептор CX3CR1 к
Flt-3L играет ключевую роль в развитии ишемии и
реперфузионного повреждения миокарда. Спустя
90 мин после проведения реперфузии происходит
связывание рецептора СX3CR1 с Flt-3L на эндоте-
лии сосудов микроциркуляторного русла и эмигра-
ция Т-лимфоцитов из кровотока в миокард, где им-
мунные клетки не только выступают в качестве акти-
ваторов воспаления, но и запускают апоптоз
кардиомиоцитов при помощи провоспалительных ци-
токинов (Корнева, Доросевич, 2016; Spray et al., 2021).

Трехкратное падение уровня Flt-3L в миокарде
пациентов с ИКМП (табл. 2) может предполагать ка-
чественное изменение репаративных и патологиче-
ских процессов в сравнении с группой ИБС. При по-
иске таких качественных взаимосвязей (рис. 3) между
концентрацией цитокинов и клинико-морфометриче-
скими показателями миокарда у пациентов с ИКМП
на фоне ИБС выявлена обратная связь между концен-
трацией IL-8 и диаметром кардиомиоцитов, а также
прямая связь между концентрацией IL-6 и УО стро-
мы миокарда (рис. 4). Как уже было описано выше
(Хамитова и др., 2017), длительное нарастание кон-
центраций IL-6 и IL-8 приводит к утончению мио-
фибрилл, конденсации и утрате ядра кардиомиоци-
тами вследствие апоптоза, и, как следствие, к умень-
шению диаметра клеток. Провоспалительный фон
стимулирует дифференцировку миофибробластов,
которые активно продуцируют матрикс сердца, все
больше замещая функциональную ткань сердца на
соединительную (Timonen et al., 2008; Jiang, Rinkev-
ich, 2018). Установленная прямая корреляция высо-
кого уровня IL-6 с УО стромы в миокарде (r = 0.66;
рис. 4) соответствует данным из литературы. В свою
очередь обнаруженная обратная связь (r = −0.68)
между концентрацией IL-8 и фракцией выброса
ЛЖ, рассчитанной до операции (рис. 4), как одного
из самых важных гемодинамических показателей
сердца для постановки диагноза и показаний для
проведения операции, также предполагает развитие
фиброза миокарда. Еще одним важным гемодина-
мическим показателем сердца принято считать
КСИ-ЛЖ, измеренный спустя более 6 мес после
операции. Этот показатель необходим для прогно-
зирования исхода хирургического лечения (обрат-
ное или прогрессирующее ремоделирование ЛЖ со-

Рис. 5. Интегральная карта регрессионных взаимосвязей
между концентрацией цитокинов в тканевой культуре
миокарда и биохимическими показателями крови паци-
ентов с ИКМП в соответствии с табл. 3. Квадратные
скобки означают концентрацию, индексы 1 и 2 – значе-
ния измерены до и через 2 нед. после оперативного вме-
шательства соответственно.
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ответственно – благоприятный или неблагоприят-
ный исход хирургического лечения).

В рамках пилотного исследования нам не удалось
выявить изменения цитокинов при разных исходах
хирургического лечения. Тем не менее, при ИБС IL-5
способствует с высокой степенью детерминации
R2 = 0.85 (R2 – коэффициент детерминации) накоп-
лению воспалительного клеточного инфильтрата в
миокарде (r = 0.92; рис. 4). В свою очередь, при
ИКМП прямая связь (r = 0.795; рис. 4) концентра-
ции IL-5 с КСИ-ЛЖ, измеренным после операции,
позволяет предположить участие в патологическом
процессе клеток гуморального иммунитета, по-
скольку IL-5 стимулирует пролиферацию и диффе-
ренцировку В-лимфоцитов (Boren, Gershwin, 2004).

При поиске взаимосвязей между концентрацией
цитокинов и клинико-морфометрическими показате-
лями миокарда у пациентов с ИБС без ИКМП было
показано, что лишь концентрация VEGF значимо вли-
яет на плотность капилляров в миокарде (r = 0.657;
рис. 4). Это неудивительно, так как VEGF является
одним из основных сигнальных белков, вырабаты-
ваемых клетками для стимулирования васкулогенеза
и ангиогенеза (Шевченко и др., 2020). Морфофунк-
циональное состояние ушка ПП дает основание для
суждения о состоянии миокарда в целом (Кожевни-
ков, 2009). Поэтому резкое падение удельного объе-
ма капилляров в ПЗ-ЛЖ в сравнении с ушком ПП
(рис. 1) отражает неблагоприятную тенденцию
острой ишемии при ИБС с переходом в мало васку-
ляризованную соединительную ткань у пациентов с
ИКМП. Действительно, в первое время после ин-
фаркта миокарда периинфарктная зона морфологи-
чески характеризуется увеличенным объемом ка-
пилляров. Так, известно, что первые очаги ангиоге-
неза появляются в периинфарктной зоне на 3 сут
после инфаркта; однако в процессе формирования
рубца количество капилляров в ПЗ-ЛЖ снижается
(Корнева, Доросевич, 2016; Шперлинг и др., 1989).

В этом плане падение секреции FGF-2 и PDGF-
AB/BB в ПЗ-ЛЖ, в сравнении с ушком ПП, может
быть молекулярным механизмом сниженной васку-
ляризации миокарда. FGF-2, помимо митогенной
активности по отношению к фибробластам, моди-
фицирует миграцию эндотелиальных клеток и вы-
ступает как ангиогенный фактор (Shvangiradze et al.,
2016). PDGF-AB/BB также является одним из ключе-
вых факторов ангиогенеза (Narasimhalu et al., 2015).

По результатам корреляционного (рис. 3) и ре-
грессионного (табл. 3) анализа между концентраци-
ей цитокинов/хемокинов, секретируемых культурой
миокарда, и биохимическими показателями крови,
значимые связи были выявлены только в группе па-
циентов с ИКМП (рис. 5). Между концентрацией
MDC в миокарде и концентрацией креатинина и
мочевины в крови были установлены прямые связи
(r = 0.677 и r = 0.68 соответственно) (рис. 5).
MDC/CCL22 – хемокин, вырабатываемый макро-

фагами, играет важную роль в рекрутировании кле-
ток T-хелперов 2 типа в очаг воспаления, а также в
регуляции иммунных реакций, связанных с T-хелпе-
рами 2 типа. Помимо участия в хемотаксисе лейко-
цитов, хемокин может усиливать функцию тромбо-
цитов, поскольку тромбоциты экспрессируют ре-
цептор CCR4, с которым связывается MDC
(Goudswaard, 2019). Прямое объяснение взаимосвя-
зи этих показателей дать трудно, однако это может
помочь заново взглянуть на доступные для исследо-
вания на дооперационном этапе биохимические по-
казатели крови в качестве возможных предикторов
послеоперационных осложнений.

Для концентрации IP-10 в миокарде и количества
тромбоцитов в крови нами была показана обратная
связь (r = −0.680) (рис. 5). IP-10 можно рассматри-
вать как потенциальный эндогенный ингибитор ан-
гиогенеза, обладающий ангиостатическим влияни-
ем (Hueso et al., 2018). Поэтому секреция данного
цитокина в периинфарктной зоне может быть молеку-
лярным механизмом снижения удельного объема ка-
пилляров, выявленного на срезах миокарда (рис. 1).

С другой стороны, IP-10 является одним из цито-
кинов/хемокинов, ассоциированных с тромбозом
(Robba et al., 2020). В нашем исследовании IP-10 вхо-
дил в группу цитокинов, продуцируемых культурой
миокарда in vitro в средней концентрации (от 100 до
1000 пг/мл). Отрицательная регрессия растущей
концентрации IP-10 в миокарде с числом тромбоци-
тов в крови после операции вентрикулопластики не
согласуется с данными из литературы, но является
интересным фактом, требующим дальнейшего изуче-
ния в плане благоприятного прогностического факто-
ра снижения риска послеоперационного тромбоза.

В целом рис. 4 и 5 показывают число регрессион-
ных связей изученных показателей у пациентов с
ИКМП, двукратно (6 против 3) превышающее тако-
вое у больных ИБС. Согласно работе Гольдберга и
соавторов (1996), увеличение взаимосвязей парамет-
ров в биологической системе отражает снижение ее
пластичности и уменьшение вариантов исходов (ре-
ституция, субституция, гибель) при воздействии по-
вторных или постоянных раздражителей. Таким об-
разом, in vitro оценка цитокинового профиля мио-
карда пациентов с ИКМП и ИБС свидетельствует о
протекании воспалительных процессов в сердечной
ткани разного характера, сначала острого, впослед-
ствии хронического, частым неблагоприятным ис-
ходом которых является патологическое ремодели-
рование миокарда. Данные результаты согласуются
с полученными ранее данными морфологического и
иммуногистохимического исследования (Стельма-
шенко и др., 2019, 2020).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучение in vitro цитокинового профиля ткане-
вой культуры миокарда и связи гуморальных факто-
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ров с клинико-морфометрическими показателями
сердца и биохимией крови позволило предположить
таргетные молекулярные механизмы и обозначить
потенциальные предикторы исходов хирургическо-
го лечения пациентов с ИБС и ИКМП. У пациентов
с ИКМП на фоне ИБС секреция миокардом провос-
палительных молекул GM-CSF и IFN-γ значительно
растет в отличие от нулевых значений в группе ИБС.
В то же время отмечено 3-кратное снижение кон-
центрации Flt-3L в ПЗ-ЛЖ в сравнении с ушком
ПП. Кроме того, в сравнении с ушком ПП, в ткане-
вой культуре миокарда ПЗ-ЛЖ резко снижались кон-
центрации фактора роста фибробластов-2 (FGF-2),
тромбоцитарного фактора PDGF-AB/BB, интерлей-
кинов IL-15 и IL-4, а также фактора RANTES/CCL5,
экспрессируемого и секретируемого нормальными
Т-клетками при активации. Молекулярные измене-
ния в миокарде больных с ИКМП, вариации кон-
центраций провоспалительных цитокинов (IL-5,
IL-6) и хемокинов (Flt-3L, IL-8), факторов ангиоге-
неза и ангиостаза (VEGF, IP-10) могут служить мо-
лекулярными механизмами вялотекущего течения
воспалительного процесса, патологической ре-
структуризации матрикса сердца, а также факторами
значительного риска повторного ремоделирования
миокарда ЛЖ, то есть неблагоприятного исхода хи-
рургического лечения. При этом с самой высокой
степенью детерминации (R2 = 0.85) накопление ин-
фильтрата в ткани миокарда, обусловленное IL-5 и
свидетельствующее об активном течении воспале-
ния у больных ИБС, может быть потенциальным
предиктором сниженного риска развития ИКМП и
повторного (патологического) ремоделирования мио-
карда ЛЖ после хирургического лечения.
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In the present work, we carried out a comparative analysis of myocardial cytokine profile in patients with coronary
heart disease (CHD) and in patients with ischemic cardiomyopathy (ICMP) associated with CHD. The concentra-
tions of 41 cytokines secreted by 24-hour myocardial tissue culture intraoperatively sampled from the right atrial au-
ricle (RAA, control) and peri-infarct left ventricular zone (PZ-LV) were determined by f low fluorimetry using a
multiplex test system. The aim was to study in vitro cytokine profile of myocardial cells to search for possible predic-
tors of adverse outcomes of surgical treatment of patients with CHD and ICMP. Myocardial secretion of proinflam-
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matory molecules GM-CSF and IFN-γ increased significantly (up to 78-80 pg/g, p<0.05) in patients with ICMP
associated with CHD in contrast to zero values in CHD. At the same time, there was a three-fold decrease in the
concentration of fractalkin 3 ligand (Flt-3L; FMS-like tyrosine kinase 3 ligand). A decrease in Flt-3L secretion was
observed in the PZ-LV in comparison with the RAA. In addition, compared with RAA, concentrations of fibroblast
growth factor-2 (FGF-2), platelet-derived growth factor-AB/BB (PDGFAB/BB), interleukins IL-15 and IL-4, and a
regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted (RANTES; CCL5) were strongly reduced in PZ-LV myo-
cardial tissue culture. Differences in the course of CHD and ICMP are discussed, and possible predictors of
surgical treatment risk in patients of the two groups are suggested using correlation and regression analyses. Proin-
flammatory cytokines (IL-5, IL-6) and chemokines (Flt-3L, IL-8), as well as angiogenesis factors (VEGF) and an-
giostasis (IP-10), are proposed to be considered as potential markers of adverse outcome of surgical treatment of car-
diovascular disease.

Keywords: myocardial culture cytokine profile, ischemic cardiomyopathy, coronary heart disease, correlation and
regression analysis, left ventricular remodeling
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Амниотический вариант гликоделина (GdA) обладает выраженными иммуномодулирующими свойства-
ми, участвуя в формировании иммунной толерантности в период беременности. Исследовали влияние
GdA на количество Т-регуляторных лимфоцитов (Treg), и уровень белков острой фазы воспаления (α-2-
макроглобулина (α-2М), орозомукоида, С-реактивного белка (СРБ)) при введении аллогенных клеток
красного костного мозга (КМ) крысам Wistar в динамическом эксперименте in vivo. Установлено, что вве-
дение GdA на фоне введения аллогенных КМ вызывало повышение доли периферических Treg среди
CD4+-лимфоцитов в финале эксперимента (на 21-е сут) в сравнении с группой, которой вводили КМ. По-
казано, что GdA снижал уровень СРБ и α-2М, но повышал концентрацию орозомукоида в сыворотке экс-
периментальных животных в начале эксперимента (3-и сут), однако к концу эксперимента (21-е сут) у всех
групп экспериментальных животных наблюдали нормализацию содержания белков острой фазы воспале-
ния до уровня интактных животных. Таким образом, гликоделин способен реализовать иммуносупресор-
ный эффект в отношении аллогенных клеток через повышение уровня Treg и орозомукоида, а также сни-
жение концентрации СРБ и α-2М.

Ключевые слова: костный мозг, крысы, гликоделин, регуляторные Т-лимфоциты, белки острой фазы вос-
паления
DOI: 10.31857/S0041377123050103, EDN: DGDGMF

Гликоделин (PP14, PAEP, альфа-2-микроглобу-
лин) является фетоплацентарным белком, который
был впервые выделен и идентифицирован в 1976
(Татаринов и др., 1976). Амниотический вариант
гликоделина (GdA) обладает выраженными имму-
номодулирующими свойствами (Alok, Karande,
2009; Dixit et al., 2018) что дает основания исследо-
вать не только его роль в формировании иммунной
толерантности в период беременности, но и его им-
мунофармакологический потенциал. Т-регулятор-
ные клетки (Treg) играют ключевую роль в ограниче-
нии иммунного ответа (Sakaguchi et.al., 2008). Ранее
в экспериментах in vitro мы показали, что GdA прак-
тически не влияет на дифференцировку этих клеток,
полученных от человека (Шардина и др., 2022).

Индукция Treg и их адоптивный перенос являют-
ся эффективными способами снижения вероятно-
сти отторжения трансплантата (Romano et al., 2017;
Martin-Moreno et al., 2018). Между тем, несомнен-
ные перспективы GdA как препарата в транспланто-
логии (Dixit et al., 2018), или иммунотерапии (Ochan-
una et al., 2008) делают задачу по глубокому изучению
его роли в формировании иммунной толерантности
крайне важной.

Изменения в иммунной системе реципиента на
введение аллогенных клеток костного мозга (КМ)
происходят в первые три недели после транспланта-
ции, а уровень Treg в данном случае является одним
из ключевых показателей развития иммунного отве-
та (Sakaguchi et al., 2008). В процессе развития им-
мунного ответа также изменяется уровень белков
острой фазы воспаления. Известно, что α-2-макро-
глобулин (α-2М) и α-1 кислый гликопротеин (оро-
зомукоид) являются положительными белками

Принятые сокращения: КМ – костный мозг; РХПТ – реакция
хозяин против трансплантата; α-2М – α-2-макроглобулин;
GdA – амниотический гликоделин; Treg – Т-регуляторные
лимфоциты; СРБ – С-реактивный белок.

УДК 57.04;57.053:616-002-008.953-092
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острой фазы у крыс, тогда как С-реактивный белок
(СРБ) у данного вида не столь показателен (Schreiber
et al., 1989).

Таким образом, цель исследования заключается в
изучении влияния рекомбинантного GdA на уро-
вень Treg и белков острой фазы воспаления в про-
цессе формировании иммунного ответа на введение
КМ в динамическом эксперименте на крысах Wistar.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Животные и схема экспериментов. Эксперименты
проводили на самцах белых крыс линии Wistar (n = 12)
в возрасте от 2–3 мес. массой около 250 г. Животных
содержали в виварии Пермского государственного
национального исследовательского университета в
условиях, соответствующих ГОСТ 33216-2014
(“Правила работы с лабораторными грызунами и
кроликами”). Эксперименты проводили с соблюде-
нием биоэтических норм в соответствии с требова-
ниями Европейской конвенции по защите экспери-
ментальных животных (86/609/EEC;1986). Выведе-
ние животных из эксперимента осуществляли на 3-и
и 21-е сут; в этот момент собирали периферическую
кровь, из которой выделяли мононуклеарные клет-
ки в градиенте плотности 1.077 г/см3 (Диаколл, Диа-
эм, Россия). Выделенные клетки замораживали до
‒80°C в среде, содержащей 90% инактивированной
теплом эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС;
Corning, США) и 10% диметилсульфоксида (Thermo
Fisher, США), затем переносили в жидкий азот для
длительного хранения (−196°C).

В работе использовали оригинальную модель реак-
ции “хозяин против трансплантата” (РХПТ), разрабо-
танную по аналогии с моделью реакции “трансплантат
против хозяина” (Hardt Claësson, 1971). Животных
делили на 3 группы: группа 1 (n = 4) – интактные жи-
вотные; группа 2 (n = 4) – контрольная, животным
которой вводили 107 клеток КМ, обработанных
камптотецином (50 мкг/мл, Tocris Bioscience, Вели-
кобритания), внутрибрюшинно в 100 мкл физиологи-
ческого раствора; группа 3 (n = 4) – животные, кото-
рым после введения аллогенного КМ, обработанного
камптотецином, делали инъекции рекомбинантного
GdA, полученного из Escherichia coli (MBS718444;
MуBioSource, Германия). GdA (14 мг в 100 мкл фи-
зиологического раствора) вводили внутримышечно
(достигаемая концентрация в крови крыс составляла
≈0.75 мкг/мл) на 1, 5, 9 и 12 сут эксперимента, как
было описано нами ранее (Бочкова и др., 2022).
Трансплантацию суспензии аллогенных клеток КМ
осуществляли без предварительного кондициониро-
вания животного-реципиента.

Оценка уровня лимфоцитов Treg. Перед проведени-
ем эксперимента клетки размораживали при 37°C и от-
мывали в 10 мл полной питательной среды RPMI-1640,
содержащей 10% ЭТС (Corning, США), 100 ед./мл пе-
нициллина и 100 мкг/мл стрептомицина (Sigma,

США). Размороженные мононуклеарные клетки
окрашивали флуоресцентно меченными (фикоэ-
ритрином (PE) или FITC) антителами, специфич-
ными к поверхностным молекулам CD4 и СD25, по-
сле чего клетки фиксировали, пермеабилизировали
и окрашивали антителами к внутриядерному тран-
скрипционному фактору FOXP3. Использовали набор
“FlowX Rat Regulatory T Cell Kit” (R&D Systems, США),
включающий анти-СD25-PE, анти СD4-FITC и ан-
ти-FOXP3-AlexaFluor 647 антитела. Фенотип Treg
определяли как CD4+CD25+FOXP3+ (рис. 1). Анализ
проводили на проточном цитометре CytoFLEX S
(Beckman Coulter, США). Данные представлены в
виде абсолютного и относительного количества Treg
в пуле CD4+-Т-лимфоцитов.

Оценка уровня белков общей фазы воспаления. Для
определения уровня СРБ, α-2М и орозомукоида
крыс использовали иммуноферментные коммерче-
ские наборы производства Cloud-Clone Corp. (Ки-
тай). Считывание результатов проводили на спек-
трофотометре MultiskanSky (Thermo Scientific, Inc.,
США) Обработку полученных данных осуществляли
в программе Curve Expert 13.

Статистическую обработку данных проводили в
программе GraphPad Prizm 8, используя двухфак-
торный дисперсионный анализ (two-way ANOVA) и
post-hoc тест Тьюки для множественных сравнений.
Различия считали достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Клетки Treg обеспечивают периферическую то-

лерантность путем контроля силы и продолжитель-
ности иммунного ответа через регуляцию функции
Т-эффекторов, участвуя в процессе трансплантации
аллогенных клеток. В результате эксперимента было
установлено, что на 3-и сут после трансплантации
крысам КМ абсолютное и относительное количе-
ство Treg в пуле CD4+-Т-лимфоцитов существенно
снижается в сравнении с показателями интактных
крыс (группа 1). В тоже время введение GdA крысам
с трансплантированным КМ не оказывало суще-
ственного влияния на абсолютное и относительное
содержание Treg на 3-и сут эксперимента (рис. 2а, 3а).
По-видимому, именно процедура введения КМ
приводила к снижению Treg, что согласуется с дан-
ными из литературы (Корсунский и др., 2008).

Установлено, что вместе с долей Treg при введе-
нии аллогенного КМ сокращается также относи-
тельное число клеток CD25–FOXP3+CD4+ (рис. 2б).
Роль этих клеток в регуляции иммунного ответа до
сих пор не установлена. Предполагается, что клетки
CD25–FOXP3+ происходят от конвенциональных
Treg в присутствии высоких концентраций фактора
роста TGF-β, либо относятся к Treg, недавно поки-
нувшим тимус (Zohouri et al., 2021). Установлено,
что абсолютное и относительное содержание клеток
CD25–FOXP3+CD4+ на 3-и сут эксперимента сокра-
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щалось независимо от введения животным GdA
(рис. 2б, 3б). Таким образом, на 3 сут эксперимента
мы наблюдали снижение уровня Treg и клеток
CD25–FOXP3+CD4+ у крыс с трансплантированным
КМ, при этом GdA не оказывал значимого влияния
на уровень Treg и клеток CD25–FOXP3+CD4+.

Установлено, что на 21 сут после введения алло-
генного КМ абсолютное и относительное содержа-
ние Treg среди CD4+-Т-клеток крови крыс из груп-
пы 2 (контрольной с введенным КМ) было ниже,
чем в группе интактных животных (рис. 2в, 3в).

Однако было показано, что GdA повышает долю
Treg на 21-е сут эксперимента (группа 2), приближая
уровень этих клеток к таковому у интактных живот-
ных (рис. 2в). В то же время действия GdA на уро-
вень абсолютных показателей обнаружено не было,
но очевидна явная тенденция к повышению абсо-
лютного количества Treg (рис. 3в).

Относительное содержание клеток
CD25‒FOXP3+CD4+ на 21-е сут эксперимента было

на одном уровне и не различалось в группах 2 и 3
(контрольной и опытной соответственно) (рис. 2г).
Однако было показано, что введение аллогенного
КМ приводило к снижению количества этих клеток
в абсолютном выражении (рис. 3г), а GdA приводил
этот показатель к уровню интактных животных.

Таким образом, на 3 сут эксперимента мы наблюда-
ли снижение уровня Treg и CD25–FOXP3+CD4+-кле-
ток у крыс с трансплантированным КМ, при этом
GdA не оказывал значимого влияния на уровень Treg
и клеток CD25–FOXP3+CD4+. Однако на 21 сут экс-
перимента GdA увеличивал процент Treg у крыс с
трансплантированным КМ. В то же время не выяв-
лено действия GdA на процентное содержание
CD25–FOXP3+CD4+-клеток на 21-е сут эксперимен-
та, однако в абсолютном выражении результатов
GdA демонстрировал видимую тенденцию к повы-
шению числа этих клеток.

Ранее при изучении влияния GdA на дифферен-
цировку Treg в экспериментальной модели на клет-

Рис. 1. Гистограммы гейтирования мононуклеарных клеток периферической крови для определения регуляторных CD4+-Т-
лимфоцитов. а – Гейтирование мононуклеаров периферической крови (PBMC); б – выделение одиночных клеток; в – гей-
тирование лимфоцитов по параметрам светорассеяния; г – определение CD4+ лимфоцитов; д – выделение CD25+CD4+-кле-
ток; е – определение регуляторных CD4+-Т-лимфоцитов (FOXP3+CD25+). По горизонтали: а, в – интенсивность прямого
светорассеяния (FSC-А), б – интенсивность бокового светорассеяния (SSC-H); г – интенсивность флуоресценции клеток,
окрашенных FITC-меченными анти-CD4-антителами; д, е – интенсивность флуоресценции клеток, окрашенных PE-мечен-
ными анти-CD25 антителами; по вертикали: а, б, в – интенсивность бокового светорассеяния (SSC-A), г, д – число событий
(count), е – интенсивность флуоресценции клеток, окрашенных анти-FOXP3-антителами, меченными AlexaFluor 647.
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ках человека было установлено, что данный белок
практически не оказывал влияния на дифференциров-
ку Treg (CD4+CD25highCD127–/low) (Шардина и др.,
2022). Однако в ситуации in vivo GdA продемонстри-
ровал стимулирующее действие на уровень Treg,

способствуя таким образом подавлению иммунного
ответа на аллогенные клетки КМ.

Установлено, что уровень СРБ в сыворотке крови
в группе контрольных животных на фоне введения
клеток КМ не изменялся на протяжении всего экс-

Рис. 2. Абсолютное число лимфоцитов Treg и CD25–FOXP3+CD4+ в периферической крови крыс на 3-и и 21-е сут после
трансплантации КМ и введения на ее фоне GdA. Здесь и на рис. 3 представлены средние значения и их стандартные ошибки;
n = 4. * – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p < 0.001 (two-way ANOVA).
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перимента. (табл. 1). В то же время введение GdA на
фоне КМ (группа 3) приводило к снижению уровня
СРБ в сыворотке на 3-и сут эксперимента по сравне-
нию с интактными животными, а к 21-м сут экспери-
мента наблюдали нормализацию концентрации этого
белка. Таким образом, GdA способствует уменьшению

уровня СРБ, проявляя противовоспалительное дей-
ствие на фоне введения аллогенного КМ.

Показано, что уровень α-2М контрольных жи-
вотных в группе 2 после введения аллогенного КМ
был повышен на 3-и сут от начала эксперимента в
сравнении с группой интактных крыс (табл. 1). Со-

Рис. 3. Относительный уровень (доля в %) лимфоцитов Treg и CD25–FOXP3+CD4+ в периферической крови крыс на 3-и и
21-е сут после трансплантации клеток КМ и введения на ее фоне GdA.
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гласно динамике эксперимента, у этой группы жи-
вотных к 21-м сут наблюдали нормализацию уровня
этого белка. В то же время введение GdA на фоне
введения КМ в группе 3 вызывало снижение уровня
α-2М на 3-и сут по сравнению с контрольной груп-
пой 2 и нормализацию его значений к 21-м сут. Та-
ким образом, GdA способен понижать уровень α-2М,
оказывая противовоспалительный эффект.

Концентрация орозомукоида в контрольной
группе животных после введения аллогенного КМ
была повышена на 3-и сут эксперимента, а к 21-м сут
наблюдали нормализацию его уровня в сыворотке
(табл. 1). Введение GdA на фоне аллотранспланта-
ции КМ приводило к повышению уровня орозому-
коида на 3-и сут по сравнению с группой интактных
крыс и дальнейшей нормализацией его концентра-
ции в сыворотке к 21-м сут эксперимента. Таким об-
разом, аллотрансплантация КМ и введение GdA вы-
зывало повышение уровня орозомукоида в экспери-
менте, но к концу эксперимента (21 сут) наблюдали
нормализацию его значений в сыворотке экспери-
ментальных животных. Орозомукоид является бел-
ком, подавляющим иммунную реактивность на
уровне врожденного иммунитета (Schreiber et.al.,
1989), что в целом может приводить к ослаблению
иммунного ответа на введение аллогенных клеток.

Резюмируя полученные данные, очевидно, что
введение аллогенного КМ вызывало увеличение
концентрации α-2М и орозомукоида в сыворотке
крови, что подтверждает их диагностическую значи-
мость в процессе иммунного ответа. GdA снижал
концентрацию СРБ и α-2М в сыворотке экспери-

ментальных животных с начала эксперимента, одна-
ко уровень орозомукоида, наоборот, был повышен в
начале эксперимента. К концу эксперимента (21 сут)
у всех групп экспериментальных животных наблю-
дали нормализацию значений СРБ, α-2М и орозо-
мукроида в сыворотке крови.

Поскольку в организме в ответ на воспаление
молниеносно повышается уровень некоторых цито-
кинов (интерлейкинов IL-1, IL-6 и TNF-α), кото-
рые, в свою очередь, дают сигнал клеткам печени на
синтез белков острой фазы воспаления, ранее нами
был исследован и цитокиновый профиль у крыс в
аналогичных экспериментальных группах (Бочкова
и др., 2022). Аллотрансплантация КМ вызывала си-
стемную воспалительную реакцию, что подтвержда-
лось повышением уровня провоспалительных цитоки-
нов в сыворотке крови (IL-1а, IL-1β, IL-18) на 21-е сут;
введение GdA, напротив, нивелировало общую вос-
палительную реакцию на аллотрансплантацию КМ у
крыс и приводило к статистически значимому сни-
жению уровня IL-17А по сравнению с контролем
(Бочкова и др., 2022). Обсуждая настоящие экспери-
менты, мы можем предположить, что повышение
уровня провоспалительных цитокинов способство-
вало увеличению концентрации α-2М и орозомуко-
ида в сыворотке крови животных на фоне введения
суспензии КМ.

В 2018 г. было проведено исследование иммуно-
супрессивной активности рекомбинантого GdA для
предотвращения реакции отторжения транспланта-
та (Dixit et al., 2018). Используя экспериментальную
модель in vitro, основанную на совместном культи-

Таблица 1. Влияние GdA на белки острой фазы воспаления у крыс при аллогенной трансплантации в эксперименте in vivo

Примечание. Данные представлены в виде медианы (Ме) и интервартильного размаха (Q1–Q3). Указаны только значения p < 0.05
(рядом в скобках группы сравнения; two-way ANOVA); КМ – костный мозг.

№
п. п. Воздействие

Белки острой фазы воспаления

СРБ α2-М орозомукоид

На 3-и сут
1 Интактные крысы, n = 4 5.083

(4.143–5.875)
23.18

(21.48–25.43)
90.84

(88.36–93.71)
2 Введение КМ (контроль), n = 4 4.395

(4.074–4.996)
33.86

(21.71–37.58)
P < 0.005 (2–1)

107.7
(85.71–120.2)
P < 0.01 (2–1)

3 КМ + GdA,
n = 4

3.563
(3.402–4.202)
P < 0.01 (3–1)

27.55
(20.12–27.78)
P < 0.05 (3–2)

116.3
(88.35–119.0)
P < 0.05 (3–1)

На 21-е сут
4 Интактные крысы, n = 4 5.083

(4.143-5.875)
21.87

(20.13–25.85)
87.26

(85.78–92.53)
5 Введение КМ (контроль), n = 4 4.424

(4.384–4.560)
28.96

(25.72–30.90)
80.68

(62.08–106.4)
6 КМ + GdA,

n = 4
4.447

(4.278–5.253)
25.41

(21.72–25.67)
85.79

(61.24–103.8)
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вировании мононуклеарных клеток с таргетными
клетками линии HepG2e, авторы продемонстриро-
вали, что гликоделин подавляет генерацию цитоток-
сических лимфоцитов и их функциональную актив-
ность. Аналогичные результаты были получены in vi-
vo на экспериментальной модели на мышах nude,
которые стали реципиентами клеток HepG2e и ин-
дуцированных CD8+-клеток человека, прединкуби-
рованных с GdA. Было показано, что и в ситуации in
vivo, GdA ингибировал активность цитотоксических
лимфоцитов (Dixit et al., 2018). Применение имму-
нодепрессантов для лечения отторжения аллотранс-
плантата связано с серьезными побочными эффек-
тами. GdA, естественный иммуномодулятор челове-
ка, был бы идеальным альтернативным кандидатом.
Было сделано и аналогичное предположение о воз-
можном применении GdA в случае трансплантации
легкого (Schneider et al., 2015, 2016).

Таким образом, рекомбинантный GdA является с
точки зрения биофармацевтики перспективным им-
муносупрессивным белком, способным избирательно
снижать развитие иммунного ответа на аллоантигены.
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 Effect of Glycodelin on the Level of T-Regulatory Lymphocytes and Acute Phase Proteins 
in Wistar Rats after Introduction of Allogenous Bone Marrow Cells

S. A. Zamorinaa, b, *, M. S. Bochkovaa, b, V. P. Timganovaa, S. V. Uzhviyuka, K. Yu. Shardinaa,
V. V. Vlasovaa, and M. B. Rayeva, b

aInstitute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences (“IEGM UB RAS”) – a branch 
of the Federal State Budgetary Institution of the Perm Federal Research Center of the Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, 

Perm, 614081 Russian Federation
bPerm State University, Biology Faculty, Perm, 614068 Russian Federation

*e-mail: zamorina.sa@gmail.com

Amniotic variant of glycodelin (GdA) has pronounced immunomodulatory properties, participating in the forma-
tion of immune tolerance during pregnancy. We investigated the effect of glycodelin on the level of T regulatory lym-
phocytes (Treg) and the level of acute phase proteins (α-2-macroglobulin (α-2M), orosomucoid, C-reactive protein
(CRP)) upon administration of allogeneic red bone marrow (BM) cells to Wistar rats in a dynamic experiment in
vivo. It was found that the introduction of GdA in animal whith allogeneic BM led to an increase in the proportion
of peripheral Treg among CD4+ lymphocytes at the end of the experiment (on the 21st day) in comparison with the
group that was injected with BM. It was shown that glycodelin reduced the level of CRP and α-2M, but increased
the level of orosomucoid in the serum of experimental animals at the beginning of the experiment (day 3), however,
by the end of the experiment (day 21), normalization of protein values was observed in all groups of experimental
animals acute phase to the level of intact animals. Thus, glycodelin is able to realize an immunosuppressive effect on
allogeneic cells through an increase in the level of Treg and orosomucoid, as well as a decrease in the concentration
of CRP and α-2M.

Keywords: bone marrow, transplantation, rats, glycodelin, regulatory T lymphocytes, acute inflammation phase pro-
teins
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МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ 2 И 9 В ЛЕВОМ ЖЕЛУДОЧКЕ СЕРДЦА 
ПРЕЖДЕВРЕМЕННО РОЖДЕННЫХ КРЫС В ОТДАЛЕННОМ 
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Проведено иммуногистохимическое выявление матриксных металлопротеиназ (MMP) 2 и 9 в миокарде
левого желудочка сердца преждевременно рожденных (21 и 21.5 сут беременности) и доношенных (22 сут
беременности) крыс на 42, 56 и 180 сут постнатального периода онтогенеза. Интенсивность иммунопози-
тивного окрашивания оценивали полуколичественно. Преждевременное рождение приводит к повыше-
нию интенсивности иммунопозитивной реакции на MMP-2 и MMP-9 в стенке левого желудочка
сердца крыс. Повышение интенсивности позитивной реакции на MMP-2 в левом желудочке сердца крыс
наблюдается тем раньше, чем больше степень недоношенности. Интенсивность позитивной реакции на
MMP-9 в левом желудочке сердца самцов крыс растет с увеличением степени недоношенности. Повыше-
ние интенсивности позитивной реакции на MMP-2 и MMP-9 в стенке левого желудочка самок крыс
вследствие преждевременного рождения определяется исключительно у животных, рожденных на 21-е сут
беременности, то есть при большей степени недоношенности.

Ключевые слова: преждевременное рождение, крысы, левый желудочек, сердце, матриксные металлопро-
теиназы
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Преждевременное рождение приводит к ремоде-
лированию миокарда в постнатальном периоде он-
тогенеза, что служит предпосылкой для раннего раз-
вития заболеваний сердечно-сосудистой системы у
недоношенных детей (Burchert, Lewandowski, 2019).
Одной из основных причин ремоделирования мио-
карда является нарушение баланса между синтезом
и деградацией межклеточного вещества. Известно,
что матриксные металлопротеиназы (ММР – matrix
metalloproteinase) не только разрушают белки меж-
клеточного вещества, но и модулируют синтез кол-
лагеновых волокон в строме миокарда (Li et al.,
2000). В избыточном накоплении коллагеновых во-
локон в миокарде при старении, а также при заболе-
ваниях сердечно-сосудистой системы ключевую
роль играют MMP-2 и MMP-9 (Matsusaka et al., 2006;
Meschiari et al., 2017; Попов и др., 2023). Выявление
MMP-2 и MMP-9 в миокарде преждевременно рож-
денных людей затруднено, так как требует проведе-
ния биопсии. Определение концентрации MMP-2 и

MMP-9 в плазме крови просто в исполнении, но не
дает детального представления об их тканевом ис-
точнике.

Таким образом, выявление MMP-2 и MMP-9 в
миокарде преждевременно рожденных животных в
эксперименте является актуальной задачей. Знание
конкретных механизмов ремоделирования стромы
миокарда вследствие преждевременного рождения
необходимо для определения эффективных мер про-
филактики или терапии заболеваний сердца у преж-
девременно рожденных людей (Gonçalves et al., 2022;
Villano et al., 2022).

Целью настоящего исследования является имму-
ногистохимическое выявление MMP 2 и MMP 9 в
миокарде левого желудочка сердца преждевременно
рожденных (21 и 21.5 сут беременности) и доношен-
ных (22 сут беременности) крыс на 42, 56 и 180 сут
постнатального периода онтогенеза.

УДК 577.112.854:616.124.2-091.8:618.39-092.9:599.323.4
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Дизайн исследования. Эксперимент проведен на
крысах Вистар обоего пола, которые составили груп-
пы: контрольная группа (n = 24, доношенные живот-
ные, продолжительность беременности 22 сут),
группа 1 (n = 30, преждевременно рожденные кры-
сы, продолжительность беременности 21.5 сут),
группа 2 (n = 30, преждевременно рожденные кры-
сы, продолжительность беременности 21 сут). Доно-
шенное и преждевременно рожденное потомство
получено от интактных самцов и самок крыс Вистар
в возрасте 2 мес. и весом 180–200 г. Самок крыс со-
держали в индивидуальных клетках, ежедневно на
основе цитологического анализа влагалищного со-
держимого определяли стадию эстрального цикла. В
стадию проэструса к самке на ночь подсаживали
самца. Утром следующего дня самца отсаживали,
для верификации коитуса проводили цитологиче-
ский анализ влагалищного содержимого крыс. В
случае обнаружения сперматозоидов во влагалищ-
ном мазке крыс, считали этот день первым днем бе-
ременности.

Полная продолжительность беременности крыс Ви-
стар составляет 22 сут (Saito et al., 2010; Shynlova et al.,
2010). В результате естественных родов в срок были
получены доношенные животные (контрольная
группа). Для получения преждевременно рожденно-
го потомства беременным крысам однократно под-
кожно вводили мифепристон (1 мл, 10 мг на 1 кг мас-
сы тела; Sigma-Aldrich, США) (Dudley et al., 1996).
Введение мифепристона крысам на 20.5 сут беремен-
ности приводило к появлению потомства на 21.5 сут
беременности (группа 1). Введение мифепристона
крысам на 20 сут беременности приводило к появле-
нию потомства на 21 сут беременности (группа 2).

Преждевременно рожденных и доношенных
крыс содержали в стандартных условиях вивария и
выводили из эксперимента на 42, 56 и 180 сут пост-
натального периода онтогенеза асфиксией углекис-
лым газом. Сердце крыс фиксировали в забуферен-
ном формалине рН 7.0 (Биовитрум, Россия) не более
24 ч. Затем образцы промывали, обезвоживали и за-
ливали в парафиновую смесь Histomix (Биовитрум,
Россия). Срезы толщиной 5 мкм получали на авто-
матическом микротоме HM335S (Thermo Fisher Sci-
entific, Китай).

Иммуногистохимическое исследование. После де-
парафинизации и регидратации срезы подвергали
высокотемпературной демаскировке антигенов в
цитратном буфере рН 6.0 (Abcam, Великобритания).
В качестве первичных антител использовали моно-
клональные мышиные антитела NCL-MMP-2-507
(Novocastra, Великобритания) и NCL-MMP-9-439
(Novocastra, Великобритания) в разведении 1 : 500.
Для визуализации иммуногистохимической реак-
ции использовали набор Mouse and Rabbit Specific
HRP/DAB IHC Detection Kit – Micro-polymer (Ab-

cam, Великобритания). Ядра клеток докрашивали
гематоксилином Джилла (Биовитрум, Россия).

Морфометрия и статистическая обработка данных.
Развитие иммунного окрашивания анализировали в
стенке левого желудочка сердца на поперечных сре-
зах на уровне сосочковых мышц. Интенсивность
иммуногистохимической реакции оценивали полу-
количественно: 0 – отсутствие иммуногистохимиче-
ской реакции, 1 – иммуногистохимическая реакция
низкой интенсивности (иммунопозитивные струк-
туры занимают менее 20% площади среза), 2 – уме-
ренная интенсивность (иммунопозитивные струк-
туры занимают 20–70% площади среза), 3 – высокая
интенсивность (иммунопозитивные структуры за-
нимают более 70% площади среза). Интенсивность
иммунного окрашивания определяли визуально, не
менее чем в 10 полях зрения каждого среза. Полуко-
личественные данные анализировали с использова-
нием критериев Шапиро–Уилка и Манна–Уитни
(Цорин, 2020), применяя SPSS 16.0 (IBM, США).
Данные представлены в виде медианы и интерквар-
тильного размаха: Ме (Q1; Q3). Различия между по-
казателями считали достоверными при уровне зна-
чимости p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Получение преждевременно рожденного потомства.

Введение беременным самкам антипрогестинов яв-
ляется физиологической, безопасной (нетоксичной)
для потомства и надежной моделью индукции преж-
девременных родов у крыс (Cadepond et al., 1997;
Кузьминых, Петросян, 2009). Во всех случаях через
20–24 ч после инъекции беременным крысам мифе-
пристона наблюдали начало родов. В группе 2 на-
блюдали гибель отдельных особей в потомстве в те-
чение 1–2-х сут постнатального периода онтогенеза,
которая объясняется выраженной степенью недоно-
шенности и трудностью постнатальной адаптации
рожденных на 21-е сут пренатального периода онто-
генеза крыс.

Локализация MMP-2 и MMP-9 при иммунном
окрашивании в стенке левого желудочка сердца крыс.
В стенке левого желудочка сердца самцов и самок
крыс контрольной группы, групп 1 и 2 с 42 по 180 сут
постнатального периода онтогенеза позитивно
окрашенные на MMP-2 и MMP-9 структуры лока-
лизуются диффузно, однако количество окрашен-
ных структур визуально больше в субэндокардиаль-
ных участках миокарда и сосочковых мышцах. В ис-
следуемые сроки позитивное окрашивание на
MMP-2 и MMP-9 в стенке левого желудочка крыс
контрольной группы, групп 1 и 2 определяется в ци-
топлазме эндотелиоцитов эндокарда и кровеносных
сосудов миокарда, фибробластов миокарда, мезоте-
лиоцитов эпикарда, тучных клеток и макрофагов
миокарда, а также в межклеточном веществе пери-
васкулярной и интерстициальной стромы миокарда
(рис. 1). Кроме того, в левом желудочке крыс групп 1
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и 2 на 42, 56 и 180 сут постнатального периода онто-
генеза наблюдается позитивное окрашивание на
MMP-9 цитоплазмы кардиомиоцитов (рис. 2). На-
блюдаемое распределение окрашивания на MMP-2
и MMP-9 в миокарде согласуется с данными из лите-
ратуры (Bellafiore et al., 2003).

Интенсивность иммунного окрашивания на MMP-2 в
стенке левого желудочка крыс. Интенсивность пози-
тивной реакции на MMP-2 в стенке левого желудоч-
ка преждевременно рожденных и доношенных крыс
представлена в табл. 1. Интенсивность окрашивания
на MMP-2 в левом желудочке сердца самок крыс
контрольной группы превышает таковую у самцов
крыс контрольной группы на 180 сут постнатального
периода онтогенеза. У крыс групп 1 и 2 не обнаруже-
но связанных с полом отличий интенсивности реак-
ции MMP-2 левого желудочка с 42 по 180 сут постна-
тального периода онтогенеза. У самцов крыс группы 1
интенсивность позитивной реакции MMP-2 в стен-
ке левого желудочка выше, чем у самцов крыс кон-
трольной группы и группы 2 на 42 и 180 сут постна-
тального периода онтогенеза. У самцов и самок крыс
группы 2 интенсивность реакции MMP-2 в стенке

левого желудочка сердца выше, чем у самцов и самок
крыс контрольной группы и группы 1 на 56 сут пост-
натального периода онтогенеза (табл. 1).

Интенсивность иммунного окрашивания на MMP-9 в
стенке левого желудочка сердца крыс. Интенсивность
позитивной реакции MMP-9 в стенке левого желу-
дочка преждевременно рожденных и доношенных
крыс представлена в табл. 1. В контрольной группе
не выявлено связанных с полом отличий интенсив-
ности реакции MMP-9 в левом желудочке крыс. У
самцов крыс группы 1 интенсивность окрашивания
на MMP-9 в левом желудочке сердца выше, чем у са-
мок крыс группы 1 на 180 сут постнатального периода
онтогенеза. В группе 2 интенсивность окрашивания на
MMP-9 в левом желудочке самцов превышает анало-
гичный показатель самок на 42 сут постнатального
периода онтогенеза. Интенсивность окрашивания
на MMP-9 в левом желудочке сердца самцов крыс
группы 1 выше, чем у самцов крыс контрольной
группы на 42 и 180 сут постнатального периода онто-
генеза. Напротив, исследуемый показатель самок
крыс группы 1 не отличается от таковых самок крыс
контрольной группы на всем протяжении экспери-

Рис. 1. Срез стенки левого желудочка сердца самцов крыс на 180 сут постнатального периода онтогенеза в контрольной груп-
пе (а, 22 сут беременности), группе 1 (б, срок беременности 21.5 сут) и в группе 2 (в, срок беременности 21 сут). Иммуноги-
стохимическая реакция на MMP-2, докраска гематоксилином Джилла. а – Иммунопозитивны межклеточное вещество и ин-
терстициальные клетки периваскулярной стромы миокарда, интенсивность иммунопозитивной реакции – 1 балл. б, в – Им-
мунопозитивны эндотелиоциты кровеносных сосудов и межклеточное вещество интерстициальной стромы миокарда,
интенсивность реакции – 2 балла.

100 мкм 50 мкма б в100 мкм

Рис. 2. Срез стенки левого желудочка сердца самцов крыс на 180 сут постнатального периода онтогенеза в контрольной груп-
пе (а, 22 сут беременности), группе 1 (б, срок беременности 21.5 сут) и в группе 2 (в, срок беременности 21 сут). Иммуноги-
стохимическая реакция на MMP-9, докраска гематоксилином Джилла. а – Иммунопозитивно межклеточное вещество пери-
васкулярной стромы миокарда, интенсивность реакции – 1 балл. б, в – Имунопозитивны эндотелиоциты кровеносных сосу-
дов и кардиомиоциты, интенсивность реакции – 3 балла.

50 мкм50 мкм50 мкма б в
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мента. Интенсивность окрашивания на MMP-9 в ле-
вом желудочке самцов крыс группы 2 выше, чем со-
ответствующий показатель самцов крыс контроль-
ной группы в период с 42 по 180 сут, а также выше
соответствующего показателя самцов крыс группы 1
на 42 и 56 сут постнатального периода онтогенеза.
Интенсивность окрашивания на MMP-9 в левом же-
лудочке сердца самок крыс группы 2 выше, чем в
контрольной группе на 42 сут постнатального пери-
ода онтогенеза (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ

Межклеточное вещество не только определяет ме-
ханическую прочность миокарда, но и формирует
микроокружение, оказывающее регуляторное влияние
на клетки миокарда. Межклеточное вещество работает
как резервуар цитокинов, матриксинов, некодирую-
щих РНК, модулирующих различные клеточные про-
цессы: клеточный цикл, дифференцировку, мигра-
цию и гибель клетки (Silva et al., 2021). Преобразование
межклеточного вещества важно для функционирова-
ния миокарда в норме и при патологии. Однако иссле-
дования экспрессии и активности ММР в миокарде
преждевременно рожденных детей единичны. В на-
стоящее время у преждевременно рожденных детей
изучена только сывороточная концентрация MMP-2
и MMP-9 в период новорожденности (Schulz et al.,
2004; Yan et al., 2020).

В раннем постнатальном периоде онтогенеза пре-
образование межклеточного вещества связано, в
первую очередь, с продолжающимися процессами
кардиоморфогенеза. Преждевременное рождение

ассоциировано со структурной и функциональной
незрелостью миокарда, вегетативной и эндокрин-
ной систем, антиоксидантной системы, что может
приводить к особенностям формирования и роста
сердца (Ходкевич и др., 2020). Для оценки влияния
преждевременного рождения на постнатальный
кардиоморфогенез ранее мы проанализировали ин-
тенсивность иммунного окрашивания на MMP-2 и
MMP-9 в миокарде крыс в ранние сроки постна-
тального периода онтогенеза (Иванова и др., 2022).
Установлено влияние преждевременного рождения
исключительно на интенсивность иммунного окра-
шивания на MMP-9 в миокарде крыс с 7 по 21 сут
постнатального периода онтогенеза, тогда как ин-
тенсивность позитивного окрашивания на MMP-2 в
миокарде преждевременно рожденных и доношен-
ных крыс не отличалась (Иванова и др., 2022).

В отдаленном постнатальном периоде онтогенеза
ремоделирование миокарда является отражением
действия стрессовых факторов (например, повы-
шенных гемодинамических нагрузок), а также след-
ствием закономерных процессов старения. Известен
эффект женских половых гормонов на ремоделиро-
вание соединительной ткани миокарда (Volos-
henyuk, Gardner, 2010), однако исследования содер-
жания или активности MMP-2 и MMP-9 в миокарде
человека или животных с разной степенью недоно-
шенности с учетом гендерных различий не проводи-
лись.

В настоящих экспериментах продемонстрирова-
но, что преждевременное рождение приводит к по-
вышению интенсивности иммунопозитивной реак-
ции на MMP-2 и ММР-9 в стенке левого желудочка

Таблица 1. Динамика показателей интенсивности иммуногистохимической реакции в левом желудочке сердца крыс
контрольной группы (22 сут беременности) и преждевременно рожденных на 21.5 сут (группа 1) и на 21 сут (группа 2)
беременности

Примечание. Данные представлены в виде медианы (Me), нижнего (Q1) и верхнего (Q3) квартилей. Различия достоверны при p ≤ 0.05
при сравнении с соответствующим показателем: (а) – у самцов крыс, (б) – на предыдущем сроке, (в) – в контрольной группе, (г) – в
группе 1.

Группа

Постнатальный период онтогенеза, сут

42 56 180

самцы самки самцы самки самцы самки

Интенсивность MMP-2-позитивной реакции в стенке левого желудочка сердца преждевременно рожденных 
и доношенных крыс, баллы, Me (Q1; Q3)

Контрольная 1.0 (0; 1.0) 1.0 (0; 1.0) 1.0 (0.8; 1.3) 1.0 (1.0; 1.3) 1.0 (1.0; 1.3) 2.0 (1.0; 3.0)a, б

1 1.0 (1.0; 2.0)в 1.0 (1.0; 1.3) 1.0 (1.0; 1.0) 1.0 (1.0; 1.0) 2.0 (2.0; 3.0)б, в 2.5 (1.0; 3.0)б

2 1.0 (0; 1.0)г 1.0 (0; 1.0) 2.0 (1.0; 2.3)б, в, г 2.0 (1.8; 3.0)б, в, г 1.0 (1.0; 2.0)г 1.5 (1.0; 2.3)

Интенсивность MMP-9-позитивной реакции в стенке левого желудочка сердца преждевременно рожденных 
и доношенных крыс, баллы, Me (Q1; Q3)

Контрольная 0.5 (0; 1.0) 1.0 (0; 1.0) 0 (0; 1.0) 1.0 (1.0; 1.0) 1.0 (1.0; 1.0) 1.0 (1.0; 2,0)
1 1.0 (1.0; 1.3)в 1.0 (1.0; 1.0) 1.0 (0; 1.0) 1.0 (1.0; 2.0) 2.0 (1.8; 3.0)б, в 1.0 (1.0; 2.0)a

2 2.0 (2.0; 3.0)в, г 1.5 (1.0; 2.0)a, в 2.0 (1.0; 2.3)в, г 1.0 (1.0; 2.0) 2.0 (1.0; 2.3)в 2.0 (1.0; 2.0)
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сердца половозрелых животных. Выраженное повы-
шение интенсивности реакции MMP-2 в левом же-
лудочке сердца крыс наблюдается тем раньше, чем
больше степень недоношенности. Интенсивность
реакции MMP-9 в левом желудочке сердца самцов
крыс больше при более выраженной степени недо-
ношенности. Повышение интенсивности окраши-
вания на MMP-2 и ММР-9 в стенке левого желудоч-
ка сердца самок крыс вследствие преждевременного
рождения определяется исключительно в группе 2,
то есть при большей степени недоношенности. Та-
ким образом, модулирующий эффект женских поло-
вых гормонов на ремоделирование миокарда ниве-
лируется при большей степени недоношенности.

Данные экспериментов и клинических наблюде-
ний указывают на развитие у преждевременно рож-
денных животных и человека в отдаленном периоде
постнатального онтогенеза диффузного миокар-
диального фиброза (Bertagnolli et al., 2014; Lewand-
owski et al., 2021). ММР-2 и ММР-9 оказывают двоя-
кое действие на межклеточный матрикс. С одной
стороны, ММР-2 и ММР-9 разрушают нефибрил-
лярные коллагены, денатурированные фибрилляр-
ные коллагены, фибронектин, ламинин, эластин и
др. (DeCoux et al., 2014). С другой стороны, в резуль-
тате деградации компонентов межклеточного веще-
ства образуются биологически активные продукты –
матриксины, многие из которых являются стимуля-
торами коллагеногенеза. К примеру, эндостатин,
который образуется в результате деградации колла-
гена XVIII типа посредством ММР-9, индуцирует
пролиферацию и миграцию миофибробластов (Sugi-
yama et al., 2018). Фрагмент р1158/59 – продукт де-
градации коллагена I типа при действии MMP-2 и
MMP-9 – стимулирует образование грануляцион-
ной ткани при повреждении (Lindsey et al., 2015).
Кроме того, MMP-2 способствует активации транс-
формирующего фактора роста бета, одной из функ-
ций которого является индукция экспрессии колла-
гена и фибронектина (Wang M. et al., 2006).

Известно, что повышенная активность MMP-2
приводит к увеличению жесткости и снижению со-
кратительной функции миокарда (Wang G.Y. et al.,
2006). Выраженность интерстициального фиброза,
вызванного повышенной постнагрузкой на левый
желудочек сердца, значительно ниже у животных,
нокаутных по MMP-2 (Matsusaka et al., 2006). Воз-
растные изменения миокарда, заключающиеся в на-
коплении коллагеновых волокон в его строме, реа-
лизуются, в том числе, за счет MMP-9. При старении
удельный объем коллагеновых волокон в строме
миокарда левого желудочка сердца и его жесткость у
животных дикого типа выше, чем у животных, нока-
утных по MMP-9 (Chiao et al., 2012; Padmanabhan et
al., 2016). Есть мнение, что повышенная концентра-
ция MMP-9 в сыворотке может использоваться в ка-
честве предиктора фиброза миокарда левого желу-
дочка у пациентов с сердечной недостаточностью
(Çelik et al., 2020).

По результатам настоящего исследования можно
заключить, что преждевременное рождение приво-
дит к увеличению интенсивности иммунного окра-
шивания MMP-2 и MMP-9 в миокарде левого желу-
дочка крыс в отдаленном периоде постнатального
онтогенеза, которое вносит вклад в ремоделирова-
ние сердца.

Важно заметить, что иммуногистохимическое
выявление MMP-2 и MMP-9 не позволяет сделать
вывод об их активности. Исследование активности
MMP, а также изучение соотношения MMP и их ин-
гибиторов необходимо для более глубокого понима-
ния механизма ремоделирования миокарда у преж-
девременно рожденных животных.
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Immunohistochemical Study of Matrix Metalloproteinases 2 and 9 in the Left Ventricle
of Preterm Rats Heart in the Late Postnatal Development
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Immunohistochemical detection of matrix metalloproteinases (MMP) 2 and 9 was carried out in the myocardium
of the left ventricle of prematurely born (21 and 21.5 days of gestation) and full-term (22 days of gestation) rats at 42,
56 and 180 days of the postnatal period of ontogenesis. The intensity of immunopositive staining was assessed by a
scoring system. Preterm birth leads to an increase in the intensity of the immunopositive reaction to MMP-2 and
MMP-9 in the wall of the left ventricle of rats. An increase in the intensity of the MMP-2 positive reaction in the left
ventricle of rats is observed the earlier, the greater the degree of prematurity. The intensity of the MMP-9 positive reaction
in the left ventricle of male rats is greater with a more pronounced degree of prematurity. An increase in the intensity of the
MMP-2 and MMP-9 positive reaction in the wall of the left ventricle of female rats due to preterm birth is determined
exclusively in animals born on the 21st day of pregnancy, that is, with a greater degree of prematurity.

Keywords: preterm birth, rats, left ventricle, heart, matrix metalloproteinases
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Цель работы заключалась в исследовании распределения субъединицы α1 GABAA-рецептора в слоях не-
окортекса крыс в неонатальный период после воздействия гипоксии. Воздействие гипоксии на мозг ново-
рожденных крыс осуществляли на 2-е неонатальные сут в течение 1 ч при содержании кислорода в дыха-
тельной смеси 7.8%. Для выявления субъединицы α1 GABAA-рецептора использовали иммуногистохими-
ческую реакцию. Содержание белка оценивали по плотности иммунного окрашивания продукта реакции
в цитоплазме и отростках нейронов. Изучали соматосенсорную область неокортекса на 5 и 10 неонаталь-
ные сутки (П5, П10). Установлено, что на ранних сроках неонатального периода в неокортексе присут-
ствует значительная популяция молодых нейронов, в цитоплазме которых иммуногистохимически выяв-
ляется субъединица α1, входящая в состав GABAA-рецептора. К концу неонатального периода у контроль-
ных животных плотность окрашивания продукта иммуногистохимического выявления GABAAα1 в слоях
неокортекса существенно повышается. Воздействие перинатальной гипоксии вызывает сокращение чис-
ла нейронов, содержащих субъединицу α1 GABAA-рецептора и значительное снижение плотности имму-
ногистохимического окрашивания во всех слоях неокортекса.

Ключевые слова: перинатальная гипоксия, субъединица α1 GABAA-рецептора, неокортекс, неонатальный
период
DOI: 10.31857/S004137712305005X, EDN: DIJGRD

Известно, что в центральной нервной системе
(ЦНС) нейротрансмиссия GABA (;-аминомасляная
кислота) опосредуется GABAA-рецепторами, при
этом рецепторы, содержащие субъединицу α1, явля-
ются основными при быстрой синаптической тормоз-
ной нейропередаче (Farrant, Nusser, 2005; Mohler, 2006;
Rudolph, Mohler, 2006). Этот подтип рецептора
GABAAα1 составляет 40–60% всех кортикальных
GABAA-рецепторов, локализующихся преимуще-
ственно на телах и дендритах главных пирамидных
нейронов (Klausberger et al., 2002).

GABAA-рецепторы представлены различными
структурно-функциональными подтипами, каждый
из которых является гетеропентамерным протеи-
ном, чаще всего состоящим из пяти субъединиц:
двух α-, двух β- и пятой субъединицы, которой мо-
жет быть одна из β-, γ-, δ- или ε-субъединиц (Bau-
mann et al., 2001; Klausberger et al., 2001). Более того,
разнообразие α-, β- и γ-субъединиц дополняется не-
сколькими их изоформами (Hevers, Lüddens, 1998).

Отличительной особенностью GABAA-рецепторов
у взрослых животных является их широкая распро-
страненность в разных отделах мозга, что, в общем,
обуславливает их значительную структурно-функцио-
нальную гетерогенность. Клинические наблюдения
показали, что качественные и количественные изме-
нения состава субъединиц в GABAA-рецепторах меня-
ют их свойства и могут лежать в основе развития невро-
логических и психических расстройств (Pirker et al.,
2000). При патологических состояниях, таких как
эпилепсия, тревожность, аутизм, а также при невро-
тических расстройствах, связанных со стрессом, бы-
ло отмечено изменение уровня экспрессии разных
субъединиц GABAA-рецептора (Blatt et al., 2001;
Hales et al., 2006; Fatemi et al., 2009; Delahanty et al.,
2011; Hernandez, Macdonald, 2019; Feng et al., 2022;
Qin et al., 2022).

В развивающемся мозге млекопитающих GABAA-
рецепторы выявлены на достаточно ранних стадиях,
еще до появления функциональных тормозных свя-
зей и синаптической нейротрансмиссии. В это вре-
мя в переднем мозге было отмечено присутствие раз-
ных подтипов GABAA-рецептора, содержащих субъ-Принятые сокращения: GABA – ;-аминомасляная кислота.

УДК 611.018.8:612.73
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единицы α2, α4, α5, β1, β2, β3 и γ1, при этом
преобладающими были α3, β2/3 и γ3. Было показа-
но, что интенсивность экспрессии разных субъеди-
ниц GABAA-рецептора в различных структурах моз-
га различается и может меняться в процессе их раз-
вития (Owens et al., 1999; Pirker et al., 2000).

Известно, что воздействие гипоксии (ишемии) на
ранних этапах онтогенеза оказывает существенное
повреждающее действие на состояние центральной
нервной системы, проявляющееся в отдаленные
сроки, вызывая различные нарушения в цитоархи-
тектонике, клеточной организации нейронов, утра-
те части клеток, потере нервных проекций, измене-
нии синтеза нейротрансмиттеров и их трансмиссии
(Dean et al., 2013; McClendon et al., 2014).

Вопрос о воздействии гипоксии (асфиксии) во
время родов на экспрессию различных субъединиц,
входящих в состав GABAA-рецептора, и в частности
субъединицы α1, в литературе практически не осве-
щен. Тем не менее детальное знание временного
распределения отдельных субъединиц GABAA-ре-
цептора в неокортексе как в норме, так и при воздей-
ствии повреждающих факторов, необходимо для
правильного понимания влияния нейротрансмис-
сии GABA на развитие и функционирование коры в
неонатальный период.

В связи с этим, задача настоящего исследования
состояла в изучении распределения субъединицы α1
GABAA-рецептора и изменения ее содержания в раз-
ных слоях неокортекса у крыс в неонатальный пери-
од после воздействия гипоксии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Работа выполнена на лабораторных крысах ли-
нии Wistar из ЦКП “Биоколлекция ИФ РАН”
(Санкт-Петербург).

Работа проведена на модели недоношенной бере-
менности человека, т.е. модели общей гипоксии, ко-
торую испытывают преждевременно родившиеся
дети, как правило, с недоразвитой респираторной
системой. Эта модель, с одной стороны, исключает
смертность животных, а с другой, воспроизводит
широкий спектр повреждений разных отделов моз-
га, возникающих при асфиксии во время преждевре-
менных родов (Otellin et al., 2021). В работе была ис-
следована соматосенсорная область неокортекса.

Воздействие гипоксии осуществляли на 2-е неона-
тальные сут. Животных помещали на 1 ч в камеру с про-
точной газовой смесью, содержащей 7.8% кислорода,
0.4% углекислого газа и 91.8% азота, при температуре
21.5–23.0°C и нормальном давлении (760 мм рт. ст.).
Исследование проводили в неонатальный период
(период новорожденности) на 5 (П5) и 10 (П10)
постнатальные сутки. Животных делили на 2 груп-
пы: 1) экспериментальную (П5 и П10, n = 10 в каж-
дом случае), подвергавшихся в специальной камере

воздействию гипоксии и 2) контрольную (интакт-
ные крысы; П5 и П10, n = 10 в каждом случае).

Иммуногистохимическое выявление субъединицы
α1 GABAA-рецептора. У новорожденных крыс мозг
извлекали и обрабатывали по общепринятой мето-
дике: фиксировали в цинк-этанолформальдегиде на
фосфатно-солевом буфере (рН 7.4), обезвоживали,
заливали в парафин и готовили фронтальные серий-
ные срезы толщиной 5–7 мкм на уровне брегмы –
0.60mm–0.40mm (по стереотаксическому атласу ко-
ординатных таблиц мозга крыс в возрасте П5–П10
(Khazipov et al., 2015). Срезы помещали на предмет-
ные стекла Super frost plus gold (Menzel-Glasser, Гер-
мания).

Иммуногистохимическое выявление субъедини-
цы α1 ионотропного GABAA-рецептора проводили с
использованием кроличьих первичных поликло-
нальных антител (anti-GABAA-receptor alpha 1 anti-
body; Abcam, Великобритания) в разведении 1 : 300.
После проведения процедуры демаскирования бел-
ков в цитратном буфере (рН 6.1) (Dako, Дания) в те-
чение 25 мин, срезы инкубировали в первичных ан-
тителах при температуре 4°C в течение 16 ч. В каче-
стве вторичных антител использовали Goat anti-
rabbit IgG H&L (HRP; Abcam, Великобритания).
Срезы помещали во вторичные антитела на 30 мин
при комнатной температуре. Для визуализации про-
дукта реакции использовали хромоген DAB+ (Dako,
Дания). Специфичность иммунной реакции прове-
ряли при помощи негативного контроля (без пер-
вичных антител). Общий морфологический анализ
проводили на срезах мозга, окрашенных по Нисслю
по общепринятой методике. Срезы заключали в
синтетическую среду Permaunt (Termo, США).

Статистическая оценка результатов. При проведе-
нии иммуногистохимической реакции все процеду-
ры были стандартизированы и осуществлялись од-
новременно для гистологических срезов мозга, по-
лученных от контрольных и подопытных животных
обеих возрастных групп. Материал анализировали
на цифровых изображениях фронтальных серийных
срезов, полученных при помощи светового микро-
скопа Leica DME и цифровой камеры Leica EC3
(Leica, Германия).

Количество клеток, содержащих GABAAα1, оце-
нивали на стандартной площади 0.1 мм2 (усл. ед.
площади) при увеличении объектива микроскопа
100×. Анализ данных осуществляли на цифровых
изображениях 17–20 гистологических срезов мозга
животных каждой исследуемой возрастной группы
при помощи пакетов компьютерных программ
ImageJ (NIH, США), Origin 5.0. Статистически обра-
ботанные данные представлены как средние значе-
ния и стандартная ошибка среднего (M ± SEM).

Оценку плотности окрашивания продукта им-
мунной реакции (или иммунореактивности) осу-
ществляли при помощи системы анализа изображе-
ний, включающей световой микроскоп Olympus 1
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(Япония), цветную цифровую камеру Video/Zavr
Standart VZ-C31Sr и программное обеспечение (для
денситометрии) Видеозавр Мультиметр 2.3 (ООО
АТМ-практика, Санкт-Петербург). Анализ плотно-
сти окрашивания продукта иммунной реакции про-
водили при увеличении объектива микроскопа 60×.
Цифровые изображения срезов мозга контрольных
и экспериментальных животных были получены при
одинаковых параметрах освещения, насыщенности
цвета и контраста. Для оценки плотности окрашива-
ния продукта иммунной реакции выделяли участки
окрашенной цитоплазмы клеток, участки прокси-
мальных отделов окрашенных отростков, крупных
гранул, которые считаются терминальными синап-
тическими структурами (Guthmann et al., 1998). Ко-
личественный анализ данных осуществляли на циф-
ровых изображениях, полученных с 20 гистологиче-
ских срезов мозга животных каждой исследуемой
возрастной группы, при этом на каждом срезе изуча-
ли по 7–8 участков в каждом из слоев II–VI неокор-
текса. Обработанные данные, выраженные в усл. ед.
(D – плотность окраски продукта иммунной реак-
ции), представлены как средние значения и стан-
дартная ошибка среднего (M ± SEM).

Для анализа и сравнения полученных результатов
между разными группами животных использовали t-
критерий Стьюдента и oneway ANOVA (Statistica 8.0,
Statsoft Inc. США), различия считали достоверными
при Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Количество нейронов, содержащих субъединицу α1

GABAА-рецептора, в неокортексе крыс в контроле и
после воздействия гипоксии на стадии П5 и П10. У
контрольных животных на П5 во всех слоях неокор-
текса число клеток, содержащих α1 GABAА-рецеп-
тора, на условной единице площади высокое. Наи-
большее количество таких клеток присутствует в
верхних слоях II–III (34.5 ± 0.2) (табл. 1), а в глубо-
ких слоях IV, V и VI их количество меньше, при этом
числовые значения в этих слоях очень близкие
(25.5 ± 0.4, 23.1 ± 0.1 и 21.5 ± 0.7 соответственно)
(табл. 1).

После воздействия гипоксии количество клеток,
содержащих субъединицу α1 GABAА-рецептора, в
верхних II–III и глубоких слоях V и VI остается вы-
соким, а числовые показатели соответствуют кон-
трольным, за исключением слоя IV, где их числен-
ность значимо выше (табл. 1).

На стадии П10 контрольных животных в глубоких
слоях неокортекса IV, V и VI число клеток, содержа-
щих α1 GABAА-рецептора, оказывается близким по
значению таковому у контрольных животных на П5
(табл. 1). В верхних слоях II–III количество таких
клеток значимо снижается (в 1.4 раза).

После воздействия гипоксии в верхних слоях II–
III число клеток, содержащих α1 GABAА-рецептора,

почти соответствует таковому в контроле (28.7 ± 0.6)
(табл. 1), а в глубоких слоях IV, V и VI значимо сни-
жается (в 1.3, 1.3 и 1.6 раза соответственно).

Таким образом, у контрольных животных на П5
во всех слоях неокортекса количество клеток, содер-
жащих субъединицу α1 GABAА-рецептора, доста-
точно высокое, и они примерно равномерно распре-
деляются по слоям неокортекса. После воздействия
гипоксии численность таких клеток в слоях неокор-
текса не изменяется и находится в пределах кон-
трольных значений, кроме слоя IV. К концу неона-
тального периода (П10) у контрольных животных в
глубоких слоях количество клеток, содержащих
субъединицу α1, соответствует контрольным значе-
ниям на П5, однако в верхних слоях II–III суще-
ственно снижается по сравнению с П5. Воздействие
гипоксии приводит к снижению количества этих
клеток в глубоких слоях в 1.3 раза.

Плотность окрашивания продукта иммунной реак-
ции (D) при выявлении субъединицы α1 GABAA-рецеп-
тора в слоях неокортекса крыс в контроле и после воз-
действия гипоксии на стадии П5 и П10. У контроль-
ных животных на П5 в слоях I, II–III, IV нейропиль
развит слабо, присутствуют отдельные отростки с
варикозными расширениями, имеющие иммунное
окрашивание, встречаются единичные гранулы (си-
наптические структуры). В этих слоях в цитоплазме
нейронов и отростков плотность окрашивания про-
дукта иммунной реакции относительно высокая и
равна 0.240 ± 0.003, 0.205 ± 0.006 и 0.188 ± 0.004 со-
ответственно (табл. 2). В глубоких слоях V и VI ней-
ропиль представлен рыхлой сетью отростков с вари-
козными расширениями, имеющих иммунное окра-
шивание. В этих слоях в цитоплазме нейронов и
отростков плотность окрашивания продукта иммун-
ной реакции ниже, чем в верхних слоях (0.152 ± 0.007
и 0.071 ± 0.005 соответственно).

Таблица 1. Число нейронов, содержащих субъединицу α1
GABAА-рецептора в слоях соматосенсорной области не-
окортекса крыс на 5- и 10-е неонатальные сут в контроле
и после воздействия гипоксии

(а) – Различия по отношению к контрольной группе достоверны
при р < 0.05.

Слои

Число нейронов, содержащих GABAАα1, 
на 1 усл. ед. площади

срок развития

П5,
контроль

П5,
гипоксия

П10,
контроль

П10,
гипоксия

II–III 34.4 ± 0.2 35.0 ± 0.8 25.4 ± 0.9 28.7 ± 0.6
IV 25.5 ± 0.4 34.8 ± 0.6а 22.7 ± 0.6 17.3 ± 0.8а

V 23.1 ± 0.1 25.3 ± 0.2 18.3 ± 0.4 14.5 ± 0.6а

VI 21.5 ± 0.7 20.1 ± 0.6 22.1 ± 0.8 13.5 ± 0.5а
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После воздействия гипоксии во всех слоях не-
окортекса – I, II–III, IV, V и VI – в цитоплазме ней-
ронов и отростков плотность окрашивания продукта
иммунной реакции значительно снижается по срав-
нению с контролем (в 1.4, 1.6, 1.7, 1.6 и 1.5 раза соот-
ветственно) (табл. 2).

Плотность окрашивания продукта иммунной реак-
ции (D) при выявлении субъединицы α1 GABAA-рецеп-
тора в слоях неокортекса на 10 неонатальные сутки у
крыс в контроле и после воздействия гипоксии. У кон-
трольных животных на П10 (к концу неонатального
периода) в верхних слоях I, II–III в цитоплазме кле-
ток и отростков показатели плотности окрашивания
продукта иммунной реакции при выявлении субъ-
единицы α1 по сравнению с предыдущим сроком
исследования незначительно снижаются (в 1.1 раза),
а в глубоких слоях IV, V и VI повышаются (в 1.1, 1.2 и
1.3 раза соответственно) (табл. 2).

После воздействия гипоксии во всех слоях не-
окортекса I, II–III, IV, V и VI показатели плотности
окрашивания продукта иммунной реакции значимо
снижаются в 1.4, 1.6, 2.3, 2.4 и 1.3 раза соответствен-
но по сравнению с показателями в контроле (табл. 2,
рис. 1).

Таким образом, на П5 у контрольных животных в
цитоплазме нейронов и отростков во всех слоях не-
окортекса определяются достаточно высокие пока-
затели плотности окрашивания продукта реакции
при иммуногистохимическом выявлении GABAAα1,
а после воздействия гипоксии во всех слоях коры
они заметно снижаются. На П10 у контрольных жи-
вотных показатели плотности окрашивания продук-
та реакции во всех слоях неокортекса постепенно
повышаются по сравнению с П5. Воздействие гипо-
ксии приводит к существенному снижению показа-
телей плотности окрашивания продукта реакции на
GABAAα1 по сравнению с контролем. К концу нео-
натального периода тенденция к снижению этих по-
казателей продолжается.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенная работа показала, что у контрольных
крыс в неокортексе, преимущественно в верхних
слоях, на ранних сроках неонатального периода (П5)
присутствует значительное число нейронов, содер-
жащих субъединицу α1 GABAА-рецептора. В глубо-
ких слоях этих нейронов меньше и они примерно
равномерно распределяются по слоям. Плотность
окрашивания продукта иммунной реакции при вы-
явлении субъединицы α1 GABAA-рецептора в цито-
плазме и отростках клеток на этом раннем сроке раз-
вития в верхних слоях I–IV также выше, чем в глубо-
ких слоях V, VI. К концу неонатального периода
(П10) в верхних слоях II–III число клеток, содержа-
щих субъединицу α1 GABAА-рецептора, существен-
но снижается, в остальных слоях их число не изме-
няется и соответствует таковому на П5. При этом
плотность окрашивания продукта иммунной реак-
ции при выявлении GABAАα1 в верхних слоях сни-
жается, а в более глубоких слоях неокортекса с уве-
личением возраста постепенно повышается. Полу-
ченные результаты дают основание предполагать,
что в глубоких слоях, которые формируются рань-
ше, определенное число нейронов, содержащих
GABAАα1, появляется в первые дни после рождения
и сохраняется до конца неонатального периода. Ко-
лебание численности таких нейронов в верхних сло-
ях, образующихся последними, объясняется тем, что
процессы миграции, дифференцировки и созрева-
ния нейронов, их окончательное расположение в
этих слоях, а также формирование нейропиля завер-
шаются только к концу неонатального периода
(Marin-Padila, 1992; Ignacio et al., 1995; Hou et al., 2011).

У крыс перед рождением в переднем мозге было
отмечено присутствие субъединиц α2, α5, β2 и β3 ре-
цептора GABAА, при этом субъединица α1 не выяв-
лялась иммуногистохимическим методом. Было по-
казано, что в процессе развития существует вре-
меннáя смена экспрессии некоторых субъединиц.

Таблица 2. Показатели оптической плотности (D) продукта иммунной реакции при выявлении субъединицы α1
GABAA-рецептора в слоях соматосенсорной области неокортекса крыс на 5-е и 10-е неонатальные сут в контроле и по-
сле воздействия гипоксии

(а) – Различия по отношению к контрольной группе достоверны при р < 0.05.

Слои
неокортекса

D, усл. ед.

сроки развития

П5,
контроль

П5,
гипоксия

П10,
контроль

П10,
гипоксия

I 0.240 ± 0.003 0.166 ± 0.004а 0.220 ± 0.003 0.158 ± 0.005а

II–III 0.205 ± 0.006 0.130 ± 0.003а 0.180 ± 0.008 0.116 ± 0.004а

IV 0.188 ± 0.004 0.112 ± 0.008а 0.206 ± 0.006 0.088 ± 0.007а

V 0.152 ± 0.007 0.096 ± 0.006а 0.178 ± 0.004 0.074 ± 0.008 а

VI 0.071 ± 0.005 0.048 ± 0.008а 0.092 ± 0.006 0.067 ± 0.004а
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Так, экспрессия субъединицы α2 к концу пренаталь-
ного периода значительно снижается, а уровень экс-
прессии субъединицы α1 после рождения, напро-
тив, начинает повышаться, т.е. на самых ранних сро-
ках неонатального периода (П1–П3) происходит
смена интенсивности экспрессии субъединицы α2 и
субъединицы α1 в большинстве отделов мозга и не-
окортексе (Fritschy et al., 1994; Owens et al., 1999). Су-
ществует утверждение, что смена состава субъединиц,
входящих в основные подтипы GABAА-рецепторов,
совпадает с началом активации синаптической нейро-
передачи (Owens et al., 1999; Dvorzhak et al., 2010)

Выявленное в нашей работе присутствие популя-
ции нейронов, содержащих GABAАα1, и постепен-
ное повышение уровня содержания субъединицы α1
во время неонатального периода (от П5 до П10) со-
гласуется с этими данными.

Следует отметить, что у взрослых крыс рецепторы
к нейротрансмиттерам, как к возбуждающим, так и
тормозным могут синтезировать астроциты (Schous-
boe, 2016). Поэтому необходимо остановиться на
этом вопросе. У грызунов после рождения миграция
нейронов в верхние слои неокортекса продолжается
и заканчивается только к П7. Одновременно с этим в
первую постнатальную неделю предшественники
нейронов меняют программу дифференцировки и
начинают продуцировать глиальные клетки, кото-
рые пролиферируют до конца первого месяца жиз-
ни, увеличиваясь в количестве (Namihira et al., 2009).
Созревание астроцитов начинается в конце второй
(П12–14) и в течение третьей постнатальной недели
(П21), совпадая с процессами активного синаптоге-
неза. В это время астроциты в контакте с нейронами
синтезируют ряд белков, связанных с транспортом и
высвобождением пресинаптических пузырьков, с
формированием постсинаптического уплотнения,
секретируют синапс-регулирующие белки и рецеп-
торы к нейротрансмиттерам (Blue, Parnavelas, 1983;
Bandeira et al., 2009; Li et al., 2010; Buosi et al., 2017). К
концу третьей постнатальной недели каждый астро-
цит занимает определенное положение в слоях коры
(Bushong et al., 2004; Buosi et al., 2017).

Необходимо подчеркнуть, что в процессе разви-
тия в неокортексе созревание тормозных сетей про-
исходит позже возбуждающих, поскольку на ранних
стадиях развития высвобождение GABA приводит к
возбуждению нейронов из-за сдвига равновесного
потенциала ионов хлора, и только в течение второй
постнатальной недели происходит переход функции
GABA от возбуждения к торможению. В это время
устанавливается баланс между возбуждением и тор-
можением, являющегося, как известно, важным
условием для нормального развития мозга. Кроме
того, роль астроцитов в формировании и функцио-
нировании тормозных синапсов изучена не так ши-
роко, как формирование возбуждающих синапсов
(Zhang et al., 2011; Ge et al., 2012; Farhy-Tselnicker, Al-
len, 2018).

В связи с выше изложенным, можно полагать, что
все визуализируемые нами GABAAα1-иммунопози-
тивные клетки представляют собой только нейроны,
поскольку выявление астроцитов, экспрессирую-
щих GABAAα1, на сроках П5–10 является маловеро-
ятным.

Результаты показали, что после воздействия ги-
поксии в течение первой неонатальной недели в
слоях неокортекса количество нейронов, содержа-
щих GABAАα1, по сравнению с контролем почти не
изменяется, за исключением слоя IV, где их число
значимо повышается (в 1.4 раза). К концу неона-
тального периода в верхних слоях II–III число этих
нейронов соответствует контрольному значению, а в
остальных слоях существенно сокращается (в 1.3–
1.6 раза). Что касается плотности иммунного окраши-
вания продукта реакции при выявлении GABAАα1 по-
сле воздействия гипоксии, то на П5 она во всех слоях
значительно снижается, несмотря на то, что количе-
ство нейронов, содержащих GABAАα1, на этом сро-

Рис. 1. Соматосенсорная область неокортекса крыс на
10-е неонатальные сутки в контроле (а, б) и после воздей-
ствия перинатальной гипоксии (в, г). Иммуногистохи-
мическое выявление субъединицы α1 GABAA-рецепто-
ра. a, в – Слои II–III; б, г – слой V. Отмечается снижение
оптической плотности продукта иммунной реакции в
слоях неокортекса II—III и V после воздействия гипо-
ксии по сравнению с контролем. Стрелки – иммуноме-
ченые нейроны. Увел. об. 100×.

II–III

50 мкм
а

50 мкм
б

50 мкм
в

50 мкм
г

V



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 5  2023

ВЛИЯНИЕ ПЕРИНАТАЛЬНОЙ ГИПОКСИИ (АСФИКСИИ) НА РАСПРЕДЕЛЕНИЕ 495

ке развития соответствует контрольным значениям.
К концу неонатального периода тенденция к сниже-
нию плотности продукта реакции в слоях неокор-
текса продолжается и значения этого показателя
становятся еще ниже.

Установлено, что в ранние сроки неонатального
периода активация GABAΑ-рецепторов, опосредуе-
мая GABA, приводит к сильной деполяризации
мембраны незрелых молодых нейронов посредством
открытия ионных каналов, оттока ионов хлора и
значительного снижения его относительно высокой
внутриклеточной концентрации, которая поддер-
живается в незрелых клетках. Эти события приводят
к возникновению возбуждающего потенциала дей-
ствия в нейронах. После чего в неокортексе у новорож-
денных грызунов и человека появляются коррелиро-
ванные паттерны спонтанной сетевой активности ней-
ронов, которая является ключевым регулятором
процессов, происходящих на субклеточном уровне, та-
ких как высвобождение хлоридов, экспрессия транс-
портеров и рецепторов к GABA, изменение функцио-
нальных свойств GABAА-рецептора и GABAергиче-
ский синаптогенез. Спонтанная нейронная активность
также способствует росту и дифференцировке отрост-
ков – дендритов и аксонов – и необходима для фор-
мирования зрелых функциональных нейронных се-
тей (Gulledge, Stuart, 2003; Morita et al., 2006;
Holmgren et al., 2010; Deidda et al., 2015; Marchetti et al.,
2015).

Вероятно, воздействие перинатальной гипоксии
на ранних этапах развития может вызывать наруше-
ние активации GABAА-рецепторов, снижение депо-
ляризующего и возбуждающего эффекта GABA на
ранних сроках, изменения спонтанной нейронной
активности, что в результате и может приводить к
резкому снижению экспрессии субъединицы α1
GABAА-рецептора и сокращению в глубоких слоях
коры числа нейронов, содержащих GABAАα1. По-
следнее может быть вызвано и нарушением мигра-
ции молодых нейронов в глубокие слои, которая еще
продолжается на начальных сроках неонатального пе-
риода, а также задержкой формирования аксональных
и дендритных отростков, способствующих миграции,
или частичной утратой клеток (Inada et al., 2011). Не
исключено, что воздействие гипоксии на ранних
этапах неонатального развития может изменять в
нейронах внутреннюю программу появления и со-
зревания разных подтипов GABAА-рецепторов (Pay-
san, Fritschy, 1998; Bartolini et al., 2013). Выявленное в
данной работе существенное снижение содержания
GABAАα1 на ранних сроках неонатального периода,
вызванное воздействием перинатальной гипоксии,
имеет отдаленный характер действия.

В предыдущей нашей работе, выполненной на
взрослых половозрелых животных (П90), пережив-
ших воздействие перинатальной гипоксии, было по-
казано, что число нейронов, содержащих GABAАα1,
к этому возрасту сокращалось на 37% по сравнению

с контролем, а в слоях неокортекса в цитоплазме
нейронов имело место уменьшение содержания
субъединицы α1 (Хожай, Отеллин, 2020), т.е. после
воздействия перинатальной гипоксии изменение
синтеза рецепторного белка сохраняется в течение
продолжительного периода времени в онтогенезе.
Такие нарушения, как правило, приводят к измене-
нию нейротрансмиссии GABA и снижению тормоз-
ных эффектов.

Все больше данных свидетельствует о важности
GABAергической тормозной дисфункции в патоге-
незе абсансной детской эпилепсии (Hassan et al.,
2022), являющейся сложным генетическим невроло-
гическим расстройством, характеризующимся гене-
рализованными приступами. Одну из возможных
причин развития этого типа эпилепсии связывают с
изменением нейротрансмиссии GABA и нарушени-
ем тормозных эффектов. У грызунов на модели аб-
сансной эпилепсии было обнаружено значительное
снижение количества несинаптических и синапти-
ческих GABAAα1-рецепторов (на 18 и 12.2% соответ-
ственно) в неокортексе и гиппокампе (Hassan et al.,
2022). Считают, что в основе одного из механизмов
развития эпилепсии лежит нарушение экспрессии
GABAА-рецептора, вызванное мутациями генов, ко-
дирующих субъединицы α1 и γ2 (Baulac et al., 2001;
Adotevi et al., 2021; Jafarian et al., 2021).

Мутации вызывают не только изменение экс-
прессии субъединиц GABAА-рецептора, но и наруше-
ние динамики нейротрансмиссии GABA на ранних
сроках, что, в свою очередь, может влиять на развитие
и созревание нейронов, синапсов и экспрессию самих
GABAА-рецепторов (Owens, Kriegstein, 2002). Эти на-
рушения считаются первичными генетическими де-
фектами. Однако часто возникают вторичные изме-
нения трансмиссии GABA, происходящие после
воздействия ряда повреждающих факторов, в том
числе гипоксии, и играющие важную роль в патоге-
незе эпилепсии. Более того, показано, что в сомато-
сенсорной области коры у грызунов и человека значи-
тельное снижение синтеза субъединицы α1 GABAА-
рецептора или ее отсутствие приводит к изменению
экспрессии других коэкспрессирующихся субъединиц
GABAA-рецептора (Kralic et al., 2002). Это предполага-
ет неизбежную перестройку пентамерной структуры
самого рецептора, что также будет приводить к из-
менению динамики процесса торможения.

Таким образом, исследование показало, что у кон-
трольных животных на ранних сроках неонатального
периода присутствует значительная популяция нейро-
нов, содержащих субъединицу α1 GABAA-рецептора,
с появлением которой связывают начало процессов
созревания и становления неокортекса. К концу
неонатального периода в цитоплазме нейронов всех
слоев неокортекса существенно повышается содер-
жание GABAAα1. Воздействие перинатальной гипо-
ксии вызывает сокращение как числа нейронов, со-
держащих GABAAα1, так и значительное снижение
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содержания рецепторного белка. Тормозные эффек-
ты, опосредованные GABAA-рецептором, содержа-
щим субъединицу α1, являются неотъемлемой ча-
стью физиологического баланса возбуждения–тор-
можения в нейронных сетях, и любое изменение в
структуре или функционировании комплексов субъ-
единиц GABAA-рецептора может быть основой па-
тогенеза многих заболеваний центральной нервной
системы (Crunelli et al., 2020; Hassan et al., 2022). По-
лученные нами данные могут быть полезными для
дальнейших исследований специфических измене-
ний в нейротрансмиссии GABA, имеющих важное
значение для разработки новых методов профилак-
тики и лечения неврологических расстройств, воз-
никающих у детей, переживших асфиксию во время
родов.
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Effect of Perinatal Hypoxia (Asphixia) on the Distribution of the α1 GABAA-Receptor 
Subunit in the Neocortex of Newborn Rats

L. I. Khozhai*
Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 199034 Russia

*e-mail: astarta0505@mail.ru

The aim of this work was to study the distribution of the α1 GABAA-receptor subunit in the neocortical layers of rats
in the neonatal period after exposure to hypoxia. The effect of hypoxia on the brain of newborn rats was carried out
on the 2nd neonatal day for 1 h at an oxygen content in the respiratory mixture of 7.8%. An immunohistochemical
reaction was used to detect the α1 GABAA-receptor subunit. The quantitative protein content was estimated from
the density of immunostaining of the reaction product in the cytoplasm and processes of neurons. The somatosen-
sory area of the neocortex was studied on the 5th and 10th neonatal days (P5, P10). It has been established that in
the neocortex there is a significant population of young neurons containing the α1 subunit, which is part of the
GABAA-receptor in the early stages of the neonatal period. By the end of the neonatal period in control animals, the
staining density of the product of reaction to the detection of GABAAα1 in the layers of the neocortex increases sig-
nificantly. Exposure to perinatal hypoxia causes a reduction in the number of neurons containing the α1 GABAA-
receptor subunit and a significant decrease in the density of immune staining in all layers of the neocortex.

Keywords: perinatal hypoxia, α1 GABAA-receptor subunit, neocortex, neonatal period
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Исследования процессов регенерации тканей в постхолодовой период в настоящее время востребованы в
связи с освоением Арктики, которой свойственны чрезвычайно низкие температуры. Метаболические
или гормональные отклонения на основе инсулинорезистентности и компенсаторной гиперинсулине-
мии, которые могут приводить к развитию сердечно-сосудистых заболеваний, а, следовательно, и к нару-
шениям микроциркуляции, являются отягчающими факторами, усиливающими последствия холодовых
повреждений. В настоящей работе изучали процессы деградации и синтеза межклеточного матрикса дер-
мы, а также концентрации сиаловых кислот в сыворотке крови после локальной холодовой травмы третей
степени. Выявлено, что регенеративный процесс после локального холодового повреждения начинался на
3-е сут и характеризовался увеличением содержания коллагена дермы и толщины коллагеновых волокон.
Регенерация на фоне метаболического синдрома сопровождалась замедлением процессов восстановления
тканей. Течение восстановительного процесса было сопряжено с изменением содержания сиаловых кис-
лот в сыворотке крови, при этом отличительной чертой динамики этого показателя явилось увеличение
концентрации сиаловых кислот при метаболических нарушениях на 7-е сут и медленному незначительно-
му снижению в течение всего эксперимента, которое достигало контрольных значений к 21-м сут.

Ключевые слова: локальное холодовое повреждение, дерма, коллаген, ферментативный гидролиз, восста-
новление
DOI: 10.31857/S0041377123050085, EDN: DGLAZO

Холодовая травма является одной из важнейших
медико-социальных проблем в военное время, при
стихийных бедствиях, авариях, катастрофах, а также
при освоении Арктики с ее экстремально суровым
климатом. Медико-социальная и экономическая на-
правленность данной проблемы определяется тяже-
стью осложнений и длительной (либо постоянной) по-
терей трудоспособности (Pulla et al., 1994; Mohr, 2009).

Неудовлетворительные результаты лечения холо-
довой травмы достигают 50%, что диктует необходи-
мость поиска повышения эффективности лечения
отморожений (Валентюкевич и др., 2021а).

Целью хирургического вмешательства, как одно-
го из основных методов лечения при локальных хо-
лодовых поражениях, является удаление нежизне-
способных тканей и проведение реконструктивно-
восстановительных операций, направленных на за-
мещение образовавшихся дефектов собственными

тканями (Banzo et al., 2002; Ingram, Raymond, 2013;
Kuht et al., 2018).

Одним из отягчающих факторов при регенера-
тивных процессах могут играть метаболические на-
рушения. Как известно, метаболический синдром
представляет комплекс метаболических, гормональ-
ных и клинических нарушений, которые способ-
ствуют развитию сердечно-сосудистых заболеваний,
основанных на инсулинорезистентности и компен-
саторной гиперинсулинемии (Беленков и др., 2018).
Вследствие таких нарушений велика вероятность
ухудшения микроциркуляции, что напрямую влияет
на регенерацию в постхолодовом периоде (Eckel et al.,
2010; Kaur, 2014).

В связи со значительной распространенностью
метаболического синдрома и частой встречаемостью
холодовой травмы в условиях климата северных ши-
рот, высока вероятность сочетания метаболического
синдрома и холодовой травмы. Неясным остается
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тот факт, оказывает ли метаболический синдром
влияние на длительность и качество восстановления
кожных покровов после холодовой травмы.

Вполне вероятно, что на подготовительном этапе
при проведении реконструктивно-восстановитель-
ных операций, использование ресурсов сохранив-
шейся ткани может быть одним из решений, повы-
шающих эффективность лечения отморожений
(McIntosh et al., 2019; Joshi et al., 2020). С учетом того,
что метаболические нарушения широко распростра-
нены в Арктической зоне, изучение регенеративных
механизмов, сопряженных с наличием метаболиче-
ского синдрома, представляет теоретический и
практический интерес.

Механизмы регенерации тканей после холодовой
травмы освещены достаточно подробно, учитыва-
ются не только суточные изменения, но и изменения
по часам; методами гистологии и иммуногистохи-
мии авторы описывают клеточный состав дермы и
внеклеточный матрикс (Arora, 2018). Установлено,
что в первые часы и сутки после холодовой травмы
происходит деградация межклеточного матрикса
дермы, связанная с расщеплением молекул коллаге-
на под воздействием неспецифических и специфи-
ческих протеиназ, а также матриксных металлопро-
теиназ 1, 8, 13, 14, 18 (Груздева, 2020).

В то же время гистологические и иммуногистохи-
мические методы не позволяют количественно оце-
нить интенсивность деградации межклеточного
матрикса, равно как и синтез коллагена, что требует
необходимость разработки методов, позволяющих
количественно определить степень изменения дан-
ных процессов. С другой стороны, оценить интен-
сивность изменений межуточного вещества возмож-
но, определяя концентрацию сиаловых кислот. Из-
вестно, что сиаловые кислоты – это ациальные
производные нейраминовой кислоты, являющейся
одним из компонентов межуточного вещества со-
единительной ткани, в том числе дермы. Уровень
сиаловых кислот в сыворотке крови повышается в
ходе деградации межклеточного матрикса дермы
(Schauer, Kamerling, 2018). В связи с этим представ-
ляет интерес взаимосвязанности процессов разру-
шения коллагеновых волокон и межуточного веще-
ства, особенно при наличии метаболического син-
дрома.

Таким образом, цель настоящей работы заключа-
лась в изучении интенсивности деградации и синте-
за межклеточного матрикса дермы у крыс после ло-
кальной холодовой травмы на фоне метаболическо-
го синдрома.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Моделирование метаболического синдрома у крыс.

Для индукции метаболического синдрома в соответ-
ствии с рекомендациями (Derkach et al., 2015), начи-
ная с 26-суточного возраста, беспородных крысят

поили 30%-ным раствором сахарозы вместо воды. В
рацион также добавляли насыщенные жиры (масло
с жирностью 82.5%) из расчета 4 г масла за 1 сут на
1 крысу. Через 1 мес. повышали суточное количе-
ство масла до 5 г, еще через месяц – до 6 г. У четырех-
месячных крыс с помощью глюкозотолерантного те-
ста оценивали чувствительность к глюкозе, для чего
внутрибрюшинно вводили раствор глюкозы (2 г на
1 кг веса животного) и в течение 120 мин в крови, по-
лученной из хвостовой вены, измеряли ее концен-
трацию. Отбирали животных с повышенной массой
тела и нарушенной толерантностью к глюкозе.

Моделирование контактного холодового поврежде-
ния. После установления наличия метаболического
синдрома у лабораторных животных, моделировали
локальное холодовое повреждение по следующей
методике. Предварительно охлажденную в жидком
азоте металлическую гирьку диаметром 2.5 см при-
кладывали к депилированной коже спины крысы на
3 мин, тем самым получая отморожение третьей сте-
пени. Кусочек пораженной кожи с неповрежденной
зоной забирали сразу после передозировки средства
для наркоза на 3, 7, 14 и 21 сут. В качестве контроль-
ной группы были использованы беспородные кры-
сы, содержащиеся в тех же условиях. Группы форми-
ровали по 5 животных (n = 5) (Валентюкевич и др.,
2021б).

Определение процентного содержания коллагена в
дерме. Кусочек пораженной кожи забирали посред-
ством панч-скальпеля № 5 после выведения живот-
ного из эксперимента на 3, 7, 14 и 21 сут. В качестве
контрольной группы были использованы беспород-
ные крысы той же массы тела, содержащиеся в усло-
виях, что и экспериментальная группа. Группы фор-
мировали из 7 животных. Определение содержания
коллагена в дерме осуществляли по разработанной
нами методике (Шутский и др., 2019).

Этап 1 – высушивание кожи. Предварительно
взвешенный и замороженный при −80°C в 1 мл
0.9%-ного физиологического раствора хлористого
натрия кусочек ткани лиофильно высушивали в
лиофильной сушилке при температуре –46°C и дав-
лении 0.040 мБар, взвешивали, получая массу лио-
филизированного образца кожи (mсх), и измельчали
с помощью микротомного лезвия на фрагменты тол-
щиной не более 3 мм.

Этап 2 – подготовка к ферментативному гидро-
лизу. Полученные фрагменты помещали в градуиро-
ванную пробирку Eppendorf (объемом 1.5 мл), зали-
вали 1 мл 15%-ного водного раствора гидроксида на-
трия на 24 ч при температуре 18–20°C, после чего
неоднократно промывали дистиллированной водой
при температуре 18–20°C в объеме 1 мл. После до-
стижения целевого уровня рН надосадочной жидко-
сти 7.0, супернатант аспирировали дозатором таким
образом, чтобы количество осадка в пробирке не
превышало 0.3 мл. Полученный материал заморажи-
вали при −80°C, лиофильно высушивали в лиофиль-
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ной сушилке и взвешивали на аналитических весах,
определяя массу материала m1.

Этап 3 – ферментативный гидролиз коллагена.
Полученный безводный осадок разводили в 900 мкл
фосфатного буферного раствора с рН 7.0 и добавля-
ли 100 мкл раствора коллагеназы I типа (НПП Эко,
Россия), который заранее приготавливали путем
растворения лиофильно высушенного препарата
коллагеназы в 10 мл фосфатного буферного раствора
с рН 7.0. Концентрация фермента составила 5 мг/мл.
Затем пробирку с содержимым устанавливали в
шейкер-инкубатор ES-20 (BioSan, Латвия) при тем-
пературе 37°C и интенсивном перемешивании в те-
чение 2 ч. После этого пробирку центрифугировали
при 13400 об./мин в течение 5 мин, аспирировали
дозатором надосадочную жидкость, добавляли ди-
стиллированную воду до объема 1 мл, гомогенизирова-
ли полученный материал. Процедуру, включающую
гомогенизацию путем ресуспендирования дозатором,
центрифугирование, аспирацию надосадочной жид-
кости и добавление воды до объема 1 мл повторяли
5 раз. После этого материал замораживали при
−80°C, лиофильно высушивали и взвешивали, опре-
деляя массу материала m2. По разнице масс m1 и m2
определяли массу коллагена, содержавшегося в ис-
следуемой ткани. Процентное содержание коллаге-
на в ткани определяют отношением конкретной
массы коллагена к массе образца ткани.

Таким образом, содержание коллагена (mкол, %) в
ткани определяли по формуле:

где m1 и m2 – масса кожи до и после ферментативно-
го гидролиза соответственно; mсх – масса образца аб-
солютно сухой кожи (после лиофилизации).

Определение толщины коллагеновых волокон. Этот
параметр дермы осуществляли по разработанной на-
ми методике (Горбатова и др., 2022). Фиксирован-
ный в гистологическом забуференном 10%-ном ней-
тральном формалине кусочек поврежденной кожи,
полученный путем панч-биопсии, без предвари-
тельной заморозки нарезали микротомным ножом
на мелкие фрагменты. Полученные фрагменты по-
мещали в центрифужную градуированную пробир-
ку, заливали фрагменты 1 мл 50%-ного водного рас-
твора гидроксида калия на 15 ч. По истечению вре-
мени раствор щелочи удаляли путем аспирации
пипеткой Пастера и наливали дистиллированную
воду в объеме 5 мл. Гомогенизировали материал при
помощи струи воды из пипетки Пастера в течение
2–3 мин, доводили объем воды в пробирке до 10 мл и
центрифугировали в течение 5 мин при 1500 об./мин.
После центрифугирования аспирировали воду из
пробирки таким образом, чтобы осадок на дне про-
бирки находился в объеме жидкости, не превышаю-
щем 0.5 мл, добавляли дистиллированную воду до
объема 5 мл и повторно гомогенизировали материал
способом, описанным выше. После пятикратной

×= −кол 1 2 сх/( ) ( ) 100%,m m m m

промывки коллагенсодержащую суспензию замора-
живали при −80°C и лиофильно высушивали. После
полного высушивания лиофилизат переносили в
прободержатель сканирующего электронного мик-
роскопа (Zeiss, Германия). После пятикратной про-
мывки образцы высушивали на воздухе и переноси-
ли в сканирующий электронный микроскоп Sigma
VP Zeiss (SEM, Германия) (ускоряющее напряжение
10 кВ, детектор InLens, апертура 7.5 мкм).

Для увеличения контрастности изображений по-
верхность сухих проб покрывали слоем сплава Au–Pd
толщиной до 5 нм с помощью напылительной уста-
новки Q150T ES (Quorum, Великобритания). На
рис. 1 представлены фотоснимки коллагеновых во-
локон поврежденного участка дермы у крысы кон-
трольной группы и на фоне метаболического син-
дрома в зависимости от продолжительности экспе-
римента.

Определение сиаловых кислот в сыворотке крови.
Взятие крови осуществляли путем пункции полости
сердца перед выведением животного из эксперимен-
та. Пробирки с кровью центрифугировали с помо-
щью LMC-4200R (BioSan, Латвия) в течение 10 мин
при температуре 8°C и 2700 об./мин. Сыворотку кро-
ви отбирали в пластиковые градуированные пробир-
ки, после чего замораживали пробирки с сывороткой в
низкотемпературном морозильнике DW-86W100 (Hai-
er, Китай).

В центрифужную пробирку, содержащую 1 мл
сыворотки крови, добавляли 1 мл 10%-ного раствора
трихлоруксусной кислоты и перемешивали на вор-
тексе Microspin FV-2400 (BioSan, Латвия). Пробирку
с сывороткой крови помещали на 5 мин в термостат
Combitherm-2 CH 3-150 (BioSan, Латвия) при 100°C,
затем охлаждали ее в течение 5 мин при −3°C, после
чего центрифугировали 5 мин при 13400 об./мин с по-
мощью Minispin (Eppendorf, Германия). Отделяли
надосадочную жидкость и повторно ее центрифуги-
ровали для полного удаления осадка. В стеклянную
пробирку отбирали 0.4 мл надосадочной жидкости, до-
бавляли 5 мл уксусно-сернокислой смеси (реактив
Гесса) и нагревали в кипящей водяной бане ПЭ-4300
(Экрос, Россия) при 100°C в течение 30 мин. Далее
охлаждали под струей холодной воды. Оптическую
плотность полученных образцов определяли на
спектрофоторметре 2800 UV/VIS (United Products &
Instruments, США) в кварцевой кювете с шириной
слоя 10 мм при длине волны 545 нм против кюветы
сравнения с реактивном Гесса. Результат выражали
в усл. ед., умножая величину экстинкции на 1000.

Статистическая обработка. Обработку получен-
ных результатов проводили с помощью программы
SPSS 13.0 for Windows. Распределение параметров
было ненормальным, в связи с чем описание выбо-
рок проводили посредством подсчета медианы (Ме)
и межквартильного интервала (Q25; Q75). Вероят-
ность различий оценивали по непараметрическому
критерию Колмогорова–Смирнова (Z). При прове-
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дении корреляционного анализа использовали кри-
терий Кендалла (τ). Различия считали достоверны-
ми при р < 0.05.

Реактивы. В работе использовали глюкозу, гид-
роксид натрия (Вектон, Россия), фосфатно-солевой
буферный раствор PBS (Melford, Великобритания),
коллагеназу I тип, лиофилизированную (НПП Эко,
Россия), формалин, гидроксид калия (ВитаХим,
Россия), трихлоруксусную кислоту квалификации
“х. ч.” (Chemical line, Россия), концентрированную
серную кислоту (ООО Сигма Тек, Россия) и ледяную
уксусную кислоту квалификации “х. ч.” (PanReac,
Испания).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Как следует из данных, представленных на рис. 2а,

у крыс на 3-и сут после локального холодового по-
вреждения регистрировали статистически значимое
снижение содержания коллагена дермы с 69.69
(67.58; 70.16) до 26.92% (23.48; 30.80) при Z = 1.41 и
p = 0.030. Но уже на 7-е сут значение показателя со-
ставляло 40.51% (38.43; 42.12) при Z = 1.65 и p = 0.009.
Увеличение показателя до 53.22% (49.98; 56.22) при
Z = 1.65 и p = 0.009 продолжалось до 14-х сут, и в пе-
риод 14–21-х сут содержание коллагена дермы име-
ло лишь тенденцию к увеличению (всего на 3.0%) без
статистически значимого подтверждения и состави-
ло 56.28% (54.23; 56.78) при Z = 0.89 и p = 0.390. Та-
ким образом, в течение 21-х сут после локальной хо-
лодовой травмы содержание коллагена дермы не
возвращается к уровню соответствующего показате-
ля в контрольной группе и составляет 56.28 (54.23;
56.78) против 69.69% (67.58; 70.16) при Z = 1.44 и p =
= 0.030.

На 3-и сут после холодовой травмы снижение со-
держания коллагена дермы сопровождалось со ста-
тистически значимым уменьшением толщины кол-
лагеновых волокон с 10.31 (9.11; 11.17) до 4.48 (3.43;
4.37) мкм при Z = 1.36; p = 0.047) (рис. 2б).

Увеличение толщины начиналось на 7-е сут
(5.62 мкм (5.14; 6.10) при Z = 1.49 и p = 0.023) и про-
должилось до 14-х сут. На 21-е сут после холодовой
травмы толщина коллагеновых волокон составляла
9.36 мкм (9.17; 9.53) и уже не отличалась от аналогич-
ного показателя в группе контроля (Z = 0.87; p = 0.431).

На рис. 2в представлена динамика содержания
сиаловых кислот в сыворотке крови у крыс с метабо-
лическим синдромом после локальной холодовой
травмы. Тенденцию к увеличению концентрации
сиаловых кислот в крови у крыс регистрировали
только на 7-е сут эксперимента с 237.0 (236.0; 286.0)
до 299.0 усл. ед. (253.0; 314.0) при Z = 0.91 и p = 0.370.
К 14-м сут наблюдали незначительную тенденцию к
снижению – до 283.0 (246.0; 295.0) при Z = 0.72 и p =
= 0.680. В период 14– 21-е сут снижение уровня сиа-
ловых кислот в крови было малозаметным и состав-
ляло 278.0 усл. ед. (274.0; 294.5) при Z = 0.77 и p =
= 0.593. Таким образом, в течение 21-х сут после ло-
кальной холодовой травмы у крыс с метаболическим
синдромом содержание сиаловых кислот в сыворот-
ке крови не имело статистически значимого разли-
чия с соответствующим показателем крыс контроль-
ной группы (278.0 усл. ед. (274.0; 294.5) и 237.0 усл. ед.
(236.0; 286.0) при Z = 0.91; p = 0.375).

Итак, после локальной холодовой травмы изме-
нения в дерме касались как изменений общего со-
держании коллагена, о чем свидетельствовала дина-
мика содержания коллагена, так и изменений тол-
щины коллагеновых волокон.

Уменьшение содержания коллагена дермы на 3-и
сут после холодовой травмы является свидетель-
ством разрушения соединительной ткани, что под-

Рис. 1. Сканирующая электронная микроскопия колла-
геновых волокон дермы поврежденного участка после
холодовой травмы у крыс с метаболическим синдромом.
а – Контрольная группа; б – 3 сут; в – 7 сут; г – 14 сут; д –
21 сут. Масштабная линейка – 10 мкм.

а б

в

д

г
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тверждается гистологически – наличием фибрино-
идного некроза в зоне повреждения (Шагров и др.,
2020), а также нарастанием концентрации сиаловых
кислот вплоть до 7-х сут и наличием сильной стати-
стически значимой корреляцией (τ = 0.97; p = 0.040)
(рис. 3).

Известно, что сиаловые кислоты характеризуют
степень воспалительного процесса, и их концентра-
ция резко повышается при поражении тканей, в
частности синовиальной оболочки при различных
клинических формах артритов (Schauer et al., 2018).
Снижение содержания коллагена дермы сопряжено
с уменьшением толщины коллагеновых волокон, о
чем свидетельствует сильная статистически значи-
мая коррелятивная связь между этими показателями
(τ = 0.98; p = 0.001). Вследствие деградации коллаге-
новых волокон нарушается межклеточный матрикс
поврежденного участка дермы. Необходимо учиты-
вать тот факт, что физические свойства коллагено-
вых волокон оказывают непосредственное влияние
на функциональную активность фибробластов дер-
мы: нарушение целостности коллагеновой сети
межклеточного матрикса проявляется в нарушении
фокальных контактов между фибробластами и кол-
лагеновым матриксом, что снижает уровень метабо-
лической активности фибробластов (Diegelmann,
2003; Борзых и др., 2021). Однако полного прекра-
щения синтетической активности фибробластов в
зоне повреждения к 3 сут не наступает, поскольку
уже на 7-е сут регистрируется увеличение содержа-
ния коллагена дермы. Наряду с увеличением коли-
чества коллагена изменяется толщина коллагеновых
волокон.

Известно, что завершение формирования коллаге-
новых волокон осуществляется во внеклеточной среде,
и толщина их зависит от количества тройных спиралей
тропоколлагена (Diegelmann, 2003; Борзых и др., 2021).
Полученные результаты по толщине коллагеновых
волокон хорошо согласуются с исследованиями во-
локон соединительной ткани методом поляризаци-
онной микроскопии, описанными в работе Данило-
ва (2008), а также Омельяненко с соавт. (2009). Ука-
занные изменения происходили на фоне
продолжающегося увеличения концентрации сиа-
ловых кислот в сыворотке. Таким образом, можно
полагать, что на 7-е сут после холодовой травмы в зо-
не повреждения дермы процесс деградации соеди-
нительной ткани продолжался на фоне увеличения
синтетической активности фибробластов и форми-
рования зрелых коллагеновых волокон.

В период с 7–14-е сут после холодовой травмы
продолжающееся увеличение содержания коллаге-
новых волокон и их толщины происходило уже на
фоне снижения концентрации сиаловых кислот в
сыворотке крови. Вполне очевидно, что именно в
период с 7–14-е сут синтетическая активность фиб-
робластов в соединительной ткани стала превалиро-
вать над деградацией.

Учитывая, что к 21-м сут статистически значимых
различий по содержанию коллагена дермы, толщине
коллагеновых волокон и концентрации сиаловых
кислот в экспериментальной и контрольной группах
не наблюдали, можно предполагать наступление
восстановления соединительной ткани кожи имен-
но к этому времени.

Итак, на 3-е сут после холодовой травмы проис-
ходит активная деградация соединительной ткани
дермы, о чем свидетельствует снижение содержания
коллагена дермы, уменьшение толщины коллагено-
вых волокон и увеличение концентрации сиаловых
кислот в сыворотке крови. На 7-е сут после холодо-
вой травмы увеличивается содержание коллагена
дермы и толщина коллагеновых волокон на фоне
высокого содержания сиаловых кислот. Продолжа-
ющееся увеличение содержания и толщины колла-
геновых волокон происходило уже на фоне сниже-
ния концентрации сиаловых кислот в сыворотке

Рис. 2. Динамика медианных значений содержания кол-
лагена (а) и толщины коллагеновых волокон (КВ) дермы
(б), а также сиаловых кислот (СК) сыворотки крови (в) в
течение 21 сут после локальной холодовой травмы у крыс
на фоне метаболического синдрома.

p = 0.030

100

80

60

40

20

0
Контроль 3 7 14 21

a

С
од

ер
ж

ан
ие

 к
ол

ла
ге

на
, %

Время, сут

p = 0.009
p = 0.009 p = 0.395

69.7 26.9 40.5 53.2 56.3

p = 0.047

15

10

5

0
Контроль 3 7 14 21

б

То
лщ

ин
а 

К
В

, м
км

p = 0.023
p = 0.023

p = 0.400

10.3 4.5 5.6 8.6 9.4

p = 0.0370

350

300

250

200

150

100
Контроль 7 14 21

в
С

од
ер

ж
ан

ие
 С

К
, у

сл
. е

д.

p = 0.685
p = 0.593

237 299 283 278



504

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 5  2023

ШУТСКИЙ и др.

крови в период 7–14-е сут после холодовой травмы,
а к 21-м сут содержание изучаемых параметров в экс-
периментальной группе уже не отличалось от груп-
пы контроля, что может указывать на восстановле-
ние соединительной ткани дермы. Однако полно-
стью сформированного рубца не наблюдали.

Исходя из полученных результатов, можно выде-
лить следующие особенности регенерации кожи по-
сле локального холодового повреждения на фоне
метаболического синдрома. Регенеративный про-
цесс после локального холодового повреждения на-
чинался на 3-е сут и характеризовался увеличением
содержания коллагена дермы и толщины коллагено-
вых волокон. Регенерация на фоне метаболического
синдрома сопровождалась замедлением процессов
восстановления тканей. Течение восстановительно-
го процесса сопряжено с изменением содержания
сиаловых кислот в сыворотке крови При этом отли-
чительной чертой динамики этого показателя явля-
ется увеличение их концентрации при метаболиче-
ских нарушениях на 7-е сут (до 299.0 усл. ед. (253.0;
314.0)) и медленное снижение их концентрации в те-
чение всего эксперимента, которое достигает кон-
трольных значений к 21-м сут (Z = 0.91; p = 0.375).
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Studies of tissue regeneration processes in the post-cold period are currently in demand in connection with the de-
velopment of the Arctic, which is characterized by extremely low temperatures. Metabolic or hormonal abnormali-
ties based on insulin resistance and compensatory hyperinsulinemia, which can lead to the development of cardio-
vascular diseases, and, consequently, to microcirculation disorders, are aggravating factors that increase the conse-
quences of cold injuries. In this work, we studied the processes of degradation and synthesis of the intercellular
matrix of the dermis, as well as the concentration of sialic acids in the blood serum after a local cold injury of the
third degree. It was revealed that the regenerative process after local cold damage began on day 3 and was character-
ized by an increase in the collagen content of the dermis and the thickness of collagen fibers. Regeneration in the
case of metabolic syndrome was accompanied by a slowdown in tissue repair processes. The course of the recovery
process was associated with a change in the content of sialic acids in the blood serum, while a distinctive feature of
the dynamics of this indicator was an increase in the concentration of sialic acids in metabolic disorders on day 7 and
a slow slight decrease throughout the experiment, reaching the control values by day 21.
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