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Гемолитико-уремический синдром (ГУС) – заболевание, являющееся наиболее частой причиной
развития острой почечной недостаточности у детей. Наиболее распространенной причиной разви-
тия ГУС являются инфекции, вызванные продуцирующими шига-токсин бактериями: геморраги-
ческой Escherichia coli и Shigella dysenteriae 1 типа. На их долю приходится до 90% всех случаев ГУС.
Остальные 10% представляют из себя гетерогенную группу заболеваний, носящую общее название
атипичный ГУС. В основе патогенеза большинства случаев атипичного ГУС лежат врожденные или
приобретенные нарушения в работе системы комплемента. За последние десятилетия накопились
данные о том, что кроме E. coli и Sh. dysenteriae 1 типа самые разные бактериальные и вирусные инфек-
ции, включая возбудителей пневмонии Streptococcus pneumoniae, иммунодефицита, гриппа H1N1, но-
вой коронавирусной инфекции, способны вызывать развитие ГУС. В частности, инфекционные за-
болевания выступают в качестве основной причины рецидива атипичного ГУС. В данном обзоре
представлены обобщенные данные последних исследований, свидетельствующие о том, что при раз-
ных видах инфекционного ГУС ключевым патогенетическим фактором являются нарушения в работе
системы комплемента. Рассмотрены звенья в системе комплемента, дисрегуляция которых при бак-
териальных и вирусных инфекциях может приводить к гиперактивации комплемента с последующим
повреждением эндотелия микрососудов и развитием острой почечной недостаточности.

Ключевые слова: гемолитико-уремический синдром, система комплемента, тромботическая микро-
ангиопатия, экулизумаб, Escherichia coli, шига-токсин, STEC-ГУС, гемолитическая анемия, тром-
боцитопения, острая почечная недостаточность, патогенез, эндотелий
DOI: 10.31857/S0233475523040047, EDN: OJTBPO

ВВЕДЕНИЕ
Гемолитико-уремический синдром (ГУС) яв-

ляется одной из форм тромботических микроан-
гиопатий (ТМА), которая характеризуется нали-
чием трех выраженных симптомов: тромбоци-
топении, острой почечной недостаточности и
микроангиопатической гемолитической анемии.
Данный синдром является одной из самых частых
причин развития почечной недостаточности у де-
тей. В основе развития ГУС лежит целый спектр
различных причин, которые определяют течение
заболевания, подходы к лечению, исход. Это мо-

гут быть инфекционные заболевания, дефекты
кобаламина С, мутации в гене, кодирующем диа-
цилглицеролкиназу ε (DGKE), или генах факто-
ров системы комплемента, антитела к фактору H
системы комплемента, трансплантация органов и
тканей, опухолевые, аутоиммунные заболевания
и др. Этиология ГУС легла в основу его класси-
фикации. Изначально было принято разделение
всех случаев ГУС на две основные группы: типич-
ный и атипичный ГУС. К типичному ГУС принято
относить все случаи, вызванные геморрагически-
ми штаммами Escherichia coli и Shigella dysenteriae.

УДК 571.27,616.63-008.6

ОБЗОРЫ



236

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 40  № 4  2023

БЛИНОВА и др.

В этом случае ключевым патогенным фактором,
вызывающим развитие ГУС, являются продуци-
руемые патогенными бактериями токсины. При
этом к аГУС традиционно относили все случаи,
не связанные с инфекцией штаммами E. coli и
Sh. dysenteriae. По мере того как накапливались
данные о причинах и механизмах развития ГУС,
классификация ГУС менялась [1–3]. В 2016 году
международной экспертной группой клиници-
стов и фундаментальных ученых, исследующих
ГУС, была предложена классификация, разделя-
ющая все случаи ГУС на 7 групп [4]:

• ГУС, вызванный продуцирующими шига-
токсин геморрагической E. coli (STEC-ГУС) и
Sh. dysenteriae 1 типа;

• вторичный ГУС (на фоне онкологических
заболеваний, трансплантации органов и тканей,
приема лекарственных средств, аутоиммунных на-
рушений, злокачественной гипертензии и ВИЧ-
инфекции);

• ГУС, ассоциированный с инфекциями, вы-
званными вирусом гриппа H1N1 и Streptococcus
pneumoniae;

• ГУС, ассоциированный с дефектом кобала-
мина C;

• ГУС, ассоциированный с мутациями в гене
DGKE;

• ГУС, вызванный нарушениями в регуляции
альтернативного пути системы комплемента (му-
тации в генах комплемента и антитела к фактору H);

• ГУС неясной этиологии.
Опираясь на данную классификацию, авторы

формируют алгоритмы диагностики и лечения
различных форм ГУС. На наш взгляд, данная
классификация может быть не совсем корректна.
Она относит ГУС, спровоцированный инфекци-
ями E. coli и Sh. dysenteriae, ВИЧ, вирусом гриппа
H1N1 и S. pneumoniae, к разным классам ГУС.
Между тем результаты исследований говорят о
том, что патогенез ГУС при всех перечисленных
инфекциях опосредован системой комплемента
(см. ниже). При этом данная классификация не
учитывает целый спектр других инфекций, спо-
собных вызывать развитие ГУС. Также авторы
выделяют в отдельный класс случаи ГУС, ассоци-
ированные с нарушениями в регуляции альтерна-
тивного пути комплемента, оставляя открытым
вопрос о том, какие же в таком случае события
служат триггером для развития атипичного ГУС.
Наличие мутаций в генах факторов системы ком-
племента само по себе не запускает патологиче-
ский процесс. Поскольку система комплемента
является частью иммунной системы человека,
логично предполагать, что в качестве триггера,
приводящего к нарушению в работе системы
комплемента, могут выступать инфекционные
заболевания. Подтверждением этому служат ста-

тистические данные, согласно которым в 79%
случаев рецидив аГУС развивается на фоне ин-
фекционных заболеваний, преимущественно ви-
русных [5]. Важно отметить, что спектр инфекци-
онных заболеваний, способных провоцировать
развитие ГУС, расширяется. В данном обзоре мы
постарались собрать информацию о всех извест-
ных на сегодняшний день возбудителях инфек-
ций, способных вызывать ГУС, и роли системы
комплемента в патогенезе ГУС при инфекцион-
ных заболеваниях.

СИСТЕМА КОМПЛЕМЕНТА
Впервые роль дисрегуляции альтернативного

пути активации комплемента в повреждении эн-
дотелиальных клеток и развития ТМА была рас-
смотрена в 1998 году, когда у пациентов с ГУС
были обнаружены нарушения в гене CFH, коди-
рующем фактор комплемента Н [6]. В норме ком-
племент играет важную роль в обеспечении гумо-
ральной защиты организма, обеспечивая обна-
ружение и элиминацию патогена [7]. Система
комплемента состоит из более чем 40 белков,
включая регуляторные белки и рецепторы ком-
племента [8]. Факторы системы комплемента
преимущественно синтезируются гепатоцитами и
присутствуют в плазме крови в неактивной фор-
ме. Синтез компонентов системы комплемента
также может происходить в нейтрофилах (С7) [9]
и жировой ткани (фактор D), в меньшей степени
в макрофагах/моноцитах, эндотелиальных клет-
ках, кератиноцитах и клетках почечного эпите-
лия [10]. Также появились данные о существова-
нии локальной системы комплемента и наличии
белков и рецепторов комплемента внутри иммун-
ных и неиммунных клеток. Данная система была
названа комплосомой [11]. Функции системы
комплемента обширны и не ограничиваются за-
щитой организма от патогенов, как представля-
лось изначально.

Факторы системы комплемента задействова-
ны в опсонизации и лизисе патогенов [12, 13],
привлечении фагоцитов для их уничтожения [14],
модулировании сокращения гладких мышц и про-
ницаемости сосудов, удалении иммунных ком-
плексов и клеточного дебриса [15], ангиогенезе,
регенерации тканей и заживлении ран, обеспече-
нии пролиферативных сигналов для клеток адап-
тивного иммунитета [16], инициации и усилении
адаптивного иммунного ответа [17], нейропро-
текции [18, 19].

Активация комплемента происходит одним
или сразу несколькими путями, которые получи-
ли название классического, лектинового и аль-
тернативного пути (рис. 1). Конечным результа-
том активации комплемента является формиро-
вание мембраноатакующего комплекса, который
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создает поры в липидных оболочках патогенных
микроорганизмов и мембранах инфицированных
клеток, что может привести к их гибели.

Прежде чем обсуждать каскады молекулярных
взаимодействий, приводящих к активации систе-
мы комплемента, необходимо ознакомиться с но-
менклатурой белков системы комплемента. Все
компоненты классического пути комплемента и
мембраноатакующего комплекса обозначаются
буквой С, за которой следует число. Нативные
компоненты имеют простое числовое обозначе-
ние, например, С1 и С2. Нумерация отражает не
их место в цепи молекулярных взаимодействий
при активации комплемента, а порядок открытия
фактора комплемента. В связи с этим последова-
тельность реакций С1, С4, С2, С3, С5, С6, С7, С8, С9
выглядит нелогично и вызывает трудности в по-
нимании. Активация системы комплемента со-
провождается расщеплением нативных факторов
с формированием комплексов, обладающих спе-
цифическими активностями. Продукты реакций
расщепления обозначаются добавлением строч-

ных букв. Больший фрагмент обозначается бук-
вой b, а меньший – a. В случае с С2 больший актив-
ный фрагмент расщепления долго было принято
обозначать C2a, что является распространенной и
по сей день ошибкой. Компоненты альтернатив-
ного пути вместо нумерации обозначаются раз-
ными заглавными буквами, например, фактор B
и фактор D. Как и в случае классического пути,
продукты их расщепления обозначаются добавле-
нием строчных букв a и b: таким образом, большой
фрагмент B называется Bb, а маленький фрагмент
Ba. Наконец, в лектиновом пути при связывании
маннозы первыми активируются ферменты, из-
вестные как MBL-ассоциированные сериновые
протеазы MASP-1 и MASP-2.

Классический путь. Классический путь играет
роль как во врожденном, так и в адаптивном им-
мунитете. Он инициируется при распознавании
комплексов антиген-антитело или поверхност-
но-связанных пентраксинов фрагментом ком-
племента C1q. C1q является частью компонента
C1, который состоит из одной молекулы C1q, свя-

Рис. 1. Схема путей активации системы комплемента. Каскад комплемента инициируется при распознавании ком-
плексов антиген–антитело фрагментом комплемента C1q, связанным с двумя молекулами C1r и C1s (классический
путь), либо при распознавании микробных гликанов – лектинами, такими как MBL (mannose binding lectin – манно-
зосвязывающий лектин) и другие коллектины (CL), а также фиколины (Fcn), в комплексе с MASP-1, MASP-2, MASP-3
(mannose-associated serine protease 1/2/3 – MBL-ассоциированные сериновые протеазы) или MAP19 (MBL-associated
protein 19 – MBL-ассоциированный белок 19) (лектиновый путь), а также при спонтанном образовании C3(H2O) в
жидкой фазе (альтернативный путь). CD55 (complement decay-accelerating factor, DAF) – фактор ускорения распада ком-
племента. CD59 – ингибитор мембраноатакующего комплекса, или протектин. CR1 – рецептор комплемента 1 типа.
C4BP (C4b-binding protein) – C4b-связывающий белок. FH/FHL-1 (factor H/factor H-like-1) – фактор H/фактор Н-по-
добный белок 1. FI – фактор I. FD – фактор D. C1-INH (C1 esterase inhibitor) – ингибитор С1-эстеразы. Ig – иммуногло-
булин.
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занной с двумя молекулами каждого из зимогенов
C1r и C1s. Связывание C1q с мишенью вызывает
конформационное изменение в комплексе C1qrs,
что приводит к активации автокаталитической
ферментативной активности в C1r; затем актив-
ная форма C1r расщепляет связанные с ней C1s с
образованием активной сериновой протеазы. По-
сле активации C1s расщепляет C4 и C2 с образо-
ванием двух больших фрагментов, C4b и C2b,
которые вместе образуют C3-конвертазу класси-
ческого пути (С4b2b), и двух малых фрагментов
С4а и С2а, функции которых до конца не ясны.
В свою очередь С3-конвертаза, оставаясь на по-
верхности патогена, расщепляет большое количе-
ство С3 c образованием фрагментов С3a и C3b [20].
Фрагмент C3a является анафилатоксином, обла-
дающим провоспалительной активностью. Фраг-
мент С3b либо ковалентно связывается с сосед-
ними молекулами на поверхности патогена, обес-
печивая распознавание и фагоцитоз фагоцитами,
либо связывается с С3-конвертазой с образова-
нием С5-конвертазы C4b2b3b. Несвязавшийся
С3b инактивируется гидролизом.

Лектиновый путь запускается при распознава-
нии микробных гликанов рецепторами распозна-
вания образов (PRR – Pattern Recognition Recep-
tors). К таким PRR относятся: 1) маннозосвязы-
вающий лектин (MBL) семейства коллектинов и
2) фиколины. MBL-ассоциированные сериновые
протеазы MASP-1 и MASP-2 эволюционно связа-
ны с C1r и C1s и функционируют сходным обра-
зом [21]. После связывания MBL с гликанами на
поверхности клеточной мембраны патогенов он
приобретает сродство к белкам MASP-1, MASP-2,
MASP-3 и MAP19 (MBL-associated protein 19), ре-
зультате чего образуются комплексы нескольких
типов, в зависимости от входящих в него компо-
нентов. При взаимодействии с MBL молекулы
проферментов MASP активируются и приобрета-
ют способность расщеплять компоненты компле-
мента С4 и С2, проявляя полную функциональ-
ную аналогию с комплексом C1qrs классического
пути. Дальнейшие реакции лектинового и клас-
сического путей совпадают.

Альтернативный путь связывают со спонтан-
ным гидролизом тиоэфирной связи в молекуле
С3. Образовавшаяся при этом молекула С3(H2O)
взаимодействует с фактором B. Связывание фак-
тора B с C3(H2O) позволяет протеазе плазмы, на-
зываемой фактором D, расщеплять фактор B до
Ba и Bb. Фрагмент Bb остается связанным с
C3(H2O) с образованием комплекса C3(H2O)Bb.
Этот комплекс представляет собой C3-конверта-
зу жидкой фазы, и, хотя он образуется только в
небольших количествах, он может расщеплять
многие молекулы C3 до C3a и C3b. Запускается
фаза амплификации, в результате которой усили-

вается расщепление факторов B и С3. Накаплива-
ющийся фрагмент C3b, связавшись с поверхно-
стью клетки-хозяина или патогеном, способен
связывать фактор B, обеспечивая его расщепле-
ние фактором D с образованием С3-конвертазы
альтернативного пути, C3bBb. Активность C3bBb
стабилизируется фактором P, или пропердином,
который обнаружен на клеточных поверхностях с
пониженным содержанием сиаловой кислоты
(например, чужеродных клеточных мембранах).
В свою очередь, в результате связывания С3b с
C3bBb происходит формирование С5-конвертазы
С3bBbC3b [20].

Общая терминальная стадия 
активации комплемента

Терминальная стадия каскада активации ком-
племента запускается формированием C5-кон-
вертазы. С5-конвертазы альтернативного, лекти-
нового и классического путей действуют сходным
образом. Они расщепляют С5 на С5b и С5а. При
этом С5a выполняет роль хемотаксической и ана-
филактогенной молекулы, тогда как C5b, связав-
шись с другими компонентами комплемента,
фиксированными на клеточной мембране, участ-
вует в формировании литического мембраноата-
кующего комплекса (МАК) [22]. Помимо образо-
вания поры и лизиса клеток (в особенности, гра-
мотрицательных бактерий) среди функций МАК
упоминаются также стимулирующая активность
в поляризации Т-хелперов и роль растворимых
МАК в активации тромбоцитов [23, 24].

Регуляторные механизмы комплемента

Чрезмерная активация, например, в результате
сепсиса и дисрегуляция комплемента, ошибочное
распознавание клеточного дебриса или транс-
плантатов могут приводить к различным патоло-
гическим состояниям [22]. Именно поэтому не-
обходимы сдерживающие регуляторные механиз-
мы, действующие на разных этапах каскадной
реакции. Регуляторные факторы могут присут-
ствовать как в жидкой фазе, так и на поверхности
клеток. К основным регуляторам комплемента
жидкой фазы относятся сывороточный C1INH,
C4BP, протеин S, фактор H, фактор I и ингибитор
анафилатоксинов AI. Среди клеточно-связан-
ных регуляторов выделяют CD55 (DAF), CD59
(MAC-IP или протектин), MCP (или CD46), CR1
(или CD35) и CRIg [20]. Регуляторы комплемента
действуют по-разному. Например, C1INH инак-
тивирует протеазы C1r и C1s в комплексе C1 клас-
сического пути системы комплемента; CD55(DAF)
вызывает распад C4b2b и, таким образом, преры-
вает образование С3-конвертазы классического и
лектинового пути, а CD59 предотвращает оконча-
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тельную сборку мембраноатакующего комплекса
[7, 20].

Главную роль в инактивации С3bBb играет
фактор комплемента Н (CFH), гликопротеин
плазмы, состоящий из 20 коротких консенсусных
повторов (SCRs). Фактор H способен связывать
C3b, препятствуя тем самым расщеплению C5 и
фактора B на клеточных поверхностях и ингиби-
руя образование C3- и C5-конвертаз. Помимо
этого, фактор H является кофактором для факто-
ра I, регулятора, опосредующего протеолитиче-
ское расщепление C3b [20]. Фактор Н действует
как в жидкой фазе, так и на поверхностях клеток,
путем распознавания клеток-хозяина непосред-
ственно через специфические гликозаминогли-
каны и сиаловую кислоту или косвенно, напри-
мер, через С-реактивный белок (СРБ) [25].

БАКТЕРИАЛЬНЫЕ ИНФЕКЦИИ, 
ВЫЗЫВАЮЩИЕ ГУС

Геморрагическая E. coli, 
продуцирующая шига-токсин

Среди инфекционных агентов, провоцирую-
щих развитие гемолитико-уремического синдро-
ма, особое место занимает геморрагическая про-
дуцирующая шига-токсин E. coli (STEC). Анализ
общедоступных клинических данных показал,
что ежегодно инфекции STEC вызывают более
2.8 миллионов острых заболеваний, сопровожда-
емых различными осложнениями. Среди них в
среднем отмечается 3890 случаев ГУС, 270 случа-
ев необратимой терминальной стадии почечной
недостаточности и 230 смертей ежегодно во всем
мире [26]. STEC-ГУС в основном подвержены де-
ти, пик заболеваемости приходится на возраст от
3 до 5 лет [26]. Уровень заболеваемости в данной
возрастной группе достигает 10–17 случаев на
100000 детей [27]. Современные методы диагно-
стики и лечения позволили существенно снизить
смертность, однако STEC по-прежнему остается
причиной развития тяжелых осложнений [26].

Источником STEC являются жвачные живот-
ные, преимущественно крупный рогатый скот.
Заражение происходит при употреблении в пищу
недоваренной говядины и непастеризованного
молока, овощей, фруктов или воды, загрязнен-
ных навозом крупного рогатого скота, при пря-
мом контакте с инфицированными животными, а
также при передаче инфекции от человека к чело-
веку [27, 28]. Симптомы проявляются на 2–
12 сутки после заражения. Наблюдаются сильные
боли в животе, бескровный понос, сопровождаю-
щийся рвотой и лихорадкой. В 70% случаев в те-
чение 1–2 дней болезнь прогрессирует и развива-
ется геморрагический колит. Через 6–10 дней по-
сле начала диареи наблюдаются первые признаки

развития острой почечной недостаточности. Бла-
годаря раннему диализу смертность среди боль-
ных STEC-ГУС удалось сократить с 30 до 5% [29].
Однако у 25–30% выживших пациентов впослед-
ствии отмечаются почечные и неврологические
осложнения [30, 31].

Патогенетические механизмы STEC-ГУС

Патогенетические механизмы развития STEC-
ГУС сложны и затрагивают целый спектр систем
организма. После попадания в организм геморра-
гическая E. coli, продуцирующая шига-токсин
(STEC) колонизируют слизистую оболочку ки-
шечника, плотно прикрепляясь к энтероциту.
При этом происходит разрушение микроворси-
нок, перестройка цитоскелета энтероцита и скоп-
ление актина вокруг бактерий, образующее пье-
десталоподобную структуру над поверхностью
плазматической мембраны [32]. Это способствует
диарее и воспалению кишечника. Для успешной
колонизации органов-мишеней STEC может про-
дуцировать различные факторы вирулентности
в виде протеаз, которые инактивируют систему
комплемента. Примером может служить внекле-
точная сериновая протеаза EspP, которая расщеп-
ляет С3/С3b и C5, инактивируя таким образом
каскад комплемента и способствуя тем самым
выживанию бактерий в организме хозяина [33].
Также протеаза EspP может оказывать цитоток-
сический эффект [34]. Выделяемый STEC шига-
подобный токсин (Stx), называемый также веро-
токсином, проходит через эпителий желудочно-
кишечного тракта и повреждает кровеносные
сосуды толстой кишки, вызывая кровавый понос
[35]. Попадая в кровоток, он мигрирует по крове-
носному руслу к органам, клетки которых экс-
прессируют на своей поверхности гликосфинго-
липидные глоботриаозилцерамидные [Gb3Cer] и
глоботетраозилцерамидные [Gb4Cer] рецепторы
веротоксинов. К таким органам, в первую оче-
редь, относятся почки, головной мозг и легкие
[36, 37]. Известно, что Stx имеет две изоформы,
Stx1 и Stx2, которые, в свою очередь, разделяют
на подтипы [38]. Отличительные особенности ме-
ханизмов действия Stx1 и Stx2 еще предстоит вы-
яснить, однако уже известно, что в клинических
условиях Stx2 вызывает более тяжелые симпто-
мы [39].

Цитотоксичность Stx может повышаться ли-
полисахаридом (ЛПС) наружной мембраны гра-
мотрицательных бактерий за счет активации ре-
цепторов Stx и увеличения его ингибирующей
активности, влияющей на синтез белка в клетке
[40, 41]. Так, на модели мышей было продемон-
стрировано, что сочетание Stx и ЛПС вызывает
ГУС-подобный ответ и изменения эндотелиаль-
ных клеток клубочков почек, отличные от наблю-
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даемых при воздействии одиночным Stx или ЛПС
[42–44]. Таким образом грамотрицательные бак-
терии могут усиливать вызванное Stx воспаление
и повреждение внутренних органов.

Все Stx состоят из одной биологически актив-
ной субъединицы А (32 кДа), которая связана с
пятью субъединицами В (7.7 кДа) [45]. Данная
структура позволяет бактерии безопасно для себя
секретировать токсин и обеспечивает связывание
с клетками, экспрессирующими рецепторы Gb3Cer/
CD77 или Gb4Cer [46]. После взаимодействия
токсина с рецептором их комплекс подвергается
эндоцитозу и ретроградному транспорту в аппа-
рат Гольджи и эндоплазматический ретикулум [47].
В эндоплазматическом ретикулуме субъединица
А протеолитически расщепляется с образованием
А1-фрагмента (27 кДа). Данный фрагмент пере-
мещается в цитозоль и прерывает синтез белка,
инактивируя рибосомы путем отщепления остат-
ка аденина от 28S рибосомальной РНК [48]. Вы-
званный нарушением синтеза белка рибосомный
стресс запускает множество сигнальных путей,
которые могут инициировать провоспалительный
ответ (цитокины и хемокины) и апоптоз [49–52].

В сыворотке больных ГУС обнаруживаются
как Stx1, так и Stx2 [53, 54]. Stx циркулирует в
плазме крови в виде комплекса с клетками либо в
микровезикулах, высвобождаемых клетками кро-
ви. Возможными переносчиками Stx являются
эритроциты, тромбоциты и моноциты, имеющие
на своей поверхности рецептор Gb3 [55], а также
нейтрофилы, которые не экспрессируют рецеп-
тор Gb3, но взаимодействуют с Stx через Toll-по-
добный рецептор 4 (TLR4) [56]. Выдвигаются
предположения, что микровезикулы, высвобож-
даемые клетками крови, являются переносчика-
ми Stx в клетки клубочков почек [28, 57]. Stx может
включаться в микровезикулы крови, генерируе-
мые нейтрофилами, моноцитами, тромбоцитами
и эритроцитами, перемещаться к клеткам-мише-
ням и поглощаться в результате эндоцитоза [57, 58].
Таким образом, Stx, взаимодействуя на первом
этапе со своими рецепторами и проникая в клет-
ки крови, впоследствии может покидать их в со-
ставе микровезикул и проникать в клетки, кото-
рые не несут на своей поверхности специфичных
ему рецепторов [57, 58]. В дополнение к токсину
Stx в состав содержимого микровезикул, высво-
бождаемых тромбоцитами и моноцитами, могут
входить различные факторы, такие как активиро-
ванные компоненты комплемента или тканевые
факторы, и также переноситься в клетки-ми-
шени [58].

Повреждение эндотелия клубочков было ука-
зано как одно из первичных событий в развитии
тромботических микроангиопатических пораже-
ний при STEC-ГУС [52].

Под воздействием Stx в эндотелиальных клет-
ках происходит активация ядерного фактора
транскрипции-κB (NF-κB), провоспалительных
цитокинов и хемокинов, молекул клеточной ад-
гезии [44, 59–61]. При этом эндотелиальные клет-
ки утрачивают тромборезистентный фенотип, де-
монстрируют повышенные адгезивные способ-
ности. Продемонстрирована способность Stx
вызывать формирование тромбоцитарных тром-
бов на поверхности эндотелиальных клеток в
условиях высокого сдвигового напряжения, ана-
логично тому, что наблюдается в микрососуди-
стом русле [62]. При этом в качестве фактора, не-
посредственно участвующего в формировании
тромбоцитарного тромба выступает фактор фон
Виллебранда, который в условиях высокого на-
пряжения сдвига претерпевает конформацион-
ные изменения. Было продемонстрировано, что
Stx может непосредственно связываться с факто-
ром фон Виллебранда на поверхности клеток, за-
щищая его от расщепления металлопротеиназой
ADAMTS13 [63]. Блокада адгезивных белков,
включая Р-селектин, снижала тромбогенный эф-
фект Stx [62].

Цитотоксическому воздействию Stx могут под-
вергаться и подоциты [64–67]. После связывания
с рецепторами Gb3, Stx активирует митоген-акти-
вируемые протеинкиназы p38 и p42/44 (MAPK), а
также факторы транскрипции NF-kB и AP-1 в по-
доцитах человека, вызывает высвобождение ци-
токинов, таких как IL-1 и TNF-α. В свою очередь,
цитокины посредством усиления экспрессии Gb3
повышали чувствительность клеток к токсину
[66–68] и способствовали апоптозу [64].

Помимо прямой цитотоксической и провос-
палительной активности Stx и других продуктов
жизнедеятельности E. coli важную роль в патоге-
незе STEC-ГУС играет система комплемента
[69–72].

Механизмы активации системы 
комплемента при STEC-ГУС

Уже первые попытки исследовать, каково уча-
стие комплемента в патогенезе STEC-ГУС, вы-
явили снижение уровня C3 и повышение уровня
продуктов его распада C3b, C3c и C3d в сыворотке
крови у детей во время активной фазы заболева-
ния [73–75]. В некоторых случаях у пациентов со
STEC-ГУС снижался уровень C4 [76]. При этом у
больных STEC-ГУС наблюдался рост уровня
фактора Bb, что прямо говорит об активации
именно альтернативного пути системы компле-
мента [77]. Последующие исследования показа-
ли, что рост уровня Bb в плазме больных сопро-
вождается ростом уровня растворимого C5b-9,
коррелирует с ним и тяжестью олигурии [78].
Также был выявлен рост уровня C3a в острой фазе
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заболевания и возвращение показателей к норме
после выздоровления [76]. Кроме активации си-
стемы комплемента отмечается отложение C3 и
C5b-9 вместе с накоплением фибрина в клубоч-
ках почек детей с STEC-ГУС [79]. В совокупности
эти данные позволили говорить о связи между ак-
тивацией системы комплемента, тромбозом по-
чечных микрососудов и повреждением гломеру-
лярных подоцитов.

Stx-опосредованная активация системы 
комплемента при STEC-ГУС

Stx2 при добавлении к нормальной человече-
ской сыворотке активирует комплемент в жидкой
фазе, что приводит к образованию растворимого
C5b-9 [80]. Предполагается, что Stx способен
напрямую взаимодействовать с белками компле-
мента и активировать альтернативный путь. В част-
ности, была выявлена способность Stx2 связы-
ваться с короткими доменами (SCR) 6–8 и 18–
20 фактора H, которые отвечают за распознавание
поверхности клеток хозяина [80]. Связывание
Stx2 с фактором H нарушало его кофакторную ак-
тивность на поверхности клеток, что приводило к
усилению активации комплемента и накоплению
на поверхности клеток C3b, в то время как актив-
ность фактора H в жидкой фазе сохранялась не-
изменной [80]. Помимо связывания фактора H,
Stx2 также выступает в качестве лиганда для двух
других принадлежащих к семейству фактора H
белков, FHR-1 и FHL-1, которые обнаруживают
сходство аминокислотной последовательности и
регуляторной функции с фактором H [81]. Кроме
прямой регуляции системы комплемента Stx мо-
жет опосредованно менять его активность. Так,
показано, что Stx2 модулирует экспрессию CD59,
мембраносвязанного регулятора комплемента,
который ингибирует образование комплекса C5b-9.
В эндотелиальных клетках, подвергшихся воздей-
ствию Stx2, наблюдалось снижение уровня мРНК
CD59 и его поверхностной экспрессии [82].

Активация системы комплемента
через лектиновый путь

Аномальная активация альтернативного пути
при STEC-ГУС также может быть достигнута за
счет активации факторов B и D с помощью MBL/
фиколин-ассоциированных сериновых протеаз
(MASP), что указывает на возможность опосре-
дованной активации альтернативного пути систе-
мы комплемента [83]. Недавние данные свиде-
тельствуют о том, что лектиновый путь играет
роль в возникновении заболевания, поскольку
ингибирование MBL2 у мышей со STEC-ГУС
значительно ограничивает отложение C3d в поч-
ках и их повреждение [84]. Механизмы активации

лектинового пути до конца не ясны. Установле-
но, что бактерии E. coli штамма 0157:H7 несут на
своей поверхности металлопротеазу StcE, специ-
фически расщепляющую ингибитор С1-эстеразы
(C1-INH) [85]. Антиген и активность StcE были
обнаружены в фекалиях ребенка с инфекцией
E. coli O157:H7 [85]. C1-ингибитор необратимо
связывается и инактивирует как C1r и C1s проте-
азы классического пути, так и маннан-связываю-
щие лектин-ассоциированные сериновые проте-
азы MASP-1 и MASP-2 лектинового пути актива-
ции комплемента [86].

Клеточные мишени комплемента при STEC-ГУС

Повреждение эндотелиальных клеток
Предположения о том, что альтернативный

путь системы комплемента является ключевым
медиатором тромбоза микрососудов, нашли свое
подтверждение в целом ряде исследований на
различных моделях животных и in vitro. Перфузия
цельной кровью эндотелиальных клеток, кото-
рые были обработаны Stx1, продемонстрировала
рост отложений C3 и большую площадь тромбо-
образования [87]. При этом добавление раствори-
мого рецептора комплемента sCR1, ингибитора
C3, полностью подавляло образование агрегатов
тромбоцитов на поверхности эндотелиальных кле-
ток, что говорит о функциональной связи между
отложениями С3 на поверхности эндотелия и
тромбозом [87]. Вызванное Stx1 отложение C3 на
поверхности эндотелиальных клеток опосредова-
но активацией P-селектина. Данная молекула ад-
гезии способна с высокой аффинностью связывать
C3b и активировать альтернативный путь системы
комплемента [87, 88]. Блокада P-селектина подав-
ляла вызванную Stx активацию комплемента и
тромбообразование на поверхности эндотелиаль-
ных клеток при их перфузии цельной кровью [87].

Повреждение подоцитов
Кроме эндотелиальных клеток активация си-

стемы комплемента запускает патологические
процессы в гломерулярных подоцитах. Отложе-
ния C3 и C5b-9 были обнаружены в клубочках
мышей, инфицированных STEC [79]. У мышей
дикого типа с ГУС, вызванным введением Stx2/
ЛПС, отложение С3 сопровождалось накоплением
фибрин(огена), дисфункцией и потерей подоци-
тов [44, 87, 89]. Было установлено, что накопле-
ние фрагмента С3 в клубочках почек активиру-
ет важные регуляторы адгезии, миграции и меж-
клеточного взаимодействия подоцитов, такие как
интегрин-связанная киназа (ILK), а также тран-
скрипционный фактор Snail, подавляющий экс-
прессию гена нефрина [89]. При этом у мышей с
дефицитом фактора B после введения Stx2/ЛПС
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наблюдалось полное восстановление гломеру-
лярной архитектуры, что ясно указывает на то,
что активация комплемента по альтернативному
пути способствует дисфункции подоцитов [89].

Гемолиз при STEC-ГУС
Отложения C3 и C9 наблюдаются также на

поверхности клеток крови и выделяемых ими
микровезикул у пациентов с STEC-ГУС. Данный
факт служит еще одним доказательством участия
комплемента в патогенезе STEC-ГУС [76, 90].
Воздействие Stx2 на цельную кровь вызывает обра-
зование тромбоцитарно-моноцитарных и тром-
боцитарно-нейтрофильных агрегатов с поверх-
ностно-связанными C3 и C9 [76]. В свою очередь,
отложение продуктов активации системы ком-
племента на тромбоцитах и моноцитах приводит
к высвобождению микрочастиц, которые могут
способствовать протромботическому состоянию
при STEC-ГУС [91]. Воздействие Stx2 на эритро-
циты вызывает высвобождение гемоглобина и об-
разование покрытых C3 и C5b-9 микровезикул [90].
Что интересно, гемолиз, вызванный Stx2, не про-
являлся в отсутствие плазмы и при ее инактива-
ции предварительным нагреванием, а также при
использовании экулизумаба, антагониста P2-пу-
ринорецепторов сурамина и EDTA. Высвобожде-
ние микровезикул эритроцитами в цельной крови
в присутствии Stx2 не наблюдалось в отсутствие
фактора B и подавлялось EDTA и антагонистами
пуринергических рецепторов P2 [90]. Данные на-
блюдения прямо указывают на участие альтерна-
тивного пути комплемента в гемолитическом
процессе, происходящем при STEC-ГУС [90].

Shigella dysenteriae
Кроме геморрагических штаммов кишечной

палочки, причиной развития ГУС может стать
инфекция Sh. dysenteriae. В сравнении с кишеч-
ной палочкой, данная инфекция существенно
менее широко распространена на Земле и пред-
ставлена преимущественно в развивающихся
странах Африки и Азии. Во многом это связано с
механизмами передачи инфекции. Единствен-
ным носителем Sh. dysenteriae является человек,
а передача инфекции осуществляется через кон-
таминированную пищу и предметы. В связи с
этим частота ассоциированного с Sh. dysenteriae
ГУС существенно ниже ГУС, ассоциированного с
E. сoli [92]. Так, в период с 1987 по 2012 год было
задокументировано всего 488 случаев ассоцииро-
ванного с шигеллезом ГУС. Однако средний по-
казатель смертности при этом существенно вы-
ше, чем при STEC-ГУС, и может достигать 59%
[93–99]. Именно ГУС является основной причи-
ной смертности при эпидемиях дизентерии, вы-
званных инфекцией Sh. dysenteriae [92]. Развитие

ГУС при шигеллезе преимущественно связано с
инфекцией Sh. dysenteriae серотипа SD1 [100].
Данный серотип в сравнении с другими видами
Shigella и серотипами Sh. dysenteriae отличается
повышенным уровнем секреции шига-токсина.
Данный токсин идентичен токсину Stx1 геморра-
гической кишечной палочки E. coli O157:H7, ко-
торый, как уже говорилось ранее, вместе с Stx2
играет ключевую роль в развитии ГУС [101]. Кро-
ме шига-токсина, Sh. dysenteriae серотипа SD1,
так же как и E. coli, продуцирует ЛПС, который
рассматривается в качестве потенциального ме-
диатора повреждения сосудов, развития ДВС-
синдрома и сепсиса. ЛПС был обнаружен в крови
больных ГУС, ассоциированным с инфекцией
Sh. dysenteriae серотипа SD1. При этом у больных
с неотягощенной развитием ГУС диареей ЛПС
в крови выявлялся редко [102]. Двухкратное
внутривенное введение ЛПС, продуцируемого
Sh. dysenteriae, вызывало генерализованную реак-
цию Шварцмана и клиническую картину ГУС [103].
Данные факты позволяют предполагать, что в осно-
ве ГУС, вызванного инфекцией Sh. dysenteriae, и
ГУС, вызванного инфекцией E. coli O157:H7, лежат
общие механизмы патогенеза. Однако стоит учи-
тывать, что инфекция E. сoli O157:H7 может вызы-
вать развитие ГУС у детей и взрослых, в то время
как шигеллез провоцирует развитие ГУС исклю-
чительно у детей. Также, в отличие от кишечной
палочки, Sh. dysenteriae серотипа SD1 энтероинва-
зивна. Вызываемая ей диарея сопровождается
проникновением бактерии в общий кровоток.

Streptococcus pneumoniae и другие бактерии, 
продуцирующие нейраминидазу

Вторым по встречаемости инфекционным
агентом после геморрагической кишечной палоч-
ки, способным вызывать гемолитико-уремиче-
ский синдром, является S. pneumoniae, на долю
которой приходится примерно 5% всех случаев
ГУС у детей и 38–43% всех случаев ГУС, не свя-
занных с инфекцией STEC. Ежегодная заболева-
емость составляет примерно 6 случаев на 10 млн
детей возрастом до 18 лет в год. Чаще всего вызы-
ваемый инфекцией S. pneumoniae ГУС развивает-
ся после пневмонии, осложненной эмпиемой
или менингитом [104].

На сегодняшний день рассматривается несколь-
ко вероятных механизмов развития ГУС при пнев-
мококковой инфекции. Наиболее распростра-
нено мнение, согласно которому продуцируе-
мая S. pneumoniae нейраминидаза, циркулируя в
кровотоке, удаляет с поверхности эритроцитов,
тромбоцитов и эндотелиальных клеток N-ацетил-
нейраминовую кислоту (Neu5Ac) от сиалоглико-
протеинов клеточных мембран, обнажая антиген
Томсена–Фриденрайха (Т-антиген) [104]. Данный
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дисахарид не выявляется на поверхности нор-
мальных клеток и в случае экспонирования на
цитоплазматической мембране распознается цир-
кулирующими в крови иммуноглобулинами [105].
Антитела связывают Т-антиген на поверхности
эритроцитов, тромбоцитов и эндотелиальных
клеток, что приводит к агглютинации эритроци-
тов, агрегации тромбоцитов в микроциркулятор-
ном русле и развитию ТМА [106, 107]. Важно от-
метить, что определяющим моментом в актива-
ции агрегации тромбоцитов нейраминидазой
является десиалирование фактора VIII [108]. Дан-
ный механизм исключает роль мутаций в генах
факторов системы комплемента как определяю-
щего фактора риска развития ГУС, вызываемого
пневмококковой инфекцией (SP-ГУС), хотя и
отмечается, что десиалирование может приво-
дить к снижению резистентности клеток к актив-
ности факторов системы комплемента [104, 109,
110]. Помимо презентации Т-антигена на поверх-
ности клеток десиалирование может приводить к
потере клетками участков связывания фактора H.
При этом может происходить неконтролируемая
активация альтернативного пути системы ком-
племента. Было показано, что у больных SP-ГУС
десиалированию подвергается и сам фактор H,
что, с одной стороны, увеличивает его активность
связывания С3b, а с другой – никак не сказывает-
ся на его способности диссоциировать C3b и
C3bBb(P)-конвертазу и снижает его способность
препятствовать агглютинации эритроцитов [111].
Тем не менее десиалилирование эритроцитов и
тромбоцитов не является специфичным для ГУС.
Данный процесс наблюдается и у пациентов с ин-
вазивной пневмококковой инфекцией, не отяго-
щенной ГУС [107, 112].

ГУС, вызванный пневмококковой инфекцией,
может развиваться в отсутствие антител к Т-анти-
гену [113]. Только 60–90% пациентов с ГУС де-
монстрируют положительную реакцию Кумбса [114].
Нарушение регуляции альтернативного пути систе-
мы комплемента может быть вызвано прямым
связыванием фактора H бактериальными белка-
ми. Так, некоторые серотипы S. pneumoniae экс-
прессируют белки (PspC, СbpA, Hic), которые
могут связывать фактор H, меняя его активность
и элиминируя его из плазмы крови [115, 116]. Ге-
нетические исследования продемонстрировали
наличие у значительной части больных SP-ГУС
мутаций, ранее ассоциировавшихся с аГУС [111].

Список бактерий, способных продуцировать
нейраминидазу и вызывать ГУС, не ограничивается
S. pneumoniae. На сегодняшний день описаны слу-
чаи развития ГУС на фоне бактериальной инфек-
ции, вызванной β-гемолитическим стрептококком
группы A (S. pyogenes) [117–119]. При этом наблюда-
лись гипокомплементемия и отложения С3 на по-
верхности эндотелиальных клеток капилляров [118,

120]. Помимо нейраминидазы, в патогенезе ГУС
могут быть задействованы продуцируемые S. pyo-
genes белки М1, Fba, NAPlr [121, 122]. Связывая
фактор H системы комплемента, белок Fba может
нарушать его регуляторную активность. Ассоции-
рованный с нефритом рецептор плазмина NAPlr
откладывается в клубочках и вызывает их повре-
ждение посредством связывания плазмина и под-
держания его локальной активности [123, 124].
Кроме стрептококков вызывать ГУС могут и другие
бактерии, продуцирующие нейраминидазу, такие
как Clostridium perfringens [125–128].

Bordetella pertussis

Bordetella pertussis является возбудителем острого
респираторного инфекционного заболевания, из-
вестного как коклюш. На сегодняшний день ко-
клюш остается значимой причиной заболеваемо-
сти и смертности детей младше 2 лет. Инфекция
передается воздушно-капельным путем и прояв-
ляется поражением слизистых оболочек верхних
дыхательных путей. В особо тяжелых случаях ин-
фекция может сопровождаться развитием таких
осложнений, как судороги, апноэ, пневмония,
энцефалопатия, и приводить к смерти [129]. Пер-
вый случай развития ГУС на фоне инфекции
B. pertussis был описан в 2002 году [130]. У ребенка
с нарушениями в структуре фактора H через не-
сколько недель после заражения развился ГУС
с последующим летальным исходом. В дальней-
шем было описано сразу несколько случаев раз-
вития нерецидивирующего ГУС после инфици-
рования B. pertussis у больных, не имеющих де-
фектов в факторах системы комплемента [131–133].
Было установлено, что у больных с нерецидиви-
рующим ГУС в острой фазе может снижаться од-
новременно уровень С3 и С4 [133]. Это говорит об
одновременной активации классического и аль-
тернативного путей комплемента. Механизмы
активации пока до конца не установлены. Из-
вестно, что бактерии B. pertussis экспрессируют
ряд белков, позволяющих ей уклоняться от ак-
тивности системы комплемента [134]. Белок- ав-
тотранспортер BrkA подавляет отложение С3 и С4
и формирование мембраноатакующего комплек-
са на поверхности бактерии. Механизм данного
подавления неизвестен. Предполагается, что BrkA
либо способствует деградации C4b, либо ингиби-
рует активацию C4 [135]. Белок Vag8 был иденти-
фицирован как фактор связывания C1-ингибитора
на поверхности бактериальной клетки [136, 137].
Поверхностный белок, филаментозный гемаг-
глютинин, в комплексе с одним или несколькими
не установленными пока BvgAS-регулируемыми
белками связывает регуляторный фактор системы
комплемента C4BP [138–140]. C4BP представляет
собой паукообразную молекулу массой 570 кДа,
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состоящую из семи идентичных α-цепей и одной
β-цепи, соединенных дисульфидными мостика-
ми. Обе цепи состоят из белковых доменов кон-
троля комплемента. C4BP связывается с C4b, вы-
зывая распад CP/LP C3-конвертазы C4b2b, и дей-
ствует как кофактор для протеазного фактора
I плазмы в протеолитической деградации C4b
[141]. Наконец, бактерии B. pertussis способны
связывать на своей поверхности фактор H систе-
мы комплемента и подобные ему белки FHR-1 и
FHL-1. Было установлено, что связывание фак-
тора H происходит через его домены SCR20 и
SCR5-7 [142, 143]. С одной стороны, связывание
регуляторных белков позволяет бактерии укло-
няться от активности системы комплемента.
С другой стороны, этот процесс может нарушать
баланс в регуляции системы комплемента, при-
водя к его избыточной активности.

Salmonella typhi
Вызванная Salmonella typhi инфекция крайне

редко выступает в качестве причины развития
ГУС, в связи с чем механизмы, лежащие в основе
развития ГУС при брюшном тифе остаются не-
выясненными. Тем не менее предполагается, что
в качестве ключевого фактора, запускающего
цепь взаимодействий, приводящих к развитию
ГУС, может выступать липополисахарид S. typhi.
Специфичные к нему иммуноглобулины IgM и
IgA выявляются в плазме больных брюшным ти-
фом, отягощенном ГУС [144].

Иные бактериальные инфекции
В современной литературе появляется все

больше данных о том, что некоторые бактерии,
ранее не продуцировавшие Stx, могут приобре-
тать данную способность. Так, разными группа-
ми исследователей были обнаружены штаммы
Sh. sonnei, продуцирующие либо Stx-1, либо Stx-2a
[145–148]. Известно, что гены Stx переносятся в
геноме фагов λ или “Stx-конвертирующих бакте-
риофагов”, которые могут встраивать ДНК в хро-
мосомы бактерий-хозяев посредством транспо-
зиции или рекомбинации [148]. E. coli и Shigella spp.
являются близкими генетическими родственни-
ками, что позволяет видам рода Shigella получать
гены токсинов от E. coli. Это указывает на то, что
ранее нетоксигенная Sh. sonnei может получить
гены вирулентности при инвазии фагом, несу-
щим гены токсина. Фаги, несущие ген Stx, были
обнаружены в сточных водах и в кале здоровых
людей [149, 150]. Было установлено, что данные
фаги могут инфицировать и размножаться в куль-
турах Stx-негативных штаммов E. coli и Sh. sonnei
[149]. Фаги, несущие ген Stx, дольше, чем их бак-
териальные хозяева, сохраняют свою жизнеспо-
собность и могут попадать в организм с загряз-

ненной пищей и водой [151]. Другой способ пре-
вращения бактерий, обычно не продуцирующих
Stx (таких как Sh. sonnei), в продуценты Stx, пред-
полагает коинфицирование с геморрагическими
штаммами E. coli или Sh. dysenteriae. В результате
высвобождаемые при лизисе E. coli или Sh. dysen-
teriae бактериофаги заражают бактерии, не несу-
щие гены Stx [149, 152]. На сегодняшний день уже
описан как минимум один случай развития ГУС
на фоне инфекции Sh. sonnei [153].

ВИРУСНЫЕ ИНФЕКЦИИ, 
ВЫЗЫВАЮЩИЕ ГУС

Вирус гриппа
Грипп остается одной из наиболее частых ин-

фекционных причин смерти в западном мире, об-
ладает высокой генетической изменчивостью и
развивающейся резистентностью к противови-
русным препаратам [154]. Опасность для челове-
ка представляют вирусы гриппа A, B и C [155].
Описываются случаи развития гемолитико-уре-
мического синдрома на фоне острой респиратор-
ной инфекции, вызванной вирусом гриппа А, в
частности H1N1 [156–160]. Зафиксировано также
несколько случаев ГУС, вызванных вирусом
гриппа В [161–163]. Таких клинических случаев
сравнительно мало, и на данном этапе механизмы,
опосредующие появление ГУС при вирусе грип-
па, остаются малоизученными. В экспериментах
как in vitro, так и in vivo была продемонстрирована
способность вируса H1N1 вызывать апоптоз эн-
дотелиальных клеток, активацию тромбоцитов и
последующее образование микротромбов [154,
164, 165]. В основе патогенности вируса гриппа А
как индуктора ГУС может лежать наличие нейра-
минидазы (NA), закодированной в 6-м сегменте
РНК и образующей тетрамер на внешней мем-
бране вируса. NA обладает сиалидазной активно-
стью, необходимой для выхода вируса из клетки.
Участие нейраминидазы вируса гриппа А в пато-
генезе ГУС может отличаться от такового при ин-
фекции Streptococcus pneumoniae в связи с тем,
что в случае пневмококковой инфекции нейра-
минидаза находится в свободном состоянии и
циркулирует в плазме крови, тогда как нейрами-
нидаза вируса непосредственно связана с его
липопротеиновой оболочкой. Было продемон-
стрировано, что эритроциты, предварительно под-
вергшиеся воздействию вирусных частиц, акти-
вируют альтернативный путь системы компле-
мента в сыворотке крови человека. При этом
уровень активности альтернативного пути ком-
племента зависел от количества вирусных частиц,
предварительному воздействию которых подвер-
гались эритроциты, и от степени десиалирования
мембран эритроцитов [166]. У больных гриппом
A H1N1 отмечается активация системы компле-
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мента, выраженная в росте уровня C5b-9 в плазме
крови [167]. Также было продемонстрировано,
что острое повреждение легких у мышей, инфи-
цированных гриппом А H5N1, связано с чрезмер-
ной активацией комплемента с отложением C3 и
C5b-9 и повышенной экспрессией комплемен-
тарных рецепторов C3aR и C5aR [168]. Предпола-
гается, что в основе патогенеза ГУС, вызываемого
вирусом гриппа, может лежать активация моле-
кул адгезии на поверхности эндотелиальных кле-
ток, как это было продемонстрировано в случае
со STEC-ГУС, однако данное предположение тре-
бует проверки. Также высказывается гипотеза о
триггерном действии вируса на чувствительный к
ГУС гаплотип [169–171]. Так, у некоторых пациен-
тов с тромботической микроангиопатией, связан-
ной с гриппом А и B, были обнаружены мутации,
потенциально связанные с дисрегуляцией систе-
мы комплемента (мутации C3 и MCP) [157, 161,
162, 172]. С другой стороны, описаны случаи, когда
активация системы комплемента и развитие ТМА
наблюдалось у инфицированных гриппом паци-
ентов, не несущих мутаций [173]. Однако данный
факт не позволяет исключить гипотезу о прямой
роли вируса H1N1 в детерминации транзиторной
активации комплемента и развитии ГУС.

Вирус иммунодефицита человека (ВИЧ)

Связь между ВИЧ-инфекцией и возникнове-
нием ГУС была задокументирована уже в 1984 го-
ду [174]. Однако роль ВИЧ в описанном случае
была неоднозначна. Больной на момент развития
ГУС проходил лечение от саркомы Капоши и
умер от сепсиса, вызванного инфекцией Staphylo-
coccus aureus. В дальнейшем были описаны случаи
развития ГУС на фоне ВИЧ-инфекции, не отяго-
щенной иными инфекционными и опухолевыми
заболеваниями. С одной стороны, обследование
больных ГУС на фоне ВИЧ-инфекции показало,
что развитие синдрома не обязательно обусловле-
но наличием ассоциированных с ГУС мутаций.
С другой стороны, полученные данные указыва-
ют на то, что в патогенезе ГУС задействована си-
стема комплемента [175, 176]. Так, у женщины с
установленной ВИЧ-инфекцией ГУС сопровож-
дался снижением уровня фактора C3 и фактора B
системы комплемента. Уровень С4 оставался в
пределах нормы, что указывает на активацию
альтернативного пути системы комплемента.
Биопсия почки показала колокализацию повы-
шенного сывороточного МАК, отложений С5b-9
и артериолярных микроангиопатических пора-
жений в почках. При этом использование инги-
битора альтернативного пути системы компле-
мента экулизумаба оказалось эффективным и
привело к ремиссии. Стоит отметить, что у иссле-
дователей не было возможности проверить паци-

ентку на наличие мутаций, связанных с белками-
регуляторами комплемента [175]. Генетическое
обследование другого больного с ВИЧ-ассоции-
рованным ГУС не выявило наличие ни одной му-
тации, связанной с нарушениями активности си-
стемы комплемента. Тест на аутоантитела к фак-
тору Н был отрицательным. Уровень ADAMTS13
в пределах нормальных показателей (72%). Тем
не менее данному пациенту была назначена тера-
пия блокатором фактора С5 (экулизумабом), ко-
торая дала положительный результат. Логично
предположить, что в данном случае ГУС был
спровоцирован ВИЧ посредством активации аль-
тернативного пути комплемента [176]. Однако
исследования группы бессимптомных пациентов
с ВИЧ-инфекцией и пациентов с сепсисом и ма-
лярией на фоне ВИЧ-инфекции показали, что
ВИЧ может активировать систему комплемента
через классический путь [177]. Противоречивость
данных, полученных разными группами исследо-
вателей, может быть обусловлена наличием у па-
циентов с ВИЧ-инфекцией сопутствующих забо-
леваний и ассоциированных с аГУС мутаций, а
также тем, на какой стадии развития вызванного
ВИЧ-инфекцией иммунодефицита находился
пациент на момент обследования [178]. Тем не
менее можно выделить сразу несколько возмож-
ных механизмов, запуск которых может приво-
дить к активации системы комплемента и нару-
шениям в ее работе, приводящим к развитию
ТМА. Многочисленные данные указывают на то,
что при инфицировании ВИЧ происходит опо-
средованная антителами активация классическо-
го пути, которая приводит к опосредованному си-
стемой комплемента лизису вирусных частиц и
инфицированных вирусом клеток [179–181]. Бы-
ло установлено, что лизис развивается быстро и
эффективен на ранних стадиях инфекции [178].
Уровни антител повышаются в ответ на посте-
пенное увеличение вирусной нагрузки и, по-ви-
димому, сохраняются на высоком уровне на про-
тяжении всего заболевания [182]. Как следствие,
сохраняется повышенная активность классиче-
ского пути комплемента. Активация системы
комплемента вирусом ВИЧ-1 также может быть
опосредована лектиновым путем [183]. Была про-
демонстрирована способность комплекса gp120/
gp41 Env связываться c маннан-связывающим
лектином (MBL) и активировать систему компле-
мента [184–186]. Кроме того, эксперименты in vi-
tro показали, что MBL может влиять на выведение
ВИЧ-1 из крови путем связывания вируса с по-
следующим поглощением тканевыми макрофага-
ми и усилением опосредованной антителами
нейтрализации [187, 188]. Тем не менее, роль лек-
тинового пути системы комплемента в развитии
иммунного ответа на инфекцию ВИЧ требует
дальнейших исследований. Активация системы
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комплемента при ВИЧ-инфекции сопровождает-
ся опсонизацией вирусных частиц факторами си-
стемы комплемента, которые, с одной стороны,
защищают их от опосредованного комплементом
лизиса, с другой – усиливают их вирулентность.
Отложения продуктов расщепления С3 и анафи-
латоксина С5а на вирусных частицах ВИЧ-1 облег-
чают взаимодействие ВИЧ-1 с такими клетками,
как моноциты/макрофаги и дендритные клетки,
экспрессирующие рецепторы комплемента CR3
и CR4 [189, 190]. Опсонизация интактных вирус-
ных частиц фактором C1q приводит к усилению
инфекции ВИЧ-1 в клеточных культурах, которая
опосредована рецепторами CR2 [191]. Было пока-
зано, что CR1 и CR2 вносят свой вклад независи-
мым и комплементарным образом в проникновение
опсонизированного вируса в Т-клетки, экспрес-
сирующие рецептор комплемента [192]. Также
было продемонстрировано, что продукты актива-
ции системы комплемента C5a и C5a(desArg), но
не C3a или C3a (desArg) могут повышать воспри-
имчивость моноцитов и макрофагов к ВИЧ-ин-
фекции посредством стимуляции секреции TNF-
альфа и IL-6 этими клетками [193]. В дополнение
к активации комплемента, усиливающей инфек-
ционность ВИЧ-1, ВИЧ-1 активно стимулирует
синтез фактора комплемента С3 в астроцитах и
нейронах [194]. Данный эффект может быть опо-
средован вирусными белками gp41 и Nef [194].
Отложения С3 и его высокая активность могут
играть ключевую роль в патогенезе неврологиче-
ских расстройств, наблюдаемых у инфицирован-
ных ВИЧ-1. Кроме того, связывание антител
против ВИЧ с опсонизированными факторами
системы комплемента вирионами облегчает взаи-
модействие ВИЧ-1 с эритроцитами. ВИЧ-1 свя-
зывается с эритроцитами зависимым от системы
комплемента комплемента и рецептора CR1 об-
разом. Эти связанные с ВИЧ-1 эритроциты могут
не только доставлять иммунокомплексный ВИЧ-1
в органы, восприимчивые к инфекции, но и сво-
бодный ВИЧ [195]. При этом защита ВИЧ-1 от
лизиса обусловлена, по крайней мере частично,
присутствием регуляторов активации компле-
мента CD59 и CD55 в вирусной оболочке, которые
вирус рекрутирует из клетки-хозяина в процессе
почкования [196–198]. Кроме того, дополнитель-
ную устойчивость к атакам системы комплемента
обеспечивает связывание фактора Н с ВИЧ-1 [196].
Таким образом, с одной стороны, ВИЧ активиру-
ет систему комплемента и стимулирует синтез
факторов системы комплемента и провоспали-
тельных цитокинов. С другой стороны, он демон-
стрирует способность уклоняться от системы
комплемента, используя ее для усиления своей
вирулентности. В совокупности данные процес-
сы могут приводить к нарушениям в работе систе-
мы комплемента и развитию опосредованных

комплементом ТМА. Тем не менее данные пред-
положения требуют тщательной проверки.

Энтеровирусные инфекции
Участие инвазивных энтеровирусных инфек-

ций в развитии ГУС остается на сегодняшний
день под вопросом. Первый случай ГУС, ассоци-
ированного с энтеровирусной инфекцией, был
описан еще в 1965 году. У больного с ГУС был об-
наружен вирус Коксаки группы A типа 4 [199].
Впоследствии было зарегистрировано более 60 па-
циентов с ГУС, у которых была выявлена энтеро-
вирусная инфекция, в том числе вирус Коксаки и
вирус ECHO [200–206].

Проблема в том, что приводимые в описанных
случаях диагнозы энтеровирусной инфекции ос-
новывались на серологии, получении вирусных
культур из горла, прямой кишки и кала, а также
выявлении вирусных частиц в образцах кала с по-
мощью электронной микроскопии. Данные под-
ходы подтверждают само наличие инфекции, но
не позволяют непосредственно связать наличие
энтеровирусной инфекции с развитием ГУС. Также
необходимо отметить, что пациенты не всегда об-
следовались на наличие геморрагической бакте-
риальной инфекции. Сравнительное исследова-
ние на наличие энтеровирусных инфекций в двух
группах больных с ГУС, STEC-положительных
(58 человек) и STEC-отрицательных (31 человек),
не выявило между ними статистически значимых
отличий [201]. Авторы данной работы предложи-
ли исключить энтеровирусы из списка инфекци-
онных возбудителей, которые могут провоциро-
вать ГУС. Однако рядом исследователей подоб-
ная позиция ставится под вопрос. Описано два
случая, когда у больных ГУС энтеровирусная ин-
фекция выявлялась непосредственно в почках
[204, 205]. В одном случае вирусная культура не
дала положительного результата, однако из по-
чечных тканей была выделена энтеровирусная
РНК. При этом не было выявлено никаких откло-
нений в серологических показателях факторов
системы комплемента, активность ADAMTS13
была в норме, была исключена пневмококковая
инфекция, инфекция E. coli серотипа O157:H7,
шигеллез или сальмонеллез. Однако клиниче-
ские признаки и биопсия почки полностью соот-
ветствовали ГУС [207].

Как и в случае с некоторыми другими инфек-
циями, механизмы патогенеза ГУС, вызываемого
энтеровирусными инфекциями, остаются до конца
не ясны. Большинство исследователей склоняет-
ся к тому, что они могут выступать в качестве
триггера у людей с генетической предрасполо-
женностью к аГУС. Было показано, что многие
серотипы эховируса (EV) и вируса Коксаки B (CBV)
связывают человеческий фактор ускорения рас-
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пада (DAF) и используют его в качестве рецепто-
ра [208]. Фактор ускорения распада DAF пред-
ставляет из себя гликозилфосфатидилинозитол
(GPI), заякоренный мембранный белок, который
ингибирует как классический, так и альтернатив-
ный пути активации комплемента, ускоряя дис-
социацию уже сформированных C3-конвертаз
и предотвращая образование новых [209–212].
Связь вирусных частиц с DAF может быть опо-
средована C3b, а ее формирование может приво-
дить к активации альтернативного пути системы
комплемента, как это было продемонстрировано
для вируса Коксаки B3 [213]. Еще один из возмож-
ных путей – повреждение эндотелиальных клеток
непосредственно вирусом или в результате вы-
званного им цитокинового шторма. На примере
вируса Коксаки B было показано, что вирусная ин-
фекция может вызывать повышенную экспрессию
молекул адгезии на поверхности эндотелиальных
клеток и опосредованное ими развитие ТМА [214].

SARS-CoV-2

Коронавирус SARS-CoV-2 вызывает острую,
преимущественно респираторную инфекцию, ко-
торая в особо тяжелых случаях сопровождается
развитием тромботической микроангиопатии и
вызванной ею органной недостаточностью. Од-
ной из форм тромботической микроангиопатии,
которая наблюдается у больных COVID-19, явля-
ется ГУС. Механизмы развития ГУС при корона-
вирусной инфекции остаются до конца не выяс-
ненными. Полученные данные указывают на то,
что инфекция SARS-CoV-2 может провоцировать
развитие ГУС самостоятельно, а также потенци-
ально является фактором риска развития ослож-
нений при ГУС, вызванном инфекцией E. сoli
[215, 216]. Генетическое обследование больных
COVID-19, отягощенной ГУС, показало, что не
все они являются носителями ассоциированных с
аГУС мутаций [217]. С одной стороны, это гово-
рит о том, что вирусная инфекция SARS-CoV-2
может выступать в качестве триггера для аГУС. С
другой стороны, возможно, что вирус SARS-CoV-2
способен самостоятельно вызывать ГУС вне за-
висимости от наличия генетических отклонений.
Имеются данные о том, что инфекция вирусом
SARS-CoV-2 вызывает опосредованное компле-
ментом воспаление и тромботическую микроан-
гиопатию [218]. Высказываются предположения,
что гликопротеин S коронавируса SARS-CoV-2
может связываться с маннозосвязывающим лек-
тином (MBL) и активировать таким образом MBL-
ассоциированную сериновую протеазу MASP2
[219]. В свою очередь, активация MASP2 является
первым этапом лектинового пути активации ком-
племента и частью петли положительной обрат-
ной связи, ведущей к устойчивой активации аль-

тернативного пути, воспалению и запуску коагу-
ляционного каскада [220, 221].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Список возбудителей инфекционных заболе-
ваний, способных вызывать развитие тромботи-
ческих микроангиопатий, включая ГУС, посте-
пенно расширяется. При этом они демонстриру-
ют способность самостоятельно вызывать ГУС,
как геморрагические штаммы E. coli, либо могут
выступать в качестве триггера, запускающего раз-
витие аГУС. Механизмы патогенеза ГУС при ин-
фекционных заболеваниях крайне сложны и в
каждом случае требуют изучения. Они могут раз-
личаться способом активации, задействованны-
ми в патогенезе системами инфицированного ор-
ганизма, вовлеченностью в процесс различных
клеток, тканей и органов. Развитие ГУС может
быть вызвано как поверхностными антигенами
возбудителя, так и продуцируемыми продуктами:
ферментами, токсинами. В патогенезе ГУС кроме
эндотелиальных клеток, тромбоцитов и эритро-
цитов могут быть задействованы другие клеточ-
ные элементы крови и специализированные
клетки органов и тканей (альвеолоциты легких,
подоциты почек и т.д.). Тем не менее приведен-
ные нами литературные данные дают основание
для рассмотрения системы комплемента в каче-
стве общего звена в механизмах развития ГУС
при разных инфекционных заболеваниях. В част-
ности, особого внимания заслуживает альтерна-
тивный путь активации комплемента. Необходи-
мо также учесть, что инфекционные заболевания
не всегда протекают с развитием ГУС в качестве
осложнения. По всей видимости, для развития
ГУС требуется сочетание до конца не установлен-
ных на сегодняшний день факторов. Одним из та-
ких факторов, вероятно, являются функциональ-
но значимые мутации в генах факторов системы
комплемента. Представленные данные говорят о
том, что список диагностических процедур при
аГУС должен быть расширен и включать в себя
определение более широкого спектра инфекци-
онных заболеваний, чем принято сейчас. В свою
очередь, лечение больных аГУС может требовать
комплексного подхода, включающего подавле-
ние активности системы комплемента и лечение
инфекционного заболевания, вызвавшего дисре-
гуляцию данной системы. Дальнейшие исследо-
вания в данном направлении позволили бы отве-
тить на вопрос, может ли система комплемента
выступать в качестве универсальной мишени для
фармакологической терапии при лечении инфек-
ционных форм ГУС, установить конкретные ми-
шени для разработки фармакологических препа-
ратов, усовершенствовать протоколы диагности-
ки и лечения.
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Hemolytic uremic syndrome (HUS) is the most common cause of acute renal failure in children. The main
causes of HUS are infections caused by Shiga toxin-producing bacteria: hemorrhagic Escherichia coli and
Shigella dysenteriae type 1. They account for up to 90% of all cases of HUS. The remaining 10% represent a
heterogeneous group of diseases collectively referred to as atypical HUS. The pathogenesis of most cases of
atypical HUS is based on congenital or acquired disorders in the complement system. Over the past decades,
evidence has accumulated that, in addition to E. coli and Sh. dysenteriae type 1, a wide variety of bacterial and
viral infections, including the pathogens of pneumonia Streptococcus pneumoniae, immunodeficiency virus,
H1N1 influenza, and a new coronavirus infection, can cause the development of HUS. In particular, infec-
tious diseases act as the main cause of recurrence of atypical HUS. This review presents summarized data
from recent studies, indicating that in various types of infectious HUS, disturbances in the complement sys-
tem are a key pathogenetic factor. The links in the complement system are considered, the dysregulation of
which in bacterial and viral infections can lead to complement hyperactivation with subsequent damage to the
microvascular endothelium and the development of acute renal failure.

Keywords: hemolytic uremic syndrome, complement system, thrombotic microangiopathy, eculizumab,
Escherichia coli, Shiga toxin, STEC-HUS, hemolytic anemia, thrombocytopenia, acute renal failure, patho-
genesis, endothelium
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Митохондрии являются “энергетическими станциями”, без которых невозможно нормальное функци-
онирование живой клетки. Благодаря разнообразию процессов, которые протекают при участии
митохондрий, а также особенностям митохондрий здоровых и опухолевых клеток, эта органелла
представляет собой привлекательную мишень для терапии онкологических заболеваний. В данном
обзоре рассмотрены разнообразные подходы к созданию диагностических и терапевтических
средств, селективно направленных на митохондрии пораженных клеток. Описаны основные мито-
хондриально направленные лиганды, их конъюгация с известными противоопухолевыми препара-
тами, а также комбинации с распространенными средствами доставки лекарственных агентов, при-
меняемых в целях медицины.

Ключевые слова: митохондрии, наночастицы, делокализованные катионы, противоопухолевые
средства
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ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день онкологические заболе-

вания являются одной из основных причин смерт-
ности человека. Согласно оценкам, представлен-
ным Всемирной организацией здравоохранения
(ВОЗ), в 2020 году диагноз “онкологическое забо-
левание” был поставлен более, чем 19 млн чело-
век, а погибло около 10 млн человек. Это очень
сложная по своему фенотипическому проявле-
нию болезнь, однако вовремя выявленные случаи
можно эффективно лечить.

Для лечения опухолей существует целый ряд
разнообразных подходов, таких как хирургия,
иммунотерапия, гормонотерапия, химиотерапия,
лучевая терапия, а также комбинирование не-
скольких методов. Однако такие стратегии имеют
существенные недостатки, в первую очередь, их
неселективный характер, который оказывает не-
гативное влияние на соседние здоровые ткани.
Чтобы преодолеть эти серьезные ограничения,
ученые по всему миру ищут новые терапевтиче-
ские мишени, а также разрабатывают инноваци-
онные, относительно безопасные для здоровых
клеток и тканей подходы к лечению.

Одной из передовых стратегий борьбы с онко-
логическими заболеваниями может стать созда-
ние препаратов, нацеленных на митохондрии
клеток. Митохондрии, являющиеся фабрикой по
производству энергии, играют важную роль как в
жизни, так и в гибели клеток [1]. В последние го-
ды они рассматриваются в качестве важной ми-
шени воздействия лекарственных средств из-за
активного участия в пролиферации опухолевых
клеток [2]. Благодаря разнообразию существую-
щих на сегодняшний день медицинских нанома-
териалов, создание селективно направленных на
митохондрии препаратов является реализуемой
практической задачей. Данный подход интересен
тем, что он имеет высокую эффективность и по-
тенциал для преодоления многих терапевтиче-
ских ограничений [3].

В данном обзоре внимание уделено митохон-
дриям как перспективной терапевтической ми-
шени. Приведены основные структурные фраг-
менты – лиганды, способные селективно связы-
ваться с митохондриальной мембраной, а также
их комбинации с распространенными средства-
ми доставки лекарственных агентов. Подобные
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системы способны предотвращать преждевре-
менное разрушение лекарственного вещества за
счет его инкапсулирования, тем самым снижая
иммунный ответ организма на терапию. Таким
образом, транспортные системы, модифициро-
ванные митохондриально направленными лиган-
дами, увеличивают эффективность и селектив-
ность таргетной терапии опухолей, что связано с
высокой аффинностью вектора к гиперполяризо-
ванным митохондриям опухолевых клеток.

МИТОХОНДРИИ 
КАК ТЕРАПЕВТИЧЕСКАЯ МИШЕНЬ

Митохондрия – органелла, основной функци-
ей которой является производство энергии для
жизнеобеспечения клетки. Она участвует в регу-
лировании жизненно важных клеточных процес-
сов (цикл Кребса, окисление жирных кислот,
цикл мочевины, запасание кальция для клеточ-
ной сигнальной активности и др.), а также опо-
средует рост и гибель клеток [4]. Эукариотиче-
ские клетки содержат до 1000–2000 митохондрий,
которые занимают до 20% внутреннего объема
клетки [5]. Митохондрия может быть представле-
на в виде отдельной органеллы овальной формы и
иметь размер от 0.5 до 10 мкм (рис. 1) либо в виде
связанных упорядоченных структур, называемых
митохондриальной сетью или ретикулумом [6, 7].
Митохондрия имеет две мембраны (внутреннюю
и внешнюю), уникальный геном и воспроизво-
дится путем бинарного деления. В митохондри-
альном геноме человека содержится 37 генов,
13 из которых продуцируют различные компо-
ненты электрон-транспортной цепи (ЭТЦ) [8].
Компоненты митохондрии имеют свою индиви-
дуальную роль в делении, слиянии и взаимодей-
ствии с другими органеллами. Нарушение в этих
процессах может привести к повреждению ДНК
клетки, кальциевой перегрузке, расстройству ме-

таболизма и, в конечном итоге, развитию онколо-
гического заболевания [9].

Благодаря разнообразию процессов, которые
протекают при участии митохондрий, эти орга-
неллы представляют собой привлекательные ми-
шени для терапии опухолей. На сегодняшний день
известны препараты, нацеленные на окислитель-
ное фосфорилирование, цикл Кребса, метаболизм
глутамина и митохондриальную динамику [10].
Ингибиторы дыхательной цепи переноса электро-
нов (Тамоксифен, α-токоферил сукцинат, мет-
формин и 3-бромопируват) препятствуют уси-
ленному производству активных форм кислорода
(АФК), что, в свою очередь, может привести к
смерти опухолевой клетки, нуждающейся в повы-
шенном содержании АФК [11]. Известно, что при
глиоме, хондросаркоме и остром миелоидном
лейкозе встречаются мутации генов, кодирующих
изоцитратдегидрогиназы (ИДГ) – ферменты,
участвующие в цикле Кребса [12]. В связи с этим
нацеливание терапевтических молекул на данные
белки исследуют как подход к лечению раковых
опухолей. L-Глутамин является необходимым суб-
стратом для правильной работы митохондрий, а
антагонисты или ингибиторы метаболизма L-глу-
тамина играют важную роль в борьбе с онкологи-
ческими заболеваниями [10]. Сообщают, что ан-
тагонист L-глутамина пропрепарат JHU-083 по-
давляет рост провоцируемой протоонкогенным
белком MYC медуллобластомы [13], а ингибитор
метаболизма L-глутамина V9302 показывает по-
вышение эффективности анти-PD-1 терапии мо-
ноклональными антителами [14]. К динамике
митохондрий относят циклы слияния, деления,
биогенеза и митофагии, которые вместе поддер-
живают оптимальную клеточную биоэнергетику
и гомеостаз АФК. Нацеливание на такие процес-
сы очень актуально для создания противоопухо-
левых средств. Выявлены онкогенные эффекты
митохондриальной дисфункции [15], опосредо-

Рис. 1. Схематическое изображение строения митохондрии клетки.
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ванные динамикой митохондрий и каспазозави-
симым повреждением ДНК. На сегодняшний
день разрабатывают подходы, в которых мише-
нью для терапии выступают белки, участвующие
в изменении морфологии и локализации мито-
хондрий [16]. Прямое или косвенное ингибиро-
вание деления митохондрий может быть целесо-
образным для лечения рака молочной железы [17].

Таким образом, уникальные особенности ми-
тохондрий делают ее перспективной целью для
лекарств и закладывают большой потенциал для
разработки противоопухолевых лекарственных
соединений, нацеленных непосредственно на эту
органеллу живой клетки.

СИСТЕМЫ ДОСТАВКИ, 
НАПРАВЛЕННЫЕ НА МИТОХОНДРИИ

За последнее десятилетие обнаружен ряд спе-
цифичных для митохондрий соединений, кото-
рые могут значительно повысить терапевтиче-
скую эффективность и уменьшить побочные эф-
фекты связанных с ними лекарственных средств.
Способность таких молекул селективно воздей-
ствовать на митохондрии дает возможность “ата-
ковать” опухолевые клетки, вызывая их скорую
гибель.

На сегодняшний день наиболее широко ис-
пользуемыми митохондриально нацеленными
лигандами являются трифенилфосфоний, деква-
линий (DQA), короткие пептиды, родамин 19 и 123,
производные пиридина и гуанидина, 4-(1H-ин-
дол-3-ил-винил)-N-метилпиридиния иодид (F16)
и 2,3-диметилбензотриазолия иодид (рис. 2). Все
они относятся к группе делокализованных липо-
фильных катионов (ДЛК), которые преимуще-
ственно накапливаются в митохондриях опухоле-
вых клеток благодаря трансмембранному потен-
циалу у митохондрий этих клеток [18].

Поглощение и накопление митохондриями ДЛК
обусловлено значением электрохимического по-
тенциала мембраны (ΔΨ). У здоровой клетки
трансмембранный потенциал плазматической
мембраны составляет от –40 до –60 мВ, а мито-
хондриальной мембраны – от –120 до –180 мВ;
у опухолевых клеток трансмембранный потенци-
ал митохондрий достигает –220 мВ, благодаря че-
му возможна селективная доставка агентов в ми-
тохондрии опухолевой клетки [16].

Для раковых клеток наблюдается трех-пяти-
кратное увеличение цитозольной концентрации
ДЛК по сравнению с внеклеточной, а в митохон-
дриальном матриксе концентрация увеличивает-
ся в 100–1000 раз (рис. 3) [18].

Рис. 2. Нацеленные на митохондрии структурные фрагменты.
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Поглощение катионных липофильных соеди-
нений зависит не только от мембранного потен-
циала митохондрий, но также и от гидрофобности
соединения. Внешняя митохондриальная мем-
брана проницаема для широкого спектра молекул
с молекулярной массой ниже ~5–10 кДа, однако
проникновение сквозь внутреннюю мембрану
ограничено и представляет собой многоступенча-
тый процесс, кинетика которого зависит от физи-
ко-химических свойств нацеленного на митохон-
дрию соединения. Например, некоторые гидро-
фильные соединения не могут быть эффективно
доставлены в митохондрии даже при присоедине-
нии к таргетному лиганду. Тем не менее эта про-
блема может быть решена путем добавления гид-
рофобной алкильной группировки. Чем выше
коэффициент распределения октанол/вода (гид-
рофильно-липофильный баланс соединения), тем

больше накопление вещества в матриксе мито-
хондрий [18]. Если вещество, нацеленное на ми-
тохондрии, представлено слабой кислотой или
основанием, следует ожидать воздействия прото-
нирования/депротонирования на их поглощение.
Было подсчитано, что депротонирование кислот
способствует проникновению в митохондрии, а
протонирование оснований оказывает противо-
положный эффект [18].

Трифенилфосфоний
Трифенилфосфоний (TФФ) – широко извест-

ный, митохондриально нацеленный лиганд, пред-
ставляющий собой гидрофобные фенильные коль-
ца, присоединенные к четвертичному атому фос-
фора. Преимущества применения TФФ включают
относительно простой синтез и очистку, сочета-
ние липофильных и гидрофильных свойств, а
также низкую химическую реакционную спо-
собность. Это приводит к значительной эффек-
тивности использования TФФ для терапии и про-
филактики онкологических заболеваний [19].
Алкилированные катионы трифенилфосфония
изначально использовались в качестве зондов
для изучения механизмов окислительного фос-
форилирования и для определения потенциала
митохондриальной мембраны. При использова-
нии этого лиганда для нацеливания на митохон-
дрии TФФ-катионы присоединяют к разнообраз-
ным зондам, антиоксидантам и фармакофорам
(рис. 4) [20–23]. В настоящее время с помощью
данного подхода модифицируют противоопухо-
левые препараты и наночастицы-переносчики,
чем улучшается их эффективность и снижается
токсичность [24].

Синтез конъюгатов TФФ обычно состоит из
двух стадий: синтеза катионного соединения и
его “сшивки” с функциональными фрагментами.
На рис. 5 приведены химические структуры неко-
торых соединений на основе TФФ, проявляющих
противоопухолевую активность в различных экс-
периментах in vitro или in vivo [25].

1,1′-Декаметилен-бис-
(4-аминохинальдиний-хлорид)

1,1′-Декаметилен-бис-(4-аминохинальдиний-
хлорид) также известный как деквалиний (DQA) –
это катионный болаамфифил, который состоит
из двух фрагментов хинолиния, связанных друг с
другом алкильной цепью из 10 атомов углерода.
DQA уже более 60 лет применяется в качестве
противоинфекционного препарата [26]. Он обла-
дает селективностью к митохондриям, а также
сродством к различным функциональным бел-
кам, что может быть применено в противоопухо-
левой терапии, а также лечении бактериальных,
вирусных, грибковых и паразитарных заболева-

Рис. 3. Значения трансмембранных потенциалов
плазматической и митохондриальной мембран опу-
холевых клеток.

P
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Рис. 4. Схематическое изображение типичной струк-
туры трифенилфосфониевого конъюгата, направлен-
ного на митохондрию. Доставляемый компонент –
функциональная часть (например, противоопухоле-
вый препарат); линкер – гидрофобное соединитель-
ное звено.
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ний [27]. В водном растворе молекулы DQA обра-
зуют везикулы, известные как DQA-сомы. Их ис-
пользуют для доставки низкомолекулярных мо-
лекул или ДНК в митохондрии [28]. Предложены
системы доставки нуклеиновых кислот, включа-
ющие DQA: катионный липид 1,2-диолеоил-3-
триметиламмонийпропан (DOTAP) и липид
хелпер 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфоэтанол-
амин (DOPE) – наносомы (рис. 6). Их стабиль-

ность, эффективность внутриклеточного по-
глощения и нацеливания на митохондрии опухо-
левых клеток оказались выше по сравнению с
DQA-сомами [18].

Пептиды, проникающие в митохондрии
Пептиды, проникающие в митохондрии (Mi-

tochondria-penetrating peptides, MPP), представляют

Рис. 5. Распространенные конъюгаты трифенилфосфония с противоопуховлевой активностью [25].
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собой структуры с повторяющимися липофиль-
ными и катионными аминокислотными остатка-
ми. MPP демонстрируют эффективное накопле-
ние в митохондриях и обладают низкой токсич-
ностью [29]. Широко известным представителем
МРР является (L-циклогексилаланин-D-арги-
нин)3 [30]. Другим примером митохондриально
специфичных пептидов служат SS-пептиды (пеп-
тиды Сзето–Шиллера) [31]. Это небольшие анти-
оксидантные молекулы, способные проникать в
клетки и накапливаться в митохондриях незави-
симо от электрохимического потенциала (в отли-
чие от остальных лигандов). Эффективность дей-
ствия SS-пептидов зависит от способности прямо
взаимодействовать с кардиолипином во внутрен-
ней мембране митохондрий [32]. Антиоксидант-
ные свойства таких структур приписывают остат-
кам L-тирозина или диметил-L-тирозина, кото-
рые вступают в реакцию с АФК, нейтрализуя их
и, тем самым, предотвращая окисление кардио-
липина. Это, в свою очередь, ингибирует разру-
шение митохондрий, связанное с окислительным

стрессом. Одним из современных препаратов
на основе SS-пептидов, который рассматривают
в качестве подходящего кандидата для химиоте-
рапии онкологических заболеваний, является
SS-02-Doxil – липосомальный препарат c доксо-
рубицином, одобренный управлением по сани-
тарному надзору за качеством пищевых продук-
тов и медикаментов США (FDA) [33].

Пептид MTS-H3R9 может быть потенциаль-
ным митохондриальным средством доставки с
улучшенной эффективностью селективного на-
целивания на митохондрии. Также был получен
его конъюгат с галловой кислотой (GA-MTS-
H3R9) в качестве модельного препарата, который
обладает противовоспалительной, антиоксидант-
ной, противоопухолевой и антибактериальной
активностью в результате сочетания положитель-
но заряженных остатков L-гистидина и L-арги-
нина. Благодаря своим свойствам он широко ис-
пользуется в разработке лекарственных средств,
продуктов питания, косметики и биомедицины [34].

 
GA-MTS-H3R9

(E)-4-(1H-индол-3-илвинил)-
N-метилпиридиния иодид

(E)-4-(1Н-Индол-3-илвинил)-N-метилпири-
диний (F16) представляет собой ДЛК, который,
накапливаясь в митохондриальном матриксе, из-

меняет потенциал мембраны относительно его
нормального уровня (потенциала покоя). В це-
лом, накопление F16 в митохондриях подчиняет-
ся тому же механизму, что и в случае других ДЛК.
Эта молекула способна вызывать нарушение ме-
таболизма митохондрий путем деполяризации
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мембраны, что в конечном итоге приводит к кле-
точной гибели. Однако в отличие от других агентов
провоцирующих апоптоз F16 действует в мито-
хондриях на стыке апоптотического и некротиче-

ского путей [35]. Также известно об антипроли-
феративных свойствах F16, выявленных на раз-
личных линиях клеток рака молочной железы
мышей и человека [36, 37].

 

Синтезирован бифункциональный борсодер-
жащий противоопухолевый агент FBP, включаю-
щий F16. Данное соединение оценено на актив-
ность в отношении опухолевых клеток in vitro и
способность к визуализации органелл. Было по-
казано, что оно избирательно накапливается в
митохондриях и проявляет избирательную цито-
токсичность по отношению к опухолевым клет-
кам, при этом наблюдаемые значения IC50 в 2–
20 раз ниже, чем у нормальных клеток [38]. Авто-
ры предположили, что FBP можно использовать
в качестве бифункционального средства, обла-
дающего избирательной противоопухолевой ак-
тивностью, а также способностью к субклеточной
визуализации. Визуализировать FBP и анало-
гичные конъюгаты с F16 возможно благодаря
флуоресцентным свойствам F16, что было пока-
зано на клетках аденокарциномы MCF-7 и фиб-
робластах [39].

Родамины
Родамины могут служить лигандами для наце-

ливания на митохондрии благодаря своим липо-
фильным и катионным свойствам. Родамины
способны ингибировать ЭТЦ митохондрий. Наи-
более часто применяют родамин 19 и родамин 123
для нарушения процесса окислительного фосфо-
рилирования [40]. В качестве перспективного
средства для лечения патологий головного мозга,
связанных с окислительным стрессом, рассмат-
ривают додециловый эфир родамина 19 (C12R1) [41].

Линкеры, связывающие ДЛК 
и терапевтические молекулы

Структурный фрагмент, используемый для ко-
валентного связывания терапевтической молеку-
лы и ДЛК – линкер – оказывает важное влияние
на свойства конъюгата. На сегодняшний день ис-
пользуют различные типы линкеров. Так, синте-
зированы структуры, содержащие расщепляемые

и нерасщепляемые в условиях клетки линкеры.
Расщепляемыми являются структуры, чувстви-
тельные к эндогенным химическим агентам. К ним
относят молекулы, содержащие дисульфидные
связи. Они демонстрируют оптимальный про-
филь транспорта и высвобождения терапевтиче-
ской молекулы у таргетного сайта [42]. К нерас-
щепляемым линкерам относят структуры содер-
жащие, например, простые эфирные связи [43, 44].
Для их деградации необходимо наличие специ-
альных ферментов, экспрессия которых может
варьироваться в зависимости от типа клеток,
окружающей среды и метаболического статуса,
что может влиять на кинетику расщепления и де-
лать ее непостоянной. Также большое распро-
странение получили линкеры на основе амидных
и сложных эфирных связей, гликолей, алифати-
ческих фрагментов и ароматических соединений
[45, 46].

СРЕДСТВА ДОСТАВКИ МОЛЕКУЛ 
В МИТОХОНДРИИ

Для эффективной доставки к митохондриям
противоопухолевые препараты присоединяют не-
посредственно к лигандам через ковалентные
связи или через промежуточное звено – спейсер.
Кроме того, разрабатываются средства доставки
лекарственных препаратов, конъюгированные с
нацеленными на митохондрии лигандами и загру-
женные необходимыми терапевтическими моле-
кулами (рис. 6). Использование подобных нано-
частиц (НЧ) позволяет преодолевать различные
физико-химические препятствия (плохую рас-
творимость в воде, низкую биодоступность),
уменьшать нецелевую токсичность, дает возмож-
ность разработать терапевтические системы с
пролонгированным высвобождением лекарства,
что особенно важно для лечения онкологических
заболеваний [3]. Наночастицы, нацеленные на
митохондрии, должны быть тщательно спроек-
тированы для достижения определенного про-
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странственно-временнóго распределения внутри
органеллы, необходимого для оптимального
терапевтического эффекта. Противоопухолевые
препараты, проходящие и уже прошедшие кли-
нические испытания, в основном, представляют
собой липосомы (например, Doxil, Vyxeos и
Onivyde), биоразлагаемые полимерные мицеллы
и дендримеры (например, NK105, Genexol и
NC6004) или неорганические НЧ (NBTXR3 и
NanoTherm). Большинство современных препа-
ратов, содержащих наночастицы, вводятся внут-
ривенно для системной доставки в опухоли, а не-
которые лекарства (например, NanoTherm и
NBTXR3) были разработаны для внутриопухоле-
вого введения [10].

Липосомы
Липосомы – широко распространенные си-

стемы доставки лекарств, которые представляют
собой сферические везикулы, имеющие по мень-
шей мере один липидный бислой. Липосомы по-
лучили массовое признание благодаря их превос-
ходной биосовместимости и биоразлагаемости,
простому получению и способности инкапсули-
ровать как гидрофильные, так и липофильные
молекулы [47, 48]. Липосомы используются для
повышения эффективности лекарств и специ-
фичности к опухоли, а также снижения побочной
токсичности. На данный момент существует более
десятка липосомальных препаратов, одобренных
для клинического использования управлением
по санитарному надзору за качеством пищевых
продуктов и медикаментов (FDA) или Европей-
ским агентством по лекарственным средствам
(EMA), и многие препараты проходят клиниче-
ские испытания [49].

Разработаны фузогенные липосомы Mito-Por-
ter, способные переносить в митохондрии раз-
личные объекты: терапевтические соединения,
углеводы, пептиды, нуклеиновые кислоты, золо-
тые наночастицы [50, 51]. Наиболее эффективные
транспортные системы имеют следующий липид-
ный состав: 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфати-
дилэтанламин (DOPE)/сфингомиелин (SM)/стеа-
рил-октааргинин (STR-R8) (9 : 2 : 1, мольное
соотношение) или DOPE/фосфатидная кислота
(PA)/STR-R8 (9 : 2 : 1, мольное соотношение) [52].
Этот особый тип липосом может доставлять пре-
параты в митохондрии, взаимодействуя с их мем-
браной. Высокая концентрация STR-R8 позволя-
ет липосомам проникать в клетки путем микро-
пиноцитоза. Mito-Porter успешно связываются
как с внешней, так и с внутренней митохондри-
альными мембранами. Кроме того, их можно спе-
цифично нацеливать на митохондриальный ге-
ном [53].

Синтезированы и исследованы рН-чувстви-
тельные многофункциональные липосомы Lip-

CTPP, загруженные доксорубицином (DOX) и
лонидамином (LND). Они содержат две группы
из п-гидроксибензойной кислоты и трифенил-
фосфония для нацеливания на митохондрии.
Эксперименты in vitro и in vivo показали, что Lip-
CTPP способствует значительному синергическому
эффекту DOX и LND при глиоме, ингибируя про-
лиферацию опухолевых клеток. Эти липосомы
способствуют апоптозу и некрозу, ингибируют
миграцию и инвазию клеток глиомы, а также ме-
тастазирование опухоли, нарушают функции ми-
тохондрий, таким образом продлевая время жиз-
ни пациента [54].

Сконструирована митохондриально-направ-
ленная липосомальная система (L-G2R-DA), спо-
собная переносить фотосенсибилизатор индоци-
аниновый зеленый (ICG), поражающая митохон-
дрии опухолевых клеток при фотодинамической
терапии рака (ФДТ) [55]. Носитель состоит из че-
тырех компонентов: дендритных липопептидов
(L-G2R) (рис. 7а), соевого фосфатидилхолина,
холестерина и полиэтиленгликоль-дистеароил-
фосфатидилэтаноламина (DSPE-PEG2000). Для
повышения процента накопления в опухоли и
снижения поглощения нормальными тканями к
остаткам L-аргинина была присоединена 2,3-ди-
метилмалеиновая кислота (DA), которая удаляет-
ся из L-G2R-DA в кислом микроокружении опу-
холи (рис. 7б).

В целом, система ICG/L-G2R-DA предлагает
следующие преимущества в терапии раковых
опухолей: (1) транспортная система долго цирку-
лирует в кровотоке, не захватываясь ретикулоэн-
дотелиальной системой, что увеличивает ее на-
копление в пораженной ткани; (2) рН-зависимое
переключение поверхностного заряда для обес-
печения субклеточного нацеливания на митохон-
дрии после интернализации в опухолевых клет-
ках; и (3) высокая полезная нагрузка агентами
ФДТ, доставляемых в митохондрии [56].

Керасомы

Керасомы представляют собой гибридные ор-
гано-неорганические наночастицы (НЧ), кото-
рые можно рассматривать как липосомы с доста-
точно прочной силиконовой оболочкой, способ-
ные к транспорту активных веществ [57, 58].
Разработан общий метод синтеза для изготовле-
ния модифицированных с помощью TФФ липо-
сомальных керасом, которые можно применять в
качестве наноносителей для митохондриально-
направленных терапевтических средств с исполь-
зованием DOX в качестве модельного лекарства.
Керасомы были получены путем самосборки и
золь-гель реакции амфифильных органотриал-
коксисиланов с образованием двухслойных вези-
кул, покрытых силикатной поверхностью, к кото-



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 40  № 4  2023

МЕМБРАНОАКТИВНЫЕ МИТОХОНДРИАЛЬНО НАПРАВЛЕННЫЕ АГЕНТЫ 267

рой затем присоединили фрагмент направленно-
го действия аминопропилсилоксан- TФФ (рис. 8).

Керасомы продемонстрировали высокую ста-
бильность, биосовместимость и способность к за-
медленному высвобождению активного вещества
в течение 24 ч при 37°С. Показано повышенное
накопление DOX модифицированных TФФ в ми-

тохондриях по сравнению с невекторными CER-
DOX [59].

Полимерные наночастицы

Полимерные НЧ получают из биоразлагаемых
полимеров, таких как полигликолевая кислота,

Рис. 7. Структура дендритного липида L-G2R-DA при разных значениях рН среды (а) и схематическое изображение
митохондриально-направленной липосомы (б).
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полимолочная кислота, поликапролактон или
полимолочно-ко-гликолевая кислота (PLGA) и
многих других. Известно, что конъюгирован-
ные с фолиевой кислотой и ТФФ полиглицери-
надипинатовые наночастицы могут двукратно
увеличивать активность противоопухолевых
препаратов [60]. Система двойного назначения
из полилактид-полиэтиленгликоль-2-(3-((S)-5-
амино-1- карбокси-ипентил)-уреидо) пентан-
диоата и трифенилфосфония (PLA-PEG-ACU-

PA/TPP) позволяет совместно доставлять проти-
воопухолевые препараты ингенол-3-ангелат и
доксорубицин для лечения рака предстательной
железы [61]. Такие наномедицинские препараты
могут связываться с простатическим специфи-
ческим мембраннымм антигеном (ПСМА), ак-
тивируя сильный противоопухолевый иммун-
ный ответ, ингибируя рост опухоли как in vitro,
так и in vivo.

 
TPP-F127-GA

Синтезировано производное плюроника F127
и гиалуроновой кислоты (GA), образующее в воде
полимерные мицеллы, нацеленные на митохон-
дрии, для доставки паклитакселя в клетки рака
легкого. Такая система продемонстрировала вы-
сокую противоопухолевую эффективность ком-
плекса in vitro и in vivo в сочетании с низкой ток-
сичностью по отношению к здоровым тканям [62].

Разработана мицеллярная система (GA-TPP),
нацеленная на митохондрии, состоящая из конъ-
югата трифенилфосфина, полиэтиленгиликоля и
поликапролактона, для направленной доставки
гамбогиновой кислоты. Показано, что полученные
мицеллы обеспечивают высокую загрузку лекар-
ственного средства, сохраняют стабильность и
четко определенную сферическую форму. GA-TPP
индуцирует апоптоз опухолевых клеток, ингиби-
руя экспрессию белков, связанных с апоптозом, и
стимулируя активность каспаз 3, 7 и 9.

Продемонстрировано повышенное накопле-
ние лекарственного средства в митохондриях,
вызывающее снижение их мембранного потен-
циала и высвобождение цитохрома С. Таким об-
разом, мицеллярная система GA-TPP может стать
многообещающей стратегией лечения рака лег-
ких путем индукции апоптоза через митохондри-
альный сигнальный путь [63].

Дендримеры
Дендримеры представляют собой наноразмер-

ные сверхразветвленные молекулы, состоящие из

трех слоев полимеров: центрального ядра, раз-
ветвленного слоя и концевой функциональной
группы (короны). Дендримеры могут имитиро-
вать определенные свойства мицелл и липосом,
что делает их пригодными для доставки ле-
карств [64].

Разработана и синтезирована система на осно-
ве дендримеров, внешний слой которых модифи-
цирован 3-карбоксипропилтрифенилфосфония
бромидом (CTPP) для нацеливания на митохон-
дрии – UCNPs@G4/Ce6/CAT-CTPP. Она может
преобразовывать ближний инфракрасный свет в
видимый, тем самым индуцируя выработку цито-
токсических АФК. Возможность загружать в нее
гидрофобный фотосенсибилизатор хлорин е6 (Се6)
и гидрофильную каталазу (CAT) делает ее привле-
кательной для усиления эффекта ФДТ [65].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Создание средств доставки противоопухоле-

вых препаратов в митохондрии является перспек-
тивным направлением на пути к появлению но-
вых эффективных лекарственных средств. Более
40 лет делокализованные липофильные катионы
исследуют в качестве молекул, способных накапли-
ваться в митохондриях опухолевых клеток [66, 67].
С тех пор описано, разработано и синтезировано
множество молекул, селективно направленных
на данную органеллу. Многие их этих соедине-
ний демонстрируют значительный противоопу-
холевый эффект в экспериментах in vitro. Несмот-
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ря на известные достоинства, не во многих иссле-
дованиях изучалась активность ДЛК in vivo и их
эффективность в клинических испытаниях. В бу-
дущем все еще предстоит выяснить, как подоб-
ные вещества действуют в условиях функциони-
рующей иммунной системы. Поскольку данное на-
правление стремительно развивается, а большое
количество многообещающих кандидатов нахо-
дится в разработке, можно предположить успеш-
ное внедрение в клиническую практику новых
лекарственных препаратов на основе некоторых
из них.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
тересов, связанных с публикацией настоящей
статьи.
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Mitochondria are “power stations” of cells. Without them the normal functioning of a living cell is impossi-
ble. This organelle is an attractive target for antitumor therapy because of the variety of processes in which
mitochondria are involved and the differences between mitochondria in healthy and tumor cells. In this re-
view, various approaches to the development of diagnostic and therapeutic agents selectively directed to the
mitochondria of tumor cells are described. The main mitochondrial vector ligands, their conjugation with
known antitumor drugs, as well as their combination with common drug delivery systems are described.
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ВВЕДЕНИЕ

Одна из важнейших функций клеточных мем-
бран заключается в том, чтобы сохранять внутри-
клеточные пространства и саму клетку изолирован-
ными от внешней среды, обеспечивая при этом
контролируемый обмен веществ. Несмотря на то,
что биологические мембраны содержат значитель-
ное количество белков, основная структура, опре-
деляющая барьерную функцию, — это бислой
амфифильных молекул липидов. Нарушение ба-
рьерной функции мембран является причиной
развития многих патологий, так как происходит
нарушение нормального гомеостаза клетки, при-
водящее в итоге к ее гибели. По этой причине
вопрос регуляции проницаемости липидного
бислоя клеточных мембран является предметом
интенсивных исследований в этой области с при-
менением теоретических, экспериментальных и
вычислительных методов [1]. В результате прове-
денных исследований было выяснено, что прони-
цаемость мембран может быть увеличена за счет
образования в ней пор при приложении внешне-
го электрического поля. Такое явление получило
название “электропорация”.

За последние десятилетия электропорация кле-
точных мембран стала основой многих биотехно-
логических (микробная инактивация, экстракция
биомолекул) [2] и биомедицинских (электрохи-
миотерапия, трансфекция, слияние клеток) [3–5]
приложений. Однако несмотря на широкое при-
менение этого метода, в понимании механизма
порообразования остается много белых пятен.

Формирование пор в мембранах – это слож-
ный процесс перестроения молекул липидов. Об-
разование любого проводящего дефекта приводит
к контакту гидрофобных цепей липидов с водой,
что энергетически невыгодно (межфазное натя-
жение на границе раздела декан/вода составляет
примерно 60 мН/м). По этой причине липиды
вынуждены деформироваться и поворачиваться
на кромке поры, чтобы сделать ее гидрофильной.

Классическая теория порообразования опи-
сывает изменение свободной энергии мембраны
при формировании в ней поры как [6]:

(1)
где r – радиус поры, γ – линейное натяжение
кромки поры (избыточная энергия липидного

( ) = π γ − π σ2  2 ,E r r r

УДК 577.352
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материала на кромке поры, отнесенная к ее пери-
метру), σ – латеральное натяжение мембраны.
Максимум энергии находится в точке критиче-
ского радиуса поры, который характеризуется как

. Поры с радиусом меньше критического
могут залечиваться, в то время как поры с радиу-
сом больше критического будут вызывать разру-
шение мембраны. В рамках такого подхода мем-
брана рассматривалась как бесконечно тонкая
пленка, а структура липидов была неявно пред-
ставлена параметром γ [6]. Тем не менее, в рамках
данной модели удалось описать влияние липидов
различной молекулярной формы на устойчивость
мембран к формированию сквозных пор [7]. В
рамках такой теории было невозможно прогнози-
ровать то, как изменение, например, конформаци-
онной подвижности углеводородных цепей ли-
пидных молекул будет влиять на устойчивость
мембраны к электропорации [8]. Начиная с 1988 го-
да стали появляться различные теоретические ра-
боты, в которых были предприняты попытки яв-
но учесть структуру липидного бислоя и упругие
деформации мембраны в процессе формирова-
ния поры [9–12]. Так, было показано, что форми-
рование поры начинается с образования гидро-
фобного дефекта в мембране [9], проницаемого
только для воды, но не для ионов [12], который
затем перестраивается в гидрофильную пору по-
средством деформаций монослоев мембраны.
В работах [13–15] авторы впервые смогли постро-
ить полную траекторию процесса формирования
поры в липидном бислое, от начала образования
гидрофобного дефекта до расширения гидро-
фильной поры, в рамках теории упругости жид-
ких кристаллов, адаптированной к липидным
мембранам [16]. В результате было показано, что
процесс образования поры в мембране сопряжен
с преодолением двух энергетических барьеров, а
линейное натяжение кромки поры оказывается
в этом случае не фиксированным параметром, а
сложной функцией радиуса и латерального натя-
жения мембраны. Получается, что значения ли-
нейного натяжения кромки поры, измеренные
для одного и того же липида в разных эксперимен-
тальных системах, могут сильно различаться. Это
предсказание согласуется с экспериментальными
наблюдениями.

Экспериментально процесс контролируемого
образования пор исследуется в различных мо-
дельных системах, которые имитируют липид-
ный матрикс клеточных мембран: бислойные ли-
пидные мембраны (БЛМ) с растворителем [17],
без растворителя [18], гигантские однослойные
везикулы (ГОВ) [19] и т.п. Эти работы показали,
что в разных системах при одинаковых липидных
составах значения γ непредсказуемо различаются.
Так, авторы статьи [20] продемонстрировали, что
значения γ для яичного лецитина могут находить-
ся в диапазоне от 8.6 до 42 пН. По-видимому, это

= γ σ*r

связано с тем, что характерные размеры пор, для
которых производится измерение линейного на-
тяжения, отличаются в различных модельных си-
стемах.

О наличии разных характерных размеров пор
свидетельствуют также эксперименты по элек-
трослиянию клеток. Так, было показано, что со-
четание наносекундных и микросекундных элек-
трических импульсов высокого напряжения поз-
воляет сначала создавать малые поры с радиусом
порядка 1 нм, а затем расширять их до радиусов
60–70 нм [21]. Соответственно, если эксперимен-
тальные и теоретические исследования ведут к
понимаю того, что пора в мембране представляет
собой переход нескольких характерных структур
друг в друга, а энергетический барьер имеет слож-
ную форму, то остается вопрос, что именно ха-
рактеризует линейное натяжение, определяемое
в экспериментах как некая константа.

В данной работе мы исследовали процесс элек-
тропорации модельных бислойных липидных
мембран, сформированных из диолеоилфосфа-
тидилхолина (ДОФХ) по классической методике
Мюллера–Рудина [22]. Полученная сложная за-
висимость среднего времени жизни мембран от
приложенного напряжения может быть объясне-
на в рамках гипотезы о наличии двух энергетиче-
ских барьеров на траектории формирования поры
с радиусом выше критического. Мы проанализи-
ровали, каким образом такой вид энергетическо-
го профиля поры может повлиять на теоретиче-
скую модель, применяемую для описания полу-
чаемых данных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Бислойные липидные мембраны формирова-

лись методом Мюллера–Рудина [22] из раствора
1,2-диолеил-sn-глицеро-3-фосфохолина (ДОФХ,
Avanti Polar Lipids, США) в декане концентрации
10 и 15 г/л (чистота ≥99%, Sigma, США) на отверстии
в тефлоновой перегородке (диаметр d = 0.8 мм),
разделяющей две полуячейки. Буферный рас-
твор, которым заполняли полуячейки, содержал
100 мМ KCl (чистота ≥99.5%, Реахим, Россия) и
5 мМ HEPES (чистота ≥99%, Helicon, Россия)
в бидистиллированной воде с pH 7.5. Для прове-
дения электрических измерений и приложения к
мембране внешнего электрического поля в каж-
дую из полуячеек погружали Ag/AgCl-электроды.
Процесс формирования мембраны контролиро-
вался по росту ее электрической емкости методом
потенциодинамики [23]. Для этого треугольные
импульсы напряжения подавались на БЛМ с ге-
нератора электрических сигналов (АКИП-3409/2,
АО ПриСТ, Россия), а токовые отклики регистри-
ровались через усилитель тока (Keithley, модель 428,
США) и передавались на компьютер с помощью
АЦП (Л-кард, модель L761, Россия). Процесс об-
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разования мембраны и достижения необходимо-
го значения электрической емкости контролиро-
вался с помощью осциллографа (АКИП-4115/1А,
АО ПриСТ, Россия).

После формирования мембраны к ней прикла-
дывали постоянное напряжение в диапазоне от
200 до 375 мВ до момента электрического пробоя,
который регистрировался по резкому росту элек-
трического тока через мембрану. В ходе трех се-
рий экспериментов для каждого значения напря-
жения проводилось по 15-138 измерений времени
жизни мембраны. Экспериментальные данные
регистрировались с помощью программы LGraph
(Л-кард, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно классической теории электропора-

ции [24], зависимость свободной энергии поры от
ее радиуса в присутствии внешнего электриче-
ского поля имеет следующий вид:

(2)

где ,  – диэлектрическая прони-

цаемость воды,  – диэлектрическая проницае-
мость мембраны, Cуд – удельная емкость мембра-
ны, U – приложенное к мембране электрическое
напряжение.

Соответственно, среднее время жизни мем-
браны определялось по закону:

(3)

где c0 – средняя концентрация дефектов на еди-
ницу площади мембраны, А – площадь БЛМ,
D – коэффициент диффузии пор в пространстве
радиусов, k – постоянная Больцмана, T – абсо-
лютная температура.

Плотность вероятности распределения времен
жизни мембран F(t) должна иметь вид:

(4)

где n – число пор в мембране. В наших экспери-
ментах для всех исследованных значений напря-
жения мы получили экспоненциальное распреде-
ление времен жизни мембраны, в точном соот-
ветствии с уравнением (4). Экспоненциальный
вид распределения был оценен по критерию Пир-

( ) = π γ − π σ − π2 2 2  2 0.5 ,E r r r CU r
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сона, при этом необходимое число эксперимен-
тов для выполнения требуемого критерия соста-
вило от 15 до 138 при каждом значении напряже-
ния U (суммарно 409 измерений). Этот результат
хорошо согласуется с данными, полученными в
работе [25]. Более того, мы показали, что наблю-
даемое авторами работы отклонение от экспо-
ненциального распределения в области малых
времен жизни мембран может быть устранено пу-
тем учета конечного времени заряжения мембра-
ны (около 30 мс в нашем случае) [17]. На рис. 1
представлен пример экспоненциального распре-
деления времен жизни мембран для приложенно-
го электрического напряжения 200 мВ. Среднее
время жизни мембраны определялось по методу
максимального правдоподобия. На рис. 2 показан
график распределения среднего времени жизни
мембраны от приложенной разности электриче-
ских потенциалов в диапазоне от 200 до 375 мВ,
а также указаны доверительные интервалы 95%
для каждой величины среднего времени жизни. Из
представленного графика видно, что в промежутке
напряжений от 250 до 275 мВ наблюдается излом
зависимости, который не может быть описан урав-
нением (3). Попытка аппроксимации экспери-
ментальных данных этим уравнением дает величи-
ну R2 = 0.9786, при этом видно, что значения в об-
ласти 250–275 мВ даже с учетом погрешности
определения среднего времени жизни не попада-
ют на кривую аппроксимации. Можно предполо-
жить, что экспериментально наблюдаемое явле-
ние связано с проявлением электрострикции

Рис. 1. Гистограмма распределения величин времени
жизни мембраны из ДОФХ при трансмембранном
напряжении, равном 200 мВ. Экспоненциальный вид
распределения проверялся по критерию Пирсона,
среднее время жизни мембраны определялось мето-
дом максимального правдоподобия, сплошная кри-
вая дана для визуализации экспоненциального вида
распределения.
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мембраны во внешнем электрическом поле [26].
Однако, как указано в работе [26], коэффициент
электрострикции для мембран, сформированных
по методу Мюллера–Рудина из раствора липидов
в декане, составляет примерно 1 В–2. Таким обра-
зом, при изменении приложенного к мембране
напряжения с 250 до 275 мВ мы будем наблюдать
изменение ее электрической емкости менее чем
на 1%, что вряд ли может привести к наблюдаемо-
му в эксперименте росту среднего времени жизни
мембраны почти в 4 раза.

Вид зависимости среднего времени жизни от
напряжения (уравнение 3) был получен в работе
[27] и опирается на результат, полученный в [28]
при рассмотрении кинетики роста дефекта в мем-
бране в предположении о том, что данную кине-
тику можно описывать некоторым случайным
блужданием (диффузией) в пространстве радиу-
сов дефектов (пор). Данное выражение для вели-
чины среднего времени жизни мембраны (уравне-
ние 3) получается только при квадратичной зави-
симости энергии поры от ее радиуса (уравнение 2).
Выражение для τ(U) представлено в виде произ-
ведения экспоненциального множителя (кото-
рый в основном порядке и определяет вид кривой
на рис. 2) и некоторого медленно меняющегося
предэкспоненциального параметра перед ним.

Такой вид зависимости эквивалентен уравнению
Аррениуса для кинетики химической реакции,
т.е. возникает ввиду наличия энергетического ба-
рьера при переходе поры из состояния с r = 0 в со-
стояние с r = +∞. Однако в работах [13–15] было
показано, что зависимость энергии проводящего
дефекта E от его радиуса r не является квадратич-
ной, а имеет два выраженных максимума при не-
которых радиусах r = r1 и r = r2, r1 < r2. В обычных
условиях (при U = 0) E(r2) > E(r1), что говорит о
том, что основной экспоненциальный вклад в
среднее время жизни мембраны определяется
энергетическим барьером при r = r2. При прило-
жении внешнего электрического напряжения U
положение точек максимумов r1 и r2 смещается, а
соответствующие энергии E(r1), E(r2) уменьша-
ются. Уменьшение этих энергий приводит к
уменьшению времени жизни мембраны. Важно
отметить, что поскольку r1 < r2, то энергия E(r2) с
ростом напряжения уменьшается быстрее, чем
E(r1), т.е. при некотором напряжении U* будет
выполняться, что E(r2) = E(r1), и при U > U* энер-
гия E(r1) будет определять время жизни мембра-
ны [15]. Таким образом, можно ожидать, что за-
висимость времени жизни от напряжения будет
иметь излом при U ≈ U*. В работе [15] в рамках
теории упругости жидких кристаллов, адаптиро-
ванной к липидным мембранам, для используе-
мого в работе липида ДОФХ были произведены
расчеты величин энергетических барьеров в зави-
симости от приложенной разности электриче-
ских потенциалов. Эти расчеты показали, что
второй барьер (при r = r2) исчезает при напряжении
выше 200 мВ, что почти количественно совпадает
с наблюдаемой в наших экспериментах областью
излома на кривой зависимости среднего времени
жизни мембраны от приложенного электриче-
ского напряжения.

Таким образом, можно сказать, что в диапазо-
не напряжений до и после 250–275 мВ значения
времени жизни соответствуют разным величинам
энергетических барьеров и потому не могут быть
описаны единым параметром линейного натяже-
ния кромки поры. В работах [14, 15] было показа-
но, что линейное натяжение кромки поры не явля-
ется константой, а представляет собой сложную
немонотонную функцию радиуса поры и лате-
рального натяжения. В этой связи приближение
экспериментальной зависимости времени жизни
мембраны от приложенного напряжения, пред-
ставленной на рис. 2, даже двумя кривыми ап-
проксимации, описываемыми уравнением (3), с
постоянными значениями линейного натяжения,
теряет смысл, так как мы говорим о более сложном
характере поведения системы, чем предсказанный
классической теорией электропорации [24]. Кро-
ме того, значительный разброс значений линей-
ного натяжения, полученных различными мето-

Рис. 2. Зависимость времени жизни мембран из
ДОФХ от приложенного напряжения в диапазоне
напряжений от 200 до 375 мВ. Каждая точка пред-
ставляет собой среднее время жизни мембраны при
данном значении напряжения, определенное по мето-
ду максимального правдоподобия. Для каждой точки
на графике указан доверительный интервал 95%. Чер-
ная кривая – результат аппроксимации эксперимен-
тальных данных уравнением (3) с фиксированными
параметрами σ = 1.4 мН/м и Суд = 0.27 мкФ/см2 и па-
раметрами аппроксимации γ = 5.4 ± 1.4 пН, c0AD =
= (3.4 ± 0.5) × 10–19 м2/с, найденными методом наи-
меньших квадратов с R2 = 0.9786.
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дами в предположении о постоянстве этой вели-
чины [20], также подтверждает наш тезис о том,
что линейное натяжение кромки поры является
сложной функцией радиуса поры и характери-
стик экспериментальной системы, таких как ла-
теральное натяжение мембраны, приложенная
разность электрических потенциалов и т.д. Сле-
довательно, классическая теория в принципе не
может описать процесс формирования пор в мем-
бранах вследствие сложной формы зависимости
энергии поры от радиуса и, в частности, наличия
двух энергетических барьеров в этом процессе.
Для адекватного описания порации требуется
построение модели, детально учитывающей весь
энергетический профиль системы, а не один лишь
эффективный постоянный параметр – линейное
натяжение кромки поры – характеризующий его.
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Lipid Membrane Electroporation Cannot Be Described 
by the Constant Line Tension Model of the Pore Edge

P. K. Gifer1, 2, *, O. V. Batishchev1

1Frumkin Institute of Physical Chemistry and Electrochemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
2Moscow Institute of Physics and Technology, Dolgoprudniy, Moscow oblast, 141700 Russia

*е-mail: gifer.pk@phystech.edu

We have studied the process of electroporation of bilayer lipid membranes (BLMs) from dioleoylphosphati-
dylcholine (DOPC). We obtained experimental data on the average lifetime of the membrane as a function
of applied voltage in the range of 200–375 mV. The analysis of the data obtained showed that the dependence
is nonmonotonic and cannot be described in terms of the classical theory of electroporation. These results
are consistent with modern models of the process of through conductive pores formation in a membrane. The
above models imply a complex pore energy profile and its dependence on membrane tension and external
electric field. Thus, we have shown that the classical theory of electroporation does not satisfy the experimen-
tally observed dependencies of the average membrane lifetime on the applied potential difference and re-
quires further refinement.

Keywords: lipid membrane, BLM, electroporation, line tension, dioleoylphosphatidylcholine, pore energy
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ПРОИЗВОДНОЕ БЕНЗИМИДАЗОЛА NS1619 ПОДАВЛЯЕТ 
ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ ИЗОЛИРОВАННЫХ МИТОХОНДРИЙ 
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Известно, что активатор Са2+-чувствительного калиевого канала большой проводимости (ВКСа)
NS1619 обладает плейотропным действием и способен также оказывать влияние на функциониро-
вание других транспортных систем клетки и ее органелл. В настоящей работе нами изучено влияние
этого производного бензимидазола на функционирование изолированных митохондрий скелетных
мышц мышей. Показано, что NS1619 дозозависимо подавляет дыхание и окислительное фосфори-
лирование митохондрий скелетных мышц мышей, энергизованных как в присутствии глутамат/ма-
лата (субстраты комплекса I дыхательной цепи), так и сукцината (субстрат комплекса II дыхатель-
ной цепи). Такое действие NS1619 обусловлено ингибированием активности комплексов I, III и
IV дыхательной цепи органелл, а также АТР-синтазы и сопровождается дозозависимым снижением
мембранного потенциала органелл, энергизованных субстратами или АТР. Кроме того, NS1619 су-
щественно снижает способность митохондрий поглощать и аккумулировать ионы кальция в мат-
риксе. В то же время, мы отметили антиоксидантный эффект NS1619, который проявляется в сни-
жении продукции перекиси водорода митохондриями скелетных мышц, энергизованными глута-
матом и малатом. В работе обсуждаются механизмы возможного токсического действия NS1619 на
функционирование митохондрий скелетных мышц и его вклад в побочные эффекты, наблюдаемые
при in vivo терапии мышечных патологий.

Ключевые слова: митохондрии скелетных мышц, NS1619, окислительное фосфорилирование, дыха-
тельная цепь, кальций, активные формы кислорода
DOI: 10.31857/S0233475523030064, EDN: FBJKVF

ВВЕДЕНИЕ
Модуляторы специфических ионных каналов

являются важными фармакологическими инстру-
ментами, позволяющими характеризовать функ-
циональные свойства ионных каналов и их влия-
ние на функцию клеток и их органелл. Одним из
актуальных направлений современной биологии
и фармакологии является поиск модуляторов
Са2+-чувствительного калиевого канала большой
проводимости (ВКСа), обнаруженного в плазма-
тической мембране разных типов клеток, наружной
мембране ядра, а также внутренней митохондри-
альной мембране (митоВКСа). Активность этого
канала регулируется внутриклеточной концен-
траций ионов кальция и мембранным потенциа-
лом [1].

Известно, что ВКСа-канал кодируется геном
Kcnma1, который при транскрибировании под-
вергается альтернативному сплайсингу, что при-
водит к появлению нескольких изоформ BKCa и в
том числе митохондриального варианта [2]. Ми-
тохондриальный BKCa, наряду с АТР-зависимым
калиевым каналом, также локализованным во
внутренней мембране органелл, обеспечивает
транспорт ионов калия в матрикс митохондрий
[3, 4]. Известно, что активность транспорта калия
в митохондриях, в том числе опосредованного
BKCa, тесно связана с регуляцией активности ды-
хательной цепи митохондрий, продукцией ими
активных форм кислорода (АФК) и индукцией
клеточной гибели [1]. Предполагается, что это
может быть обусловлено мягким разобщающим

УДК 577.352.4
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влиянием транспорта калия, приводящим к сни-
жению мембранного потенциала органелл, и как
следствие, к снижению продукции АФК мито-
хондриями [5–7]. Действительно, показано, что
BKCa играет важную цитопротекторную роль при
ишемии сердца и мозга [8, 9]. При этом защитный
эффект достигается путем фармакологической
активации BKCa и, напротив, снимается в присут-
ствии ингибиторов этого канала. Одним из акти-
ваторов BKCa, оказывающих цитопротекторное
влияние, является производное бензимидазола
NS1619 (1,3-дигидро-1-[2-гидрокси-5-(трифтор-
метил)фенил]-5-(трифторметил)-2Н-бензимида-
зол-2-он) (рис. 1). Ранее было показано, что
NS1619 защищает клетки сердца при ишемии/ре-
перфузии, а также обладает нейропротекторным
действием [8, 9]. Наряду с этим уже в ранних ра-
ботах была выявлена плейотропность действия
NS1619, которая проявлялась в его способности в
высоких концентрациях подавлять функциони-
рование комплексов дыхательной цепи митохон-
дрий [10–12], Са2+-АТP-азы сарко/эндоплазма-
тического ретикулума [12], а также кальциевых
каналов L-типа плазматических мембран [13].

Недавно нами показано, что в условиях in vivo
NS1619 нормализует размер и функциональную
активность митохондрий скелетных мышц и смяг-
чать развитие деструктивных процессов в мышцах
дистрофин-дефицитных mdx мышей, моделиру-
ющих тяжелую генетическую патологию – мы-
шечную дистрофию Дюшенна [14]. Применение
NS1619 обнаружило классическую для этого агента
картину и, наряду с активацией транспорта ионов
калия через внутреннюю мембрану митохондрий
скелетных мышц, сопровождалось снижением
продукции АФК митохондриями, увеличением
кальциевой емкости органелл, а также нормали-
зацией их размера. С другой стороны, в этих экс-
периментах нами было выявлено снижение пара-
метров дыхания и окислительного фосфорилиро-
вания митохондрий скелетных мышц животных,
получавших NS1619. При этом такой эффект
NS1619 был более выражен в случае контрольных
животных дикого типа, демонстрирующих высо-
кие показатели функциональной активности ор-
ганелл, и в этом случае также сопровождался уве-
личением периметра органелл [14].

С целью выяснения механизмов, лежащих в
основе выявленных ранее побочных эффектов
NS1619, в настоящей работе нами оценено влия-
ние этого агента на функционирование изолиро-
ванных митохондрий скелетных мышц мышей
линии C57BL/10. Установлено, что в условиях
in vitro этот агент дозозависимо снижает параметр
дыхательного контроля митохондрий и соотно-
шение ADP/O, что обусловлено как возможным
разобщающим влиянием транспорта ионов ка-
лия, так и ингибированием активности комплек-
сов дыхательной цепи органелл и АТР-синтазы.
Это сопровождается снижением мембранного
потенциала органелл, а также подавлением спо-
собности митохондрий поглощать и аккумулиро-
вать ионы кальция в матриксе. С другой стороны,
нами отмечено снижение продукции перекиси
водорода митохондриями скелетных мышц в
присутствии NS1619.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение митохондрий из скелетных мышц

мышей. Митохондрии из скелетных мышц мышей
линии C57BL/10 (вес животных 25–28 г) выделя-
ли методом дифференциального центрифугиро-
вания в соответствии с описанной ранее методи-
кой [15], за исключением этапа трипсинизации
ткани. Концентрацию белка митохондрий опре-
деляли методом Бредфорд, в качестве стандарта
использовали раствор бычьего сывороточного
альбумина (БСА). Во время проведения экспери-
мента суспензию митохондрий (20–30 мг мито-
хондриального белка в 1 мл) хранили на льду.

Оценка дыхания и окислительного фосфорили-
рования митохондрий скелетных мышц мышей.
Дыхание митохондрий регистрировали поляро-
графическим методом при 25°С в ячейке объемом
0.3 мл с помощью электрода Кларка и установки
Oxygraph Plus (Hansatech Instruments, Великобри-
тания) [16]. Среда инкубации содержала 200 мМ
сахарозу, 20 мМ KCl, 5 мМ КН2РО4, 0.5 мМ EGTA,
10 мМ HEPES –KOH, pH 7.4. Применяли следую-
щие концентрации субстратов и других реаген-
тов: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат калия,
5 мМ янтарная кислота, 0.2 мМ ADP, 50 мкМ
2,4-динитрофенол и 1 мкМ ротенон. Оценивали
дыхание митохондрий в основном метаболическом
состоянии (т.е. в присутствии экзогенных суб-
стратов или состояние 2), в состоянии 3 (в при-
сутствии экзогенных субстратов и ADP), в состо-
яние 4 (после того, как весь добавленный ADP
был израсходован в процессе синтеза АТР), ско-
рость дыхания митохондрий в состоянии 3UДНФ
(в присутствии протонофорного разобщителя
2,4-динитрофенола в концентрации 50 мкМ, вы-
зывающей максимальную стимуляцию дыхания).
Скорость окисления субстратов выражена в
нмоль O2 мин−1 мг−1 белка митохондрий. Коэф-

Рис. 1. Структура NS1619.
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фициент дыхательного контроля (ДК = состоя-
ние 3/состояние 4). ADP/O – стехиометрический
коэффициент, показывающий эффективность
окислительного фосфорилирования. Значение ко-
эффициента ADP/O определяли пульсовым мето-
дом [17]. Концентрация митохондриального бел-
ка в ячейке составляла 0.5 мг/мл.

Оценка активности комплексов дыхательной це-
пи митохондрий скелетных мышц мышей. Влияние
NS1619 на активность комплексов дыхательной
цепи митохондрий скелетных мышц мышей оце-
нивали спектрофотометрически согласно обще-
принятым протоколам [18–20] с использованием
планшетного спектрофотометра Multiskan GO
(Thermo Fisher Scientific, США). Для разрушения
митохондрий, освобождения индивидуальных
комплексов дыхательной цепи и достижения их
максимальной ферментативной активности изо-
лированные митохондрии (10 мг/мл митохондри-
ального белка) предварительно подвергали трех-
кратной процедуре замораживания/оттаивания
при –20/+30°С в гипотоническом буфере, содер-
жавшем 10 мМ Tris–HCl, pH 7.6. Состав буферов,
использованных для анализа активности индиви-
дуальных комплексов дыхательной цепи, приве-
ден в работах [18–20]. Активность комплекса I
оценивалась при 25°C по эффективности вос-
становления 2,6-дихлорфенолиндофенола разру-
шенными митохондриями (50 мкг митохондриаль-
ного белка/мл), которое оценивалось по скорости
уменьшения оптической плотности при 600 нм
после внесения 100 мкМ NADH [18]. Активность
комплекса II дыхательной цепи оценивали при
37°C по эффективности восстановления 2,6-ди-
хлорфенолиндофенолята натрия суспензией раз-
рушенных митохондрий (50 мкг митохондриаль-
ного белка/мл) в присутствии субстрата окисления
сукцината, которое определялось по снижению
светопоглощения суспензии при длине волны
600 нм после внесения 50 мкМ децилубихинона.
Активность комплекса III дыхательной цепи оце-
нивали при 25°C по эффективности восстановле-
ния добавленного цитохрома с суспензией разру-
шенных митохондрий (25 мкг митохондриально-
го белка/мл), которое определялось по снижению
оптической плотности суспензии при длине вол-
ны 550 нм после внесения 100 мкМ децилубихино-
ла. Активность комплекса IV дыхательной цепи
оценивали при 25°C по эффективности окисления
добавленного цитохрома с (восстановленного в
соответствии с [19]) суспензией разрушенных ми-
тохондрий (50 мкг митохондриального белка/мл),
которое определялось по снижению оптической
плотности суспензии при длине волны 550 нм по-
сле внесения суспензии разрушенных органелл.
Анализ активности комплекса V был основан на
связи его АТР-азной активности и окисления
NADH посредством реакций превращения фос-
фоенолпирувата в пируват под действием пиру-

ваткиназы, а затем пирувата в лактат под дей-
ствием лактатдегидрогеназы [20]. В этом случае
реакцию проводили при 25°С и запускали путем
внесения суспензии разрушенных митохондрий
(50 мкг митохондриального белка/мл), после чего
оценивали снижение оптической плотности при
длине волны 340 нм, отражающее окисление
NADH. Активность комплексов дыхательной це-
пи оценивали в течение первых 2–3 мин с начала
редокс-реакции (нмоль/мин на 1 мг белка). Вли-
яние NS1619 на активность комплексов дыхатель-
ной цепи выражали в процентах от средней ак-
тивности, регистрируемой в серии контрольных
экспериментов.

Оценка разности электрических потенциалов (Δψ)
на внутренней мембране митохондрий. Разность
электрических потенциалов (Δψ) на внутренней
мембране митохондрий оценивали по распреде-
лению флуоресцентного зонда сафранина О через
внутреннюю мембрану с помощью планшетного
спектрофлуориметра Varioskan LUX (Thermo
Fisher Scientific, США) [21]. Среда инкубации со-
держала 210 мМ маннитол, 70 мМ сахарозу, 1 мМ
KH2PO4, 10 мкМ EGTA, 10 мМ HEPES –KOH,
pH 7.4. Применяли следующие концентрации
субстратов и других реагентов: 2.5 мМ малат ка-
лия, 2.5 мМ глутамат калия, 5 мМ янтарная кис-
лота, 1 мкМ FCCP и 1 мкМ ротенон. Концентра-
ция митохондриального белка в ячейке составля-
ла 0.5 мг/мл.

Оценка кальциевой емкости митохондрий ске-
летных мышц мышей. Транспорт Ca2+ через внут-
реннюю митохондриальную мембрану оценивали
спектрофотометрически с помощью индикатора
арсеназо III (3,6-бис-[(2-арсонофенил)азо]-4,5-
дигидрокси-2,7-нафталиндисульфокислота) ин-
дикатора при 675–685 нм с помощью планшетно-
го спектрофотометра Multiskan GO (Thermo) при
25°С и постоянном перемешивании [22]. Среда
инкубации содержала 210 мМ маннитол, 70 мМ
сахарозу, 1 мМ KH2PO4, 50 мкМ арсеназо III,
10 мкМ EGTA, 10 мМ HEPES–KOH, pH 7.4. При-
меняли следующие концентрации субстратов и
других реагентов: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глу-
тамат калия, 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ роте-
нон. Концентрация митохондриального белка
в ячейке составляла 0.3 мг/мл. Для определения
способности митохондрий удерживать Ca2+,
20 мкМ CaCl2 последовательно добавлялись в ре-
акционную среду. После нескольких добавлений
происходило увеличение внешнего [Ca2+], что
указывало на массивное высвобождение иона из
органелл вследствие открытия кальций-зависи-
мой MPT-поры. Способность Ca2+ индуцировать
открытие поры в митохондриях выражалась ко-
личественно как кальциевая емкость (КЕ) мито-
хондрий, т.е. то максимальное количество Ca2+,
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которое может быть аккумулировано в матриксе
без последующего открытия поры.

Оценка скорости образования H2O2 митохон-
дриями скелетных мышц мышей. Скорость образо-
вания Н2О2 измеряли с помощью тест-системы,
включающей в себя флуоресцентный индикатор
Amplex Red и пероксидазу хрена на планшетном
флуориметре Varioskan LUX (Thermo Fisher Scien-
tific) при длине волны возбуждения 560 нм и дли-
не волны излучения 590 нм [21]. Среда инкубации
содержала 210 мM маннитол, 70 мM сахарозу,
1 мM KH2PO4, 10 мкM EGTA, 10 мM HEPES–
KOH (pH 7.4), 10 мкМ Amplex Red и пероксидазу
хрена (акт. 1 ед/мл). Концентрации субстратов и
других реагентов: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глута-
мат калия, 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ротенон.
Концентрация митохондриального белка состав-
ляла 0.15 мг/мл. Измерения проводились при
37°C и постоянном перемешивании. Количество
образованной перекиси водорода рассчитыва-
лось по калибровочной кривой. Стандартный
раствор H2O2 был приготовлен непосредственно
в день проведения эксперимента; его концентра-
цию определяли с использованием коэффициен-
та молярной экстинкции Е240 = 43.6 M−1 см–1.

Статистическая обработка результатов. Данные
были проанализированы с использованием про-
грамм Graph Pad Prizm 8 и Microsoft Excel и пред-
ставлены как среднее ± стандартная ошибка
средней. Полученные данные были обработаны
статистически с использованием t-критерия. Для
оценки значимости различий использовался уро-
вень вероятности p < 0.05.

Материалы. NS1619 и другие реактивы, ис-
пользуемые в работе, были приобретены в Sigma-
Aldrich (США). NS1619 растворяли в ДМСО (2 мМ
сток-раствор). В контрольных пробах к митохон-
дриям добавляли ДМСО в том же объеме, как в
добавках NS1619. Во всех случаях ДМСО не влиял
на исследуемые параметры митохондрий.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Недавно мы продемонстрировали, что в усло-

виях in vivo производное бензимидазола NS1619,
наряду с улучшением активности транспорта
ионов калия в митохондриях скелетных мышц
дистрофин-дефицитных mdx мышей, подавляет
параметры окислительного фосфорилирования
органелл [14]. Для выяснения механизмов, лежа-
щих в основе такого побочного действия NS1619,
мы оценили влияние этого агента на параметры
дыхания и окислительного фосфорилирования
изолированных митохондрий скелетных мышц
мышей. В табл. 1 представлены результаты, опи-
сывающие эффект NS1619 на дыхание митохон-
дрий скелетных мышц мышей в разных функцио-
нальных состояниях в присутствии глутамата и

малата (субстраты комплекса I дыхательной це-
пи) или сукцината (субстрат комплекса II дыха-
тельной цепи) в присутствии ротенона. Можно
видеть, что NS1619 в концентрациях 10 и 20 мкМ
дозозависимо повышает скорость дыхания мито-
хондрий в состоянии 2 и состоянии 4 и, напротив,
снижает скорость дыхания органелл в состоя-
ниях 3 и 3UДНФ. Такое действие NS1619 сопро-
вождается снижением параметра дыхательного
контроля (ДК) и эффективности синтеза ATP, что
оценивалось по коэффициенту ADP/O. Подоб-
ные результаты получены и при энергизации ор-
ганелл сукцинатом. В этом случае можно отме-
тить, что увеличение скорости дыхания в состоя-
нии 4 выражено лишь при 10 мкМ NS1619 и
эффект снижается в случае добавления 20 мкМ
этого агента. При этом можно видеть, что дей-
ствие NS1619 сопровождается снижением пара-
метра дыхательного контроля, отражающего
степень сопряжения окислительного фосфори-
лирования, при концентрации NS1619 20 мкМ
мы отметили снижение параметра в среднем в
1.67 раза в условиях энергизации органелл глута-
мат/малатом, тогда как при энергизации орга-
нелл сукцинатом мы отметили снижение этого
параметра лишь в 1.39 раза. В то же время сниже-
ние параметра ADP/O, характеризующего эффек-
тивность окислительного синтеза АТР, было бо-
лее выражено в случае энергизации митохондрий
сукцинатом – параметр снижался в среднем в
1.67 раза, при использовании глутамат/малата
снижение составило в среднем 1.37 раза. Это мо-
жет отражать вклад различных систем в снижение
эффективности окислительного фосфорилиро-
вания, индуцированное NS1619 в условиях энер-
гизации митохондрий субстратами комплекса I
или комплекса II дыхательной цепи органелл.

Необходимо также отметить, что снижение
дыхательного контроля митохондрий скелетных
мышц, индуцированное NS1619, было обусловле-
но различными факторами и зависело от исполь-
зуемого субстрата. Из табл. 1 видно, что NS1619-
индуцированное увеличение скорости дыхания
митохондрий скелетных мышц в состояниях 2 и 4
более выражено при энергизации митохондрий
субстратами комплекса I дыхательной цепи. В этом
случае эффект NS1619 можно было бы объяснить
его возможным протонофорным действием. Од-
нако ранее было установлено, что NS1619, не-
смотря на наличие гидроксильной группы в аро-
матическом кольце (рис. 1), не оказывает влия-
ния на протонную проницаемость бислойных
липидных мембран [10], что исключает этот меха-
низм влияния на митохондрии. Ранее активация
дыхания в состояниях 2 и 4, индуцированная
NS1619, была выявлена на митохондриях сердца
морской свинки и устранялась ингибитором
митохондриальных калиевых каналов паксилли-
ном [23]. Это позволяет предположить, что в этом
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случае разобщающий эффект NS1619 может быть
также обусловлен активацией транспорта ионов
калия в митохондрии, и этот эффект более выра-
жен при энергизации органелл глутамат/мала-
том. Наряду с этим, можно видеть, что в условиях
энергизации органелл глутамат/малатом увели-
чение скорости дыхания митохондрий скелетных
мышц в состоянии 4 частично устраняется внесе-
нием ингибитора F1Fo-АТP-азы олигомицина
(табл. 1). Это может свидетельствовать о способ-
ности NS1619 нарушать процесс фосфорилиро-
вания АDP за счет снижения активности ком-
плексов дыхательной цепи и/или обращения
активности АТP-синтазы. В этом случае АDP,
остающийся в системе, может некоторое время
поддерживать достаточно высокую скорость ды-
хания органелл в состоянии 4 [24]. Об ингибиро-
вании активности комплексов дыхательной цепи
митохондрий скелетных мышц мышей под дей-
ствием NS1619 также может свидетельствовать
наблюдаемое снижение потребления кислорода
митохондриями в ADP-стимулированном состо-
янии и состоянии 3UДНФ в условиях максималь-
ной стимуляции дыхания протонофорным разоб-

щителем 2,4-динитрофенолом. Необходимо отме-
тить, что в последнем случае снижение скорости
потребления кислорода было более выражено
при энергизации органелл сукцинатом, чем глу-
тамат/малатом – скорость дыхания в состоянии
3UДНФ снижалась в присутствии 20 мкМ NS1619
в 1.44 и 1.19 раза соответственно. Это может сви-
детельствовать о способности NS1619 более ак-
тивно подавлять работу комплексов дыхательной
цепи (без учета работы ATP-синтазы и транспор-
та ADP) в режиме энергизации митохондрий че-
рез комплекс II.

В следующей части работы мы оценили влия-
ние NS1619 на активность индивидуальных ком-
плексов дыхательной цепи митохондрий скелет-
ных мышц мышей, а также АТР-синтазы. Из дан-
ных табл. 2 видно, что NS1619 в концентрации
20 мкМ вызывает достоверное снижение актив-
ности комплекса I на 17%. Ингибирование ком-
плекса I митохондрий, вызванное NS1619, отме-
чено и в целом ряде других литературных источ-
ников и обнаруживалось на изолированных
митохондриях сердца крысы [11], а также клетках
глиомы человека линии LN229 [10] и эндотели-

Таблица 1. Влияние NS1619 на дыхание митохондрий скелетных мышц в разных функциональных состояниях
в присутствии глутамат/малата или сукцината

Примечание. Дыхание митохондрий в состоянии 3 индуцировали добавлением 200 мкМ ADP. Скорость разобщенного
дыхания измеряли в присутствии 50 мкМ ДНФ (состояние 3UДНФ). Дыхательный контроль (ДК) рассчитан как отношение
скорости дыхания в состоянии 3 к скорости дыхания в состоянии 4. Приведены средние значения ± стандартная ошибка
среднего (n = 4). 1 мкг/мл олигомицина (Олиго) добавлено к митохондриям в состоянии 4. * p < 0.05 против контроля (отсут-
ствие NS1619), # p < 0.05 против 10 мкМ NS1619, γ p < 0.05 против скорости дыхания в отсутствие олигомицина.

NS1619, мкМ
Состояние 2 Состояние 3 Состояние 4

Состояние
3UДНФ

ДК ADP/O

V дыхания, нмоль O2/мин/мг белка митохондрий отн. ед.

2.5 мМ глутамат + 2.5 мМ малат

0 6.48 ± 0.05 53.58 ± 1.90 18.62 ± 0.08 55.69 ± 0.29 2.88 ± 0.11 2.63 ± 0.07
10 9.31 ± 0.25* 47.90 ± 1.06* 19.74 ± 0.10* 51.47 ± 1.20* 2.43 ± 0.07* 2.23 ± 0.02*
20 14.93 ± 0.32*# 41.04 ± 1.62*# 23.83 ± 0.58*# 46.62 ± 1.84*# 1.72 ± 0.09*# 1.92 ± 0.03*#

+ Олиго 17.91 ± 0.34γ

5 мМ сукцинат

0 19.17 ± 0.55 61.41 ± 0.89 37.31 ± 0.26 53.47 ± 0.81 1.65 ± 0.02 1.44 ± 0.01
10 26.73 ± 0.36* 57.48 ± 0.81* 40.77 ± 0.28* 47.05 ± 0.67* 1.41 ± 0.01* 1.12 ± 0.05*
20 29.25 ± 0.46*# 45.67 ± 0.91*# 38.35 ± 0.60# 37.13 ± 0.97*# 1.19 ± 0.02*# 0.86 ± 0.05*#

Таблица 2. Активность комплексов дыхательной цепи митохондрий скелетных мышц мыши в присутствии
NS1619 (в % от контроля)

Примечание. Активность комплексов в отсутствие NS1619 принята за 100%. Приведены средние значения ± стандартная
ошибка среднего (n = 4). * p < 0.05 против контроля (отсутствие NS1619).

Добавки NS1619 Комплекс I Комплекс II Комплекс III Комплекс IV АТР-синтаза

10 мкМ 97.0 ± 3.2 105.7 ± 1.1 96.3 ± 0.2 98.5 ± 4.1 97.2 ± 2.1
20 мкМ 83.2 ± 3.1* 103.7 ± 1.0 90.3 ± 1.3* 89.0 ± 1.2* 88.0 ± 1.2*
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альных клетках линии EA.hy926 [12]. Наряду с
этим мы также обнаружили, что NS1619 подавля-
ет активность комплексов III и IV дыхательной
цепи митохондрий скелетных мышц мышей.
В этом случае эффект был менее выражен по
сравнению с влиянием на активность комплекса I –
20 мкМ NS1619 снижал активность комплекса III
в среднем на 10% и комплекса IV на 11% (табл. 2).
Как и предполагалось выше, NS1619 также сни-
жал активность АТР-синтазы митохондрий, 20 мкМ
этого агента вызывало 12% ингибирование актив-
ности этого комплекса. Ранее подобный эффект
NS1619 был показан и на субмитохондриальных
частицах сердца быка и было предположено, что
этот агент влияет на Fo-субъединицу АТР-синта-
зы [12].

Можно предполагать, что выявленное нами
ингибирующее влияние NS1619 на активность
комплексов дыхательной цепи, наряду с возмож-
ным разобщающим влиянием калиевого транс-
порта, препятствует синтезу АТР митохондриями
скелетных мышц, который необходим для под-
держания нормального мышечного сокращения
и функциональной активности мускулатуры.
Действительно, ранее в эксперименте in vivo, не-
смотря на общее положительное влияние NS1619
на состояние митохондрий и снижение деструк-
тивных процессов в ткани скелетной мускулату-
ры mdx мышей, мы не отметили влияния этого
агента на мышечную силу и выносливость дис-
трофичных животных. Более того, нами была
отмечена тенденция к снижению мышечной си-
лы здоровых мышей дикого типа, получавших
NS1619 [14].

Известно, что разобщение окислительного фос-
форилирования в митохондриях зачастую сопро-
вождается снижением мембранного потенциала
(Δψ) органелл. Из рис. 2 можно видеть, что в кон-

центрации 1 мкМ NS1619 не оказывает суще-
ственного влияния на Δψ митохондрий, однако
увеличение его концентрации суммарно до 5 мкМ
сопровождается выходом потенциал-зависимого
флуоресцентного зонда сафранина О из митохон-
дрий, что свидетельствует о снижении мембран-
ного потенциала органелл, и этот эффект усили-
вается с увеличением концентрации NS1619.
Данный эффект проявляется как в случае энерги-
зации митохондрий глутамат/малатом (рис. 2а),
так и сукцинатом (рис. 2б), а также в условиях
гидролиза добавленного АТР (рис. 2в). В послед-
нем случае можно полагать, что дозозависимое
снижение Δψ обусловлено показанным выше ин-
гибированием NS1619 активности АТР-синтазы.
Полученные результаты во многом соответствуют
известным данным, свидетельствующим о сни-
жении мембранного потенциала митохондрий
под действием ингибирующего влияния NS1619
[10–12].

Митохондрии являются одними из основных
продуцентов АФК в клетках [25, 26]. При этом
ингибирование комплексов дыхательной цепи,
равно как и разобщение окислительного фосфо-
рилирования, реализуемое посредством различ-
ных механизмов, оказывает существенное влия-
ние на интенсивность генерации АФК. Известно,
что NS1619-индуцированная активация митохон-
дриального BKCa-канала сопровождается сниже-
нием продукции АФК в клетке и в том числе в ми-
тохондриях [5–7]. В нашей недавней работе было
показано, что терапевтический эффект NS1619
в скелетных мышцах дистрофин-дефицитных mdx
мышей также может быть обусловлен снижением
продукции АФК и смягчением интенсивности
окислительного стресса [14]. Можно видеть, что
в условиях in vitro NS1619 также дозозависимо
снижает продукцию перекиси водорода изолиро-
ванными митохондриями скелетных мышц, хотя

Рис. 2. Дозозависимое влияние NS1619 на мембранный потенциал митохондрий скелетных мышц мыши, энергизо-
ванных глутамат/малатом (а), сукцинатом (б) и АТР (в). Субстраты и реагенты: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат
калия (а), 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ротенон (б), 2 мМ АТР (в), 1 мкМ FCCP (а, б, в). На каждом из рисунков
представлены данные типичного эксперимента, полученные на одном препарате митохондрий. В каждом случае ана-
логичные результаты были получены еще в двух независимых экспериментах.
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Рис. 3. Влияние NS1619 в различных дозах на продукцию H2O2 митохондриями скелетных мышц мыши, энергизован-
ными глутамат/малатом (а) или сукцинатом (б). Приведены средние ± ошибка среднего (n = 4). * – различия между
данными опытов (присутствие NS1619 в указанных концентрациях) и контролем (отсутствие NS1619) статистически
значимы, р < 0.05.
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достоверный эффект нами выявлен только в
условиях энергизации органелл субстратами ком-
плекса I дыхательной цепи (рис. 3а), что, возмож-
но, обусловлено более выраженной активацией
дыхания в состоянии 2 и 4, индуцированной
NS1619 (табл. 1). Это, как известно, способствует
снижению продукции АФК митохондриями [25].

Общепризнано, что митохондрии не только
обеспечивают клетку АТР и теплом, но играют
ведущую роль в процессах регуляции ее функций
при участии свободного Ca2+ [27–29]. Известно,
что изолированные митохондрии из различных
органов и тканей животных в энергизованном со-
стоянии обладают способностью аккумулировать
и удерживать Ca2+ в матриксе [29]. Однако при
критической перегрузке матрикса органелл иона-
ми кальция наблюдается индукция неспецифиче-
ской проницаемости внутренней мембраны для
ионов и растворимых в воде веществ с молекуляр-
ной массой до 1500 Да по их градиенту концентра-
ции (или открытие митохондриальной поры) [29].
Образование такой поры приводит к нарушению
энергетических функций митохондрий, прежде
всего синтеза АТР, а также может вызвать набуха-
ние матрикса митохондрий, разрыв внешней
мембраны и, как следствие, выход находящихся в
межмембранном пространстве цитохрома c и дру-
гих, так называемых апоптогенных белков [29].
В связи с этим индукция поры во внутренней
мембране митохондрий рассматривается как один
из факторов гибели клеток при различных пато-
логических состояниях [29].

Известно, что регуляция митохондриального
BKCa-канала тесно связана с индукцией MPT-по-
ры. Действительно, ранее было показано, что
фармакологическая активация канала с помощью
NS1619 увеличивает количество добавок Ca2+, не-

обходимых для индукции MPT-поры в митохон-
дриях сердца в условиях ишемии/реперфузии,
что также рассматривалось в качестве кардиопро-
текторного эффекта этого агента [2]. Подобное
действие NS1619 показано и в нашей предыдущей
работе и сопровождалось увеличением кальцие-
вой емкости митохондрий скелетных мышц дис-
трофин-дефицитных мышей. С другой стороны,
мы, напротив, отметили снижение способности
аккумулировать ионы кальция митохондриями
скелетных мышц здоровых мышей дикого типа,
получавших NS1619 [14]. В настоящей работе мы
также оценили in vitro влияние NS1619 на способ-
ность митохондрий скелетных мышц мышей по-
глощать и удерживать ионы кальция в матриксе
органелл. На рис. 4 представлены результаты срав-
нительного изучения кинетики поглощения Ca2+

митохондриями скелетных мышц мыши, энерги-
зованными глутамат/малатом или сукцинатом и
инкубируемых в отсутствие и в присутствии NS1619.
Можно видеть, что предварительная инкубация
митохондрий с NS1619 приводит к существенно-
му снижению количества поглощаемых ими до-
бавок кальция (рис. 4а, 4б), что количественно
выражается в снижении кальциевой емкости ор-
ганелл и свидетельствует о более эффективной
индукции MPT-поры.

Суммируя полученные данные, можно пола-
гать, что действие NS1619 в скелетных мышцах,
с одной стороны, может быть реализовано через
активацию BKCa-канала, в том числе и его мито-
хондриальной изоформы. С другой стороны, это
производное бензимидазола подавляет функцио-
нирование комплексов дыхательной цепи мито-
хондрий и АТР-синтазы, что оказывает суще-
ственное влияние на способность органелл син-
тезировать АТР, необходимого прежде всего для
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сокращения скелетной мускулатуры. Кроме того,
это сопровождается снижением мембранного по-
тенциала митохондрий, изменением продукции
АФК, а также угнетением способности органелл
аккумулировать ионы кальция, что также необхо-
димо для корректной регуляции циклов сокра-
щения и расслабления мышц. При этом важно
отметить, что полумаксимальная эффективная
концентрация (EC50) NS1619 как активатора
BKCa-каналов составляет порядка 3 мкМ [30], в то
время как способность подавлять функцию мито-
хондрий проявляется при более высоких концен-
трациях, в частности, в нашем случае концентра-
ция полумаксимального ингибирования (IC50)
при оценке влияния NS1619 на параметр кальци-
евой емкости органелл, энергизованных глута-
мат/малатом, составила около 20 мкМ (рис. 4а, 4в).

Как можно видеть из нашей предыдущей работы,
NS1619 ослабляет развитие митохондриальной
дисфункции скелетных мышц при дистрофии
Дюшенна. В то же время этот агент оказывает
скорее негативное влияние на функцию мито-
хондрий здоровых скелетных мышц. Исходя из
результатов этой работы, наших предыдущих и
литературных данных, можно сделать вывод, что
in vivo эффект NS1619 обусловлен суммарным
действием этого агента на различные митохон-
дриальные и клеточные системы и во многом за-
висит от особенностей функционирования этих
систем в норме и патологии. Это требует тщатель-
ного подбора терапевтических концентраций
NS1619 и условий его введения в организм.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-

Рис. 4. Влияние NS1619 на транспорт кальция в митохондриях скелетных мышц мыши. а – Поглощение добавок Са2+

(пульсы по 20 мкМ) митохондриями скелетных мышц, энергизованными глутамат/малатом, в отсутствие добавок (1)
и в присутствии 5 (2), 10 (3) и 20 мкМ (4) NS1619. б – Поглощение добавок Са2+ (пульсы по 20 мкМ) митохондриями
скелетных мышц, энергизованными сукцинатом, в отсутствие добавок (1) и в присутствии 5 (2), 10  (3) и 20 мкМ (4)
NS1619. в – Кальциевая емкость митохондрий скелетных мышц, энергизованных глутамат/малатом, в отсутствие
(контроль) и в присутствии различных концентраций NS1619. г – Кальциевая емкость митохондрий скелетных мышц
мышей, энергизованных сукцинатом, в отсутствие (контроль) и в присутствии различных концентраций NS1619. Суб-
страты и реагенты: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат калия (а), 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ротенон (б). Кон-
центрация митохондриального белка в кювете – 0.3 мг/мл. На панелях а и б представлены данные типичного экспе-
римента, полученные на одном препарате митохондрий. В каждом случае аналогичные результаты были получены
еще в трех независимых экспериментах. Панели в и г – приведены средние значения ± стандартная ошибка среднего
(n = 4). * – различия между данными опытов (присутствие NS1619 в указанных концентрациях) и контролем (отсут-
ствие NS1619) статистически значимы, р < 0.05.
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тересов, связанных с публикацией настоящей
статьи.
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Соответствие принципам этики. Все примени-
мые международные, национальные и/или ин-
ституциональные принципы ухода и использова-
ния животных были соблюдены.
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Benzimidazole Derivative NS1619 Inhibits Functioning of Mitochondria Isolated 
from Mouse Skeletal Muscle

M. V. Dubinin1, *, A. D. Igoshkina1, A. A. Semenova1, N. V. Mikina1,
E. I. Khoroshavina1, K. N. Belosludtsev1, 2
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The activator of the large-conductance Ca2+-activated K+ channel (BKCa) NS1619 is known to have a pleio-
tropic action and is able to affect the functioning of other transport systems of the cell and its organelles. In
this work, we have studied the effect of this benzimidazole derivative on the functioning of isolated mouse
skeletal muscle mitochondria. NS1619 has been shown to dose-dependently inhibit respiration and oxidative
phosphorylation of mouse skeletal muscle mitochondria fueled by glutamate/malate (complex I substrates)
or succinate (complex II substrate). This action of NS1619 is based on the inhibition of the activity of com-
plexes I, III, and IV of the respiratory chain of organelles, as well as ATP synthase and is accompanied by a
dose-dependent decrease in the membrane potential of organelles fueled by the above substrates or ATP. In
addition, NS1619 significantly reduces the ability of mitochondria to uptake and retain calcium ions in the
matrix. At the same time, we noted the antioxidant effect of NS1619 expressed in a decrease in the production
of hydrogen peroxide by skeletal muscle mitochondria fueled by glutamate and malate. The mechanisms of
the possible toxic effects of NS1619 on skeletal muscle mitochondrial function and its contribution to the side
effects observed in the treatment of muscle pathologies in vivo are discussed.

Keywords: skeletal muscle mitochondria, NS1619, oxidative phosphorylation, respiratory chain, calcium,
reactive oxygen species
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Одной из основных стадий инфекционного процесса, которая во многом определяет течение и ис-
ход заболевания, является первичный контакт возбудителя с клетками хозяина. Ключевую роль в
таком взаимодействии грамотрицательных бактерий с иммунокомпетентными клетками макроор-
ганизма играет липополисахарид наружной мембраны, инициирующий запуск и развитие иммун-
ных реакций путем взаимодействия с рядом специфических рецепторов, в первую очередь СD14 и
TLR4. Цель настоящей работы состояла в количественном определении методом атомно-силовой
микроскопии силовых характеристик взаимодействия липополисахарида Yersinia pestis вакцинного
штамма EV с рецепторами CD14 и TLR4 на поверхности мышиных макрофагов J774. Препарат липо-
полисахарида выделяли из клеток Y. pestis вакцинного штамма EV, выращенных при 27°С. Для оценки
экспрессии рецепторов на поверхности клеток применяли метод флуоресцентной и конфокальной
микроскопии. С использованием моноклональных антител к рецепторам CD14 и TLR4 методом си-
ловой спектроскопии оценивали силовые характеристики взаимодействия липополисахарида на
поверхности зонда (иглы) кантилевера с клетками макрофагов J774. В работе были подобраны усло-
вия иммобилизации на стекле мышиных макрофагов линии J774, позволяющие проводить скани-
рование их поверхности и оценивать силу адгезии к клеткам целевых антигенов методом атомно-
силовой микроскопии. Инкубация иммобилизованных макрофагов в растворах c моноклональны-
ми антителами к рецепторам CD14 и TLR4 вызывала снижение основных силовых характеристик
взаимодействия в системе макрофаг J774 – липополисахарид Y. pestis по сравнению с интактными,
необработанными клетками. Аналогичный эффект зарегистрирован после предварительной обра-
ботки клеток раствором того же препарата липополисахарида без моноклональных антител. Полу-
ченные результаты свидетельствуют о способности липополисахарида, химически связанного с
зондом, взаимодействовать с рецепторами CD14 и TLR4 на поверхности макрофагов.

Ключевые слова: липополисахарид, Yersinia pestis, рецепторы CD14 и TLR4, макрофаги J774, атомно-
силовая микроскопия
DOI: 10.31857/S0233475523040035, EDN: OJPGSD

ВВЕДЕНИЕ

Клиническая картина и исход бактериальных
инфекций во многом определяются результатом
первичного взаимодействия патогена с клетками
хозяина, в первую очередь эпителиальными и им-
мунокомпетентными. Указанное взаимодействие
опосредуется поверхностными антигенами воз-
будителя, связанными с телом клетки или нахо-

дящимися в межклеточном пространстве. Одним
из таких антигенов грамотрицательных бактерий
является липополисахарид (ЛПС), основной струк-
турный компонент наружной мембраны, способ-
ный выделяться в окружающую микробную клетку
среду. Этот антиген участвует в реализации мно-
гих важных функций бактерий в организме хозя-
ина, в том числе индуцируя развитие процессов
врожденного и приобретенного иммунитета [1].

УДК 577.32
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Клетки млекопитающих способны продуци-
ровать молекулы, которые с той или иной степе-
нью специфичности могут связываться с опреде-
ленными объектами внешней среды биотической
и абиотической природы. Среди таких молекул
есть белки, играющие ключевую роль во взаимо-
действии с патогенными микроорганизмами и
клетками индигенной микрофлоры. Установлена
способность клеток Yersinia pestis связываться с
поверхностью эукариотических клеток или ком-
понентами внеклеточного матрикса посредством
таких адгезинов, как Pla, Psa, YadBC, Ail [2]. По-
казана способность аутотранспортера YapF Y. pes-
tis, иммобилизованного на поверхности полисти-
рольных микросфер, связываться с макрофагами
J774 [3].

На начальных этапах проникновения грамот-
рицательных бактерий в организм хозяина особое
значение имеют рецепторы CD14 и TLR4 имму-
нокомпетентных клеток. Показано, что при ин-
фицировании макроорганизма минимальные ко-
личества ЛПС в не связанной с микробной клет-
кой форме попадают в кровь, где в комплексе
с липополисахарид-связывающим белком ЛПС
может связываться с рецептором CD14, который
находится в растворимом виде или связан с по-
верхностью макрофагов. Белок CD14 расщепляет
агрегаты ЛПС до субъединичных молекул, кото-
рые взаимодействуют с TLR4-MD2, что приводит
к активации ряда сигнальных молекул, в том числе
провоспалительных цитокинов [4, 5]. Это способ-
ствует элиминации патогена из инфицированно-
го организма. Вместе с тем такого механизма за-
щитной реакции может оказаться недостаточно,
что может привести к генерализации инфекци-
онного процесса, в том числе к септическому шо-
ку, опосредуемому и эндотоксином возбудителя.
Японскими авторами установлено, что ЛПС Y. pestis
как в водорастворимой форме, так и в связанном
с клеткой виде может и напрямую взаимодей-
ствовать с рецептором TLR4 на поверхности мак-
рофагов человека U937, причем клетки культур,
выращенных при 27°С и 37°С, а также препараты
ЛПС, выделенные из этих культур (ЛПС-27 и
ЛПС-37 соответственно), вызывали различные
эффекты. Так, водорастворимый ЛПС-27, равно
как и инактивированные формалином бактерии,
выращенные при 27°С, за счет связанного с клет-
кой ЛПС-27 стимулируют воспалительную реак-
цию, опосредованную рецептором TLR4. ЛПС-37,
напротив, проявлял выраженную антагонистиче-
скую активность в отношении TLR4-опосредо-
ванного воспалительного ответа. Иные результа-
ты были получены при использовании макрофа-
гов мыши линии RAW264.7: оба препарата ЛПС
оказывали провоспалительное действие, но обра-
ботка клеток препаратом ЛПС-27 вызывала на
три порядка более сильную продукцию провоспа-
лительных цитокинов [6]. Помимо указанных ме-

ханизмов взаимодействия ЛПС с иммунокомпе-
тентными клетками, характерного для многих
грамотрицательных бактерий, Y. pestis может
связываться посредством кора ЛПС с рецепто-
ром SIGNR1 (CD209b) антиген-презентирующих
клеток, что способствует быстрому распростра-
нению-патогена в организме хозяина [7].

Несмотря на то, что многие стороны взаимо-
действия бактерий Y. pestis с клетками макроорга-
низма исследованы достаточно глубоко, отдельные
особенности первичного контакта про- и эукари-
отической клетки нуждаются в дополнительном
изучении, в том числе биофизическими метода-
ми. Представляет несомненный интерес, в част-
ности, количественная оценка силы связи между
иммунокомпетентными клетками хозяина и мик-
робной клеткой или ее поверхностными антиге-
нами, значимость которых в качестве лигандов
возбудителя, взаимодействующих с рецепторами
эукариотической клетки, экспериментально уста-
новлена или предполагается. Цель работы состо-
яла в определении методом атомно-силовой мик-
роскопии участия рецепторов CD14 и TLR4 во
взаимодействии ЛПС Y. pestis с макрофагами J774.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа с клеточными культурами. Мышиные
макрофаги линии J774 (Российская коллекция
клеточных культур позвоночных Института ци-
тологии РАН) выращивали в культуральных фла-
конах 25 см2 (Jet Biofil, Китай) с жидкой питатель-
ной средой DMEM с добавлением 10% фетальной
бычьей сыворотки (БиолоТ, Россия) в CO2-инку-
баторе при температуре 37°C в атмосфере угле-
кислого газа (5%). С использованием раствора
Версена клетки переносили в полистироловые
чашки, на дно которых были помещены покров-
ные стекла, и культивировали при описанных вы-
ше условиях в течение 18–22 ч.

Для проведения экспериментов по силовой
спектроскопии клетки J774 после инкубации на
покровных стеклах трехкратно промывали пита-
тельной средой DMEM и к клеткам добавляли
питательную среду, в которой содержались мы-
шиные моноклональные антитела к рецепторам
TLR4 или CD14 (Novus Biologicals, США) в кон-
центрации 1 мкг/мл или препарат ЛПС Y. pestis EV
в концентрации 100 мкг/мл. В качестве контроля
использовали клетки, которые инкубировали в
питательной среде без добавления антител. Да-
лее чашки с клетками 30 мин инкубировали в
CO2-инкубаторе (37°C, 5% CO2). Затем клетки
трижды промывали фосфатным буферным рас-
твором (ФБР) для удаления не связавшихся ан-
тител или ЛПС, после чего клетки фиксировали
0.1% раствором глутарового альдегида в ФБР в те-
чение 30 мин и трижды промывали ФБР.
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Для проведения конфокальной и флуорес-
центной микроскопии клетки обрабатывали та-
ким же образом, за одним исключением. Вместо
стадии инкубации клеток с моноклональными
антителами или ЛПС клетки при тех же условиях
инкубации обрабатывали конъюгатом монокло-
нальных антител крысы к рецептору TLR4 (или
CD14) с ФИТЦ (Thermo Fisher Scientific, США)
в концентрации 1 мкг/мл. В качестве контроль-
ной культуры использовали клетки перевиваемой
линии КВ, полученной из Российской коллекции
клеточных культур позвоночных Института ци-
тологии РАН.

Конфокальная и флуоресцентная микроскопия.
Покровное стекло с фиксированными клетками
помещали на предметное стекло с каплей монти-
рующей среды Eukitt (Sigma, США). Визуализа-
цию клеточных рецепторов проводили с помощью
флуоресцентной и конфокальной микроскопии.
Флуоресцентные изображения были получены в
режиме проходящего света с использованием
микроскопа Olympus BX51 (Olympus, Токио, Япо-
ния), оснащенного источником возбуждающего
света X-cite 120Q (Excelitas Technologies) и двухре-
жимной флуоресцентной системой CytoViva®
(Triple Pass). Конфокальные изображения были
получены с помощью сканирующего лазерного
конфокального микроскопа LSM 780 (Carl Zeiss,
Германия) с использованием аргонового лазера
(480 нм).

Функционализация кантилевера. В работе исполь-
зовали кантилеверы серии PNP-DB (NanoWorld,
Швейцария). Функционализация кантилевера про-
ходила в два этапа: модификация минеральной
поверхности аминогруппами и последующая сен-
сибилизация препаратом ЛПС, который выделя-
ли из культуры вакцинного штамма Y. pestis EV,
выращенной при температуре 27°С, по Вестфалю
[8]. Непосредственно перед проведением моди-
фикации кантилеверы облучали ультрафиолетом
в течение 15 мин для деконтаминации поверхно-
сти и затем помещали в эксикатор, заполненный
аргоном. В среду аргона вносили две емкости, со-
держащие 10 мкл триэтиламина (Reachem, Рос-
сия) и 30 мкл (3-аминопропил)триэтоксисилана
(APTES) (Sigma-Aldrich, США), и инкубировали
при комнатной температуре в течение 1.5 ч. Уда-
ление не связавшихся с минеральной поверхно-
стью кантилевера молекул APTES проводили пу-
тем термической обработки при температуре
60°C в течение 1 ч. Сенсибилизацию кантилевера
препаратом ЛПС производили с использованием
бифункционального полиэтиленгликоля (ПЭГ)
по методике, описанной в работе [9]. Модифици-
рованный кантилевер помещали в 0.5 мл хлоро-
форма, содержащего 30 мкл триэтиламина и 1 мг
Acetal-PEG-NHS, предоставленного доктором
H. Gruber (Institute for Biophysics, Johannes Kepler
University of Linz, Linz, Austria). По истечении 2 ч

инкубирования кантилевер трижды отмывали пу-
тем погружения в хлороформ на 5 мин. Кантиле-
вер помещали в свежеприготовленный, профиль-
трованный через насадку Millipore (0.22 мкм), 1%
раствор лимонной кислоты на 10 мин для перево-
да ацетильной группы ПЭГ в альдегидную с по-
следующей промывкой деионизированной водой
(3 раза по 5 мин). Отмытый кантилевер помещали
на 1 ч в 100 мкл раствора, содержащего ЛПС в
концентрации 50–100 мкг/мл и 20 мМ NaCNBH3
(Sigma-Aldrich, США). Перед проведением дан-
ного этапа функционализации препарат липопо-
лисахарида центрифугировали (13000 g, 15 мин)
для избавления от высокомолекулярных агломе-
ратов и затем фильтровали через насадку Milli-
pore (0.22 мкм). Альдегидные группы, не связав-
шиеся с ЛПС, блокировали путем добавления
5 мкл 1 М моноэтаноламина в реакционную смесь
с последующей инкубацией в течение 10 мин.
На завершающем этапе функционализации кан-
тилевер промывали деионизированной водой три-
жды по 5 мин и осушали с помощью фильтроваль-
ной бумаги.

Силовая спектроскопия. Сканирование кле-
точной поверхности и определение силы межмо-
лекулярного связывания производили с исполь-
зованием атомно-силового микроскопа Ntegra
Prima (NT-MDT, Россия). Перед проведением
силовой спектроскопии выбирали клетку, прочно
закрепленную на поверхности покровного стекла.
Устанавливали область сканирования 30 × 30 мкм
и производили сканирование клеточной поверх-
ности в контактном режиме при частоте разверт-
ки 1 Гц. Разрешение полученных изображений
256 × 256 пикселей. Затем изучаемую клетку под-
водили к зонду кантилевера до момента контакта,
после 1-с паузы образец отводили от зонда. Во
время данного процесса производилась запись
силовой кривой – зависимости сигнала отклоне-
ния консоли кантилевера от координаты пьезо-
столика с образцом. Определение коэффициента
пропорциональности между сигналом фотоде-
тектора и отклонением кантилевера для преобра-
зования сигнала фотодетектора в значения силы
производили с использованием калибровочных
силовых кривых подведения чистого стекла к
кантилеверу. Пример хронограмм сигнала отве-
дения клетки от зонда в координатах “сила–рас-
стояние” приведен на рис. 1. Последующая обра-
ботка полученных силовых кривых позволяет из-
влечь информацию о силе связывания между
сенсибилизированным зондом и клеткой. Скани-
рование клеток и силовую спектроскопию произ-
водили с использованием кантилеверов серии
PNP-DB (NanoWorld, Швейцария) с радиусом
закругления иглы 10 нм и жесткостью консоли
0.06 нН/нм. Скорость нагружения межмолекуляр-
ной связи 60 нН/с. Все исследования с использо-
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ванием атомно-силового микроскопа были вы-
полнены в ФБР.

Статистическая обработка данных. Выбраков-
ку силовых кривых и определение силовых харак-
теристик взаимодействия производили с исполь-
зованием разработанного авторами программного
обеспечения. Расчет средних значений, довери-
тельных интервалов и достоверности различий
производили с использованием программных па-
кетов LibreOffice Calc 6.1.5 (The Document Foun-
dation) и Microsoft Excel 2013 (Microsoft).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Считается, что фиксация и дегидратация об-

разцов клеток для исследования с помощью АСМ
значительно менее деструктивны, чем пробопод-
готовка образцов для трансмиссионной и скани-
рующей электронной микроскопии [10]. Согласно
литературным данным [11], ранее уже был исполь-
зован “мягкий метод” фиксации клеток глутаро-
вым альдегидом (0.5% в течение 60 мин), который
может повысить визуализацию клеточных струк-
тур и приводит примерно к трехкратному увели-
чению модуля упругости исследованных клеток
RDX2C2.

В предварительных исследованиях мы оцени-
вали условия иммобилизации макрофагов на по-
верхности стекла, позволяющие достаточно на-
дежно и вместе с тем мягко фиксировать клетки
J774 для последующих операций по сканирова-
нию ее поверхности и измерению сил связи.
Оценку условий фиксации проводили, варьируя
концентрацию глутарового альдегида и время
экспозиции. В результате этих экспериментов
было показано, что для достижения указанной
цели оказалась достаточной 30-мин экспозиция
покровного стекла в 0.1% растворе глутарового
альдегида. Изображение сканированной типич-
ной клетки после такой обработки культуры мак-
рофагов J774 представлено на рис. 2.

Известно, что рецептор TLR4 продуцируется
главным образом моноцитами, макрофагами и
дендритными клетками, а также некоторыми не-
иммунными, например эндотелиальными клет-
ками [12]. Рецептор CD14 экспрессируется в свя-
занном с плазматической мембраной виде также
большинством клеток миелоидного происхожде-
ния [13, 14]. В настоящей работе в качестве объек-
та исследования была использована культура
клеток мышиных макрофагов J774, которые, по
данным литературы, экспрессируют рецепторы
TLR4 [15] и CD14 [16]. Наличие на поверхности
макрофагов рецепторов TLR4 и CD14 подтвер-
ждали методом флуоресцентной и конфокальной
микроскопии интактных клеток, а также клеток
после их обработки конъюгатом на основе моно-
клональных антител к тому или иному рецептору.
Контролем служили клетки эпителия ротовой
полости КВ, о способности которых экспресси-
ровать указанные рецепторы литературных дан-
ных нет.

Как показано на рис. 3, клетки J774, в отличие
от клеток КВ, характеризуются значительной
экспрессией клеточных рецепторов CD14 и TLR4.
Это подтверждается также результатами прове-
денной оценки количественной флуоресценции
соответствующих образцов (данные не приведены).
Аналогичные данные были получены при иссле-
довании методом конфокальной микроскопии.
Так, представленные на рис. 4 микрофотографии
клеток, обработанных конъюгатом с FITC моно-
клональных антител к CD14, свидетельствуют о
существенной экспрессии этих рецепторов на по-
верхности клеток J774, но не КВ.

Для проверки специфичности взаимодействия
рецепторов CD14 и TLR4 клеток J774 именно с
ЛПС Y. pestis измерения силы взаимодействия
ЛПС с клетками J774 методом атомно-силовой
микроскопии проводили также при добавлении в
среду ЛПС или моноклональных антител против
рецепторов CD14 и TLR4.

Рис. 1. Пример силовых кривых взаимодействия ЛПС-кантилевера с поверхностью интактной клетки J774 (а) и по-
верхностью клетки J774, обработанной моноклональными антителами к рецептору TLR4 (б), а также силовой кривой,
описывающей отсутствие взаимодействия (в).
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Оценка силовых характеристик взаимодействия
ЛПС с поверхностью иммобилизованных макро-
фагов J774 методом атомно-силовой микроско-
пии осуществлялась с использованием следующих
критериев оценки регистрируемых хронограмм
сигнала фотодетектора: средняя сила разрыва по-
следней связи; работа сил адгезии; средняя сила
разрыва всех связей; средняя сила разрыва пер-
вой связи; длина ассоциата, под которой понима-
ется расстояние от поверхности клетки до зонда
(острия) кантилевера в момент разрыва послед-
ней связи; количество разрывов связей на одну
силовую кривую; количество силовых кривых,
имеющих как минимум один разрыв связей. Как
считается, первые три критерия являются наиболее
информативными при оценке силовых характе-
ристик связи между молекулами. Разрыв послед-
ней связи характеризует межмолекулярное взаи-
модействие, в котором минимизировано влияние
минеральной поверхности зонда или линкера на
регистрируемую силу. Работа сил адгезии и сред-
няя сила разрыва всех связей отражают инте-
гральную характеристику взаимодействия и учи-
тывают все образовавшиеся специфические и не-
специфические связи. Схема экспериментальной
установки, подробное описание методик выбра-

ковки хронограмм и обработки силовых кривых,
а также описание критериев оценки силовых ха-
рактеристик для системы взаимодействующих
молекул приведены в работе [17]. Ключевым от-
личием процедуры выбраковки силовых кривых,
полученных при работе с клетками, является от-
сутствие требования к линейности силовой кри-
вой на участке от начала отведения до момента
пересечения базисной линии, по которому опре-
деляется коэффициент пропорциональности β
между сигналом фотодетектора и отклонением
кантилевера. Это обусловлено сложностью по-
верхности клеток и их реологическими свойства-
ми, что может приводить к значительному числу
артефактов и нелинейности хронограммы сигнала
на начальном этапе отведения. В этой связи для
определения коэффициента пропорционально-
сти использовали калибровочные силовые кри-
вые взаимодействия кантилевера с чистым стек-
лом. В работе [17] было показано, что определе-
ние силы чисто специфического взаимодействия
даже на примере относительно простой системы
“антиген–антитело” является трудновыполнимой
задачей вследствие большого вклада неспецифи-
ческого компонента в регистрируемое взаимо-
действие. Следует отметить, что взаимодействие

Рис. 2. АСМ-изображение поверхности макрофага J774 после обработки клеток 0.1% глутаровым альдегидом в течение
30 мин. Цветовая шкала отражает высоту объекта.
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липополисахарида с клеточной поверхностью яв-
ляется более сложным, комплексным в сравне-
нии с межмолекулярным взаимодействием “ЛПС–
антитела”, описанным в статье [17], что отражается
в усложнении сигнала, регистрируемого на сило-
вой кривой.

Как известно, сила межмолекулярных связей в
системах “антиген–антитело”, оцениваемая био-
физическими методами, не превышает несколь-
ких сотен пиконьютон [18]. В ходе проведения
экспериментов были получены в том числе и
значения силы взаимодействия в несколько на-
ноньютон. Это, очевидно, объясняется множе-
ственностью формируемых связей между поверх-

ностью клетки и липополисахаридом, иммобили-
зованным на зонде. Как известно, препараты
ЛПС в растворе представляют собой смесь струк-
тур различной молекулярной массы – от субъеди-
ниц этого антигена до крупномолекулярных аг-
ломератов. Форма и размер последних зависят
как от концентрации и свойств препарата ЛПС,
так и от параметров среды, таких как рН, темпе-
ратура, наличие катионов и др. [19–21]. Даже
центрифугирование и микрофильтрация препа-
рата ЛПС, проведенные непосредственно перед
процедурой сенсибилизации кантилевера, не ис-
ключают присутствия в растворе относительно
крупномолекулярных агломератов ЛПС. Реги-

Рис. 3. Визуализация клеток KB (а, б) и J774 (в, г), обработанных моноклональными антителами к CD14 (а, в) и
TLR4 (б, г), с помощью флуоресцентной микроскопии.
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страция высокоамплитудных отрывов определя-
ется также и эластичностью клеточной стенки.
Вышеназванные причины обусловливают фор-
мирование выраженной площади контакта между
взаимодействующими объектами, вызывающее
появление многочисленных специфических и
неспецифических связей, которые и объясняют
регистрацию значительных сил отрывов. К числу
неспецифических компонентов исследуемого взаи-
модействия можно отнести силы, прилагаемые
для “расплетания” крупномолекулярных агло-
мератов ЛПС. Неспецифическое связывание
может определяться также вполне вероятным
взаимодействием гидрофобного ЛПС с неиден-
тифицированными гидрофобными структурами
поверхности макрофага, а также электростатиче-
ским взаимодействием ЛПС с положительно за-
ряженными участками клеточной мембраны или
внеклеточного матрикса. Кроме того, возможное
наличие незаблокированных аминогрупп APTES
на зонде и альдегидных групп глутарового альде-
гида на поверхности макрофага может вносить
значительный вклад в регистрируемые силы свя-
зи. Чтобы минимизировать вклад неспецифиче-
ских связей и, предположительно, множествен-
ных специфических связей ЛПС с рецепторами
макрофага, силовые кривые, содержащие силы
отрыва выше 1 нН, были исключены из числа
подлежащих статистической обработке с помо-
щью специально разработанной авторами про-
граммы. Данные после указанной выбраковки
представлены в табл. 1.

Блокировка рецепторов TLR4 на поверхности
иммобилизованных клеток J774 специфическими
моноклональными антителами привела к суще-

ственному (p < 0.01) снижению значений силовых
характеристик, в частности силы первого и по-
следнего отрывов, средней силы всех отрывов, а
также работы сил адгезии, в сравнении с интакт-
ными клетками. В целом, аналогичное, но не-
многим менее выраженное ослабление сил связи
по оцениваемым параметрам зарегистрировано
для клеток J774 с заблокированным монокло-
нальными антителами рецептором CD14, за ис-
ключением амплитуды первого и последнего от-
рывов. Для указанных параметров различия между
блокированными и интактными клетками досто-
верны с меньшей и приблизительно одинаковой
вероятностью (p ~ 0.05). Роль рецепторов в связы-
вании липополисахарида косвенно подтвержда-
ется их блокировкой препаратом ЛПС Y. pestis EV.
Эти результаты согласуются с ранее опублико-
ванными данными [6], свидетельствующими о
способности ЛПС взаимодействовать с рецепто-
ром TLR4 в составе плазматической мембраны
макрофагов без предварительного связывания с
рецептором CD14. Представленные в табл. 1 дан-
ные указывают на то, что взаимодействие ЛПС
Y. pestis c рецептором CD14 может происходить
и без участия липополисахарид-связывающего
белка. Вполне вероятно также, что водораствори-
мый ЛПС может связываться с рецептором CD209b
макрофагов линии J774 и рецептором CD207 кле-
ток Лангерганса, препятствуя взаимодействию с
ним ЛПС, иммобилизованного на зонде, что,
в целом, приводит к снижению силовых характе-
ристик. Такое предположение согласуется с дан-
ными K. Yang и соавт., показавших, что чумной
микроб за счет коровой области ЛПС может свя-
зываться с этими рецепторами у антигенпрезен-

Рис. 4. Визуализация клеток KB (а) и J774 (б), обработанных моноклональными антителами к CD14, с помощью кон-
фокальной микроскопии. Масштаб изображений тот же, что и на рис. 3.

ба
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тирующих клеток [7, 22]. Следует отметить, что
каждый из трех вариантов блокировки (с помо-
щью ЛПС или моноклональных антител к CD14 и
TLR4) снижает вероятность связывания липопо-
лисахарида, иммобилизированного на кантелеве-
ре, с клеточной поверхностью, на что указывает
сокращение “количества отведений с отрывами”
(табл. 1).

Таким образом, в ходе проведенных исследо-
ваний методом атомно-силовой микроскопии с
использованием комплементарных моноклональ-
ных антител к рецепторам CD14 и TLR4 показано
взаимодействие липополисахарида Y. pestis с ре-
цепторами CD14 и TLR4 на поверхности макро-
фагов J774. Разработанная экспериментальная
модель может использоваться в дальнейшем для
исследований эффективности препаратов, модули-
рующих взаимодействие липополисахарида Y. pestis
с рецепторами CD14 и TLR4 и влияющих на эф-
фективность заражения клеток патогеном.

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у
них нет конфликта интересов.

Источники финансирования. Работа выполнена
при поддержке Российского научного фонда (ис-
следования по конфокальной и флуоресцентной
микроскопии выполнены за счет средств проекта
№ 21-74-10034) и Российского фонда фундамен-
тальных исследований (проект № 20-34-90013).

Соответствие принципам этики. Настоящая
статья не содержит описания каких-либо иссле-
дований с участием людей или животных в каче-
стве объектов.
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Force Characteristics of Yersinia pestis Lipopolysaccharide Interaction 
with TLR4 and CD14 Receptors on J774 Macrophages. Atomic Force Microscopy
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One of the main stages of infectious process, which mostly determines the course and outcome of the disease,
is the initial contact of the pathogen with the host cells. The lipopolysaccharide as a component of the outer
membrane is crucially involved in the interaction between Gram-negative bacteria and immunocompetent
host cells. It triggers immune reactions by interaction with specific receptors, mainly CD14 and TLR4. The
aim of this work was to quantify the force characteristics of the interaction of Yersinia pestis EV lipopolysac-
charide with CD14 and TLR4 receptors on the surface of mouse macrophages J774 by atomic force micros-
copy. Lipopolysaccharide was extracted from Y. pestis cells (vaccine strain EV) grown at 27°С. The expression
of receptors on the cell surface was evaluated by f luorescent and confocal microscopy. Using monoclonal an-
tibodies against CD14 and TLR4 receptors, force spectroscopy was used to estimate the force characteristics
of the interaction between lipopolysaccharide on the cantilever surface and J774 macrophages immobilized
on a glass substrate. The conditions for immobilization of J774 macrophages on glass were developed that al-
lowed scanning the cell surface and estimating the adhesion force of target antigens to the cells. Incubation of
macrophages in solutions with monoclonal antibodies against CD14 and TLR4 receptors caused a decrease
in the major force characteristics of the interaction in the J774 macrophage – Y. pestis lipopolysaccharide sys-
tem compared to the system containing untreated macrophages. A similar effect was observed after pretreat-
ment of the cells with a solution containing the same lipopolysaccharide without monoclonal antibodies. The
results show the ability of the Y. pestis lipopolysaccharide chemically bound to the cantilever to interact with
CD14 and TLR4 receptors on the macrophage surface.

Keywords: Yersinia pestis, lipopolysaccharide, receptor, CD14, TLR4, macrophages J774, atomic force mi-
croscopy
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• список цитированной литературы (на отдель-

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Список цитированной литературы должен
оформляться следующим образом:

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

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

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

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

ресцентные зонды в исследовании биологиче-
ских мембран. М.: Наука. 320 с.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ПРИЛОЖЕНИЕ 2
Стандартные обозначения некоторых тривиальных названий химических соединений

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

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

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

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

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

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

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

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

NADH
Никотинамидадениндинуклеотид и его 
окисленная и восстановленная формы

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

Никотинамидадениндинуклеотид- 
фосфат и его окисленная
и восстановленная формы

АТР-аза Аденозинтрифосфатаза Pi Неорганический фосфат
СССР Карбонилцианид-м-хлорфенилгид-

разон
PPi Неорганический пирофосфат

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

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

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

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

Символ Величина Единица измерения

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

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

ε Молярный коэффициент поглощенияг М–1 см–1

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

kкат Каталитическая константа c–1

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

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

Градиент электрохимического потенциала В (вольт)

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

+ΔμH


