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Старение и ассоциированные с ними заболевания – острая проблема современной биологии и медицины.
Хотя старение в настоящее время невозможно предотвратить, его влияние на продолжительность жизни и
здоровье пожилых людей потенциально может быть сведено к минимуму с помощью вмешательств, на-
правленных на возвращение клеток к нормальному функционированию. Постоянный поиск путей омо-
ложения и улучшения регенеративной способности клеток привел к открытию в 2016 г. метода частичного
репрограммирования, основанного на краткосрочной экспрессии факторов репрограммирования (Oct4,
Sox2, Klf4 и c-Myc). В результате происходит восстановление молодой эпигенетической сигнатуры старе-
ющих клеток. Эффективность метода показана как в системе in vitro, так и в системе in vivo. В представлен-
ном обзоре обсуждаются основные успехи частичного репрограммирования, а также проблемы и нере-
шенные вопросы, с которыми столкнулись исследователи. Отдельно обсуждаются данные о молекуляр-
ных изменениях в процессе частичного репрограммирования. Метод частичного репрограммирования
дает широкий спектр возможностей для фундаментальных исследований старения и омоложения. А даль-
нейшие работы в этом направлении могут привести к разработке терапевтических стратегий с целью об-
легчения возрастных заболеваний и, таким образом, к улучшению здоровья и долголетию.

Ключевые слова: частичное репрограммирование, клеточная идентичность, плюрипотентность, омоложе-
ние, соматические клетки
DOI: 10.31857/S0041377123060093, EDN: OTBHIL

Процесс старения представляет собой системное
снижение функционирования от клеток до всего ор-
ганизма. Актуальным вопросом современной био-
логии и медицины является поиск эффективных
стратегий омоложения, с целью придания состарив-
шимся клеткам или органам более молодых характе-
ристик. На данный момент разработано несколько
стратегий направленных на омоложение клеток и
всего организма.

Настоящий обзор посвящен одной из них – омоло-
жению с помощью частичного репрограммирования.
Метод был разработан в 2016 г. В обзоре предпринята
попытка максимально полно охватить результаты
исследований частичного репрограммирования ста-
рых клеток с момента первой публикации по этой
тематике до настоящего врмени. Отдельно в обзоре

рассматриваются выявленные молекулярные пути,
участвующие в процессе омоложения. Глубокое по-
нимание движущих сил процесса репрограммирова-
ния обеспечит дальнейшее постижение клеточного
омоложения и оценку возможностей применения
метода в лечении заболеваний человека, связанных
со старением. Более того, в настоящем обзоре при-
водится обсуждение проблем, с которыми столкну-
лись исследователи и поставлены вопросы, на кото-
рые еще предстоит ответить.

СТАРЕНИЕ НА КЛЕТОЧНОМ
И ОРГАНИЗМЕННОМ УРОВНЕ

Население Земли неуклонно растет. Благодаря
развитию медицины и технологий удалось значи-
тельно увеличить длительность жизни людей, что
значительно увеличило популяцию пожилых людей.
По оценкам Всемирной организации здравоохране-
ния (ВОЗ), к 2030 г. ожидается, что 1 из 6 человек,
или 2.1 млрд, будет старше 60 лет. Старение – это
процесс изменения живых систем во времени, вызы-
вающий нарушения в их структуре и функциях.
Большая часть возрастных изменений приводит к

Принятые сокращения: ЭСК – эмбриональные стволовые
клетки; eAge – эпигенетический возраст; iPSCs – индуциро-
ванные плюрипотентные стволовые клетки; OS – совокуп-
ность факторов Oct4 и Sox2; OSK – совокупность факторов
Oct4, Sox2 и Klf4; OSKM – совокупность факторов Oct4, Sox2,
Klf4 и cMyc; SASP – секреторный фенотип, связанный со ста-
рением.

УДК 576.3:576.08:577.24
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ухудшению функций органов чувств, снижению ак-
тивности в повседневной жизни, к повышенной
восприимчивости к инфекциям и увеличению ча-
стоты заболеваний и, как следствие, к слабости или
инвалидности (López-Otín et al., 2013; Brett, Rando,
2014). Хотя исследования в этой области активно
развиваются, и с каждым годом увеличивается коли-
чество новой информации, в области биологии ста-
рения остается очень много нерешенных вопросов.

В ходе изучения процесса старения на клеточных
моделях были определены его признаки, универсаль-
ные для любого клеточного типа (рис. 1). К ним отно-
сятся геномная нестабильность, истощение/дисфунк-
ция клеток-предшественников, теломерные и эпи-
генетические изменения, нарушение регуляции
белкового гомеостаза, нарушение восприятия пита-
тельных веществ, митохондриальная дисфункция,
нарушение межклеточной коммуникации, хрониче-
ское воспаление низкой степени выраженности (вы-
званное секреторным фенотипом, связанным со
старением – SASP), фиброз, нарушение регуляции
микробиома, нарушение аутофагии, изменение ме-
ханических свойств клеток, нарушение регуляции
сплайсинга и другие (Schmauck-Medina et al., 2022).

До недавнего времени одной из важнейших про-
блем в изучении биологии старения и при разработ-
ке методов борьбы со старением было отсутствие

универсального маркера старения, позволяющего
уловить изменение биологического возраста во вре-
мени. Одно из важных требований заключалось в
том, чтобы этот биомаркер был неинвазивным или,
по крайней мере, нелетальным. Многие исследова-
ния на тканевом уровне ограничены этим критерием
(органы могут быть извлечены только из умерщ-
вленных мышей в определенный момент времени).

Более десяти лет назад был разработан метод
определения биологического возраста на основе ме-
тилирования ДНК, названный эпигенетическими
часами (Bocklandt et al., 2011; Koch, Wagner, 2011).
Эпигенетические часы – это совокупность эпигене-
тических меток ДНК, позволяющая определить био-
логический возраст ткани, клетки или органа. Наибо-
лее широко применимым и используемым является
первый мультитканевый предиктор возраста – “часы
Хорвата”. Они демонстрируют самую высокую кор-
реляцию с хронологическим возрастом, предсказы-
вая возраст (или эпигенетический возраст eAge)
множества тканей со средней ошибкой 3.6 года
(Horvath, 2013). Примечательно, что имеются дока-
зательства того, что отклонение прогнозируемого и
хронологического возраста связано со смертностью
и распространенностью возрастных особенностей,
что указывает на то, что eAge обеспечивают измере-

Рис. 1. Схема ключевых признаков старения. Показаны: нестабильность генома, нарушение межклеточной коммуникации,
нарушение регуляции сплайсинга, нарушение аутофагии, нарушение регуляции микробиома, митохондриальная дисфунк-
ция, укорочение теломер. АК – аминокислота.
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ние биологического возраста, а не хронологического
(Lin et al., 2016; Bell et al., 2019).

РАЗЛИЧНЫЕ СТРАТЕГИИ ОМОЛОЖЕНИЯ

Старение многих видов млекопитающих, в том
числе людей, ранее рассматривали как необратимый
процесс (Galkin et al., 2020). Однако изучение меха-
низмов старения и более глубокое понимание этого
процесса позволили разработать несколько страте-
гий замедления старения и обращения его вспять
(рис. 2).

Согласно геронтологии, любые вмешательства,
нацеленные на один из признаков старения, перечис-
ленных в предыдущем разделе, могут опосредованно
воздействовать и на другие признаки (Chini et al., 2019;
Lewis-McDougall et al., 2019; Vizioli et al., 2020; Dun-
gan et al., 2022; Zhu et al., 2022) Существует ряд стра-
тегий омоложения организма.

Омоложение с помощью диеты. Это одна из самых
изученных и самых старых манипуляций, направ-
ленных на борьбу с признаками старения организма
(Brandhorst et al., 2015). Состав рациона питания и
уровень калорийности являются ключевыми факто-
рами, влияющими на старение и возрастные заболе-
вания (Blagosklonny, 2013; Gems, Partridge, 2013;
López-Otín et al., 2013). Во многих исследованиях
было выявлено, что снижение калорийности упо-
требляемой пищи, а так же периодическое голода-
ние оказывает значительное влияние на репарацию
окислительного повреждения тканей, оптимизируя
энергетический обмен и усиливая клеточную защи-
ту, улучшая общее состояние как на клеточном уров-
не, так и на уровне организма в целом (Haigis, Yank-
ner, 2010; Lee et al., 2012; Brandhorst et al., 2015) .

Циклы полного голодания, длящиеся 2 или более
дней, но разделенные, по крайней мере, неделей
обычного питания, становятся высокоэффективной
стратегией защиты нормальных клеток и органов от
различных токсинов и токсических состояний
(Raffaghello et al., 2008; Verweij et al., 2011). Получены
замечательные результаты при изучении влияния
полного голодания. Было обнаружено, что периоди-
ческое полное голодание вызывает снижение уровня
глюкозы в крови, инсулина и инсулиноподобного
фактора роста 1 (IGF-1) (Lee et al., 2010) и сопровож-
дается аутофагией (Madeo et al., 2010).

Таким образом, во многих исследованиях показа-
но, что изменения рациона питания и периодиче-
ское голодание способно очень благоприятно вли-
ять как клеточном уровне, так на организменном,
нивелируя или уменьшая признаки старения орга-
нов и тканей. В некоторых исследования удалось
увеличить срок жизни экспериментальных живот-
ных с помощь различных диет.

Омоложение с помощью гетерохронной трансплан-
тации. Другим методом омоложения, результаты ко-
торого заставляют исследователей оптимистично
смотреть в будущее, является гетерохронный пара-
биоз. Это хирургическая процедура, при которой со-
единяют кровеносную систему старой мыши с си-
стемой молодой мыши. В результате таких хирурги-
ческих манипуляций продолжительность жизни
старой мыши увеличивается (Ludwig, Elashoff, 1972;
Conboy et al., 2005). Было обнаружено, что при крат-
ковременном соединении системы кровообращения
молодых и пожилых мышей у старых мышей прояв-
лялись признаки молодых мозга, мышц и печени,
улучшались когнитивные функции, пополнялся пул
стволовых клеток и повышались регенеративные

Рис. 2. Схема основных стратегий омоложения организма с кратким описанием сути метода: метаболические манипуляции,
гетерохронная трансплантация, использование сенолитиков, частичное репрограммирование.
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способности (Conboy et al., 2005). В последствии ис-
следователи сосредоточились на переливании кро-
ви, форменных элементов крови и трансплантации
костного мозга экспериментальным животным для
изменения биологического возраста подопытных.

Удивительные данные были получены при транс-
плантации костного мозга: эпигенетический возраст
реципиентов крови начинал соответствовать возрас-
ту доноров (Stölzel et al., 2017). А в другом исследова-
нии было показано, что трансплантация костного
мозга увеличивала продолжительности жизни мы-
шей на 12% (Guderyon et al., 2020). При исследова-
нии трансплантации форменных элементов крови
достигнуты обнадеживающие результаты (Yousefza-
deh et al., 2021).

Многочисленные исследования показали, что
кровь от молодого организма может обратить вспять
процессы старения в старом организме. Хотя пере-
ливание молодой крови эффективно для омоложе-
ния у пожилых мышей, остается неясным, имеет ли
клинические преимущества переливание молодой
крови пожилым людям.

Сенолитики. Другой подход к омоложению связан
с клеточным фенотипом SASP и с избирательным
удалением накапливающихся старых клеток из кле-
точной популяции. Была выдвинута гипотеза, что
удаление стареющих клеток из тканей и органов мо-
жет приводить к омоложению в целом (Childs et al.,
2015).

Для этого используют так называемые сенолитики,
которые избирательно убивают стареющие клетки,
или сеноморфные средства, подавляющие фенотип
SASP. К настоящему времени идентифицировано не-
сколько классов сенолитических и сеноморфных
средств, включая природные соединения (напри-
мер, кверцетин и куркумин). И хотя убедительных
доказательств их терапевтического потенциала пока
нет, можно полагать, что на их основе смогут по-
явиться терапевтические препараты для лечения
возрастных заболеваний.

Частичное репрограммирование старых клеток.
Это стратегия омоложения совсем новая. Исследо-
вания индуцированных плюрипотентных клеток да-
ют основания полагать, что возрастные клеточные
фенотипы, включающие морфологические парамет-
ры, количество митохондрий и целостность ядерной
мембраны, могут быть обратимы (Miller et al., 2013;
Mahmoudi et al., 2019). Однако в процессе репро-
граммирования клетки переходят в плюрипотентное
состояние и теряют свою клеточную идентичность
(Evans, Kaufman, 1981; Takahashi, Yamanaka, 2016).
Следовательно, индукция плюрипотентности или
прямой перенос плюрипотентных клеток в систему in
vivo неизменно приводит к канцерогенезу (Abad et al.,
2013; Ohnishi et al., 2014; Moradi et al., 2019). Чтобы
использовать эффект омоложения в процессе репро-

граммирования, необходимо отделить этот процесс
от дедифференцировки и потери клеточной иден-
тичности, что, несомненно, крайне сложная задача.
В 2016 г. было предложено элегантное решение этой
дилемы (Ocampo et al., 2016). Авторы предложили
метод циклического частичного репрограммирова-
ния, что позволило добиться эффекта омоложения
на прогерийных мышах без образования тератом
(Ocampo et al., 2016). Эта работа стала прорывной в
биологии старения и открыла новое направление в
области омоложении соматических клеток.

ИДЕЯ И ПРИНЦИПЫ МЕТОДА ЧАСТИЧНОГО 
РЕПРОГРАММИРОВАНИЯ СТАРЫХ КЛЕТОК

В 2006 г. были выявлены четыре транскрипцион-
ных фактора (Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc), названные
факторами Яманаки, которые, будучи экспрессиро-
ванными в соматических клетках, могут эффектив-
но возвращать их к состоянию ранних эмбриональ-
ных клеток (Takahashi, Yamanaka, 2006). Такие клет-
ки назвали индуцированными плюрипотентными
стволовыми клетками (iPSCs). Интересно, что при ре-
программировании в iPSCs практически все возраст-
ные изменения ДНК обращаются вспять (Koch et al.,
2013; Weidner et al., 2014).Таким образом, прогнози-
руемый eAge клеток близок к нулю, даже если пере-
программирование проводилось на клетках от по-
жилых доноров. Однако в процессе полного репро-
граммирования клетки теряют свою клеточную
идентичность. При применении метода клеточного
репрограммирования в системе in vivo на экспери-
ментальных животных (мышах) неизбежно возника-
ли опухоли (Abad et al., 2013; Ohnishi et al., 2014). Та-
ким образом, репрограммирование с целью омоло-
жения оказалось неприменимо к системе in vivo.

Первая идея использования цикла репрограмми-
рования не до конца, а только частично, появилась в
2014 г. при изучении ранних этапов репрограммиро-
вания старых фибробластов. Было обнаружено (Ma-
nukyan, Singh, 2014), что подвижность эссенциаль-
ного эпигенетического модификатра HP1β одина-
кова в эмбриональных стволовых клетках человека и
в клетках iPSС. HP1β менее подвижен в стареющих
фибробластах, чем в молодых делящихся фибробла-
стах (Manukyan, Singh, 2014); после введения факто-
ров Яманаки в стареющие фибробласты подвиж-
ность HP1β в стареющих клетках увеличивается и
через 9 сут становится такой же, как и в молодых
фибробластах.

Эта работа подготовила почву для работы других
авторов (Ocampo et al., 2016), которая заслуженно
считается прорывной и основополагающей в обла-
сти омоложения с помощью частичного репрограм-
мирования (рис. 3). Эти авторы сообщили, что ча-
стичное репрограммирование, достигаемое путем
периодической индукции OSKM (несколько повто-
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ров, по схеме: 2 сут включено, 5 сут выключено),
уменьшает признаки старения без потери клеточной
идентичности (Ocampo et al., 2016). Было проведено
частичное репрограммирование сначала на фиброб-
ластах прогерийных мышей, в результате чего сни-
зились возрастные признаки, такие как поврежде-
ние ДНК, изменения ядерной оболочки, дисрегуля-
ция модификаций гистонов, синтез активных форм
кислорода в митохондриях. После этого метод ча-
стичного репрограммирования применили in vivo к
прогерийным мышам, в результате чего продолжи-
тельность их жизни увеличилась, а образования тера-
том не наблюдали. Метод частичного репрограммиро-
вания испытали также на естественно состарившихся
мышах и показали улучшенную регенеративную спо-
собность мышц и поджелудочной железы после травм
и возросшую толерантность к глюкозе (рис. 3).

За этой работой (Ocampo et al., 2016) последовал
шквал работ по омоложению с помощью частичного
репрограммирования клеток. К сожалению, анализ
с помощью метода эпигенетических часов для мы-
шей был недоступен авторам (Ocampo et al., 2016),

поэтому точную степень омоложения путем частич-
ного перепрограммирования in vivo нельзя было
определить количественно.

Однако метод стал доступен для последующих
исследований. В исследовании Olova с соавторами
(Olova et al., 2019) было обнаружено, что снижение
eAge началось между 3- и 7-ми сут после трансдук-
ции OSKM в частично репрограммированных клет-
ках TRA-1-60 (+). Начиная с 20-ых сут, eAge в репро-
граммируемых клетках стабильно обнулялся. Попу-
ляции клеток TRA-1-60 (+) на 7- и 11-е сут ранее
характеризовались как “частично перепрограмми-
рованные” из-за их высокой экспрессии маркеров
плюрипотентности, а также высокой скорости ре-
версии к соматическому состоянию (Tanabe et al.,
2013). Следовательно, наблюдаемое снижение eAge
на 7- и 11-е сут предполагает, что частичное
репрограммирование действительно можно рассмат-
ривать как механизм омоложения в клетках человека.

Применение неинтегративного протокола ча-
стичного репрограммирования с коктейлем мРНК,
несущих OSKM и LIN28, продемонстрировало мно-

Рис. 3. Схема частичного репрограммирования путем кратковременной циклической экспрессии OSKM: улучшение харак-
теристик старых клеток в культуре, уменьшение физиологических признаков старения и, как следствие, удлинение продол-
жительности жизни в мышиной модели преждевременного старения (LAKI4F) и улучшение регенеративных способностей у
старых мышей дикого типа (по: Ocampo et al., 2016).
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гогранное уменьшение клеточного старения фиб-
робластов человека и эндотелиальных клеток от по-
жилых доноров: сброс eAge, снижение воспалитель-
ных реакций в хондроцитах и восстановление
юношеских регенеративных реакций с возрастом, в
каждом случае без изменения клеточной идентично-
сти (Sarkar et al., 2020). Таким образом, было показа-
но, что использование метода частичного репро-
граммирования (в различных его модификациях)
приводит к снижению eAge.

БЕЗОПАСНОСТЬ И НАДЕЖНОСТЬ 
ЧАСТИЧНОГО РЕПРОГРАММИРОВАНИЯ
Полный цикл репрограммирования до уровня

iPSCs сопровождается рядом опасностей, ограничи-
вающих широкое использование цикла дедиффе-
ренцировки в целях регенеративной медицины (Ma-
nukyan, Singh, 2014). Более того, было показано, что
индукция iPSCs in vivo посредством непрерывной
экспрессии OSKM увеличивает частоту тератом
(Abad et al., 2013). В связи с этим особенно остро
встает вопрос, насколько безопасно частичное ре-
программирование старых клеток?

Метод омоложения с помощью техники частич-
ного репрограммирования показал себя очень мно-
гообещающе для обращения вспять старения без по-
тери клетками их идентичности как in vivo (Ocampo
et al., 2016; Y. Lu et al., 2020; Alle et al., 2021), так и
in vitro (Olova et al., 2019; Sarkar et al., 2020; Gill et al.,
2022). Однако точные механизмы этого метода омо-
ложения еще предстоит выявить и изучить. В связи с
этим отслеживание любых следов плюрипотентно-
сти в частично репрограммированных клетках (осо-
бенно in vivo) является необходимой мерой предо-
сторожности, чтобы свести к минимуму долгосроч-
ный риск канцерогенеза.

В плане безопасности использования метода ча-
стичного репрограммирования идет большая работа
по подбору оптимального коктейля для репрограм-
мирования. В наборе OSKM большие опасения вы-
зывает фактор c-Myc из-за того, что он является он-
когеном. Поэтому в ряде работ исследовали эффект
комбинации без фактора c-Myc (коктейль OSK:
Oct4, Sox2, Klf4). Показано, что использование толь-
ко Oct4 и Sox2 (OS) восстанавливало молодой про-
филь транскрипции в мезенхимных клетках без по-
тери клеточной идентичности (Roux et al., 2022). Та-
ким образом, риск потери клеточной идентичности
и образования неопластической трансформации по-
лучается свести к минимуму (Roux et al., 2022). Экс-
прессия набора OSK (без c-Myc) восстанавливала
остроту зрения у 11-месячных мышей и без канцеро-
генеза (Y. Lu et al., 2020); канцерогенеза не наблюда-
ли даже через 10–18 мес непрерывной экспрессии
OSK. Также было показано, что временная экспрес-

сия неканонического фактора репрограммирования
Nanog омолаживает стареющие миобласты без воз-
никновения тератом (Shahini et al., 2021). Несмотря
на достигнутые успехи, поисковые работы по выяв-
лению оптимального по эффективности и безопасно-
сти коктейля репрограммирования продолжаются.

Другой важный момент, который необходимо
учитывать в вопросе безопасности омоложения, это
способ введения факторов репрограммирования.
Наиболее изученным и распространенным методом
является доставка факторов с помощью ретровиру-
сов (Takahashi, Yamanaka, 2006; Ohnuki et al., 2014).
Однако этот метод несет риски, такие как инсерци-
онный мутагенез, остаточная экспрессия, повторная
активация факторов репрограммирования (Hu, 2014;
Klawitter et al., 2016). Сейчас появились альтернатив-
ные методы доставки – трансфекция РНК, транзиент-
ная трансфекция, неинтегрирующиеся вирусные
векторы, которые считаются более безопасными
(Sarkar et al., 2020). Отдельное направление – это ре-
программирование на основе химических веществ.
Такой тип репрограммирования основан на прямом
преобразовании соматической клетки в плюрипо-
тентное состояние с помощью малых молекул и фак-
торов роста (Hou et al., 2013; Ye et al., 2016; Kim et al.,
2020). Такой способ также позволяет избежать ис-
пользования c-Myc (Hofmann et al., 2015).

Перспективными выглядят методы доставки
транскрипционных факторов с помощью электро-
порации (Sarkar et al., 2020), а также с помощью ли-
пофильных соединений. В той связи особенно акту-
альна недавняя работа, посвященная разработке ли-
пофильных соединений, способных проникать
через клеточные мембраны и регулировать факторы
репрограммирования (Guan et al., 2022). Местное
применение таких соединений к состарившимся
тканям (например, коже) может обеспечить омоло-
жение путем частичного репрограммирования кле-
ток in vivo у людей. Однако надо помнить о необхо-
димости соблюдать осторожность, чтобы избежать
необратимой дедифференцировки с сопутствую-
щим риском неопластической трансформации.

В отношении частичного репрограммирования
очень важны временные рамки этого процесса. В ря-
де исследований были определены общие законо-
мерности для разных типов соматических клеток.
Эффект омоложения в процессе репрограммирова-
ния наблюдается только в определенном временном
окне. Далее клетки теряют свою клеточную идентич-
ность и начинают дедифференцироваться.

Хорошо известно, что частичное репрограммиро-
вание происходит в рамках ранней, обратимой фазы
во время репрограммирования iPSC во времени, ко-
торое включает стохастическую активацию генов
плюрипотентности. За ней следует более детерми-
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нированная фаза созревания с предсказуемым по-
рядком изменений экспрессии генов, когда судьба
клеток прочно связана с плюрипотентностью. Дей-
ствительно, было показано, что фибробласты мыши
не могут стать iPSC и вернуться к своему исходному
соматическому состоянию, если экспрессия OSKM
прекращается во время начальной стохастической
фазы. Было показано, что клетки TRA-1-60 (+) при
перепрограммировании на 7- и 11-е сут еще не до-
стигли созревания и частично перепрограммирова-
ны (Tanabe et al., 2013). Однако в другом исследова-
нии было продемонстрировано, что большая часть
маркерных генов фибробластов поддерживает отно-
сительно высокий уровень экспрессии до 15-х сут
(Olova et al., 2019). Интересно, что пошаговое сниже-
ние экспрессии генов фибробластов совпадает с пи-
ком экспрессии генов, характерных для старых кле-
ток, и таким образом задерживает потерю соматиче-
ской идентичности, но не экспрессию генов
плюрипотентности. Вместе эти факты (разная дина-
мика ступенчатой экспрессии генов фибробластов и
снижения (линейное) eAge дополнительно указыва-
ет на то, что дедифференцировка и эпигенетическое
омоложение могут быть не связаны.

Итак, большинство клеток на 15-е сут репрограм-
мирования проходят точку невозврата и окончательно
теряют свою клеточную идентичность (Tanabe et al.,
2013). Т.е. безопасное в плане дедифференцировки
состояние заканчивается в период 11–15 сут от нача-
ла процесса репрограммирования. Таким образом,
частичное репрограммирование может обеспечить
во времени “безопасное окно”, в котором клетки
способны достичь существенного эпигенетического
омоложения при сохранении их изначальной кле-
точной идентичности.

Кроме того, стоит учитывать этиологию репро-
граммируемых клеток, т. к. различные ткани орга-
низма обладают различной пластичностью. Так, ге-
патоциты взрослого организма более пластичны по
сравнению с кардиомиоцитами. Гепатоциты демон-
стрируют спонтанное клеточное репрограммирова-
ние во время регенерации печени, а специфичная
для гепатоцитов экспрессия OSKM всего за 2 сут
приводит к летальному исходу (Hishida et al., 2022). А
кардиомиоциты требуют 6 сут экспрессии OSKM для
проявления признаков дедифференцировки и 12 сут
для проявления признаков болезни и гибели живот-
ных (Chen et al., 2021). В связи с этим, один из способов
адаптировать метод репрограммирования – это ис-
пользовать циклическую экспрессию OSKM ло-
кально, в так называемой “оптимальной зоне воз-
растного репрограммирования” (Singh et al., 2019);
только в пределах этой зоны происходит репрограм-
мирование с целью омоложения(Abad et al., 2013).
Таким образом, можно варьировать по длительно-
сти циклы репрограммирования с учетом пластич-
ности репрограммируемой ткани.

Еще один интересный вопрос заключается в том,
будут ли омолаживаться с помощью репрограмми-
рования постмитотические терминально дифферен-
цированные клетки, такие как нейроны, кардиомио-
циты или адипоциты. В ряде работ было показано, что
сначала в репрограммируемых клетках восстанавли-
валась клеточная пролиферация, а уже позже на-
блюдали эффект омоложения (Manukyan, Singh,
2014; Sarkar et al., 2020). Эти результаты позволяют
предположить, что клеточная пролиферация являет-
ся необходимым условием омоложения.

Другой важный вопрос, касающийся временных
параметров, относится к стабильности достигнутых
эффектов омоложения в процессе частичного ре-
программирования. Недавно была предпринята по-
пытка ответить на этот вопрос: при исследовании
репрограммирования фибробластов от донора сред-
него возраста in vitro, экспрессию OSKM прекраща-
ли через 10, 13, 15 и 17 сут (Gill et al., 2022). Наблюда-
емый эффект омоложения клетки сохраняли в тече-
нии как минимум 4 нед. после прекращения
экспрессии OSKM. Таким образом, клетки приоб-
рели состояние, соответствующему более молодому
возрасту согласно eAge. Профиль экспрессии изме-
нился и приблизился к профилю более молодых кле-
ток.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ 
В ПРОЦЕССЕ ЧАСТИЧНОГО 

РЕПРОГРАММИРОВАНИЯ КЛЕТОК

Изменение идентичности соматических клеток
взрослого человека в сторону эмбриональных кле-
ток in vitro путем сверхэкспрессии четырех тран-
скрипционных факторов Яманаки, связанных с
плюрипотентностью, произвело революцию в био-
логии более 15 лет назад (Takahashi, Yamanaka, 2006).
С тех пор многие работы были направлены на изуче-
ние молекулярных основ клеточной пластичности,
лежащей в основе изменения клеточной судьбы.
При этом раскрываются многие метаболические,
эпигенетические, транскриптомные и протеомные
аспекты этого процесса.

Большая часть экспериментов, основанных на ана-
лизе клеточных популяций, не давали четкого пред-
ставления о клеточной судьбе во время репрограмми-
рования. Только недавно с помощью мультиомных
технологий в нескольких исследованиях начали изу-
чать судьбы единичных клеток во время OSKM-инду-
цированного репрограммирования (Schiebinger et al.,
2019; X. Liu et al., 2020). Открытием этих работ было то,
что в одной популяции репрогаммируемых клеток
есть клетки с различными направлениями развития,
включая клетки экстраэмбриональные (эндодер-
мальные и трофэктодермальные), нейрональные и
мезодермальные. До недавнего времен подобных ис-
следований в системе in vivo не было.
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В 2022 г. впервые клеточное репрограммирование
с помощью OSKM in vivo проследили в динамике
(Chondronasiou et al., 2022). Используя поджелудоч-
ную железу в качестве модели, авторы охарактеризо-
вали клеточные состояния, возникающие на ранней
стадии репрограммирования (через 7 сут после экс-
прессии OSKM), с помощью scRNA-seq (исследова-
ния транскриптома на единичных клетках) и выяви-
ли неоднородную реакцию на индукцию OSKM кле-
ток одного и того же органа. Кроме того, авторы
(Chondronasiou et al., 2022) определили сигнатуру ге-
нов, характерную для промежуточного репрограм-
мирования в поджелудочной железе, которая также
наблюдалась в других частично репрограммирован-
ных тканях (в желудке и толстой кишке). Подобные
данные представляют особый интерес с точки зре-
ния начальных этапов репрограммирования.

Данные о молекулярных изменениях в процессе
частичного репрограммированния старых клеток
стали появляться только в последние годы. В связи с
этим хотелось бы остановиться подробнее на рабо-
тах, посвященных этой тематике.

Изначально стирание признаков старения на-
блюдали в процессе полного репрограммирвания.
Так, несколькими исследовательскими группами
было показано, что iPSC, полученные от молодых и
старых доноров, в значительной степени неотличи-
мы, и это сходство сохраняется после дифференци-
ровки полученных iPSC в различных направлениях
(Nishimura et al., 2013; Mertens et al., 2015). Впослед-
ствии было обнаружено, что частичное репрограм-
мирование уменьшает транскрипционные признаки
старения во многих типах клеток человека и мыши
(Gill et al., 2022; Lu et al., 2019; Sarkar et al., 2020; Sha-
hini et al., 2021) и улучшает регенеративную способ-
ность клеток органов и тканей ( Lu et al., 2019; Rodrí-
guez-Matellán et al., 2020; Sarkar et al., 2020; Chen et al.,
2021). Была сделана оценка влияния временной экс-
прессии факторов репрограммирования (OSKLMN)
на транскриптом фибробластов и эндотелиальных
клеток от пожилых людей и транскриптомом тех же
типов клеток, выделенных от молодых доноров
(Sarkar et al., 2020). При сравнении частично репро-
граммированных старых клеток и контрольных (ста-
рых) клеток обнаружили, что в фибробластах 1042 гена
(734 активированных и 308 подавленных), а в эндо-
телиальных клетках 992 гена (461 активированных и
531 подавленных) экспрессировались дифференци-
рованно. При анализе генных модулей дифференци-
ально экспрессируемых генов было обнаружено, что
экспрессия OSKLMN способствует очень быстрой
активации профиля экспрессии генов молодых кле-
ток, специфичного для клеточного типа, при этом
экспрессия генов клеточной идентичности была не-
изменной.

В работе по изучению связи между изменением
eAge и активности генов плюрипотентности в про-

цессе репрограммирования (Olova et al., 2019) было
выделено 2 группы паттернов экспрессии генов –
ранних (кластер 1) и поздних (кластер 2) активирован-
ных генов плюрипотентности соответственно. В кла-
стере 1 гены плюрипотентности включали NANOG,
SALL4, ZFP42, TRA-1-60, UTF1, DPPA4 и LEFTY2, их
экспрессия резко увеличивалась в течение первых 10
сут, а затем к 20 сут устанавливалась на стабильном
уровне. В кластере 2 гены плюрипотентности (позд-
но экспрессирующиеся, такие как LIN28, ZIC3 и
DNMT3B) повышали экспрессию медленнее и до-
стигали стабильного уровня плюрипотентности к 28
сут. Интересно, что eAge сбрасывался до нуля в то
время, когда гены в кластере 1 достигали уровней
своего плюрипотентного состояния, которое по вре-
мени предшествует полной плюрипотентности. Это
также совпало с пиком экспрессии ряда генов эм-
брионального развития между 15 и 20 сут и может
свидетельствовать о том, что перезагрузка отмечает
точку, в которой клетки достигают эмбрионоподоб-
ного состояния, но еще не являются полностью
плюрипотентными. Таким образом, снижение eAge
наблюдается хорошо в пределах первой волны экс-
прессии гена плюрипотентности. Кроме того, иссле-
дователи изучили динамику подавления генов, ха-
рактерных для фибробластов в качестве показателя
потери идентичности соматических клеток. 19 часто
используемых маркерных генов фибробластов (кла-
стер1: REX1 (ZFP42), TRA-1-60/81 (PODXL, UTF1,
DPPA4, TDGF1 (CRIPTO), SALL4, LEFTY1, LEFTY2,
DNMT3A, TFCP2L1, TERF1; DPPA5, TERT, ZIC3,
LIN28A, LIN28B, LECT1, DNMT3B, COL3A1, FSP-1,
TGFB3, TGFB2; кластер 2: COL1A2, ITGA1, DDR2,
P4HA3, THY1, FAP; CD248, VIM; кластер 3: COL1A1,
ITGA5, P4HA1, P4HA2, TGFB1, HSP47, CD34) были
сгруппированы в три составных паттерна экспрес-
сии, два из которых (кластеры 2 и 3) показывали
быстрое снижение экспрессии после индукции
OSKM. Кластер 1 оставался со стабильной экспрес-
сией в течение первых 15 сут. Через 15 сут экспрессия
генов фибробластов быстро снижалась во всех трех
кластерах и только к 35-м сут все они достигали уровня
экспрессии эмбриональных стволовых клеток (ЭСК),
а фибробласты полностью теряли соматическую иден-
тичность. Кластер 1 (содержащий маркеры идентич-
ности фибробластов FSP1, COL3A1 и TGFB2/3) демон-
стрировал самое медленное снижение и был послед-
ним, достигшим уровней экспрессии ЭСК. Таким
образом, было обнаружено, что ряд генов, специ-
фичных для фибробластов, поддерживал высокие
уровни экспрессии до 15-х сут, когда наблюдалось
значительное снижение eAge.

Исследования изменения экспрессии генных мо-
дулей продолжились и далее с помощью технологии
RNA-seq единичных клеток для определения изме-
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нений экспрессии генов, вызванных частичным ре-
программированием (Roux et al., 2022). К настояще-
му времени это первое и единственное исследование
геномов частично репрограммированных клеток с
помощью технологии RNA-sec единичных клеток, в
связи с чем хотелось бы остановиться на результатах
этой работы более подробно.

Авторы (Roux et al., 2022) выполнили частичное
репрограммирование первичных адипогенных и ме-
зенхимных стволовых клеток (МСК) молодого и по-
жилого возраста и профилировали экспрессию ге-
нов одиночных клеток в различные моменты време-
ни после отмены фактора репрограммирования.
Было обнаружено, что частичное репрограммирова-
ние адипоцитов индуцировало набор новых состоя-
ний экспрессии генов по сравнению с контрольными
клетками. При дифференциальном анализе экспрес-
сии генов эти авторы обнаружили, что репрограммиро-
вание значительно изменило уровень экспрессии в
сторону молодости в 3485 генах из общего числа
5984 генов, измененных с возрастом, при этом репро-
граммирование противодействовало возрастным из-
менениям во многих наборах генов. Наиболее яркими
были усиление адипогенного метаболизма жирных
кислот, регуляция которого снижается с возрастом,
и подавление генов воспалительной реакции, усили-
вающейся с возрастом. В МСК частичное репрограм-
мирование индуцировало новый профиль экспрессии
генов, а именно подавление регуляции программы
эпиталиально-мезенхимного перехода (EMT), восста-
новление экспрессии генов, характерных для молодых
клеток (712 генов), а программа индуцированных
старением фиброзных генов была подавлена. При
этом исследование отдельных генов показало, что
идентичность соматических клеток определяет эф-
фекты частичного репрограммирования. Таким об-
разом, авторы пришли к выводу, что в некоторых со-
матических клетках экспрессия генов, характерных
для молодых клеток может быть восстановлена бо-
лее эффективно, чем в других (Roux et al., 2022).

Эти же авторы исследовали влияние частичного
репрограммирования на отдельные гены-маркеры
идентичности соматических клеток. На адипоген-
ных клетках они обнаружили, что гены Lpl и Fabp4
(адипогенные) были значительно подавлены, а
Nanog, Snca и Fgf13 были активированы. В МСК ана-
логично: гены Acta2, Thy1 и Col1a1 (мезенхимные)
были подавлены, в то время как Nanog, Snca и Fgf13
были активированы. Авторы приходят к выводу, что
клеточные идентичности после частичного репро-
граммирования значительно подавляются (Roux et
al., 2022). Важно заметить, что эти результаты кон-
трастируют с предыдущими сообщениями о том, что
частичное репрограммирование не влияет на иден-
тичность соматических клеток и не активирует гены

плюрипотентности. Требуется продолжение иссле-
дований, чтобы понять влияние частичного репро-
граммирования на экспрессию генов соматических
клеток и механизмы ревитализации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Существует представление, что накопление мо-
лекулярных повреждений в клетках и тканях с тече-
нием времени играет центральную роль в процессе
старения (Gladyshev et al., 2021). В разных тканях
скорость накопления молекулярных повреждений
разная, в связи с этим некоторые органы и ткани мо-
гут стареть быстрее, чем весь организм. С этим эф-
фектом можно связать появление заболеваний раз-
личных органов, ассоциированных с возрастом, та-
ких как сердечная недостаточность и ишемическая
болезнь сердца, старческая астения, глаукома, диа-
бетическая ангиоретинопатия, заболевания сетчат-
ки и другие. Предложенный подход омоложения
(Guan et al., 2022) дает возможность локально ча-
стично репрограммировать клетки, таким образом
омолодить и регенерировать поврежденный орган. В
связи с этим метод имеет перспективы для использо-
вания его в медицинской практике.

Метод частичного репрограммирования откры-
вает широкий спектр возможностей для фундамен-
тальных исследований. Изучение молекулярных
особенностей процесса омоложения путем частич-
ного репрограммирования позволит более глубоко
понять не только сам процесс ревитализации, но и
молекулярные и клеточные механизмы, лежащие в
основе процесса старения. А возможность омоло-
дить клетки и снова запустить процесс старения мо-
жет стать очень удобной модельной системой для
изучения старения.

Метод частичного репрограммирования появил-
ся сравнительно недавно и сейчас активно изучается
и модернизируется. К настоящему времени доказана
его эффективность как в системе in vitro, так и in vivo,
разработаны несколько способов доставки факторов
репрограммирования и регуляции их экспрессии;
появились вариации состава коктейля факторов ре-
программирования, обнаружены оптимальные зоны
возрастного репрограммирования и оптимальное
временное окно репрограммирования.

Мы еще далеки от широкого использования этого
метода в медицинской практике. Но работа в этом
направлении продолжаются и в конечном итоге мо-
жет привести к разработке терапевтических страте-
гий с целью уменьшения заболеваемости, связанной
с возрастом и, таким образом, улучшения здоровья и
долголетия.
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Partial Cell Reprogramming as a Method of Revitalizing Living Systems
M. A. Shorokhova*

Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
*e-mail: shili-mariya@yandex.ru

Aging and associated diseases are an acute problem of modern biology and medicine. Although aging cannot be pre-
vented at present, its impact on the lifespan and health of the elderly can potentially be minimized by interventions
aimed at returning these cellular processes to normal functioning. The ongoing search for ways to rejuvenate and im-
prove the regenerative capacity of cells led to the discovery of partial reprogramming in 2016. Partial reprogramming
is based on the short-term expression of reprogramming factors (Oct4, Sox2, Klf4 and c-Myc). As a result, the young
epigenetic signature of aging cells is restored. The efficacy of the method has been shown in both in vitro and in vivo
systems. In this review we discuss the main successes of partial reprogramming, as well as the problems and unre-
solved issues faced by the researchers. Separately, we focus on the data on molecular changes during partial repro-
gramming. The method of partial reprogramming provides a wide range of opportunities for fundamental research
of aging and rejuvenation. Further work in this direction can lead to the development of therapeutic strategies to al-
leviate age-related diseases and thus improve health and longevity.

Keywords: partial reprogramming, cell identity, pluripotency, rejuvenation, somatic cells
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Белковые комплексы SMC (от англ. Structural maintenance of chromosomes, далее в тексте – комплексы SMC)
являются ключевыми участниками пространственной организации ДНК во всех живых организмах – в бакте-
риях, археях и эукариотах. У бактерий имеется несколько гомологов комплексов SMC, которые выполня-
ют, на первый взгляд, несвязанные друг с другом функции, однако действуют посредством очень похожих
между собой, высококонсервативных механизмов. За последние годы установлено, что комплексы SMC
способны осуществлять формирование петель ДНК (посредством так называемой экструзии петель), что
позволяет рассматривать их как отдельный класс ДНК-транслоказ. В данной работе обсуждаются бакте-
риальные комплексы SMC в сравнении с их гомологами, такими как MukBEF, MksBEF, RecN и Wadjet, а
также с комплексами SMC эукариот. Обсуждаются их свойства, роль и функции в ключевых процессах
бактериальной клетки.

Ключевые слова: SMC, сегрегация ДНК, пространственная организация ДНК, экструзия петель (loop ex-
trusion), ДНК-транслоказа
DOI: 10.31857/S004137712306007X, EDN: ORQQEY

В данной работе рассматриваются общие пред-
ставления о функциях, роли и молекулярных меха-
низмах работы комплексов SMC и их гомологов у
бактерий. Белковые комплексы семейства SMC (да-
лее – комплексы SMC) имеются у всех живых орга-
низмов, в которых они выполняют важные функции
в таких процессах, как репликация ДНК, репарация,
защита от чужеродной ДНК. Хорошие обзоры, по-
священные комплексам SMC в целом, представлены
в нескольких работах последних лет (Yatskevich et al.,
2019; Kim et al., 2023). Данный обзор, прежде всего,
посвящен описанию комплексов SMC и их гомоло-
гов, имеющихся у бактерий. Тем не менее, так как
комплексы SMC достаточно консервативны и име-
ются, по-видимому, у всех живых организмов, крат-
ко рассмотрены также комплексы SMC эукариот.

Наиболее исследована на данный момент роль
комплексов SMC в поддержании пространственной
организации ДНК, что справедливо как для эукари-
от, так и для бактерий. Кроме укладки ДНК в интер-
фазном ядре, пространственная организация ДНК
выражается в таких явлениях, как, например, кон-
денсация и сегрегация хромосом у эукариот во время
митоза, а также сегрегация нуклеоидов (хромосом)
бактерий. Для решения непростой задачи поддержа-
ния пространственной организации ДНК привлека-
ются комплексы SMC, а также другие белки и слож-

ные многобелковые комплексы, в том числе нукле-
осомы (в эукариотах). Длинные молекулы геномной
ДНК эукариот при участии гистонов и других факто-
ров образуют эухроматин и гетерохроматин (Yoshi-
naga, Inagaki, 2021). Во время митоза и мейоза обра-
зуются более компактизованные хроматиды, до
определенного момента сцепленные между собой в
пары сестринских хроматид благодаря комплексам
белков, в которые входят конденсины и когезины
(одни из эукариотических комплексов SMC). Кон-
денсины играют центральную роль в конденсации и
сегрегации хромосом во время митоза. В сегрегации
хромосом во время митоза участвуют когезины
(Sutani, Yanagida, 1997), обеспечивая сцепление
сестринских хроматид. Похожая ситуация наблюда-
ется во время мейоза (Ishiguro, 2019). У бактерий, не-
смотря на отсутствие гистонов, нуклеоиды поддер-
живаются в конденсированном и достаточно упоря-
доченном состоянии, причем одну из важнейших
ролей в поддержании пространственной организа-
ции нуклеоида играют комплексы SMC (Dame et al.,
2020). Как и конденсины эукариот, комплексы SMC
бактерий участвуют в конденсации и сегрегации
ДНК.

Учитывая структурную и филогенетическую кон-
сервативность, в настоящее время считают, что все
комплексы SMC, как прокариотические, так и эука-

УДК 577.112.7
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риотические, действуют по механизмам, имеющим
общий принцип. Только в последнее время на моле-
кулярном уровне стало проясняться, как именно
они действуют: комплексы SMC не функционируют
статически, удерживая молекулы ДНК вместе, вме-
сто этого они работают подобно ДНК-транслоказам
(Yatskevich et al., 2019; Kim et al., 2023). Установлено,
что комплексы SMC формируют из молекул ДНК
петли (такое поведение называется “экструзия пе-
тель”, англ. loop extrusion), имеющие достаточно
большой размер (до нескольких сотен тысяч пар ос-
нований), причем независимо от того, упакована ли
в данный момент молекула ДНК в нуклеосомную
нить или используется РНК-полимеразой для тран-
скрипции.

В обзоре рассматриваются такие бактериальные
комплексы SMC, как “классический” и наиболее
изученный комплекс SMC-ScpAB бактерий (глав-
ным образом на примере бактерии Bacillus subtilis), а
также комплексы MukBEF и MksBEF. Кроме того,
обсуждаются открытые совсем недавно комплексы
Wadjet, участвующие в защите от чужеродной ДНК.

Важной особенностью данного обзора является
рассмотрение белка RecN, который имеется у мно-
гих бактерий наряду с другими комплексами SMC,
является гомологом SMC и участвует в гомологич-
ной рекомбинации. Несмотря на то, что свойства
RecN (и предполагаемого комплекса на его основе)
изучены намного хуже, чем у других комплексов
SMC, данный белок представляет значительный ин-
терес, так как вовлечен в важнейший процесс – ре-
парацию ДНК.

ЯВЛЕНИЕ КОМПАКТИЗАЦИИ ДНК
У ЭУКАРИОТ И ПРОКАРИОТ

Прежде чем перейти к обсуждению комплексов
SMC, представляется важным кратко обсудить явле-
ние, с которым связаны некоторые из комплексов
SMC, а именно явление компактизации ДНК. Это
явление впервые было описано в эукариотических
клетках. Более полувека назад было установлено,
что эукариотический хроматин имеет характерную
периодическую структуру, представленную молеку-
лой ДНК, намотанной на нуклеосомы, которые бы-
ли описаны как “бусины на нитке” (Olins, Olins,
1974). Однако до сих пор есть много пробелов в по-
нимании того, как в клетках эукариот обеспечивает-
ся пространственная организация ДНК. Например,
не до конца ясна природа структуры, характерной
для интерфазного ядра – волокна хроматина толщи-
ной около 30 нм (Xu et al., 2021).

Первоначальные попытки объяснить образование
хроматином волокна толщиной 30 нм были основаны
на свойствах нуклеосом. Действительно, гистоны яв-
ляются наиболее распространенными белками в со-
ставе хромосом, поэтому закономерно предположить,
что именно гистоны выполняют наиболее важные

функции по поддержанию пространственной орга-
низации хромосом. Предполагалось, что волокна
диаметром 10 нм, состоящие из ДНК, намотанной
на нуклеосомы, могут складываться в волокна более
высокого порядка диаметром 30 нм. Изменения в
структуре хромосом, как предполагается, управляют-
ся активируемыми АТФ факторами ремоделирования
хроматина и факторами модификации гистонов или и
тем, и другим (Georgatos et al., 2009). Однако известные
свойства нуклеосом и модифицированных гистонов не
могут объяснить всю сложность упаковки хроматина.
Также на настоящий момент установлено, что волокна
толщиной 30-нм не образуются в ядрах многих видов
эукариотических клеток (Eltsov et al., 2008; Ou et al.,
2017). Более того, недавние эксперименты показали,
что структуры, напоминающие хроматиды митоти-
ческих хромосом, могут быть восстановлены в экс-
трактах яиц (ооцитов) Xenopus без участия нукле-
осом (Shintomi et al., 2017). На основании этих на-
блюдений можно предположить, что в основе
пространственной организации хромосом должен
лежать какой-то другой принцип, не зависящий от
гистонов.

Для того чтобы выявить упорядоченность в орга-
низации ДНК у бактерий, потребовалось гораздо
больше времени, чем в случае эукариот (интересно
заметить, что у бактерий с большим опозданием бы-
ли открыты и многие другие атрибуты, первоначаль-
но считавшиеся принадлежностью исключительно
эукариот, например, белки цитоскелета (Cabeen, Ja-
cobs-Wagner, 2010)). Повторяющиеся структурные
единицы ДНК (подобные фрагментам ДНК, намо-
танным на нуклеосомы) бактерий так и не были
идентифицированы. Однако за последние годы по-
явились доказательства того, что бактериальные
хромосомы представляют собой не просто неструк-
турированные массивы ДНК, а напротив, сворачи-
ваются в достаточно упорядоченные структуры
(Dame et al., 2020). Немалую роль в формировании
этих структур играют комплексы SMC. Достижения
в области микроскопии, структурной биологии и
разработка подходов, позволяющих анализировать
геном, выявили многие молекулярные механизмы,
лежащие в основе явления пространственной орга-
низации ДНК бактерий. Комплексы SMC и другие
нуклеоид-ассоциированные белки, рассматривае-
мые в следующей главе, играют важнейшую роль в
этом явлении.

МЕСТО КОМПЛЕКСОВ SMC СРЕДИ БЕЛКОВ, 
УЧАСТВУЮЩИХ В ПРОСТРАНСТВЕННОЙ 

ОРГАНИЗАЦИИ ДНК БАКТЕРИЙ

В отличие от хромосом эукариот, регулярно по-
вторяющиеся структурные единицы, такие как нук-
леосомы, в нуклеоидах бактерий не выявляются.
Вместо этого бактериальная хромосома компактизу-
ется с помощью нуклеоид-ассоциированных белков
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(NAP, от англ. nucleoid-associated proteins), наиболее
важные из которых рассматриваются в данной главе.

Гистоноподобный белок H-NS (от англ. histone-
like nucleoid structuring protein) представляет собой
небольшой белок, который связывается с малой бо-
роздкой ДНК с помощью C-концевого домена у
Escherichia coli и родственных бактерий (см. рис. 1а)
(Grainger, 2016). Данный белок лучше связывается с
AT-богатыми участками (Gordon et al., 2011). N-кон-
цевой домен H-NS содержит два сайта, которые
обеспечивают взаимодействие мономеров H-NS
между собой посредством контактов “голова–голо-
ва” и “хвост–хвост” (Arold et al., 2010). Это приводит
к образованию либо нуклеопротеиновых филамен-
тов, либо петель между участками ДНК, соединен-
ными с помощью H-NS (Dame et al., 2006), причем
способность образовывать те или иные структуры
зависит от внешних условий (температура, ионный
состав). Белки, функционально сходные с H-NS, об-
наружены у многих видов бактерий. Например, бе-
лок Rok B. subtilis не имеет структурного сходства с
H-NS Escherichia coli, однако выполняет ту же фи-
зиологическую роль, связываясь с AT-богатыми

участками ДНК и вызывая образование петель
(Smits, Grossman, 2010). Вероятно, H-NS и подобные
ему белки вызывают формирование статичных пе-
тель ДНК, что вносит вклад в поддержание нуклеои-
да в компактной форме.

Другой ДНК-связывающий белок бактерий – Fis
(от англ. factor for inversion stimulation) – связывается
с ДНК в виде димера благодаря мотиву HTH (спираль−
поворот−спираль) и вызывает изгиб ДНК
(рис. 1в), а не образование петель, в отличие от
белка H-NS и его гомологов (Stella et al., 2010). Fis
распознает вырожденный палиндром ДНК дли-
ной 15 п.н., имеющий G в положении 1 и C в по-
ложении 15 (5'-GNNVRWWWWWYVNNC-3'). Рас-
познавание мишени управляется формой малой бо-
роздки, возникающей благодаря
последовательности сайта связывания. Степень из-
гиба ДНК, вызванная связыванием Fis, может ва-
рьироваться от 50° до 90° в зависимости от фланки-
рующей последовательности ДНК (Hancock et al.,
2016). Fis часто обнаруживается в местах пересече-
ния дуплексов ДНК (Schneider et al., 2001). Это мо-

Рис. 1. Белки бактерий, участвующие в пространственной организации ДНК. Мономеры белков обозначены голубым и зе-
леным цветом, ДНК – фиолетовым. а – Гистоноподобный белок H-NS взаимодействует с ДНК, а также олигомеризуется по-
средством контактов “голова к голове” и “хвост к хвосту”. В зависимости от условий среды (температура, ионная сила) H-NS
в комплексе ДНК может формировать нитевидные структуры (сверху) или стимулировать латеральное взаимодействие между
молекулами ДНК (снизу). Последнее взаимодействие приводит в том числе к образованию петель ДНК. б – Гистоноподоб-
ные белки IHF и HU функционируют как белки, изгибающие ДНК. IHF создает в ДНК сильные изгибы до 160°, тогда как
HU изгибает ДНК менее резко. в – Белок Fis связывается с последовательностями ДНК в виде димера и индуцирует изгиб
ДНК на 50°–90°. г – Комплексы SMC представляют собой белки, стимулирующие образование петель ДНК
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жет стабилизировать плектонемы (участки супер-
спиралей) в суперскрученной ДНК.

Изгиб ДНК за счет связывания с другим гисто-
ноподобным белком, влияющим на конформацию
бактериальной хромосомы – IHF (от англ. integra-
tion host factor) – является более сильным, до 160°
(рис. 1б) (Rice et al., 1996). IHF связывает консенсусную
последовательность (5'-WATCAANNNNTTR-3') в виде
гетеродимера, состоящего из α-субъединицы и β-субъ-
единицы. Высокая внутриклеточная концентрация
IHF приводит к его неспецифическиму взаимодей-
ствию со многими неканоническими ДНК-мишеня-
ми. Белок IHF идентифицирован только у грамотри-
цательных бактерий.

Аминокислотная последовательность другого
белка, вызывающего изгиб ДНК – HU (от англ. heat
unstable) – на 40% идентична белку IHF (Rouvière-
Yaniv, Gros, 1975; Stojkova et al., 2019). В отличие от
IHF, HU широко распространен среди бактерий
(Grove, 2011). В клетках E. coli HU образует гетероди-
меры α-субъединицы и β-субъединицы. Гомодиме-
ры HU преобладают среди других бактерий, у кото-
рых имеется лишь один ген, кодирующий гомолог
HU. HU не имеет специфичности к последователь-
ности ДНК, но его способ распознавания мишени
похож на таковой у IHF (рис. 1). ДНК изгибается под
действием HU в меньшей степени, чем в случае IHF,
и под разными углами (van Noort et al., 2004). Связы-
вание HU происходит преимущественно с изогну-
той ДНК (Swinger, Rice, 2007). Последовательное
связывание димеров HU вызывает скручивание
ДНК вокруг связанных белков с образованием фи-
ламентов. Это приводит к тому, что HU может само-
стоятельно или вместе с топоизомеразой I влиять на
суперскрученность кольцевой ДНК (Bensaid et al.,
1996). Как правило, у бактерий ДНК отрицательно
сверхспирализована для облегчения процессов, тре-
бующих плавления ДНК (Witz, Stasiak, 2010).

Также к белкам, участвующим в пространствен-
ной организации ДНК бактерий, относятся ком-
плексы SMC (рис. 1г), которые способны к связыва-
нию и транслокации ДНК, в том числе образуют
петли из ДНК. В отличие от рассмотренных выше
белков, SMC способны активно влиять на простран-
ственную организацию ДНК, используя энергию
гидролиза АТФ. Комплексы SMC рассматриваются
далее.

КРАТКАЯ ИСТОРИЯ ОТКРЫТИЯ 
КОМПЛЕКСОВ SMC

В 1990 г. было высказано предположение о нали-
чии гипотетического механизма сворачивания
ДНК, приводящего к формированию петель по всей
длине хромосомы (Riggs, 1990). Данный механизм
мог бы объяснить, в частности, конденсацию хромо-
сом в митозе. Однако молекулярные основы данного
процесса были долгое время неясны. Интересно за-

метить, что еще до того, как Риггс постулировал сво-
рачивание ДНК, ген SMC1 (от англ. stability of
minichromosomes 1) был обнаружен у Saccharomyces
cerevisiae (Larionov et al., 1985; Strunnikov et al., 1993),
а в 1990-х гг. последовало открытие гомологичных
генов в других организмах. На основании данных,
полученных при изучении мутаций в данных генах,
было установлено, что эти белки каким-то образом
вовлечены в поддержание пространственной орга-
низации ДНК, хотя молекулярные механизмы этого
вовлечения были неясны. В результате расшифровка
аббревиатуры SMC поменялась на современную
(англ. structural maintenance of chromosomes).

Связь белков SMC с предложенным Риггсом ме-
ханизмом сворачивания ДНК (Riggs, 1990) не была
очевидной. Модель, в рамках которой комплексы
SMC активно вовлечены в формирование петель из
молекулы ДНК, была лишь одной из многих и не по-
лучала убедительных подтверждений до использова-
ния методов определения конформации хромосом
(Hi-C и другие) около десяти лет назад. Две статьи,
одна из которых была посвящена организации гено-
ма в клетках млекопитающих, а другая – у бактерий
B. subtilis, опубликованные с разницей лишь в не-
сколько месяцев, предоставили первые данные in vi-
vo, указывающие на тот факт, что комплексы SMC
могут активно участвовать в экструзии петель ДНК
(Sanborn et al., 2015; Wang et al., 2015). За этими ис-
следованиями последовали дальнейшие экспери-
менты in vivo и in vitro, кульминацией которых стала
визуализация экструзии петель ДНК, вызываемая
комплексами SMC, на уровне одиночных молекул
ДНК (Ganji et al., 2018). На настоящий момент от-
крыто множество гомологов комплексов SMC во
всех живых организмах. Однако до сих пор имеется
множество пробелов в понимании свойств комплек-
сов SMC, поэтому ведется активное исследование
уже известных комплексов, а также открытие новых
гомологов. Например, совсем недавно были откры-
ты комплексы Wadjet, защищающие бактерии от чу-
жеродной ДНК (Deep et al., 2022).

СТРУКТУРА КОМПЛЕКСОВ SMC

Комплексы SMC представляют собой кольцевид-
ные структуры, состоящие из пары мономеров бел-
ков SMC (Nolivos, Sherratt, 2014), клейзина
(Schleiffer et al., 2003) и вспомогательных/регулятор-
ных белков типа KITE (от англ. kleisin-interacting
winged-helix tandem elements – тандемные элементы
в виде спирали, взаимодействующие с клейзином)
(Palecek, Gruber, 2015) или (в зависимости от вида
комплекса SMC) HAWK (от англ. HEAT repeat sub-
units containing proteins associated with kleisins – субъ-
единицы повторов HEAT, содержащие белки, свя-
занные с клейзином) (см. рис. 2) (Wells et al., 2017).
Сравнение различных комплексов SMC по их соста-
ву представлено в табл. 1.
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Отдельные субъединицы (мономеры) белков
SMC имеют вытянутую форму с доменом димериза-
ции, называемым шарниром (англ. hinge), на одном
конце, который соединен антипараллельной супер-
спиралью длиной 50-нм с головным (англ. head) доме-
ном АТФазы, который является характерным для бел-
ков типа ABC (от англ. ATP-binding cassette) (рис. 2).
Головной домен ABC-подобной АТФазы состоит из
двух долей. Первая доля представляет собой N-кон-
цевой домен, образующий мотив Walker A, который
связывает АТФ. Вторая доля представляет собой С-
концевой домен, содержащий сигнатурный мотив,
способный связывать γ-фосфат АТФ, связанный с
головным доменом соседнего мономера, а также мо-

тив Walker В, необходимый для гидролиза АТФ (Gli-
goris et al., 2014).

V-образный димер SMC может состоять из моно-
меров одного типа (гомодимеры SMC встречаются в
бактериальных комплексах SMC, MukBEF и др.)
или двух различных типов (гетеродимеры входят в
состав когезина, конденсина и комплекса Smc5−
Smc6 эукариот). Димер SMC связывается с клейзи-
ном с образованием кольца, которое, вероятно, за-
хватывает ДНК и, опоясывая два участка молекулы
ДНК, образует петлю из ДНК (Gruber et al., 2003).
Существует альтернативная модель, согласно кото-
рой петля может образоваться путем димеризации
димеров SMC (т.е. за счет образования тетрамера
SMC), каждый из которых охватывает одну из частей

Рис. 2. Общая структура различных видов комплексов SMC. Комплекс SMC состоит из пары мономеров SMC, клейзина и
регуляторных белков типа KITE или HAWK. Каждый мономер SMC состоит из “шарнирного” домена димеризации (обозна-
чен Ш, англ. “hinge”), АТФазного “головного” домена (обозначен Г, англ. “head”) и антипараллельного суперспирального
“плеча”, простирающегося между шарнирным и головным доменами. Суперспирали имеют разрывы структуры, называемые
“локоть” (обозначен Л, англ. “elbow”) и “сустав” (обозначен С, англ. “joint”). а – Бактериальный комплекс SMC проиллю-
стрирован на примере SMC B. subtilis, который образован гомодимером SMC; кольцеобразную структуру дополняют
клейзин – ScpA, а также регуляторный белок типа KITE – ScpB, который взаимодействует с клейзином. б, в – Конденсин и
когезин проиллюстрированы с использованием соответствующих комплексов S. cerevisiae. У конденсина имеются два белка
типа HAWK – Ycs4 и Ycg1, связанные с клейзином Brn1. У когезина имеется белок типа HAWK – Scc3, а также два дополни-
тельных белка типа HAWK – Scc2 и Pds5, которые конкурируют за один и тот же сайт связывания у клейзина – Scc1.

а б в

Ш

Г

Л

С

ScpA

ScpB

Smc2

Brn1

Ycs4

Smc4

Ycs1

Smc3 Smc1

Scc1

Scc2
Scc3

Pds5

SMC-ScpAB Конденсин Когезин

Таблица 1. Состав комплексов SMC эукариот и бактерий

Комплекс SMC Состав димера SMC Клейзин KITE/HAWK

Когезин S. cerevisiae Smc1/Smc3 Scc1 Scc3, Scc2 и Pds5 (HAWK)

Конденсин S. cerevisiae Smc2/Smc4 Brn1 Ycs4 и Ycg1 (HAWK)
Smc5−Smc6 S. cerevisiae Гетеродимер Smc5/Smc6 Nse4 Nse1, Nse3 (KITE)
SMC B. subtilis Гомодимер SMC/SMC ScpA ScpB (KITE)
MukBEF E. coli Гомодимер MukB/MukB MukF MukE (KITE)
MksBSEF P. aeruginosa Гомодимер MksB/MksB MksF MksE (KITE)
RecN E. coli Гомодимер RecN/RecN Неизвестен Неизвестны
Wadjet P. aeruginosa Гомодимер JetC/JetC JetA JetB (KITE)
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ДНК, такую структуру иногда называют “наручни-
ки” (Zhang et al., 2008), однако в настоящее время
больше склоняются к первой модели. Клейзины вза-
имодействуют с регуляторными белками типа KITE
и HAWK, которые, по-видимому, влияют на кон-
формацию комплекса SMC, взаимодействуя с дру-
гими факторами. Бактериальные и архейные ком-
плексы SMC, а также эукариотический комплекс
Smc5−Smc6 рекрутируют белки типа KITE. Ком-
плексы SMC конденсина и когезина эукариот ре-
крутируют белки типа HAWK (Wells et al., 2017).

В настоящее время считается, что в отсутствие
АТФ комплекс SMC находится в открытой конфор-
мации, при которой димер SMC имеет V-образную
форму, а клейзин замыкает комплекс, формируя та-
ким образом один компартмент S-K (рис. 3). При
связывании АТФ 2 головных домена SMC сближа-
ются, образуя закрытую конформацию E (от англ.
engaged) (Lammens et al., 2004). В конформации E
имеются 2 компартмента – K и S, разделенные меж-
ду собой головными доменами SMC. Кроме двух
описанных выше конформаций комплекса SMC –
открытой (V-образной, в отсутствие АТФ) и закры-
той (О-образной, в присутствие АТФ), описана так-
же третья – совмещенная конформация J (от англ.
juxtaposed), в которой сигнатурные мотивы голов-
ных доменов совмещены друг с другом (в отличие от
конформации E, в которой они удалены друг от дру-
га) (Diebold-Durand et al., 2017). В конформации J су-
перспирали SMC соприкасаются друг с другом, при
этом АТФ в составе комплекса отсутствует, как и в
открытой конформации.

Интересная особенность, характерная для белков
SMC, – это прерывистость их суперспиралей. Один
из распространенных разрывов суперспирали назы-
вается локоть (англ. elbow). Структурные данные
указывают на то, что суперспирали конденсина, коге-
зина, а также бактериального комплекса MukBEF за-

частую изгибаются в районе локтя (Yoshimura et al.,
2002; Hons et al., 2016; Bürmann et al., 2019). Интерес-
но отметить, что изогнутые в локте молекулы SMC
существуют наряду с выпрямленными, что может
указывать на переключение (например, при связы-
вании и гидролизе АТФ) между этими двумя кон-
формациями, однако на настоящий момент это не-
известно. Переключение между такими конформа-
циями теоретически может быть объяснением
наблюдаемой транслоказной активности (то есть пе-
ремещения однонитевой или двунитевой молекулы
ДНК, обусловленного гидролизом АТФ) под дей-
ствием комплекса SMC, т.е. быть одним из механиз-
мов экструзии петель ДНК. Кроме локтя, имеется
еще один разрыв суперспирали SMC – сустав (англ.
joint). Как и в случае локтя, роль сустава в активно-
сти комплексов SMC в настоящее время не изучена.

ЭКСТРУЗИЯ ПЕТЕЛЬ КОМПЛЕКСАМИ SMC

Способность образовывать петли ДНК является
ключевым свойством комплексов SMC, хотя, как
было сказано выше, точные молекулярные основы
этого механизма на настоящий момент неизвестны.
Впервые предложенный в 2001 г. (Nasmyth, 2001) и
формализованный теоретически в 2012 г. (Alipour,
Marko, 2012), механизм экструзии петель заключает-
ся в связывании комплекса SMC с молекулой ДНК,
при этом из нее формируется петля (рис. 4) (Wang et al.,
2017). Затем этот комплекс “протягивает” ДНК через
кольцо, образуя растущую петлю ДНК (Ganji et al.,
2018). За счет этого механизма, как считается, белки
SMC некоторых бактерий двунаправленно трансло-
цируют ДНК и постепенно перемещаются вдоль
хромосомы к макродомену Ter (часть нуклеоида, со-
держащая сайт терминации репликации). Экструзи-
онный комплекс SMC может состоять из сложенной
молекулы ДНК, протянутых через одно кольцо

Рис. 3. Различные топологические компартменты, образованные SMC в различных конформациях. а – Закрытая конформа-
ция E (англ. engaged) демонстрирует 2 компартмента: компартмент SMC (S) и компартмент клейзина (K). б – Открытая кон-
формация демонстрирует один компартмент SMC-клейзин (S-K). в – Конформация с совмещенными сигнатурными моти-
вами (J) демонстрирует один компартмент клейзина и головных доменов SMC (J-K)
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SMC, что называется моделью с одним кольцом
(Gruber et al., 2003), или из молекулы ДНК, протяну-
той через два кольца тетрамера SMC (модель наруч-
ников) (Zhang et al., 2008).

На скорость экструзии петель SMC значительно
влияет транскрипция. Активно транскрибируемые
гены ослабляют перемещение ДНК через комплекс
SMC (Tran et al., 2017). Например, у B. subtilis дей-
ствие SMC может быть замедлено в несколько раз
из-за противоположно ориентированного активно
транскрибируемого гена (Wang et al., 2017). Наряду с
активной экструзией петель, предложена также мо-
дель статичного связывания комплекса SMC с ДНК
(Hirano, 2002), хотя на настоящий день она не под-
тверждается.

ОСОБЕННОСТИ КОМПЛЕКСОВ
SMC ЭУКАРИОТ

Комплексы SMC впервые были открыты в эука-
риотах, и во многом их свойства изучены лучше, чем
свойства их бактериальных гомологов. Эукариоты
имеют 3 основных вида комплексов SMC – конден-
сины (содержат гетеродимер Smc2 и Smc4), когези-
ны (Smc1 и Smc3), а также комплекс Smc5−Smc6

(содержат одноименный гетеродимер). Наиболее
изучена роль комплексов SMC в процессе деления, а
именно при сегрегации хромосом. В ходе сегрегации
хромосом конденсация ДНК происходит при уча-
стии конденсинов, в то время как когезия сестрин-
ских хроматид обеспечивается за счет когезина
(Kim et al., 2023).

У высших эукариот имеются 2 вида конденсинов –
конденсин I и конденсин II (Hirota et al., 2004). Кон-
денсин II локализуется в ядре и связывает хроматин
в профазе, в то время как конденсин I является ци-
топлазматическим и, таким образом, может дей-
ствовать на хроматин только после разрушения
ядерной оболочки. Было установлено, что на первом
этапе конденсин II способствует образованию боль-
ших петель ДНК размером около 400 т.п.н., тогда как
конденсин I – петель размером около 80 т.п.н., вло-
женных внутрь больших петель (Gibcus et al., 2018).

Кроме конденсинов, процесс сегрегации ДНК
эукариот требует участия еще одного комплекса
SMC – когезина, необходимого для удержания сест-
ринских хроматид вместе до определенного момен-
та. Когезия устанавливается во время S фазы клеточ-
ного цикла одновременно с репликацией ДНК
(Nasmyth, 2001). Когезин может загружаться на ДНК

Рис. 4. Модель, иллюстрирующая, как комплекс SMC способен формировать петли из молекулы ДНК. а – На начальном эта-
пе происходит сборка комплексов SMC на молекуле ДНК, при этом комплекс захватывает 2 участка одной молекулы ДНК.
б – Далее происходит экструзия петель ДНК, вызванная транслоказной активностью, а также привлечение дополнительных
комплексов SMC.

а

б
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двумя независимыми путями: когезиновые ком-
плексы могут загружаться de novo во время или во-
влекаться в когезию после репликации, будучи уже
ассоциированными с хроматином (Srinivasan et al.,
2020).

Предполагают, что один когезиновый комплекс в
форме кольца (Gruber et al., 2003) окружает одну мо-
лекулу ДНК из каждой сестринской хроматиды
(Haering et al., 2008). Хотя точный молекулярный ме-
ханизм данного процесса пока неизвестен, исследо-
вания in vitro показали, что когезин, когда он связан
с молекулой двунитевой ДНК, способен захватывать
и другую молекулу однонитевой, но не двунитевой
ДНК, в присутствии Scc2 (белка типа HAWK) и АТФ
(Murayama et al., 2018). Вероятно, в данном процессе
когезин может связываться с реплицируемой лиди-
рующей цепью, а затем захватывать запаздывающую
цепь до ее превращения в двунитевую молекулу
ДНК. Когезин также может стабильно связывать две
двунитевые молекулы АТФ-зависимым образом
(Gutierrez-Escribano et al., 2019). Однако неясно, ка-
ким образом при помощи когезина обеспечивается
когезия именно сестринских хроматид (а не случай-
ных пар хроматид) и является ли эффективным свя-
зывание двунитевых молекул ДНК, поскольку в ра-
ботах in vitro пока не удалось обнаружить такие взаи-
модействия (Murayama et al., 2018).

Кроме конденсинов и когезинов у эукариот име-
ется еще один комплекс SMC – Smc5−Smc6. Счита-
ется, что комплекс Smc5−Smc6 вовлечен в реплика-
цию и репарацию ДНК, однако его свойства изуче-
ны намного хуже, чем свойства конденсинов и
когезина. Недавно для данного комплекса была про-
демонстрирована способность экструдировать пет-
ли в условиях in vitro, аналогичная конденсинам и
когезинам (Pradhan et al., 2023).

РОЛЬ КОМПЛЕКСОВ SMC БАКТЕРИЙ

У бактерий идентифицированы три основных ви-
да комплексов SMC: SMC-ScpAB у B. subtilis и Caulo-
bacter crescentus, SMC-подобный MukBEF у E. coli и
других гамма-протеобактерий и дельта-протеобак-
терий и MukBEF-подобный MksBEF, обнаружен-
ный у более широкого спектра бактерий. Эти ком-
плексы SMC участвуют в сегрегации вновь реплици-
рованных сестринских хромосом (Danilova et al.,
2007; Yu et al., 2010; Minnen et al., 2011; Petrushenko et al.,
2011; Schwartz, Shapiro, 2011; Wang et al., 2014). Нали-
чие у бактерии хотя бы одного комплекса SMC явля-
ется жизненно важным, что подтверждается в том
числе наличием соответствующих генов у “мини-
мальной” бактерии (Hutchison et al., 2016). В данной
главе описаны бактериальные комплексы SMC глав-
ным образом на примере B. subtilis, а в последующих
главах обсуждаются особенности других SMC-подоб-
ных комплексов (MukBEF и др.).

Комплекс SMC B. subtilis состоит из гомодимера
SMC, клейзина ScpA и регуляторного белка типа
KITE – ScpB. Было высказано предположение, что
энергия гидролиза АТФ используется для активации
комплекса SMC-ScpAB, что, в свою очередь, облег-
чает его связывание с сайтами parS (Minnen et al.,
2016). Однако роль ScpB остается в значительной
степени неизвестной. В то время как ScpB не прини-
мает непосредственного участия в формировании
кольцевой структуры комплекса, он необходим для
активации АТФазной активности SMC и загрузки
комплекса на ДНК (Wilhelm et al., 2015). Поэтому ра-
зумно предположить, что ScpB играет важную роль в
регуляции SMC-ScpAB, изменяя конформацию
комплекса.

В отличие от эукариот, у прокариот отсутствует
когезия сестринских хроматид. У прокариот сегрега-
ция сестринских хроматид связана с репликацией.
SMC многих бактерий (например, у B. subtilis) загру-
жаются на хромосомы в центромероподобных по-
следовательностях parS, прилегающих к точке нача-
ла репликации, с помощью белка ParB, участвующе-
го в сегрегации хромосом (Gruber, Errington, 2009).
После связывания с ДНК комплексы SMC экстру-
дируют петли ДНК (Ganji et al., 2018; Kim et al., 2020).
Анализ Hi-C в B. subtilis показал, что SMC выполня-
ют экструзию петель всей хромосомы размером в не-
сколько миллионов пар оснований до тех пор, пока
не будет достигнут макродомен Ter (Wang et al., 2017;
Wang et al., 2018). Это приводит к тому, что две поло-
вины кольцевой хромосомы сшиваются, в результа-
те хромосома приобретает серповидную форму.

РОЛЬ И ОСОБЕННОСТИ SMC-ПОДОБНЫХ 
КОМПЛЕКСОВ MukBEF И MksBEF

У бактерий без системы ParABS, таких как E. coli,
SMC-подобный комплекс MukBEF неспецифиче-
ски связывается с хромосомой (Nolivos et al., 2016;
Japaridze et al., 2023). Состав комплекса MukBEF в
целом гомологичен комплексам SMC бактерий
(табл. 1). В отличие от комплекса SMC B. subtilis и
других бактерий, факторы загрузки для SMC-подоб-
ных белков MukBEF и MksBEF в настоящее время
неизвестны (возможно, они отсутствуют). Считают,
что SMC-подобные комплексы MukBEF и MksBEF
играют похожую роль на таковую у комплексов SMC
(Zhou, 2022), однако благодаря MukBEF E. coli обра-
зуется не серповидная, а кольцевидная хромосома.
Визуализация бактериальной хромосомы в комплексе
с SMC показала, что комплексы MukBEF формируют
из ДНК многочисленные петли, которые образуют во-
локно, напоминающее конденсированные митотиче-
ские хромосомы у эукариот (Mäkelä, Sherratt, 2020).
Хотя трудно предложить альтернативную модель то-
го, как комплексы SMC организуют бактериальные
хромосомы, прямых доказательств экструзии петель
бактериальными комплексами SMC в условиях in vi-
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tro на одномолекулярном уровне до сих пор не было
получено.

Некоторые виды бактерий имеют более одного
вида комплексов SMC, присутствующих в одних и тех
же клетках; например, виды Pseudomonas кодируют как
SMC-ScpAB, так и гомолог MukBEF, MksBEF, при
этом гены MksBEF встречаются у многих бактерий,
как грамположительных, так и грамотрицательных.
При этом MksBEF наряду с другими комплексами
SMC участвуют в сегрегации ДНК (Zhao et al., 2020).
Интересно отметить, что родственные комплексы
MksBEFG (Weiß et al., 2023) участвуют в защите от
чужеродной ДНК (подобно комплексам Wadjet, рас-
сматриваемым далее).

РОЛЬ И ОСОБЕННОСТИ SMC-ПОДОБНЫХ 
КОМПЛЕКСОВ WADJET

Недавно были описаны новые системы бактерий,
защищающие их от трансформации чужеродной
ДНК подобно системам рестрикции−модификации,
CRISPR-Cas и др. (Deep et al., 2022). Такие системы
получили название Wadjet и представляют собой од-
ну из разновидностей комплексов SMC. Показано,
что структура полноразмерного комплекса JetABC
схожа со структурой комплексов MukBEF и Mks-
BEF, а процесс связывания ДНК в этих системах
происходит практически идентично субъединицами
JetC и MukB/MksB соответственно (Deep et al.,
2022).

Системы Wadjet активны против кольцевых плаз-
мид длиной до 100 т.п.н., осуществляя их разрезание
в случайном месте. При этом линейные молекулы
ДНК и бактериальный геном не подвергаются дегра-
дации под действием Wadjet. Для успешного разре-
зания чужеродной ДНК требуется АТФ. Таким об-
разом, системы Wadjet, по-видимому, используют
экструзию петель для того, чтобы отличить плазми-
ды от геномной ДНК.

Например, в одной из опубликованных работ
(Liu et al., 2022) описана система JetABCD E. coli. Ре-
зультаты криоэлектронной микроскопии показали,
что комплекс представлен двумя гомодимерами
JetC, которые находятся в конфигурации “димер из
димеров”, ориентированы друг к другу под углом
приблизительно равным 30° и связаны друг с другом
комплексом JetAB. Что касается JetD, то согласно
модели, полученной с помощью программы Alpha-
Fold, он обладает высокой степенью гомологии с до-
меном TOPRIM ДНК-топоизомеразы VI.

Предполагают, что системы Wadjet распознают
инвазивную ДНК на основе ее небольшого размера
и кольцевой формы. Одна из гипотез гласит, что
комплекс JetABCD производит экструзию плазмид-
ной ДНК, в результате чего два комплекса JetABCD
сближаются друг с другом и останавливаются, что
может приводить к изменению конформации ком-
плексов и служить сигналом для расщепления ДНК

двумя субъединицами JetD, которые в норме удале-
ны друг от друга и неактивны, а при сближении об-
разуют нуклеазный комплекс. Если же комплексы
JetABCD находятся на хромосоме, то они, вероятно,
не образуют нуклеазный комплекс, так как могут
претерпевать спонтанную диссоциацию или диссо-
циируют в результате встречи с другими комплекса-
ми (Liu et al., 2022).

СВОЙСТВА SMC-ПОДОБНОГО БЕЛКА RecN

Важной задачей любого организма является под-
держание целостности его генетического материала.
У бактерий в результате повреждений ДНК, вызван-
ных различными факторами, такими как ионизиру-
ющее излучение, активный кислород, воздействие
химических веществ, воздействие УФ-излучения и
др., возникает особое состояние, характеризующее-
ся повышенной экспрессией генов, отвечающих за
репарацию ДНК и называемое SOS-ответом. SOS-
ответ – важный процесс, позволяющий клетке вос-
станавливать двунитевые разрывы ДНК с помощью
рекомбинационной репарации (гомологичной ре-
комбинации). Не восстановленный или восстанов-
ленный неправильно, двунитевой разрыв ДНК мо-
жет приводить к потере генетической информации,
хромосомным перестройкам, мутагенезу и даже к
клеточной гибели. Одним из важных участников
SOS-ответа является белок RecN, относящийся к се-
мейству SMS-белков (McLean et al., 2021).

Молекулярный механизм гомологичной реком-
бинации, позволяющей восстановить разрыв ДНК,
известен довольно хорошо, в то время как механизм
поиска неповрежденного гомологичного участка
ДНК, с некоторой вероятностью находящегося на
значительном удалении от поврежденного участка,
до сих пор изучен мало. Предполагается, что поиск
такого участка осуществляется с помощью длинного
филамента, образованного рекомбиназой RecA
(Wiktor et al., 2021). Показано, что белок RecN прини-
мает активное участие в поиске гомологии белком
RecA (Chimthanawala et al., 2022). Считается, что белок
RecN у бактерий формирует комплекс, предположи-
тельно состоящий из двух мономеров (Pellegrino et al.,
2012). RecN, как и другие гомологи SMC, содержит
длинный сверхспиральный участок с АТФазным до-
меном на конце. При димеризации этот участок об-
разует ABC-подобный сайт, который способен свя-
зывать две молекулы АТФ. Механизм работы и
функции белка RecN в настоящее время до конца не
ясны, несмотря на то, что он играет важную роль в
процессе репарации в бактериальных клетках. Из-
вестно, что RecN привлекается в центры репарации
ДНК совместно с белком RecA, который является
ключевым ферментом для осуществления гомоло-
гичной репарации и активации SOS-ответа у бакте-
рий (Pellegrino et al., 2012; Keyamura et al., 2013; Les-
terlin et al., 2014).
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Согласно данным, полученным в условиях in vi-
tro, RecA стимулирует АТФазную активность RecN,
а RecN в свою очередь стимулирует процесс перено-
са гомологичных нитей, являющийся одной из клю-
чевых функций белка RecA (Uranga et al., 2017). RecN
также может взаимодействовать с концевыми участ-
ками однонитевой ДНК и никированными участка-
ми двунитевой ДНК, образуя из них петли при нали-
чии АТФ (Sanchez et al., 2008).

Также было обнаружено, что RecN играет роль в
поиске RecA гомологичных участков ДНК на больших
расстояниях в процессе рекомбинации (Chimthanawa-
la et al., 2022). После возникновения двунитевого
разрыва ДНК, RecA скапливается в этой области и
формирует филамент, который двигается по клетке.
Транслокация филамента RecA сопровождается из-
менением его длины, при этом филамент RecA дела-
ет множество обходов клетки, пока не найдет гомо-
логичную последовательность, после чего происхо-
дит восстановление разрыва ДНК. Пока неизвестно,
как именно, но RecN играет важную роль в этом
процессе как основной участник в поиске гомоло-
гии и репарации разрыва ДНК с помощью гомоло-
гической рекомбинации.

Интересно отметить, что в отличие от других
комплексов SMC, для RecN до сих пор не найдены
такие партнеры, как клейзин и вспомогательные
белки типа KITE и HAWK. Возможно, такие партне-
ры отсутствуют, что делает RecN уникальным среди
других SMC-подобных белков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Комплексы SMC являются важными компонен-
тами любой живой клетки, в том числе бактериаль-
ной, и вовлечены в такие процессы, как репликация
и сегрегация ДНК, репарация, а также защита от чу-
жеродной ДНК. В данном обзоре рассмотрены из-
вестные на сегодняшний день представители семей-
ства комплексов SMC, имеющиеся у бактерий.
Сравнение комплексов SMC, MukBEF, MksBEF,
Wadjet и RecN бактерий позволяет сделать вывод о
высокой консервативности комплексов SMC по их
составу, за исключением RecN, для которого не най-
дены другие субъединицы комплекса. С учетом вы-
сокой гомологии комплексов SMC, приведено так-
же краткое описание эукариотических комплексов
SMC. Интересно отметить, что ключевое свойство
для комплексов SMC – экструзия петель – до сих
пор напрямую не продемонстрировано для ком-
плексов SMC бактерий, в отличие от SMC эукариот.

Дальнейшие исследования должны продемонстри-
ровать способность бактериальных комплексов SMC
осуществлять экструзию петель в условиях in vitro.
Кроме того, необходимо прояснить роль АТФазной
активности в данном процессе. Данная роль до сих
пор является гипотетической для всех комплексов
SMC. Также требуется детально исследовать роль

вспомогательных белков, входящих в комплексы
SMC. Для белка RecN необходимо выяснить, дей-
ствительно ли данный белок образует комплекс без
клейзина и других партнеров.

Можно предположить, что рассмотренные в дан-
ной обзорной работе бактериальные комплексы
SMC являются не единственными, и в ближайшее
время предстоит открытие новых представителей
данного семейства.
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SMC complexes (Structural maintenance of chromosomes) are key participants in the spatial organization of DNA
in all living organisms – in bacteria, archaea and eukaryotes. In bacteria, there are several homologues of SMC com-
plexes that perform seemingly unrelated functions, but function through very similar, highly conserved mechanisms.
In recent years, it has been established that SMC complexes are capable of forming loops from DNA (through the
so-called loop extrusion), which allows them to be considered as a separate class of DNA translocases. This paper
discusses bacterial SMC complexes in comparison with their homologues such as MukBEF, MksBEF, RecN, and
Wadjet, as well as with eukaryotic SMC complexes. Their properties, role and functions in the key processes of the
bacterial cell are discussed.
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В работе обсуждается метаболизм ниацина, также известного как витамин В3 или РР, и механизмы его ре-
цепторного действия в организме человека. Ниацин существует в виде различных молекулярных соедине-
ний, которые действуют как предшественники никотинамидных коферментов. Эти коферменты играют
решающую роль в метаболизме, являясь донорами или акцепторами электронов в окислительно-восста-
новительных реакциях, катализируемых различными ферментами. Поддержание внутриклеточного пула
ниацина жизненно важно не только для окислительно-восстановительного метаболизма, но и для функ-
ционирования NAD-зависимых путей. При этом патофизиологические ситуации и изменение активности
ферментов могут влиять на потребность в различных формах ниацина. Помимо опосредованного воздей-
ствия через никотинамидные коферменты, он также имеет ряд прямых эффектов, включающих в себя ан-
тилиполитическую, вазодилататорную и нейропротекторную функции, точный механизм действия кото-
рых в настоящее время до конца не исследован. В целом, ниацин играет жизненно важную роль в поддер-
жании эффективного функционирования клетки, и дальнейшее изучение его влияния на различные
физиологические процессы, включая микробиом кишечника и эпигенетическую регуляцию, может при-
вести к новым открытиям и методам лечения различных заболеваний.

Ключевые слова: витамин B3, ниацин, метаболизм, NAD
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Ниацин (витамин В3, PP) – водорастворимый
витамин, который в организме человека существует
в форме оснований (никотиновой кислоты (NA),
никотинамида (NAM)) и их нуклеозидов (рибозид
никотинамида (NR) и рибозид никотиновой кисло-
ты (NAR)), показанных на рис. 1. Эти молекулярные
соединения являются предшественниками никоти-
намидных коферментов, к числу которых относятся
никотинамидадениндинуклеотид (NAD) и его фос-
форилированная форма – никотинамидаденинди-
нуклеотидфосфат (NADP), а также восстановлен-
ные формы этих соединений – NADH и NADPH со-
ответственно. В составе данных нуклеотидов
никотинамидная составляющая действует как донор

или акцептор электронов во многих жизненно важ-
ных окислительно-восстановительных реакциях,
катализирующихся десятками различных фермен-
тов. Незаменимая аминокислота триптофан в клет-
ках млекопитающих частично может служить еще
одним источником NAD. Оба никотинамидных ко-
фермента выполняют разные функции в метаболиз-
ме: очень высокое соотношение NAD+/NADH спо-
собствует окислительному катаболизму, в результате
чего происходит синтез ATP. В физиологических
условиях соотношение свободного NAD+/NADH в
цитозоле составляет около 700 (Vina et al., 2016), хотя
это значение может варьировать в диапазоне 500–
1000 (Goodman et al., 2018), в то время как в митохон-
дриях это соотношение существенно ниже (7–10)
(Yang, Sauve, 2016). В свою очередь, низкое соотно-
шение NADP+/NADPH, порядка 10–3–10–2 (Good-
man et al., 2018), обеспечивает сильно восстанавли-
вающую среду для биосинтетических реакций. При
этом при исследовании опухолевых клеток человека
было показано, что в митохондриях это соотноше-
ние также в несколько раз ниже, чем в цитозоле и яд-
ре (Sallin et al., 2018). Поддержание внутриклеточно-

Принятые сокращения: ART – ADP-рибозилтрансферазы;
NA – никотиновая кислота; NAAD – адениндинуклеотид NA;
NAD и NADH – никотинамидадениндинуклеотид и его вос-
становленная форма соответственно; NADP и NADPH – ни-
котинамидадениндинуклеотидфосфат и его восстановленная
форма соответственно; NAM – никотинамид; NAMN – моно-
нуклеотид NA; NAMPRT – NAM-фосфорибозилтрансфераза;
NAPRT – NA-фосфорибозилтрансфераза; NAR – рибозид
NA; NMN – никотинамидмононуклеотид; NR – рибозид ни-
котинамида; NRK – никотинамидрибозидкиназа; SIRT –
сиртуины.
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го пула NAD важно не только для обеспечения окис-
лительно-восстановительного метаболизма, но и
для функционирования других NAD-зависимых пу-
тей. Так, NAD является субстратом важнейших для
жизнедеятельности клетки регуляторных белков, та-
ких как АDP-рибозилтрансферазы, поли(ADP-ри-
боза)полимеразы и деацетилазы белков. ADP-рибо-
зилтрансферазы расщепляют NAD до NAM и ADP-
рибозильных продуктов, которые играют ключевую
роль в клеточных сигнальных каскадах, регулирую-
щих экспрессию генов, клеточный цикл, секрецию
инсулина и репарацию ДНК (Anderson et al., 2017).
Кроме того, эти ферменты участвуют в апоптозе,
биогенезе митохондрий, ответе на ЭР-стресс и других
жизненно необходимых процессах (Куликова и др.,
2018). Также NAD является эндогенным агонистом
пуринергических рецепторов P2Y(1) и P2Y(11), по-
средством которых он активирует иммунные клетки
(Klein et al., 2009). Таким образом, уровень динук-
леотида должен постоянно поддерживаться на фи-
зиологическом уровне для обеспечения эффектив-
ного функционирования клетки.

МЕХАНИЗМЫ, СОПРЯЖЕННЫЕ 
С ПОТРЕБЛЕНИЕМ НИАЦИНА

NA, NAM и их нуклеозиды поступают в организм
преимущественно экзогенно, а затем используются
для биосинтеза NAD и NADP, что является основ-
ным способом регуляции уровня никотинамидных
коферментов в клетках млекопитающих. Поскольку
NAD и NADP не могут пересекать клеточные мем-
браны, они расщепляются в кишечнике до никоти-
намидмононуклеотида (NMN) и NR (Canto, 2022).
При этом было показано, что перорально введенные
NR и NMN превращаются в NAM до попадания в
системный кровоток, тогда как при внутривенной
инъекции эти соединения могут метаболизировать-
ся до NAM непосредственно в кровотоке (Liu et al.,
2018). В свою очередь, NAM, как правило, преобра-
зуется кишечным микробиомом посредством нико-

тинамидазы PncA в NA, которая, попадая через во-
ротную вену в печень, является стабильным прекур-
сором NAD в данном органе (Shats et al., 2020).
Интересно, что этот процесс играет большую роль
на более поздней стадии синтеза NAD в печени по-
сле перорального введения NR или NAM, тогда как
на ранней стадии уровень NAD повышается непо-
средственно за счет NR и NAM, поступающих с кро-
вью из тонкого кишечника (Yaku et al., 2021). В целом,
скорость и эффективность метаболизма различных
предшественников NAD существенно зависит от со-
става кишечного микробиома.

Следует отметить, что уровень ниацина, цирку-
лирующего в крови человека, является достаточно
низким. Так, в соответствии с рядом эксперимен-
тальных работ, концентрация NAM в плазме челове-
ка составляет 0.4–0.8 мкM (Trammell et al., 2016;
Grant et al., 2019; Ito et al., 2020), однако наблюдали и
более высокие уровни NAM, вплоть до 60 мкM
(Clement et al., 2019). При этом концентрации NA и
NR в плазме человека существенно ниже и находят-
ся в наномолярном диапазоне, составляя соответ-
ственно 100–300 нМ (Clement et al., 2019) и 15–45 нМ
(Airhart et al., 2017; Nakagawa-Nagahama et al., 2023).
В свою очередь, уровень NAR в крови человека явля-
ется минимальным из всех форм ниацина (1 нМ)
(Nakagawa-Nagahama et al., 2023).

Синтез никотинамидных коферментов. Эффектив-
ность ниацина как предшественника никотинамид-
ных коферментов определяется активностью фер-
ментов, способствующих его превращению в NAD,
поскольку скорость транспорта его форм через кле-
точную мембрану не является лимитирующим фак-
тором (Canto, 2022). Установлены различные неспе-
цифические переносчики, посредством которых
описанные выше предшественники NAD попадают
в клетку. NAM является исключением в связи с тем,
что его переносчик не был идентифицирован (Can-
to, 2022). Существует предположение, что он попа-
дает в клетки путем простой диффузии, однако ско-

Рис. 1. Различные формы ниацина: никотиновая кислота (NA), никотинамид (NAM), рибозид никотиновой кислоты (NAR)
и рибозид никотинамида (NR).
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рость диффузии NAM через клеточную мембрану
плохо изучена (Zapata-Perez et al., 2021). Кроме того,
в качестве предшественника никотинамидных ко-
ферментов может выступать незаменимая амино-
кислота триптофан. Синтез NAD из L-триптофана
происходит посредством кинуренинового пути,
включающего несколько ферментативных реакций,
в процессе протекания которых происходит образо-
вание пиридинового кольца. В связи с этим этот
путь носит название de novo. В целом, в клетках мле-
копитающих все пути биосинтеза NAD можно
условно разделить на две основные группы: “амиди-
рованный” и “деамидированный” пути. NAM и NR
содержат амидную группу и относятся к первому ти-
пу. В свою очередь, пути синтеза NAD из триптофа-
на, NA, а также NAR образуют вторую группу. В ходе
экспериментального исследования двух альтерна-
тивных путей биосинтеза в различных тканях мы-
шей в физиологических условиях было показано,
что практически во всех клетках преобладает “ами-
дированный” путь (Mori et al., 2014). При этом самые
высокие скорости синтеза NAD наблюдали в печени
и почках, а самые низкие – в крови. Наибольшая от-
носительная доля синтезированного по “деамиди-
рованному” пути NAD характерна для клеток крови

и тонкого кишечника, при этом в крови этот путь
может вносить больший вклад в увеличение общего
пула NAD при добавлении достаточного количества
NA. Из-за высокой потребности большинства типов
клеток в NAD и NADP нарушение этих путей био-
синтеза приводит к сильному падению их клеточной
концентрации, что в конечном итоге может являться
причиной гибели клеток.

Амидированный путь. Путь биосинтеза NAD, бе-
рущий свое начало от NAM, является самым корот-
ким и протекает в две стадии (рис. 2). Первая реак-
ция, катализируемая NAM-фосфорибозилтрансфе-
разой (NAMPRT, EC 2.4.2.12), превращает субстраты
NAM и 5'-фосфорибозил-1-пирофосфат (PRPP) в
NMN. Далее NMN преобразуется в NAD за счет ни-
котинамидмононуклеотид аденилтрансферазы
(NMNAT, EC 2.7.7.1). В большинстве исследованных
к настоящему времени клеток лимитирующей ста-
дией NAM-индуцированного синтеза NAD является
первая реакция. Необходимо отметить, что суще-
ствует экспериментально обоснованная гипотеза, в
соответствии с которой NMN может выступать в ро-
ли внеклеточного предшественника NAD, проникая
в клетку напрямую посредством специфического
транспортера SLC12A8 (Grozio et al., 2019). Однако

Рис. 2. Пути синтеза NAD/NADP из никотинамида, никотиновой кислоты и их рибозидов. NAMPRT – никотинамид фос-
форибозилтрансферазы; NMNAT – никотинамидмононуклеотид аденилтрансферазы; NRK – никотинамидрибозидкиназа;
NAPRT – фосфорибозилтрансфераза никотиновой кислоты; NADSYN – ATP-зависимая NAD-синтетаза; NADK – NAD-ки-
наза.
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есть ряд подтвержденных данных, доказывающих,
что NMN дефосфорилируется NR перед транспор-
том в клетку (Schmidt, Brenner , 2019). Таким обра-
зом, необходимы дополнительные исследования для
подтверждения транспорта NMN через клеточную
мембрану, а также его роли в поддержании клеточ-
ного пула NAD.

NAMPRT представляет собой димерную фосфо-
рибозилтрансферазу типа II, которая экспрессиру-
ется почти во всех исследованных тканях и клетках,
что предполагает плейотропные функции фермента
в организме человека (Garten et al., 2015). Кроме то-
го, аминокислотная последовательность этого фер-
мента обладает значительной консервативностью у
различных организмов, начиная от прокариот и
примитивных многоклеточных животных и заканчи-
вая млекопитающими. Данный факт свидетельствует о
жизненно важной роли NAMPRT в функционирова-
нии клеток. При этом и экспрессия, и активность
NAMPRT модулируются клеточными уровнями NAD,
что позволяет поддерживать необходимый уровень ни-
котинамидных коферментов в клетке (Fletcher, Lavery,
2018). Экспрессируемый NAMPRT локализован пре-
имущественно в ядре и цитоплазме (Garten et al., 2015),
однако он может секретироваться в виде внеклеточ-
ного фермента (eNAMPRT), который, как изначаль-
но считалось, способствует превращению NAM в
NMN в кровотоке. Однако, ввиду низких уровней
субстратов и продуктов реакции в кровотоке, эта
точка зрения не является полностью обоснованной
(Canto, 2022). В недавних исследованиях было пока-
зано, что eNAMPRT переносится через системный
кровоток во внеклеточных везикулах, способных
поглощаться другими клетками и тканями для уси-
ления биосинтеза NAD (Yoshida et al., 2019).

Второй белок описанного выше пути синтеза –
NMNAT – в организме человека представлен тремя
различными генными продуктами: ядерным гомоэк-
замерным изоферментом NMNAT1, цитозольным мо-
номерным изоферментом NMNAT2 и митохондриаль-
ным гомотетрамерным изоферментом NMNAT3
(Magni et al., 2004). Специфическая для органелл ло-
кализация NMNAT указывает на возможные харак-
терные функции и различную потребность в конкрет-
ном изоферменте. Интересно, что были обнаружены
дополнительные функции NMNAT, включающие по-
тенциальную роль в процессе репарации ДНК посред-
ством белок-белкового взаимодействия и нейропро-
текторные функции в нервной системе грызунов. Дол-
гое время считалось, что активность NMNAT3
позволяет поддерживать необходимый уровень NAD в
митохондриях за счет преобразования NMN, поступа-
ющего из цитозоля (Berger et al., 2005). Однако недавно
было установлено, что переносчик SLC25A51 спосо-

бен импортировать NAD в митохондрии (Luongo et al.,
2020).

Помимо отличий в субклеточной локализации,
изоформы NMNAT человека характеризуются также
различным распределением в тканях. Так, наиболее
распространенной формой фермента является
NMNAT1, экспрессируемый во всех тканях, за ис-
ключением селезенки; NMNAT2, в свою очередь,
локализован в основном в головном мозге и частич-
но в сердце, скелетных мышцах и поджелудочной
железе, а NMNAT3, напротив, обладает самым вы-
соким уровнем экспрессии в легких и селезенке
(Berger et al., 2005). Все три изоформы обладают раз-
ными свойствами, но in vivo катализируют одну и ту
же ATP-зависимую реакцию аденилирования. Мута-
ции в ядерно-специфической изоформе NMNAT1
приводят к нарушениям поддержания физиологиче-
ского гомеостаза NAD в нейронах и являются при-
чиной неврологических расстройств, таких как
врожденный амавроз Лебера (Falk et al., 2012) и на-
следственная спастическая параплегия (Sadr et al.,
2023). Низкие уровни экспрессии NMNAT2 приво-
дят к нарушениям в развитии периферических аксо-
нов (Lukacs et al., 2019). Так, мыши с нокаутом по
этому белку умирают при рождении из-за серьезных
дефектов аксонов как в периферической, так и в
центральной нервной системе (Gilley et al., 2019).
Что касается NMNAT3, то его дефицит у мышей ве-
дет к снижению концентрации ATP и остановке гли-
колиза в эритроцитах, вызывая спленомегалию и ге-
молитическую анемию (Hikosaka et al., 2014). Однако
случаи мутации NMNAT3 у людей описаны не были
(Lukacs et al., 2019).

Кроме того, NMNAT катализирует вторую реак-
цию пути синтеза NAD, в котором его предшествен-
ником является NR. В организме млекопитающих
NR поступает в клетки посредством уравновешива-
ющих переносчиков нуклеозидов (ENT) SLC29A1-4
(Zapata-Perez et al., 2021). После попадания в клетку,
NR фосфорилируется никотинамидрибозидкиназой
(NRK, EC 2.7.1.22) до NMN, который затем транс-
формируется в NAD с помощью NMNAT. Эта кина-
за является высококонсервативным ферментом, ко-
торый в клетках млекопитающих существует в виде
двух изоформ: NRK1 и NRK2 (Ratajczak et al., 2016).
В тканях человека NRK1 экспрессируется повсе-
местно, самые высокие уровни при этом наблюда-
ются в печени и почках, тогда как NRK2 является
специфичным для мышц с преобладающей экспрес-
сией в скелетных мышцах (Fletcher, Lavery, 2018). В
условиях стресса, приводящих к падению уровня
NAMPRT, уровень NRK2 существенно увеличивает-
ся, что, по-видимому, позволяет использовать NR в
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качестве источника NAD, когда NAM-индуциро-
ванный синтез становится неэффективным.

Деамидированный путь. Никотиновая кислота,
попадающая в клетку через переносчики SLC5A8 и
SCL22A1 (Zapata-Perez et al., 2021), метаболизирует-
ся до NAD по пути Прейсса−Хэндлера, состоящего
из трех стадий (рис. 2). На первом этапе NA и 5′-фос-
форибозил-1-пирофосфат превращаются в моно-
нуклеотид NA (NAMN) под действием фосфорибо-
зилтрансферазы NA (NAPRT, EC 6.3.4.21). Затем
NMNAT катализирует добавление аденилового
фрагмента из ATP с образованием адениндинуклео-
тида NA (NAAD), который в конечном итоге амиди-
руется до NAD с помощью ATP-зависимой NAD-
синтетазы (NADSYN1, EC 6.3.5.1), использующей
глутамин в качестве донора NH2-группы.

NAPRT является ферментом, ограничивающим
скорость синтеза NAD по пути Прейсса−Хэндлера, и
относится к подсемейству фосфорибозилтрансфе-
раз типа II. Этот белок состоит из двух доменов и
функционирует как димер (Marletta et al., 2015). Ин-
тересно, что две фосфорибозилтрансферазы челове-
ка, участвующие в биосинтезе NAD, имеют консер-
вативную структуру, однако их активные центры ха-
рактеризуются индивидуальными особенностями,
объясняющими субстратную специфичность. Во-
первых, NAPRT, в отличие от NAMPRT, не подвер-
гается обратному ингибированию NAD (Galassi et
al., 2012), во-вторых, у NAPRT отсутствует сайт свя-
зывания с мощным селективным ингибитором
FK866, который в настоящее время используют в
клинических испытаниях в качестве противоопухо-
левого агента (Marletta et al., 2015). Экспрессия
NAPRT у млекопитающих характеризуется широкой
вариабельностью, что свидетельствует о наличии
тканеспецифических путей биосинтеза NAD. Так, в
эритроцитах человека, где он впервые был описан,
этот фермент играет ключевую роль в повышении
уровня NAD. Кроме того, высокая активность
NAPRT обнаруживается в печени, почках и тонком
кишечнике, а в мышцах, легких и мозге NAPRT
практически не экспрессируется (Duarte-Pereira et
al., 2016). В раковых клетках NAPRT экспрессирует-
ся более активно, поскольку опухолевые ткани ха-
рактеризуются повышенной потребностью в NAD
(Duarte-Pereira et al., 2016). В связи с этим, исследо-
вание мутаций, снижающих экспрессию NAPRT,
может быть полезно при разработке противорако-
вых препаратов (Duarte-Pereira et al., 2014).

В клетках млекопитающих синтетаза NADSYN1,
катализирующая последнюю стадию биосинтеза
NAD по пути Прейсса−Хэндлера, представляет со-
бой гомогексамерный белок, локализованный в ци-
тозоле (Mori et al., 2014). Фермент относится к се-

мейству ATP-пирофосфатаз N-типа, при этом его
двухдоменная структура позволяет использовать
глутамин в качестве донора азота. При исследовании
активности NADSYN1 в тканях мыши было обнару-
жено, что самые высокие уровни экспрессии прису-
щи печени и почкам, а самые низкие – головному
мозгу, в то время как в легких и скелетных мышцах
белок найден не был. В соответствии с общеприня-
тым мнением, как уже было сказано выше, эукарио-
тические NAD-синтетазы являются глутамин-зави-
симыми, тогда как в клетках прокариот некоторые
NAD-синтетазы могут использовать только аммиак
(Bieganowski, Brenner, 2003). При этом показано, что
у мышей фермент NADSYN1 обильно экспрессирует-
ся в тонком кишечнике, печени, почках и семенниках
и практически не обнаруживается в скелетных мыш-
цах и сердце (Hara et al., 2003). На основании биохими-
ческого анализа Hara с сотрудниками (Hara et al., 2003)
идентифицировали аммиачно-зависимую NAD-син-
тетазу человека, которая, как в последствии было уста-
новлено, являлась бактериальным ферментом. У лю-
дей миссенс-мутации гена, кодирующего NADSYN1,
приводят к резкому снижению уровня NAD и вызы-
вают множественные пороки развития сердца, по-
чек, позвонков и конечностей (Szot et al., 2020).

Вторым предшественником NAD в деамидиро-
ванном пути в эукариотичеких клектах является
NAR, который за счет фосфорилирования с помо-
щью киназы NRK превращается в NAMN, а затем ме-
таболизируется по пути Прейсса−Хэндлера (рис. 2). В
целом, механизм проникновения NAR в клетки
остается неизученным, однако, существует предпо-
ложение, что переносчик нуклеозидов SLC28A3 мо-
жет осуществлять транспорт NAR через плазматиче-
скую мембрану (Kropotov et al., 2021).

Путь синтеза de novo. Триптофан не является
формой ниацина, однако, в контексте роли ниацина
как прекурсора NAD, нельзя не затронуть и
этот путь синтеза. Несмотря на то, что в единицах
“ниацин-эквивалента” соотношение между соб-
ственно ниацином и триптофаном является доста-
точно низким (1/60), данный путь играет немало-
важную роль в функционировании организма. Путь
синтеза de novo (рис. 3), состоящий из девяти этапов,
инициализируется L-триптофаном, который попа-
дает в клетку посредством переносчиков нейтраль-
ных аминокислот, таких как SLC6A19, SLC7A5 и
SLC36A4 (Куликова и др., 2018; Zapata-Perez et al.,
2021). Первоначально N-формилкинуренин (N-FK)
образуется из триптофана индоламин-2,3-диоксиге-
назой (IDO, EC 1.13.11.52) или триптофан-2,3-диок-
сигеназой (TDO, EC 1.3.11.11). При этом в большин-
стве органов L-триптофан метаболизируется IDO,
тогда как экспрессия TDO происходит в основном в
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печени. Затем последовательность из четырех фер-
ментативных реакций, осуществляемых арилформа-
мидазой (AFMID, EC 3.5.1.9), кинуренин-3-моноок-
сигеназой (KMO, EC 1.14.13.9), кинурениназой
(KYNU, EC 3.7.1.3) и 3-гидроксиантранилат-3,4-
диоксигеназой (HAAO, EC 1.3.11.6), превращает
N-FK через 3-гидроксикинуренин (3-HK) и 3-гид-
роксиантраниловую кислоту (3-HA) в α-амино-β-
карбоксимуконат-ε-полуальдегид (ACMS). ACMS, в
свою очередь, может подвергаться либо полному
окислению, либо спонтанной циклизации с обра-
зованием хинолиновой кислоты (QA). В последнем
случае QA преобразуется хинолинатфосфорибози-
лтрансферазой (QPRT, EC 2.4.2.19) в NAMN, кото-
рый является одним из метаболитов пути Прейсса−
Хэндлера. Кинурениновый путь реализуется в ос-
новном в печени, однако почки также способны
преобразовывать L-триптофан в NAD. При этом на
основании количественного анализа потоков NAD
предполагается, что эта аминокислота может яв-
ляться более предпочтительным прекурсором по
сравнению с NA (Chanvillard et al., 2022). Мутации,
вызывающие инактивацию ферментов HAAO и
KYNU, приводят к патологическим изменениям по-
чек и снижению уровня NAD, циркулирующего в
крови человека (Shi et al., 2017).

Таким образом, наиболее эффективным предше-
ственником NAD в большинстве тканей млекопита-
ющих является NAM. Так, у мышей при отсутствии
ферментов пути Прейсса−Хэндлера уровень NAD в
печени не менялся. Аналогично, у мышей с дефици-
том NRK1 не было обнаружено изменений уровней
NAD в разных тканях (Ratajczak et al., 2016). Кроме
того, уникальные ферменты пути Прейсса−Хэндле-
ра (NAPRT и NADSYN1) в мышцах не экспрессиру-
ются. Напротив, в тонком кишечнике биосинтез
NAD происходит в основном из NA (Hara et al.,
2007). В свою очередь, почки и печень могут исполь-
зовать NAM, NA и L-триптофан для поддержания
гомеостаза NAD. При этом, согласно одним экспе-
риментальным данным, основным прекурсором яв-
ляется NA (Hara et al., 2007), а согласно другим – L-
триптофан (Chanvillard et al., 2022). В целом, все деа-
мидированные предшественники NAD, такие как
NAR, L-триптофан и NA, эффективны только в тка-
нях, в которых реализуется путь Прейсса−Хэндлера.

Утилизация ниацина. Помимо потребления в про-
цессе синтеза NAD, ниацин метаболизируется по-
средством нескольких ферментативных систем и в
конечном итоге выводится из организма. NA в соче-
тании с коферментом A (CoA) образует никотинил-

Рис. 3. Путь синтеза NAMN из триптофана de novo. TDO – триптофан-2,3-диоксигеназа; IDO – индоламин-2,3-диоксигена-
за; AFMID – арилформамидаза; KMO – кинуренин-3-монооксигеназа; KYNU – кинурениназа; HAAO – 3-гидроксиантра-
нилат-3,4-диоксигеназа; PLP – пиридоксальфосфат; QPRT – хинолинат фосфорибозилтрансферазы; N-FK – N-формилки-
нуренин; Kyn – кинуренин; 3-HK – 3 гидроксикинуренин; 3-HA – 3-гидроксиантраниловая кислота; ACMS – α-амино-β-
карбоксимуконат-ε-полуальдегид; QA – хинолиновая кислота.
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CoA, который, взаимодействуя с глицином, метабо-
лизируется до никотинуровой кислоты (NUA)
(Montserrat-de la Paz et al., 2017). В свою очередь, ос-
новной метаболический путь утилизации никотина-
мида включает две последовательные стадии (рис. 4).
Первоначально NAM метилируется никотинамид-
N-метилтрансферазой (NNMT, EC 2.1.1.1) до 1-ме-
тилникотинамида (MNAM) с переносом метильной
группы с S-аденозил-L-метионина (SAM) и образо-
ванием S-аденозил-L-гомоцистеина (SAH). Далее
MNAM, который является токсичным соединени-
ем, нейтрализуется путем окисления альдегидокси-
дазой (EC 1.2.3.1) до 1-метил-2-пиридон-5-карбок-
самида (2-PY) и 1-метил-4-пиридон-3-карбоксами-
да (4-PY).

Следует отметить, что в физиологических услови-
ях активность NNMT достаточно низкая, поскольку
для эффективной работы фермента необходима вы-
сокая концентрация NAM (КМ = 430 мкМ) (Xie et al.,
2020). Рост уровня NAM приводит к снижению кон-
центрации SAM, который является универсальным
донором метильной группы для гистонов, негисто-
новых белков, нуклеиновых кислот и липидов
(Eckert et al., 2019). Таким образом, опосредованное
NNMT истощение SAM влияет на экспрессию генов
посредством ослабления метилирования гистонов,
например, в раковых клетках, адипоцитах и эмбрио-
нальных стволовых клетках. При этом метилирова-
ние гистонов связано с ацетилированием, фосфори-
лированием и моноубиквитинированием гистонов,
которые в совокупности регулируют структуру хро-
матина и транскрипцию. По-видимому, этим объяс-
няется наблюдаемый высокий уровень экспрессии
NNMT при таких заболеваниях, как ожирение, рак,
болезнь Паркинсона, диабет 2 типа и гепатоксич-
ность (Hwang, Song, 2020). Кроме того, NAM может
быть также преобразован CYP2E1 в N-оксид NAM
(рис. 4) (Real et al., 2013). Однако КМ данной реакции
лежит уже в милимолярном диапазоне (КМ = 2.98 мМ),
и, по-видимому, данная активность характерна при
введении высоких фармакологических доз ниацина.
О роли N-оксида NAM в настоящее время известно
достаточно мало. Так, в печени млекопитающих он

может являться субстратом для альдегидоксидазы
(Kitamura, Tatsumi, 1984). Также было показано, что
он индуцирует дифференцировку промиеолобластов
HL-60 при промиелоцитарном лейкозе (Iwata et al.,
2003). Оценка влияния N-оксида NAM на эту кле-
точную линию может быть полезна при изучении
различных иммунологических расстройств. При ис-
следовании экскреции NAM и его катаболитов у мы-
шей было показано, что основная их часть прихо-
дится на 2-PY/4-PY (60%) и MNAM (14%), являю-
щиеся продуктами основного метаболического
пути, и только 16% – на N-оксид NAM, при этом
NAM может выводиться и в неметаболизированном
виде (Maeta et al., 2014). В целом, похожую картину
наблюдали и у людей в фармакокинетическом ис-
следовании (Menon et al., 2007). Так, при перораль-
ном приеме 2 г ниацина около 75% введенной дозы
выделялось с мочой в виде ниацина и его производ-
ных, при этом большая часть экскретировалсь в виде
2-PY и MNAM, а на никотинуровую кислоту в сред-
нем приходилось около 14% (Menon et al., 2007).

МЕХАНИЗМЫ ВОССТАНОВЛЕНИЯ 
ПУЛА НИАЦИНА

Помимо поступления с пищей, клеточный пул
ниацина, в частности NAM, может восстанавливать-
ся за счет использования NAD в качестве субстрата
для различных семейств ферментов, включающих
ADP-рибозилтрансферазы (ART) и сиртуины, а так-
же при регуляции никотинамидных коферментов
(рис. 5). Далее каждый из этих процессов будет рас-
смотрен более подробно.

ADP-рибозилтрансферазы. ADP-рибозилтрансфера-
зы переносят звено ADP-рибозы (ADPr) с NAD на бо-
ковые цепи определенных аминокислотных остатков
белков-субстратов, в результате чего происходит вы-
свобождение NAM (рис. 5). Известными акцептора-
ми в эукариотических клетках являются остатки глу-
тамата, аспартата, серина, лизина, аргинина и аспа-
рагина (Hottiger et al., 2010). При этом некоторые
трансферазы могут присоединять дополнительные
повторяющиеся звенья ADPr путем образования
гликозидной связи между остатками рибозы, что

Рис. 4. Пути утилизации NAM. MNAM – 1-метилникотинамид; NNMT – никотинамид-N-метилтрансфераза; AOX – альде-
гидоксидаза; CYP2E1 – цитохром P450 2E1; 2-PY и 4-PY – 1-метил-2-пиридон-5-карбоксамид и 1-метил-4-пиридон-3-
карбоксамид соответственно.
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приводит к формированию длинных полимеров, как
линейных, так и разветвленных, содержащих до
200 звеньев ADPr (Burkle, 2005). Таким образом, в
клетках млекопитающих осуществляется моно- и
поли-ADP-рибозилирование белков, приводящее к
образованию моно(ADPr) (MAR) и поли(ADPr)
(PAR) соответственно. Самым большим семейством
ART, включающим 17 ферментов, является семей-
ство поли(ADP-рибоза)полимераз (PARP), которые
в соответствии с другой классификацией относят к
семейству ADP-рибозилтрансфераз, гомологичных
дифтерийному токсину (ARTD) (Crawford et al., 2018;
Hottiger et al., 2010). Эти белки локализованы пре-
имущественно в ядре и цитозоле, при этом основной
активностью большинства PARP является мо-
но-ADP-рибозилирование и только четыре фермента
катализируют поли-ADP-рибозилирование (PARP1,
PARP2, PARP5a, PARP5b) (Vyas et al., 2014). Необхо-
димо отметить, что основную часть функции
ADP-рибозилирования в клетке выполняют PARP1
и PARP2, при этом активация этих ферментов при
повреждении ДНК приводит к снижению клеточно-
го пула NAD на 10–20% в течение нескольких минут
(Bai, Canto, 2012).

Как уже было сказано, для синтеза NAD необхо-
димы молекулы ATP, следовательно, повышенная
активность PARP будет вызывать истощение ATP,
что в конечном итоге может служить причиной гибе-
ли клеток. Второе семейство ART, содержащее четы-
ре белка (ART1–ART4), называют также ADP-рибо-
зилтрансферазами, гомологичными холерному ток-
сину (ARTC) (Hottiger et al., 2010). По известным в
настоящее время данным, активация каждого из них
приводит к образованию MAR и происходит исклю-
чительно на гуанидиновом фрагменте аргинина
(Laing et al., 2011). ARTC закреплены на клеточной
мембране и (или) секретируются в межклеточное
пространство, где они модифицируют растворимые
и связанные с мембраной белковые мишени (Craw-
ford et al., 2018). ADP-рибозилирование белков явля-
ется обратимой посттрансляционной модификаци-
ей, играющей роль в различных биологических про-
цессах, таких как поддержание стабильности генома,
регуляция транскрипции, врожденного иммунитета и
межклеточных взаимодействий, репарация одно- и
двунитевых разрывов ДНК, энергетический метабо-
лизм, а также гибель клеток (Crawford et al., 2018).

Сиртуины (SIRT) представляют собой NAD-зави-
симые деацетилазы и моно-ADP-рибозилтрансфе-

Рис. 5. Механизм восполнения пула NAM и рибозида никотинамида (NR) при различных процессах катаболизма NAD.
ARTC – ART, гомологичная холерному токсину; ARTD – ART, гомологичная дифтерийному токсину; SIRT – сиртуины;
NUDT – NUDIX-гидролаза; 5'-HT – 5'-нуклеотидаза; PNP – пуриннуклеозидфосфорилаза.
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разы, принадлежащие к семейству высококонсерва-
тивных белков. По известным данным, в клетках че-
ловека это семейство включает семь изоферментов
SIRT1–SIRT7, обладающих различной субстратной
специфичностью и субклеточной локализацией
(Yamagata et al., 2014). Предполагается, что SIRT1,
SIRT6 и SIRT7 локализованы преимущественно в
ядре, SIRT3–SIRT5 экспрессируются в основном в
митохондриях, а SIRT1 является цитоплазматиче-
ским ферментом (Gomes et al., 2015). Однако, со-
гласно ряду исследований, некоторые из приведен-
ных изоферментов характеризуются множественной
локализацией. Так, SIRT1 и SIRT7 были также обна-
ружены в цитоплазме (Kiran et al., 2013), а SIRT2 и
SIRT3, в свою очередь, могут экспрессироваться в
ядре (Osborne et al., 2014). Наиболее важной и рас-
пространенной активностью сиртуинов является де-
ацетилирование белков (рис. 6), которое происходит
путем отщепления NAM от NAD и переноса аце-
тильной группы с остатка лизина модифицированного
белка на ADP-рибозу (ADPR) с образованием NAM
(Wang et al., 2019). Продуктом данной реакции также
является 2'-О-ацетил-ADP-рибоза (2'-OAcADPR), ко-
торая путем внутримолекулярной переэтерифика-
ции может преобразовываться в 3'-О-ацетил-ADP-
рибозу (3'-OAcADPR), и при нейтральном pH оба
изомера находятся в равновесии 48:52 (Jackson, De-
nu, 2002). При этом сильной деацетилирующей ак-
тивностью обладает большинство членов семейства
сиртуинов, за исключением SIRT4 и SIRT5.

Кроме того, некоторые сиртуины выполняют и
другие функции. SIRT4 в основном использует NAD
для переноса ADP-рибозы на глутаматдегидрогеназу
(GDH), что приводит к подавлению активности
GDH и, следовательно, ограничению метаболизма

глутамата (Haigis et al., 2006). Также моно-ADP-рибо-
зилирование осуществляется посредством SIRT6,
который помимо этого может выполнять деацили-
рование жирных кислот (Roessler, 2015). Необходи-
мо отметить, что сиртуины имеют существенные
структурные отличия от белков ART (Hottiger et al.,
2010). SIRT5 обладает сильной десукцинилирующей
и демалонилирующей активностью (Du et al., 2011).
В зависимости от целевого белка, сиртуины влияют
на несколько биологических процессов, включая
транскрипцию, клеточный цикл, стабильность ге-
нома, гибель клеток и митохондриальный биогенез
(Xu et al., 2018).

Регуляция уровня никотинамидных коферментов.
Существует путь ресинтеза NAM из NAD, состоя-
щий из трех последовательных стадий. На первом
этапе NAD расщепляется за счет активности
NUDIX-гидролаз (NUDT) до AMP и NMN, который
далее может дефосфорилироваться цитозольными
5'-нуклеотидазами (cN-II/cN-III) до NR (рис. 5).
Интересно, что данная реакция может протекать
также и во внеклеточном пространстве, осуществля-
ясь при этом эктоферментом 5'-нуклеотидазой –
CD73 (Grozio et al., 2013). Третья стадия заключается
в превращении NR в NAM под действием пуриннук-
леозидфосфорилазы (PNP).

Гидролазы семейства NUDIX представляют собой
ферменты, которые катализируют расщепление
нуклеозиддифосфатов, связанных с фрагментом X, в
присутствии Mg2+ или других двухвалентных катио-
нов (Zha et al., 2008). Ферменты этого семейства об-
ладают различной клеточной локализацией и суб-
стратной специфичностью. Известно, что в клетках
млекопитающих NUDT12 и NUDT13 способны гид-

Рис. 6. Два основных типа активности сиртуинов, приводящих к восполнению пула никотинамида. 2'-OAcADPR – 2'-О-аце-
тил-ADP-рибоза; 3'-OAcADPR – 3'-О-ацетил-ADP-рибоза.
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ролизовать NAD до AMP и NMN, его восстановлен-
ную форму – до AMP и NMNH, а также NADPH –
до 2',5'-ADP и NMNH (Куликова, Никифоров,
2020). При этом NUDT12 может регулировать кон-
центрацию никотинамидных коферментов преиму-
щественно в пероксисомах, а NUDT13, как предпо-
лагается, играет роль в митохондриальном метабо-
лизме пиридиновых нуклеотидов (Abdelraheim et al.,
2017). В целом, гидролазы NUDIX выполняют за-
щитные, регуляторные и сигнальные функции в ме-
таболизме благодаря своей способности удалять из
клеточной среды различные органические пирофос-
фаты (Palazzo et al., 2015).

5′-Нуклеотидазы (5′-NT). В клетках млекопитаю-
щих 5'-NT образуют группу из девяти генетически и
структурно различных ферментов, функционирую-
щих либо в комплексе с мембраной, либо в раство-
ренном виде и преимущественно в цитозоле (Magni
et al., 2013). 5'-NT катализируют гидролиз рибонук-
леозид- и дезоксирибонуклеозидмонофосфатов в
соответствующие нуклеозиды и характеризуются
широкой субстратной специфичностью и различия-
ми в регуляторных механизмах (Bricard et al., 2017).
Было показано, что в клетках человека цитозольные
5'-NT (cN-II и cN-III) могут дефосфорилировать
NMN, образуя при этом NR (Kulikova et al., 2015).
Необходимо отметить, что для протекания данной
реакции необходима милимолярная концентрация
NMN, так как cN-II и cN-III обладают достаточно
низким сродством к этому субстрату. Аналогичные
выводы были сделаны и при исследовании дрожже-
вых аналогов цитозольных 5'-NT (Isn1 и Sdt1) (Bo-
gan, 2009). cN-II повсеместно экспрессируется в ор-
ганизме человека, тогда как cN-III локализуется
преимущественно в эритроцитах (Bogan, Brenner,
2010). Нуклеотидазы играют важную роль во внутри-
клеточной и внеклеточной активности, участвуя в
синтезе нуклеиновых кислот, росте клеток, нейро-
трансмиссии, тонусе кровеносных сосудов, регуля-
ции метаболических ферментов, гормональной ак-
тивности и иммунной системы, а также других кри-
тически важных для жизнедеятельности функциях.

Пуриннуклеозидфосфорилаза (PNP) представляет
собой повсеместно экспрессируемый фермент, ко-
торый в присутствии неорганического ортофосфата,
используемого в качестве второго субстрата, разру-
шает гликозидную связь различных нуклеозидов с
образованием соответствующего основания и рибо-
зо-1-фосфата (Furihata et al., 2014). PNP играет клю-
чевую роль в пути синтеза пуриновых нуклеотидов, а
дефицит PNP в организме человека приводит к на-
рушению функции Т-клеток (Bzowska et al., 2000). В
соответствии с экспериментальными данными, NR
может гидролизоваться PNP до NAM (Belenky et al.,

2009). Более того, недавно было показано, что в
клетках млекопитающих PNP является основным
регулятором метаболизма NR. Так, например, вве-
дение NR в дозах 250 и 500 мг/кг приводит к значи-
тельному увеличению пула NAM в плазме, печени
(Giroud-Gerbetant et al., 2019) и сердце (Trammell et al.,
2016), а при подавлении активности PNP высокий
уровень рибозида сохраняется в крови, почках и пе-
чени, что в целом уменьшает накопление NAM
(Kropotov et al., 2022).

Синтез и деградации вторичных мессенджеров. По-
мимо описанных выше сиртуинов и ADP-рибозил-
трансфераз, NAM также может быть синтезирован
посредством ферментативной активности CD38,
CD157 и SARM1.

Фермент CD38. CD38 (кластер дифференциров-
ки 38) является многофункциональным ферментом,
который впервые был обнаружен в тимоцитах и
T-лимфоцитах. Однако впоследствии было показа-
но, что он широко экспрессируется практически во
всех исследованных тканях (Graeff et al., 2006). При
этом CD38 является основным источником эндо-
генного NAM, за счет метаболизма которого поддер-
живается гомеостаз NAD, что играет важную роль при
патофизиологических состояниях организма (Hogan et
al., 2019). Известны три типа фермента CD38, харак-
теризующиеся различной локализацией. В некото-
рых клетках, преимущественно в лимфоцитах, CD38
экспрессируется на клеточной поверхности в виде
трансмембранного белка II типа, каталитический
домен которого обращен во внеклеточное простран-
ство. Напротив, активный центр CD38 типа III ори-
ентирован в цитозоль, что делает данную ориента-
цию более подходящей для выполнения внутрикле-
точных функций (Zhao et al., 2012). Существование
изофермента III типа, возможно, является решени-
ем так называемого “топологического парадокса”
CD38, заключающегося в несогласованности вне-
клеточной локализации каталитического домена и
известных внутриклеточных функций продуктов ре-
акции (de Flora et al., 1997). Другой потенциальный
механизм влияния CD38 типа II на цитозольную пе-
редачу сигналов заключается в переносе субстратов
и продуктов реакции через плазматическую или ор-
ганелларные мембраны (Davis et al., 2008). Помимо
двух описанных выше типов CD38, также существу-
ет растворимая форма, обладающая основными ак-
тивностями трансмембранного CD38 и локализо-
ванная как в цитоплазме, так и во внеклеточном
пространстве (Zielinska et al., 2004). В целом, CD38
располагается преимущественно на плазматической
мембране клеток с ориентацией II типа (Shrimp et al.,
2014).
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Три основные функции, выполняемые CD38,
способствуют синтезу NAM (рис. 7). Во-первых,
гликогидролазная активность фермента продуциру-
ет NAM и ADP-рибозу. Кроме того, CD38 способен
циклизовать NAD с образованием циклической
ADP-рибозы (cADPR) и NAM, при этом в нейтраль-
ной среде в отсутствие никотиновой кислоты CD38
может также циклизовать NADP в фосфоцикличе-
скую ADP-рибозу (cADPRP) с образованием NAM.
Наконец, в кислой среде СD38 катализирует реак-
цию обмена оснований, при которой группа NAM
заменяется фрагментом NA, что приводит к образо-
ванию адениндинуклеотидфосфата NA (NAADP) и
свободного NAM.

ADPR, cADPR и NAADP относятся к семейству
аденинсодержащих вторичных мессенджеров, участ-
вующих в регуляции гомеостаза кальция в клетке.
Кальций играет важную роль в функционировании
сердечно-сосудистой системы, участвуя в сокраще-
нии и расслаблении мышечной стенки сосудов, при
этом увеличение концентрации внутриклеточного
Ca2+ приводит к повышению артериального давле-
ния и вызывает пролиферацию кардиомиоцитов и
гладкомышечных клеток (Wilson et al., 2019).

NAADP опосредует передачу кальциевых сигналов,
действуя на двупоровый канал (TPC) в эндолизосо-
мах и высвобождение Ca2+ из эндоплазматического
ретикулума посредством активации рианодинового
рецептора 1 (RyR1) (Zeidler et al., 2022). ADPR, в
свою очередь, действует на внутриклеточный домен
катионного канала TRPM2, тем самым активируя
приток кальция в клетку через плазматическую мем-
брану (Sumoza-Toledo, Penner, 2011). Кроме того,
cADPR и ADPR могут способствовать высвобожде-
нию кальция из саркоплазматического или эндо-
плазматического ретикулума за счет активации риа-
нодинового рецептора 2 (RyR2) и повышения уров-
ня входа Ca2+ по депо-управляемым кальциевым
каналам (SOCE) (Zuo et al., 2021). Интересно, что
cADPRP, также играющий важную роль в мобилиза-
ции кальция, опосредует высвобождение Ca2+ из то-
го же хранилища, что и cADPR, причем более эф-
фективно (Zhang et al., 1995).

Помимо перечисленных выше ферментативных
функций, при нейтральных значениях pH CD38 спо-
собен катализировать синтез NAADP из NA и cADPRP
(рис. 7) (Moreschi et al., 2006). Кроме того, было по-
казано, что за счет NAADPase-активности CD38 мо-

Рис. 7. Механизмы регуляции пула никотинамида и никотиновой кислоты в процессах синтеза и деградации вторичных мес-
сенджеров посредством белка CD38.
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жет гидролизовать NAADP до ADPRP, тем самым
регулируя его концентрацию как вторичного мес-
сенджера (Graeff et al., 2006). Высокая значимость
данной реакции для функциональной передачи сиг-
налов Ca2+ обусловлена необходимостью эффектив-
ного контроля клеточного уровня NAADP, являюще-
гося наиболее мощным вторичным мессенджером.

Понимание механизмов и факторов, контроли-
рующих различные функции CD38, имеет важное
значение, поскольку измененная ферментативная
активность CD38 приводит к развитию огромного
количества заболеваний, таких как инфекции, нару-
шения обмена веществ, рак, болезни сердца и ней-
родегенерация. В целом, рассматривая функцио-
нальные особенности CD38, можно констатировать,
что все типы активности этого белка, исключая
только NAADPазную активность, направлены на
увеличение пула NAM и, соответственно, уменьше-
ние NA.

CD157 и его активность. В клетках млекопитаю-
щих основные ферментативные функции CD38 мо-
гут выполняться его гомологом CD157, также из-
вестным как антиген стромальных клеток костного
мозга 1 типа (BST-1). Однако CD157, в отличие от
преимущественно трансмембранного CD38, встраи-
вается в мембрану посредством гликозилфосфати-
дилинозитольного (GPI) якоря и имеет два внекле-
точных домена, связанных с ферментативной актив-
ностью белка и его адгезионными/сигнальными
свойствами (Ortolan et al., 2002). В организме челове-
ка CD157 экспрессируется в основном в моноцитах
и нейтрофилах, но этот фермент также может при-
сутствовать в сосудистом эндотелии, мезотелиаль-
ных клетках, мезенхимных стволовых клетках и во
многих других типах клеток (Ortolan et al., 2019). Как
и CD38, CD157 является главным образом гликогид-
ралазой, но использующей в качестве субстратов
нуклеозиды, такие как NR, а не NAD (Yaku et al.,
2021). Кроме того, CD157 обладает слабой ADP-рибо-
зилциклазной активностью и может катализировать
реакцию обмена оснований NR и NAR с использо-
ванием NA и NAM. Таким образом, CD157 обладает
субстратной специфичностью, отличной от CD38.
Благодаря своей ферментативной активности CD157
способен синтезировать такие вторичные мессен-
джеры, как cADPR и ADPR, однако с меньшей эф-
фективностью, чем CD38 (Quarona et al., 2013).

SARM1 и его активность. Необходимо отметить,
что, помимо CD38 и CD157, активностью NAD(P)-
гликогидролазы, ADP-рибозилциклазы и обмена
оснований обладает также SARM1, широко экспрес-
сируемый в нейронах. При этом, CD38 и SARM1 не
обладают схожей аминокислотной последователь-
ностью и характеризуются различной субклеточной

локализацией (Zhao et al., 2019). Так, в отличие от
CD38, SARM1 располагается преимущественно на ци-
тозольной поверхности митохондрий (Gerdts et al.,
2013). Было показано, что преобладающей активно-
стью SARM1 при нейтральном pH является катализ
реакции обмена оснований между NAM и NA, по-
средством которой образуется кальций-мобилизую-
щий агент NAADP (Angeletti et al., 2022). Кроме того,
SARM1 обладает более высокой активностью NAD-
циклизации по сравнению с CD38, что свидетель-
ствует о его большей эффективности в синтезе
cADPR (Zhao et al., 2019). В целом, увеличение кон-
центрации NMN в клетке является основным фак-
тором повышенной активности SARM1 (Angeletti et
al., 2022). Таким образом, еще одной функцией
NMN, помимо его роли в качестве предшественника
NAD, является управление ферментативной актив-
ностью SARM1. Помимо описанного выше, SARM1
является важным медиатором дегенерации аксонов
(Osterloh et al., 2012), вызывающим быстрый распад
NAD после повреждения (Gerdts et al., 2015). Было
высказано предположение, что снижение экспрес-
сии NMNAT2, приводящего к увеличению соотно-
шения NMN/NAD, связано с активацией SARM1 (Fig-
ley et al., 2021).

Стоит отметить, что в случае описанных выше
NAD-зависимых белков, ресинтезированный NAM
проявляет двойственное действие. Выступая в роли
субстрата для синтеза NAD по амидированному пу-
ти, он поддерживает работу этих ферментов. С дру-
гой стороны, путем прямого связывания NAM инги-
бирует эти белки (Yang, Sauve, 2006). При этом в слу-
чае малых концентраций наиболее вероятным
является поддержание пула NAD, а ингибирование
происходит при высоких фармакологических кон-
центрациях (Kanayama, Luo, 2022). Так, например,
показано, что концентрации NAM около 5 мМ при-
водят к росту соотношения NAD/NADH и актива-
ции SIRT1 (Li et al., 2015). В свою очередь, введение
высоких концентраций NAM (20 мМ для SIRT1 (Lou
et al., 2015) и 10 мМ для SIRT3/SIRT4 (Lee et al.,
2013)) давало ярко выраженный ингибиторный эф-
фект NAM. В целом, соотношение между активиру-
ющим и ингибирующим эффектами NAM определя-
ется не только его эффективностью ингибирования
соответствующих NAD-зависимых ферментов, но и
эффективностью механизмов его потребления, в част-
ности, для синтеза NAD по амидированному пути.

РЕЦЕПТОРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ДЕЙСТВИЯ НИАЦИНА

Ниацин играет важную роль в функционировании
организма не только как предшественник NAD. Так,
например, NA приводит к снижению уровня циркули-



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 6  2023

МЕТАБОЛИЗМ И РЕЦЕПТОРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ НИАЦИНА 547

рующих триглицеридов, липопротеинов низкой и
очень низкой плотности и повышению концентра-
ции липопротеинов высокой плотности (Carlson,
2005). Одним из возможных механизмов влияния
NA на липидный профиль является активация ниа-
цинового рецептора HCA2, также известного как
GPR109A, посредством которого ингибируется ли-
полиз в жировой ткани (Soudijn et al., 2007). HCA2
представляет собой рецептор, сопряженный с G-бел-
ком, который вместе со своими структурными гомо-
логами HCA1 (GPR81) и HCA3 (GPR109B) образует
семейство рецепторов гидроксикарбоновых кислот
(Graff et al., 2016). Каждый из этих трех рецепторов
играет определенную роль в регуляции липолиза
адипоцитов (рис. 8). У человека самые высокие
уровни экспрессии HCA2 наблюдаются в адипоци-
тах белой и бурой жировой ткани. Кроме этого,
HCA2 обнаруживается также в кератиноцитах и им-
мунных клетках, включая нейтрофилы, макрофаги и
моноциты (Wanders, Judd, 2011). Аналогичное рас-
пределение наблюдается и для рецептора HCA3
(Wise et al., 2003), тогда как HCA1 может быть лока-

лизован исключительно в адипоцитах (Ahmed et al.,
2010).

Антилиполитическая функция ниацина. В адипо-
цитах активация NA-рецептора HCA2 приводит к
ингибированию аденилатциклазы, которая катали-
зирует образование cAMP. Однако концентрация
NA, необходимая для активации рецептора, может
быть достигнута только при введении фармакологи-
ческих доз NA (Geisler et al., 2021). HCA2 может быть
также активирован 3-гидроксибутиратом (3HB),
концентрация которого связана с уровнем свобод-
ных жирных кислот, что приводит к дополнительно-
му уменьшению их уровня. Необходимо отметить,
что в жировых клетках человека cAMP регулирует
процесс липолиза. При этом активация инсулино-
вого рецептора инсулином индуцирует фосфодиэс-
теразу 3 (PDE3) и последующий гидролиз cAMP, а
активация β2-адренергического рецептора эпинеф-
рином, наоборот, облегчает липолиз (Liu et al.,
2009). В результате падения уровня вторичного по-
средника cAMP снижается активность протеинки-
назы A и гормончувствительной липазы. Таким об-

Рис. 8. Механизмы, обеспечивающие антилиполитическое действие ниацина. HCA1–3 – семейство рецепторов гидроксикар-
боновых кислот; INSR – инсулиновый рецептор; ADRB – β2-адренергический рецептор; PDE3 – фосфодиэстераза 3;
GLUT – транспортер глюкозы; AC – аденилатциклаза; PKA – протеинкиназа A; HSL – гормончувствительная липаза;
ATGL – адипоцитарная триглицеридлипаза; DGAT2 – диацилглицерол-ацилтрансфераза 2.
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разом, происходит ингибирование липолиза за счет
снижения гидролиза триглицеридов и высвобожде-
ния свободных жирных кислот (Chai et al., 2013).
При этом уменьшается приток в печень свободных
жирных кислот, являющихся субстратом для синте-
за триглицеридов и липопротеинов очень низкой
плотности (Digby et al., 2009). NA также может снижать
синтез триглицеридов в печени путем ингибирования
диацилглицерол-ацилтрансферазы 2 (DGAT2), кото-
рая катализирует обязательную терминальную ста-
дию клеточного синтеза триглицеридов, используя в
качестве субстратов диацилглицерол и acyl-CoA
(Ganji et al., 2004). В целом, концентрация триглице-
ридов в печени оказывает влияние и на другие липо-
протеины, так как триглицериды опосредуют синтез
липидов очень низкой плотности, которые, в свою
очередь, являются источником липопротеинов про-
межуточной и низкой плотности (Kamanna et al.,
2009).

Механизм действия рецептора HCA3 на процесс
липолиза адипоцитов совпадает с функционирова-
нием HCA2. Отличие состоит в том, что HCA3 акти-
вируется 3-гидроксиоктаноатом (3HO), концентра-
ция которого в плазме существенно возрастает в
условиях повышенного окисления свободных жир-
ных кислот. Как и HCA2, рецептор HCA3 опосредует
механизм отрицательной обратной связи при таких
условиях. Что касается рецептора HCA1, то он акти-
вируется лактатом в диапазоне его физиологических
концентраций (1–20 мМ) и подавляет липолиз в
адипоцитах, аналогично двум другим HCA-рецепто-
рам (Liu et al., 2009).

Необходимо отметить, что существует ряд фак-
тов, опровергающих влияние NA на липидный про-
филь крови посредством активации HCA2. Так, было
показано, что при введении NA быстро индуциро-
ванное накопление триглицеридов в печени и кон-
центрация неэтерифицированных жирных кислот в
сыворотке снижались как у мышей с нормальным
уровнем экспрессии HCA2, так и у мышей с нокау-
том по HCA2 (Geisler et al., 2021). Полученные ре-
зультаты указывают на возможность независимого
от рецепторного механизма действия NA, с помо-
щью которого увеличивается продукция липопроте-
инов высокой плотности и ограничивается актива-
ция транскрипции липогенных генов. Кроме того,
при исследовании генетически модифицированных
мышей и пациентов с дислипидемией, получавших
NA и агонисты HCA2, продемонстрировано, что ре-
цептор не является основной молекулярной мише-
нью, ответственной за изменение липидного профи-
ля крови (Lauring et al., 2012). Таким образом, за ис-
ключением описанного выше ингибирования
диацилглицерол-ацилтрансферазы 2 вопрос о нере-

цепторном механизме действия NA на липиды плаз-
мы пока остается открытым.

Ниацин-индуцированная вазодилатация. При при-
менении NA в качестве лечебного препарата, напри-
мер, от пеллагры возникают значительные вторич-
ные эффекты, связанные с гиперемией (Pike, 2005).
Вазодилатация кровеносных сосудов кожи вызывает
покраснение, повышение температуры, ощущение
покалывания и жжения, длящиеся в течение 1–2 ч
(Lukasova et al., 2011). Наряду с антилиполитически-
ми эффектами, активация рецептора HCA2 опосре-
дует прилив крови, индуцированный NA (Maciejew-
ski-Lenoir et al., 2006). Увеличение перфузии кожных
покровов происходит в две стадии, включающие ко-
роткую первую фазу, протекающую в клетках Лан-
герганса, за которой следует более продолжительная
вторая фаза, опосредованная кератиноцитами (рис. 9)
(Hanson et al., 2010). Активация G-белка, связанного
с рецептором HCA2, приводит к выбросу инозитол-
трифосфата, продуцируемого фосфолипазой Cβ. За-
тем за счет активности фосфолипазы A2 высвобож-
дается арахидоновая кислота, как в кератиноцитах,
так и в клетках Лангерганса. На следующем этапе
арахидоновая кислота превращается в простагландин
H2 посредством циклооксигеназ (COX-1 и COX-2) в
клетках Лангерганса и в кератиноцитах соответствен-
но. Простагландин H2, в свою очередь, используется
для синтеза простагландина (PG) D2 и простаглан-
дина E2 соответствующими синтазами. При этом
клетки Лангерганса способны секретировать как
PGD2-синтазу (PGD2S), так и PGE2-синтазу
(PGE2S), тогда как кератиноциты используют толь-
ко PGE2S (Hanson et al., 2012). Наконец, простагланди-
ны диффундируют в кровеносные сосуды кожи, где
они активируют рецепторы DP1 и EP2/EP4 (Benyo et al.,
2005). При этом было показано, что большее влия-
ние на NA-индуцированную гиперимию оказывает
простагландин PGD2, действующий через DP1
(Cheng et al., 2006). Указанные простагландиновые
рецепторы регулируют аденилатциклазу, активация
которой приводит к увеличению концентрации вто-
ричного мессенджера cAMP (Braune et al., 2020). В то
время как сосудорасширяющие эффекты опосреду-
ются повышением концентрации cAMP в гладкомы-
шечных клетках сосудов (Murray, 1990).

Нейропротекторное действие ниацина при ишеми-
ческом инсульте. Необходимо отметить, что приме-
нение ниацина не приводит к вазодилаторным эф-
фектам в интракраниальных сосудах, однако NA
оказывает защитное действие при ишемическом ин-
сульте. Так, при исследовании модели инсульта у
крыс было показано, что NA способствует уменьше-
нию объема ишемизированных тканей и количества
апоптотических нейронов, а также сохраняет аксо-
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ны и синапсы после инсульта и стимулирует ангио-
генез (Tuteja, 2019). Положительное влияние NA
объясняется активацией рецептора HCA2, который
экспрессируется в нейтрофилах, макрофагах и мик-
роглии, играющих важную роль при ишемическом
повреждении головного мозга (рис. 10). Моноциты
изменяют дифференцировку с провоспалительно-
го/профиброзного фенотипа Ly6Chi на защитный
фенотип Ly6Clo, способствуя при этом восстановле-
нию тканей (Li et al., 2022). В Ly6Clo посредством ак-
тивации HCA2 индуцируется синтез PGD2 гемопоэ-
тической простагландин-D-синтазой (HPGDS) по
метаболическому пути, аналогичному синтезу PGD2
в клетках Лангерганса. Затем PGD2 специфически
связывается с рецептором DP1, что является одним
из ключевых компонентов, поддерживающих функ-
циональность кровеносных сосудов и сокращающих
область повреждения головного мозга при ишеми-
ческом поражении (Taniguchi et al., 2007). Кроме то-
го, PGD2 является предшественником 15-дезокси-
Δ12,14-простагландина J2 (15d-PGJ2), который взаи-
модействует с гамма-рецептором, активируемым пе-
роксисомными пролифераторами (PPARγ) (Scher, Pill-
inger, 2005). 15d-PGJ2 способен стимулировать экс-

прессию фактора роста эндотелия сосудов (VEGF),
участвуя таким образом в формировании кровенос-
ных сосудов посредством ангиогенеза (Kim, Surh,
2008). Другой механизм противовоспалительной ак-
тивности основан на прямом ингибировании 15d-
PGJ2 IκB-киназы, которая отвечает за активацию
фактора NF-κB провоспалительными стимулами
(Rossi et al., 2000).

Следует отметить, что защита от ишемического
повреждения не является единственной возможной
нейропротекторной функцией ниацина. Существует
большое количество экспериментальных подтвер-
ждений положительного действия различных форм
ниацина при ряде нейродегенеративных заболева-
ний (Green et al., 2008; Gong et al., 2013; Xie et al.,
2019). Однако описываемые механизмы, по большей
части, либо сопряжены с поддержанием стабильно-
го уровня NAD, либо включают целый спектр сирту-
ин-зависимых и сиртуин-независимых путей. Оцен-
ка вклада рецепторно-опосредованного механизма в
данном случае представляется чрезвычайно слож-
ной задачей (Seamon et al., 2020; Chong et al., 2021).

Рис. 9. Механизм ниацин-индуцированной вазодилатации. HCA2 – ниациновый рецептор; PLCβ – фосфолипаза Cβ; PLA2 –
фосфолипаза A2; COX-1,2 – циклооксигеназы; PGE2S – PGE2-синтаза; PGD2S – PGD2-синтаза; DP1, EP2, EP4 – простано-
идные рецепторы.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Ниацин оказывает существенное влияние на под-

держание эффективного функционирования клет-
ки. Хотя его основная роль и состоит в обеспечении
пула никотинамидных коферментов, ниацин в орга-
низме человека осуществляет и другие важные
функции. Витамин B3 воздействует на несколько
молекулярных процессов, которые тесно связаны
друг с другом, что значительно затрудняет определе-
ние точных механизмов действия этого пищевого
метаболита. Кроме того, различные патофизиологи-
ческие ситуации, включающие изменение активно-
сти ферментов метаболизма ниацина, влияют на ис-
пользование клетками различных предшественни-
ков NAD. Хотя к настоящему времени и установлена
роль ниацина во многих клеточных процессах, обес-
печивающих выработку энергии, клеточную защиту
и восстановление, ряд вопросов все еще остается не-
изученным. Так, необходимы дополнительные ис-
следования влияния микробиома кишечника на го-
меостаз ниацина в организме млекопитающих, что

может являться критическим фактором в различных
физиологических процессах, включая метаболизм,
иммунный ответ и прогрессию заболеваний. Кроме
того, отдельной масштабной темой является роль
ниацина в регуляции эпигенетических процессов,
таких как модификация гистонов и метилирование
ДНК.
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Рис. 10. Механизмы, обеспечивающие нейропротекторное действие ниацина. ГЭБ – гематоэнцефалический барьер; HCA2 –
ниациновый рецептор; PLCβ – фосфолипаза Cβ; PLA2 – фосфолипаза A2; COX-1 – циклооксигеназа 1; HPGDS – гемопоэ-
тическая простагландин-D-синтаза; DP1 – рецептор 1 простагландина D2; PPARγ – гамма-рецептор, активируемый перок-
сисомными пролифераторами; IKK – IkB киназа.
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The article discusses the metabolism of niacin, also known as vitamin B3 or PP, and the mechanisms of its receptor-
induced functions in the human body. Niacin exists as a several molecular compounds that act as the nicotinamide
coenzymes precursors. These coenzymes being electron donors or acceptors in redox reactions catalyzed by various
enzymes play a crucial role in metabolism. Maintenance of the intracellular niacin pool is vital not only for redox
metabolism, but also for the NAD-dependent pathways functioning. At the same time, pathophysiological situa-
tions and changes in enzyme activity can affect the necessity for various niacin forms. In addition to indirect effects
via nicotinamide coenzymes, it also has a number of direct effects, including anti-lipolytic, vasodilatory, and neu-
roprotective functions, the exact mechanism of which has not been studied fully up to date. Overall, niacin plays a
vital role in maintaining the efficient cell functioning, and further study of its influence on various physiological as-
pects, including the gut microbiome and epigenetic regulation, could lead to new discoveries and treatments for var-
ious diseases.
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Одной из ведущих причин госпитализации, инвалидизации и смертности 50% женщин и 20% мужчин в
возрастной группе старше 50 лет являются переломы костей и их осложнения, обусловленные заболева-
ниями опорно-двигательной системы. Активный поиск решения проблемы, связанной с ограничениями
применения в клинике ауто-, алло- и ксенотрансплантатов, для замещения костных дефектов, иницииро-
вал развитие регенеративного подхода, основанного на постепенном замещении искусственного матери-
ала растущей костной тканью. Перспективными в этом отношении являются материалы на основе фос-
фатов кальция, выполняющие роль активного источника химических элементов (кальций, фосфор и др.),
способные оптимизировать процесс срастания костного дефекта и обеспечить замену имплантата новой
костной тканью. В представленном обзоре обобщены данные из литературы о локальной биологической
активности, клетках-мишенях и молекулярных эффектах фосфатов кальция. Показано, что кальцийфос-
фатные материалы биосовместимы, способны адсорбировать регуляторные белки и клетки, оказывая вли-
яние на их генетический и секреторный аппарат и запуская процесс дифференцировки МСК в остеоген-
ном направлении. При этом успешная реализация локальных механизмов остеоинтеграции на границе
раздела кость–имплантат снижает риск перипротезной инфекции и отторжения искусственных изделий.
Дальнейшее изучение и использование кальцийфосфатных материалов позволит осуществить значитель-
ный прорыв в решении современных проблем регенерации костной ткани, связанный с точным (цифро-
вым) биоинженерным подходом на основе аддитивных технологий и искусственного интеллекта.

Ключевые слова: кальцийфосфатные материалы, остеиндукция, остеогенные клетки, остеогенез, регене-
рация, мезенхимные стволовые клетки, клеточно-молекулярные механизмы
DOI: 10.31857/S0041377123060068, EDN: QNYLGA

Переломы костей и их осложнения (несращение,
ложные суставы, остеомиелит и др.) (Ekegren et al.,
2018), а также заболевания (остеонекроз, остеопороз
и др.) (Miller, 2016; Zhaoet al., 2018) являются одной
из ведущих причин госпитализации, инвалидизации
и смертности населения во всем мире. Так, 70% лю-
дей в возрастной группе от 50 лет и старше рискуют
получить переломы, обусловленные остеопорозом
(Coughlan, Dockery, 2014).

Большую проблему составляют крупные (более
2.5 см) костные дефекты (Schemitsch, 2017), которые
часто формируются после травм и заболеваний ко-
стей (включая онкологические), не могут регенери-
ровать посредством биологических механизмов (El-
Rashidy et al., 2017) и требуют хирургического лече-
ния. Активный поиск решения проблем, связанных
с применением аутотрансплантатов (золотой стан-
дарт лечения, но малый объем кости, двойная трав-
матизация), алло- и ксенотрансплантатов (риск пе-
реноса инфекций, иммунологический конфликт,
слабый остеогенез) (Karalashvili et al., 2018), демине-
рализованного костного матрикса (неэффективен
по некоторым сообщениям (Campana et al., 2014))
для замещения костных дефектов, инициировал
развитие альтернативных методов и материалов для
тканевой инженерии (Thrivikraman et al., 2017). Су-
ществуют надежды если не на сокращение сроков

Принятые сокращения: BMP – морфогенетический белок ко-
сти; МСК – мезенхимная стволовая клетка; СККМ – стро-
мальные клетки костного мозга; CaP – кальцийфосфат;
HAР – гидроксиапатит; M-CSF (CSF1) – макрофагальный
колониестимулирующий фактор; MNGC – многоядерная ги-
гантская клетка; PKC – протеинкиназа C; Pi – фосфатная
группа (неорганический фосфор); PPi – пирофосфат;
RANK – рецептор-активатор NF-kB; RANKL – лиганд
RANK; β-TCP (TCP) – β-трикальцийфосфат; TGF-β – транс-
формирующий фактор роста β.

УДК 611.018.41:612.753;661.635.411
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терапии, то на оптимизацию и контроль за процес-
сом лечения по сравнению с использованием тради-
ционных трансплантатов (Корель, Кузнецов, 2019).

В настоящее время актуальным становится реге-
неративный подход к лечению повреждений и забо-
леваний костной ткани, основанный на постепен-
ном замещении искусственного материала растущей
костной тканью. Биоматериал, выполняющий роль
активного источника химических элементов (каль-
ций, фосфор и др.), необходимых для построения
костной ткани, должен оптимизировать процесс
срастания костного дефекта за счет резорбции и за-
мены имплантата новой костной тканью. Понятны-
ми и наиболее изученными свойствами в этом отно-
шении обладают материалы на основе фосфатов
кальция (Liu et al., 2022).

По ключевому словосочетанию “calcium phos-
phate materials for bone” поисковая система Pubmed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) показала при-
рост публикаций от одной в 1976 г. до ежегодных
321–360 статей в 2013–2021 гг. Однако несмотря на
многообразие исследований и разработок в области
кальцийфосфатных (CaP) материалов и покрытий,
до сих пор биологические механизмы их остеоинте-
грации мало понятны (Xiao et al., 2020); клиническое
применение носит консервативный характер (Jeong
et al., 2019), в основном в области цементов для за-
полнения костных дефектов (Thrivikraman et al.,
2017).

Существует локальное и дистантное (через регу-
ляторные системы организма) влияние имплантиру-
емых материалов и изделий на органы-мишени (Rat-
ner et al., 2004).

В настоящем обзоре обобщены данные из литера-
туры о локальной биологической активности, клет-
ках-мишенях и молекулярных эффектах фосфатов
кальция, применяемых для стимуляции репаратив-
ной регенерации костной ткани.

КАЛЬЦИЙФОСФАТНЫЕ МАТЕРИАЛЫ
В настоящее время синтетические CaP-материа-

лы и покрытия, благодаря своему физико-химиче-
скому подобию минеральному матриксу природной
костной ткани, активно применяются в биомедици-
не (одни или в составе композитов) для замещения
дефектов, лечения повреждений и заболеваний
опорно-двигательного аппарата (Kim, Park, 2020), в
том числе при сниженном потенциале к репарации
кости. Синтезированная керамика, в основном, со-
стоит из спеченных CaP, включающих трикальций-
фосфат (TCP или β-TCP), гидроксиапатит (HAР)
или двухфазный CaP (HAР и β-TCP кальцийфос-
фат), а также аморфный CaP (Samavedi et al., 2013).
Активное изучение фосфатов кальция в качестве био-
материалов для трансплантации началось с 1900-х го-
дов прошлого столетия. Первые попытки их исполь-
зования для заполнения костных дефектов у кроли-

ков были предприняты в первой половина XX века
(Albee, 1920).

CaP-керамика относится к классу перестраивае-
мых биоактивных материалов, способных образовы-
вать связи с окружающими тканями и проявлять
остеокондуктивность (свойство образования кост-
ной ткани на поверхности или в объеме материала за
счет усиления кондукции остеогенных клеток и ре-
васкуляризации) и (или) остеоиндуктивность (спо-
собность материала и/или его компонентов стиму-
лировать дифференцировку стволовых клеток в хон-
дроциты и остеобласты) (Fillingham, Jacobs, 2014).
Однако не все типы CаP-керамики обладают одина-
ковым биологическим действием (Ghosh et al.,
2008); большинство из них являются остеокондук-
тивными, и только некоторые типы способны к
остеоиндукции (Jeong et al., 2019).

Различия связаны с особенностями физико-хи-
мических и структурных параметров CаP-керамики.
Многочисленные исследования позволили сформи-
ровать ряд типов CаP-керамики по остеоиндуктивно-
му потенциалу в присутствии остеогенных добавок
(аскорбиновой кислоты, дексаметазона, глицерофос-
фата): TCP > двухфазный CаP ≈ HAP > аморфный CаP
(Yuan et al., 2010), а также при их отсутствии: двух-
фазный CаP > TCP > HAP (Polini et al., 2011). Эти
различия в рядах остеоиндуктивности предполага-
ют, что физико-химические свойства CаP-керамики
могут значительно влиять на остеоиндукцию; кроме
того, двухфазные CаP, которые сочетают свойства
как HAP, так и TCP, могут обладать более высокой
остеоиндуктивностью, чем чистые HAP или TCP.

Остеорепаративная функция CaP обусловлена не
только биосовместимостью, но и биоразлагаемо-
стью (Ben-Nissan, 2014). В этом плане пришло пони-
мание, что аморфные CаP, вследствие своей высо-
кой растворимости и способности трансформировать-
ся в октакальцийфосфат, могут не только вызывать
периимплантационное воспаление (Edwards et al.,
2011), но и способствовать остеоиндукции in vitro (Litvi-
nova et al., 2020) и in vivo (Komarova et al., 2020).

В организме биологически активные материалы
из CаP-керамики претерпевают биотрансформа-
цию: растворение (клеточную резорбцию), ионный
обмен и осаждение минеральной фазы (Mao et al.,
2015). Как следствие, формируется слой карбонат-
ного гидроксиапатита как триггер образования но-
вой минерализованной кости (Daculsi et al., 1989) на
границе раздела, что приводит к химическому и био-
логическому соединению материала имплантата с
костной тканью (Добринская, 2018). Апатитовый
слой растет в виде поликристаллических агломера-
тов, в состав которых включаются эндогенные белки
костного матрикса, способствующие прикреплению
и росту стволовых и остеогенных клеток. Эти клетки
продуцируют костный внеклеточный матрикс, обес-
печивающий биоминерализацию – связывание не-
органической поверхности имплантата с органиче-
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скими компонентами тканей (Du et al., 2000). Таким
образом, граница раздела между биоактивным им-
плантатом и костью при ее ремоделировании почти
идентична естественно возникающим границам раз-
дела между остеонами.

После имплантации растворимость CaP приво-
дит к локальному увеличению концентрации ионов
кальция и фосфата, а также изменению уровня рН
(Ben-Nissan et al., 2014), влияющего на адгезию бел-
ков (Jeong et al., 2019. Растворимость фосфатов каль-
ция снижается в следующем порядке: аморфный
СаР > ТСР > двухфазный СаР > НАР и зависит от со-
отношения Ca/P (более низкое соотношение харак-
теризуется более высокой кислотностью и раствори-
мостью фосфатов кальция) и значений рН среды.
Среди СаР стехиометрический HAP (Ca/P = 1.67)
является наиболее стабильным и наименее раство-
римым в водной среде (Samavedi et al., 2013).

Согласно существующим данным, костный ми-
нерал первоначально образуется за счет спонтанно-
го осаждения ионов кальция и фосфата с образова-
нием кристаллов НАP в матриксных везикулах осте-
областов, которые затем попадают во внеклеточную
жидкость, способствуя дальнейшей кристаллиза-
ции. Этот процесс негативно регулируется пирофос-
фатом (PPi), который образуется как внутри-, так и
вне клеток, поскольку избыток PPi приводит к сни-
жению минерализации костей, а дефицит – к избы-
точному образованию минералов (Sapir-Koren,
Livshits, 2011). В свою очередь, щелочная фосфатаза
во внеклеточных везикулах высвобождает фосфат-
ные группы (Pi) из пирофосфата, которые, напротив,
стимулируют кальцификацию тканей. Таким образом,
соотношение Pi/PPi является недавно установленным
молекулярным механизмом, модулирующим минера-
лизацию костного матрикса (Murshed, 2018).

Известно, что гомеостаз фосфатов контролирует
гликопротеин 1 плазматических клеток, кодируе-
мый геном эктонуклеотидной пирофосфатазы/фос-
фодиэстеразы 1 (ENPP1), который активируется для
подавления дальнейшей минерализации в ответ на
экспрессию высоких уровней белка кости ВМР-2 и
начало минерализации (Goding et al., 2003). Однако
исследования показали, что экспрессия гликопроте-
ина 1 ограничена теми клетками, которые находятся
в непосредственном контакте с остеиндуктивной
CaP поверхностью. Вероятно, это обусловлено ло-
кальным истощением ионов кальция и неорганиче-
ского фосфата в пересыщенной среде вследствие об-
ратного осаждения и кристаллизации CaP на искус-
ственном материале (Bohner, Miron, 2018; Othman et al.,
2019).

Клетки, находящиеся в прямом контакте с таким
материалом, первыми дифференцируются в остео-
генном направлении (Othman et al., 2019). Остеокла-
сты, образующиеся из предшественников моноци-
тарного ряда, уменьшают значение рН до 5 за счет
протонирования межклеточной среды (Humbert et al.,

2019), секретируют катепсин К и матриксные метал-
лопротеиназы, что, в дополнение к химическому
растворению, приводит к резорбции СаР-керамики
и высвобождению ионов Ca и фосфата (Ripamonti,
Roden, 2010). В связи с вариабельной растворимо-
стью CaP-материалов и покрытий, существует их
прямое (за счет структуры объема и/или поверхности)
и непрямое (посредством ионного обмена) влияние на
их деградацию (Bianchi et al., 2014), а также на костную
ткань и ее компоненты (Khlusov, et al., 2018).

НЕПРЯМОЕ ВЛИЯНИЕ CaP 
НА ОСТЕОГЕННЫЕ КЛЕТКИ, 

ОСТЕОИНДУКТИВНЫЕ ГЕНЫ, 
СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ И БЕЛКИ

Ионы кальция и фосфата влияют на регенерацию
костей посредством внутриклеточной передачи сиг-
налов (Jeong et al., 2019). Так, согласно данным из
литературы (Jung et al., 2010), внеклеточный каль-
ций, полученный в результате растворения HAP,
связываясь с кальций-чувствительными рецептора-
ми, через кальциевые каналы активирует путь
CaMK2α/CAM, который в свою очередь модулирует
дифференцировку остеобластов через белок CREB и
(или) путь ERK1/2 (Zayzafoon et al., 2005). Подтвер-
ждена также роль Ca2+ и в активации классического
МАР-киназного пути (Liu et al., 2008).

Ионы кальция и фосфата способствуют экспрес-
сии маркеров дифференцировки и созревания осте-
областов, таких как коллаген I типа, щелочная фос-
фатаза (ALP), морфогенетические белки кости
(BMP), остеопонтин, остеокальцин, костный сиало-
протеин, фактор транскрипции RUNX2 (Orimo,
2010). Например, в независимой работе (Barradas et
al., 2012) показано, что повышение уровня Ca2+ в
межклеточной среде увеличивает экспрессию мРНК
гена BMP-2 в стромальных клетках костного мозга
(СККМ) человека в отсутствие остеогенных доба-
вок, предположительно за счет активации протеин-
киназы C (PKC) и ERK1/2-зависимого пути, в ре-
зультате чего димер c-FOS–c-JUN может связывать-
ся с доменом AP-1 в промоторной области гена
BMP-2. При этом увеличение концентрации Ca2+

вне клетки способствует внутриклеточному выбросу
его из органелл (Majidinia et al., 2018). Одним из тон-
ких регуляторных механизмов этого процесса могут
быть Ca2+-активируемые калиевые каналы цито-
плазматической мембраны, которые способствуют
внутриклеточному повышению концентрации Ca2+,
гиперполяризации мембраны и инициации диффе-
ренцировки мезенхимных стволовых клеток (МСК)
(Pchelintseva, Djamgoz, 2018).

Существует предположение, что минерализация и
регуляция скорости роста кристаллов минеральной
фазы может инициироваться белками (Bellows et al.,
1991). Так, различные неколлагеновые белки, свя-
занные с подложкой ковалентными связями, могут



560

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 6  2023

МИРОШНИЧЕНКО и др.

способствовать минерализации (Добринская, 2018). В
то же время в зависимости от внешних факторов по-
добные протеины могут как инициировать, так и бло-
кировать процессы минерализации (Nudelman et al.,
2010). Известно, что макромолекулы, подавляющие
рост кристаллов в растворе, могут быть подложкой
для ориентированной нуклеации новой минераль-
ной фазы (Flade et al., 2001). Кроме того, адсорбция
протеинов может понижать поверхностную энергию
на границе керамика–жидкость и, тем самым, сни-
жать способность поверхности к минеральной нук-
леации, а также тормозить процессы минерализации
вследствие адсорбции белков на центрах выделения
новой кристаллической фазы (Combes, Ray, 2002).

Ряд исследователей указывают на участие ионов
Ca2+ в секреции про- и противовоспалительных ци-
токинов (Litvinova et al., 2020) с остеомодулирую-
щим потенциалом (Yurova et al., 2021), в стимуляции
зрелых костных клеток за счет образования оксида
азота (Foreman et al., 2005), увеличении продолжи-
тельности жизни остеобластов через активацию пу-
ти PI3K/Akt (Danciu et al., 2003), а также в диффе-
ренцировке остеокластов и регулировании их резор-
бтивной активности (Kuroda et al., 2008).

Кроме того, ионизированный кальций, высво-
бождающийся из CaP-материалов, индуцирует
остеогенную дифференцировку МСК и клеточных
линий остеобластов (Viti et al., 2016). При этом отме-
чен (эпи)генетический эффект в отношении экс-
прессии генов остеогенной дифференцировки, на-
пример, RUNX2, BMP-6, ALPL (Litvinova et al., 2020),
SMAD и RAS (Viti et al., 2016).

В настоящее время активно изучаются многочис-
ленные сигнальные пути и регуляторные сигналы
(микроРНК, молчащие РНК и т.п.), участвующие в
(эпи)генетическом контроле остеобластов и остео-
кластов (Vulf et al., 2022). Дифференцировка МСК в
остеобласты представляет собой сложное взаимо-
действие между паракринными и аутокринными
сигналами, которые запускают несколько клеточ-
ных и молекулярных механизмов, способствующих
активации двух транскрипционных факторов –
RUNX2 и нижестоящего Оsterix (Garg et al., 2017).
RUNX2 активируется посредством многих сигналь-
ных путей, включая белки BMP и трансформирующий
фактор роста β1 (TGF-β1) (James, 2013). BMP участву-
ют в дифференцировке МСК и (или) остеобластов в
сторону хондроцитов и остеобластов (Garg et al., 2017).
BMP-2, -4, -6, -7 и -9 активируют остеобластогенез,
тогда как BMP-3 и BMP-13 действуют как ингибиторы
остеогенной дифференцировки (Shen et al., 2009).
TGF-β1 способствует образованию остеокластов из
стимулированных предшественников RANK, но сни-
жает экспрессию RANKL в остеобластах (Quinn et al.,
2001).

Тем не менее, расшифровка конкретных молеку-
лярных механизмов и их взаимодействия после им-
плантации CaP-материалов еще впереди. Роли фос-

фатов в костной минерализации и остеогенезе в ли-
тературе уделяется гораздо меньшее внимание.
Считается, что при первичной минерализации ионы
фосфата и кальция поступают в везикулы на наруж-
ной стороне мембраны остеобластов через мембран-
ные переносчики и ферменты. Накопление Ca2+ и

 в пузырьках матрикса вызывает зарождение и
рост кристаллов из малорастворимых фосфатов
кальция. Кристаллы фосфатов кальция образуются
радиально внутри пузырька, проникают через его
мембрану и продолжают расти за его пределами, в
конечном итоге образуя минерализованные узелки.
Затем растущие минерализованные узелки пропи-
тывают коллагеновые фибриллы. После этого мине-
ральная плотность костей постепенно увеличивает-
ся в процессе вторичной минерализации. Механиз-
мы этого явления остаются неясными, но ключевую
роль могут играть остеоциты; предполагается, что
остеоциты обеспечивают транспорт Ca2+ и  че-
рез канальцы сети остеоцитов, а также регулируют
минерализацию окружающего костного матрикса
(Hasegawa et al., 2022).

Повышение содержания свободного фосфата в
культуральной среде приводит к увеличению уровня
РНК остеопонтина в клетках преостеобластов
MC3T3-E1 за счет активации ERK1/2- и PKC-зави-
симых путей (Julien et al., 2009). Выявлена дозозависи-
мая активация BMP-2 в клетках, происходящих из над-
костницы человека, в ответ на лечение ионами фосфата
отдельно или в сочетании с кальцием (Chai et al., 2011).
Авторы предположили участие этих ионов в актива-
ции аутокринных/паракринных сигнальных меха-
низмов, участвующих в дифференцировке клеток.

В другой работе продемонстрировали, что ионы
кальция в растворе способствуют адсорбции BMP-2
на поверхности НАР, в то время как ионы фосфата,
по-видимому, ингибируют этот процесс (Boix et al.,
2005). В то же время ионизированный неорганический
фосфор (Pi) увеличивал экспрессию BMP-2 на уровне
мРНК и белка, а также активность промотора BMP-2,
действуя через сигнальные каскады сАМР/РКА и
ERK1/2 в клетках пульпы зуба человека (Tada et al.,
2011).

Другие авторы (Khoshniat et al., 2011) выяснили,
что для активации ERK1/2-зависимого пути для Pi
необходим Ca2+. Рядом исследователей показано,
что фосфат по принципу отрицательной обратной свя-
зи между RANK-лигандом и сигналом его рецептора
регулирует соотношение RANK-лиганд/остеопротеге-
рин для ингибирования процессов дифференцировки
остеокластов и резорбции кости (Zhang et al., 2011).
Введение кроликам ионов Ca2+ и фосфата в концен-
трации 1.8 и 0.09 мМ соответственно способствовало
пролиферации и дифференцировке СККМ (Liu et al.,
2009). Более высокие концентрации фосфата не вли-
яли на дифференцировку клеток, но вызывали их
гибель. Напротив, более высокие концентрации

−3
4PO

−3
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Ca2+ ингибировали дифференцировку клеток (о чем
свидетельствует снижение секреции щелочной фос-
фатазы и экспрессии мРНК коллагена I типа/остео-
кальцина), но способствовали минерализации мат-
рикса (Samavedi et al., 2013). Получены данные о том,
что истощение ионов кальция и (или) фосфата в
центре имплантируемого материала может индуци-
ровать формирование кости за счет восприятия
кальция иммунными и костными клетками (Bohner,
Miron, 2018). Напротив, повышенное содержание
ионов кальция и фосфата в межклеточной среде мо-
жет негативно влиять на прикрепление остеобластов
(Meleti et al., 2000).

ПРЯМОЕ ОСТЕОМОДУЛИРУЮЩЕЕ ВЛИЯНИЕ 
КАЛЬЦИЙФОСФАТНЫХ МАТЕРИАЛОВ

Фосфаты кальция, сформированные в виде объ-
емных материалов или покрытий, играют важную
роль в адгезии клеток и формировании тканей, в том
числе влияя на адсорбцию белков внеклеточного мат-
рикса на поверхности (Bulnheim, et al., 2012). Адсорб-
ция белка представляет собой сложный процесс, обу-
словленный термодинамическими и кинетическими
изменениями, которые зависят от состояния поверх-
ности биоматериала, ионного окружения и структур-
ных (химических) свойств белка (Tsapikouni, Missirl-
is, 2008).

Остеоиндуктивные белки, в том числе BMP, и
фактор роста TGF-β, обладают высоким сродством к
фосфатам кальция (Barradas et al., 2011). С точки зре-
ния химии поверхности CaP-материалов, TCP свя-
зывает больше белков, чем HAP. В свою очередь экс-
прессия генов, кодирующих остеогенные пептиды и
факторы дифференцировки (остеокальцин, кост-
ный сиалопротеин, остеопонтин и RUNX2) в МСК,
имплантированных на HAP, была ниже, чем на β-
ТСР, что связано по мнению авторов с 10–15-крат-
ным увеличением удельной площади поверхности
(микропористости) ТСР и высвобождением кальция
(Yuan et al., 2010).

В принципе, аффинность BMP к нестехиометри-
ческим CaP (например, кремний-замещенному
HAP) примерно в 1.5–2 раза выше по сравнению с
чистым (без добавок) HAP (Mafina et al., 2017). Этот
феномен может быть одним из молекулярных меха-
низмов повышенной остеогенной описанной актив-
ности силиконированных CaP-материалов и покры-
тий (например: Пичугин и др., 2011).

Адсорбируемые клеточно-адгезивные белки
(фибронектин, коллаген, витронектин) межклеточ-
ного матрикса играют важную роль в клеточной ад-
гезии, опосредованной интегринами на клеточных
мембранах, и во многом определяют эффективность
регенерации кости (Gustavsson et al., 2012). Связыва-
ние интегрина инициирует кластеризацию рецепто-

ров адгезии, формирование фокальных контактов
адгезии, распластывание клеток, реорганизацию ак-
тинового цитоскелета и проявление сократительных
сил, что активирует такие клеточные функции, как ми-
грация, пролиферация и дифференцировка (Добрин-
ская, 2018; Matsuura et al., 2000; Stephansson et al., 2002).
Нарушение этих взаимодействий может значитель-
но ингибировать дифференцировку и минерализа-
цию остеобластов, поскольку связывание интегрина
приводит к фосфорилированию киназы фокальной
адгезии, что, в свою очередь, активирует ERK1/2-за-
висимый путь (Salasznyk et al., 2007; Marino et al.,
2010).

Наряду с химией поверхности, физическое струк-
турирование объема CaP (например, формирование
пористости) или поверхности (в частности придание
шероховатости) в значительной степени модулирует
их биологическую активность. Так, многочисленные
исследования показывают, что поверхности с размера-
ми структурных элементов менее 100 нм (шерохова-
тость, зернистость и др.) могут способствовать луч-
шей адсорбции белка, чем поверхности с размерами
более 100 нм (Li et al., 2012). Значительно увеличива-
ет адсорбцию белка высокая пористость CаP-кера-
мики с размером пор в широком диапазоне (от 20 до
500 мкм), которая способствует увеличению удель-
ной площади поверхности, а значит и усилению яв-
лений растворения/преципитации (Othman et al.,
2019).

Этот эффект также наблюдается при увеличении
количества пор (Jeong et al., 2019), но зависит от
структуры и химического состава белка (Zhu et al.,
2010; Samavedi et al., 2013). Интересно, что микропо-
ристые CaP-скаффолды показали более высокий
рост кости в костных дефектах критического разме-
ра у коз по сравнению с аутологичными костными
трансплантатами или теми же CaP, имеющими более
крупные поры на поверхности и, соответственно,
меньшую удельную площадь поверхности (Fellah et al.,
2008).

С другой стороны, макроструктурирование объе-
ма и поверхности материалов может способствовать
прямой (без участия остеогенных белков) адгезии
клеток (Curtis, Wilkinson, 1997) и дифференцировке
МСК в остеобласты, синтезирующие минерализо-
ванный костный матрикс (Khlusov et al., 2020). Ис-
следования показывают, что для оптимального ко-
стеобразования СаР-материалам необходима мак-
рошероховатая или макропористая структура с
диаметром пор более 100 мкм (Ebrahimi, 2021), по-
скольку формирование кости происходит, в основ-
ном, в вогнутых участках пор (Ripamonti, Roden, 2011).
В этом плане концепция искусственных ниш для
МСК, согласно которой дифференцировка стволовых
клеток в остеобласты преобладает в углублениях CaP-
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поверхности определенного размера (Khlusov et al.,
2013), в какой-то степени объясняет биомиметиче-
ское подобие искусственных макропор естествен-
ным микротерриториям (ямкам) для остеобластов,
формируемым остеокластами при естественной
(физиологической и репаративной) регенерации ко-
сти (Khlusov et al., 2022).

Кроме того, размер пор влияет на ангиогенез
(Wang et al., 2014). Показано, что врастание крове-
носных сосудов и костной ткани в скаффолд воз-
можно при размере пор более 50 мкм (Habibovic et al.,
2006; Shi et al., 2022). Высказано предположение, что
низкое напряжение кислорода в центральной обла-
сти имплантатов может спровоцировать дедиффе-
ренцировку перицитов из кровеносных сосудов в
остеобласты (Diaz-Flores et al., 1992). Таким обра-
зом, распределение питательных веществ, клеток и
последующее образование капилляров должны
предшествовать процессу эктопического формиро-
вания кости, при их недостатке этот процесс может
быть задержан или снижен (Habibovic et al., 2006).

В дополнение к физическим свойствам, таким
как шероховатость и пористость, адсорбция белка и
клеток зависит от поверхностного заряда (дзета-по-
тенциала) искусственного материала. Адсорбция
белка на CаP-керамике опосредована электростати-
ческими взаимодействиями как с катионными каль-
циевыми центрами, так и с анионными фосфатны-
ми сайтами, но зависит от структуры и химического
состава белков (Kandori et al., 2004, 2007). Так, гиб-
кие клеточно-адгезивные белки (например, фибро-
нектин и витронектин) могут подвергаться струк-
турной перестройке и адсорбироваться на поверхно-
сти CаP-керамики, в то время как фибриллярные
белки (например, коллагены) – нет (Zhu et al., 2009).
Таким образом, наличие катионных атомов и моле-
кул (например, кальция) и способность белков адап-
тироваться к рельефу поверхности, по-видимому,
облегчают белковую адсорбцию на плохо раствори-
мых CaP, таких как HAP.

Поверхностный заряд через изменения концен-
трации и конформации адсорбированных белков
способен модулировать клеточную адгезию на по-
верхности имплантата. Например, показано, что от-
рицательно заряженные титановые имплантаты, по-
крытые Ca2+, улучшают адгезию остеобластов по
сравнению с имплантатами, покрытыми анионами
фосфата (Feng et al., 2004). В этом плане может идти
прямое электростатическое взаимодействие кальци-
нированной поверхности титана c отрицательно за-
ряженными остеобластами (Chen et al., 2011).

Интересно, что МСК предпочитают дифферен-
цироваться в остеобласты, позитивные по щелочной
фосфатазе и остеокальцину в углублениях CaP-по-
крытия, несущих локальный отрицательный заряд
поверхности. В свою очередь, МСК с фенотипом
остеокластоподобных клеток (с экспрессией кислой
фосфатазы) располагаются на выступах (сфероли-

тах) CaP-поверхности (Khlusov et al., 2013, 2018). При
этом неравномерное распределение заряда по релье-
фу поверхности обусловлено преимущественным
распределением фосфатных групп “кислых” СаР в
углублениях поверхности, что способствует избы-
точному отрицательному заряду CaP-наночастиц,
формирующих микрометровые сферолиты микро-
дугового покрытия (Khlusov et al., 2018).

Помимо поверхностного заряда, на адсорбцию
белка влияет и природа ионного окружения. Напри-
мер, показано, что адсорбция белка зависит от вели-
чины рН и ионной силы водной среды (Zhu et al.,
2007); в частности, авторы сообщают об уменьше-
нии адсорбции бычьего сывороточного альбумина
на частицах двухфазного СаР либо при повышении
рН среды, либо при увеличении концентрации
ионов фосфата. Растворимость CаP-керамики также
может влиять на адсорбцию белка, воздействуя на
равновесную концентрацию ионов вблизи поверх-
ности материала и рН среды (Samavedi et al., 2013;
Jeong et al., 2019). Эту гипотезу поддерживают дан-
ные о том, что адсорбция фибриногена, инсулина и
коллагена I типа на поверхности двухфазного CаP
более высокая, чем на поверхности HAP, поскольку
более растворимая фаза β-TCP в двухфазном CаP
способствует локальному увеличению концентра-
ции ионов, поверхностного заряда и значений pH
(Zhu et al., 2010). Показано, что СККМ кролика луч-
ше адгезируют к НАР (с более высокой кристаллич-
ностью), чем к аморфным СаР (с более низкой кри-
сталличностью и высокой растворимостью) сопо-
ставимых размеров (Hu et al., 2007). Аналогичные
результаты получены в работах, изучающих при-
крепление остеобластов свода черепа крыс к различ-
ным типам СаР-керамики (Berube et al., 2005).

CаP-керамика также может влиять на поведение
клеток, меняя концентрации ионов в растворе по-
средством механизмов адсорбции/выщелачивания
(Gustavsson et al., 2012). Показано, что остеобласто-
подобные клетки MG-63 прикреплялись и распро-
странялись на стабильных, менее растворимых по-
верхностях, таких как HAP, в то время на раствори-
мых поверхностях (β-TCP), клеток почти не
наблюдали (John et al., 2003). Плохую адгезию и рас-
пластывание клеток по поверхности β-TCP авторы
связывают с быстрым выщелачиванием ионов фос-
фата и переосаждением апатитового слоя на поверх-
ности, что приводит к повышению уровня фосфора
и снижению концентрации кальция в культуральной
среде с β-TCP. Другие авторы подтвердили, что вы-
свобождение ионов и рекристаллизация (возможно,
в виде апатита) регулируют клеточную адгезию и
пролиферацию СККМ крыс на разных поверхно-
стях (Knabe et al., 2000).

Таким образом, стабильные кристаллические
разновидности CаP-керамики, по-видимому, влия-
ют на адгезию клеток и остеогенных молекул, пре-
имущественно, через биомиметическую структуру,
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подобную структуре костной ткани, заряженные
центры и конформационную перестройку адгезиру-
ющих белков, выполняя роль строительных лесов
(скаффолдов) для костных клеток; аморфная и рас-
творимая CаP-керамика способствует изменениям
концентрации ионов (электрокинетического потен-
циала) и локального уровня pH вблизи искусствен-
ных поверхностей. По-видимому, в обоих случаях in
vivo реализуются сценарии остеогенеза, связанные с
преимущественной остеокондукцией (врастанием
кости в структуру) на стабильных CaP-поверхностях
или остеоиндукцией (образованием кости de novo из
стволовых клеток) вблизи более растворимых форм
фосфатов кальция (Карлов, Хлусов, 2003). В связи с
этим, CaP- материалы с контролируемой биодегра-
дацией их структуры (поверхности) и сохранением
оптимальной биомеханики можно считать идеаль-
ными имплантатами для репаративной регенерации
и минерализации заново образованной костной тка-
ни. Тем не менее, пока поиски идеальных CaP-мате-
риалов не увенчались успехом, выявление ведущего
вектора их применения (переломы, локальный или
системный остеопороз, замедленная консолидация,
ложные суставы, несрастающиеся переломы и др.)
на основе индивидуальных характеристик поверх-
ности и, соответственно, формирование панели им-
плантатов для конкретных клинических ситуаций
может решить многие текущие задачи биоинжене-
рии костной ткани.

СаР-МАТЕРИАЛЫ, МЕЗЕНХИМНЫЕ 
СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ, 

ИММУНИТЕТ И ОСТЕОГЕНЕЗ
Достижения в области остеоиммунологии (Oka-

moto, Takayanagi, 2019) рассматривают продуктив-
ное воспаление в ответ на имплантацию СаР-мате-
риалов как один из потенциальных механизмов, мо-
дулирующих процессы остеоиндукции (Юрова и др.,
2020). Фундаментальные исследования последних
лет выявили динамические взаимодействия между
системой скелета и иммунной системой (Chang et al.,
2008). Было показано, что популяция так называе-
мых костных макрофагов (ОsteoMacs), находящихся
внутри кости в виде характерной структуры купола,
покрывающей зрелые остеобласты (Chang et al.,
2008), является важным типом клеток в регенерации
костной ткани (Batoon et al., 2017a), что подтвержда-
ют эксперименты на нокаутных по OsteoMacs моде-
лях мышей с повреждением бедренной кости (Ba-
toon et al., 2017b). До недавнего времени считали (van
Furth, Cohn, 1968), что предшественниками рези-
дентных тканевых макрофагов являются моноциты
крови. Однако, согласно новым данным, большин-
ство макрофагов, включая OsteoMacs, самообновля-
ются в резидентных тканях (Davies et al., 2013).

К настоящему времени установлено, что моноци-
ты (макрофаги), появляющиеся в инфильтрате в зо-
не имплантации, участвуют не только в формирова-

нии соединительной ткани, но и являются основными
эффекторными клетками в иммунных реакциях на
биоматериалы, модулирующими остеогенез (Miron,
Bosshardt, 2016). Так, изучение нокаутных моделей
продемонстрировало, что потеря макрофагов вокруг
костнопластических материалов может полностью
отменить их остеоиндуктивную способность, что
подтверждает их ключевое значение в модуляции
иммунной системы, контролирующей процессы ко-
стеобразования (Davison et al., 2014).

Для изучения роли макрофагов в репаративном
остеогенезе использовали β-TCP в качестве модель-
ного биоматериала (Chen et al., 2014). Было показа-
но, что данный СаР поляризовал макрофаги в реге-
нераторный фенотип M2, что было связано с актива-
цией сигнального пути рецептора, чувствительного
к кальцию. Также было обнаружено, что данные
макрофаги после стимуляции β-TCP экспрессирова-
ли BMP-2, что указывает на возможность их участия
в остеогенезе (Chen et al., 2014).

Стимуляция моноцитов/макрофагов в ответ на
имплантацию СаР способствует образованию так
называемых многоядерных гигантских клеток
(MNGC), появление которых раннее пытались оха-
рактеризовать как часть реакции на инородное тело,
поскольку MNGC продуцируют значительное коли-
чество провоспалительных цитокинов, включая IL-
1b, TNF-α, IL-6, IL-8 и воспалительный белок мак-
рофагов MIP-1β (Vasconcelos et al., 2015). Такие
MNGC образуются путем слияния моноцитов (мак-
рофагов) на различных костных заменителях, не
окруженных костью. Гистохимически они слегка
положительны при окраске на тартрат-резистент-
ную кислую фосфатазу (TRAP) и иногда связаны с
небольшими лакунами резорбции, что указывает на
потенциальную остеокластоподобную активность
(McNally et al., 2008).

В настоящее время MNGC отводится немаловаж-
ная роль в регуляции остеогенеза. Многочисленные
исследования неизменно демонстрируют высокое
количество MNGC вокруг трансплантатов костных
заменителей и корреляцию их наличия с лучшим со-
хранением костной массы в местах трансплантации
(Jensen et al., 2014). MNGC, полученные in vitro, мо-
гут растворять HAР, хотя и не так эффективно, как
остеокласты, но не способны резорбировать кост-
ный матрикс (ten Harkel et al., 2015).

Продемонстрировано, что MNGC не резорбиру-
ют кость, но экспрессируют молекулы фенотипа
макрофагов M2 (Ym1 и Alox15), заживляющих раны
и прекращающих воспаление (Katsuyama et al., 2015).
Тем не менее, при повторных заменах суставов об-
наруживали MNGC, преимущественно экспресси-
рующие воспалительные факторы поляризации M1
(Nich et al., 2013).

Следует отметить, что интегриновые рецепторы
β1 и β2 являются преобладающими связывающими
доменами во время развития моноцитов и макрофа-
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гов (McNally, Anderson, 1995). IL-4 и IL-13 являются
двумя важными цитокинами для слияния и образо-
вания MNGC и, как полагают, продуцируются в ос-
новном Т-лимфоцитами (McNally, Anderson, 1995;
Rodriguez et al., 2009). Кроме того, для слияния мак-
рофагов с образованием MNGC необходима матрикс-
ная металлопротеиназа MMP-9 (MacLauchlan et al.,
2009). Поверхностные рецепторы во время слияния
включают CD44, CD47, CD200, сигнальный регуля-
торный белок 1a, IL-4r, E-кадгерин и рецептор ман-
нозы (Anderson et al., 2008).

Было показано, что MNGC изначально прикреп-
ляются к компонентам комплемента и фибриноге-
ну, а позднее взаимодействует с витронектином
(McNally et al., 2008). В слиянии, функционирова-
нии и выживании MNGC также участвуют STAT6,
рецептор P2X7 и коннексин 43 (Moreno et al., 2007).
Выявлено, что макрофаги/MNGC экспрессируют
HLA-DR, CD98, B7-2 (CD86) и B7eH1 (PD-L1), но
не B7-1 (CD80) или B7eH2 (B7RP-1). При этом на
них не обнаруживаются некоторые молекулы, обна-
руженные на остеокластах (кальцитониновый ре-
цептор, тартратрезистентная кислая фосфатазa и
RANK) или дендритных клетках (CD1a, CD40, CD83,
CD95/fas); в то же время, выявлена презентация инте-
гринa X (CD11c), CD68 и DC-SIGN, специфичных для
дендритных клеток (McNally, Anderson, 2011).

Важно отметить, что моноциты/макрофаги сек-
ретируют макрофагальный воспалительный белок
MIP-1α (макрофагальный воспалительный белок 1α)
и моноцитарный хемотрактантный белок-1 (MCP-1),
являющиеся эффекторами усиленной миграции
МСК (Sadowska et al., 2019).

Несмотря на то, что секреторная роль МСК в ре-
генерации кости на CaP-биоматериалах остается не-
ясной, немногочисленные данные указывают на уча-
стие их иммуномодулирующих свойств (Rana et al.,
2022). Интересно, что совместная трансплантация
СаР и МСК усиливает мобилизацию в место им-
плантации макрофагов, поляризованных как в сто-
рону провоспалительного (М1), так и противовоспа-
лительного (М2) фенотипов (Gamblin et al., 2014).
Баланс этих фенотипов играет ключевую роль в кас-
каде заживления кости, предотвращая развитие хро-
нического воспаления и способствуя переходу к
формированию кости (Pajarinen et al., 2018). Однако
существующие сведения о влиянии этих типов мак-
рофагов на остеобластогенез достаточно противоре-
чивы (Pajarinen et al., 2018). Недавние исследования
показали, что макрофаги М1 усиливают раннюю
остеогенную дифференцировку без какого-либо
влияния на минерализацию матрикса, которая впо-
следствии усиливается макрофагами c фенотипом
М2 (Zhang et al., 2017). Следует отметить, что МСК
имеют тенденцию ограничивать поляризацию мак-

рофагов до М1, отдавая предпочтение поляризации
М2 (Иванюк и др., 2018).

Интересно, что МСК, трансплантированные с
двухфазным CаP, привлекая циркулирующие моно-
циты, индуцируют их дифференцировку в остеокла-
сты, тем самым способствуя резорбции старой и об-
разованию новой кости (Humbert et al., 2019). Кон-
диционированные среды из культуры МСК также
оказывают прямое положительное влияние на
остеокластогенез (Ogata et al., 2017). Этот эффект
МСК может быть основан на повышенной секреции
или мембранной экспрессии RANKL. Действитель-
но, остеокластогенез в основном регулируется как in
vivo, так и in vitro макрофагальным колониестимули-
рующим фактором (M-CSF, CSF1) и тройной систе-
мой, включающей активатор рецептора ядерного
фактора κB (RANK), его лиганд (RANKL) и
остеопротегерин. Следует отметить, что экспрессия
этих белков увеличивается по мере созревания осте-
областов. M-CSF обеспечивает выживание и проли-
ферацию предшественников остеокластов, а также
позволяет им эффективно реагировать на стимуля-
цию RANKL. RANKL запускает дифференцировку в
остеокласты путем связывания RANK, в то время
как остеопротегерин предотвращает взаимодей-
ствие в качестве рецептора-приманки для RANKL
(Feng, 2014).

Остеокласты играют ключевую роль в гомеостазе
и ремоделировании кости, постоянно поддерживая
баланс между еe формированием и резорбцией. Это
подтверждается их присутствием в месте импланта-
ции СаР перед формированием новой кости (Sims,
Martin, 2014). Кроме того, остеокласты высвобожда-
ют факторы роста при деградации костного матрик-
са и, что наиболее важно, экспрессируют факторы
хемотаксиса и остеогенеза для остеобластов, такие
как BMP6, WNT10b и S1P (Henriksen et al., 2014).

Показано, что остеокласты в ассоциации с CaP
или костью секретируют CTHRC1 – белок, усилива-
ющий остеобластогенез (Takeshita et al., 2013). Хотя
точный молекулярный механизм, участвующий в
рекрутировании остеокластов, остается в значитель-
ной степени неизвестным, было показано, что инте-
грин AVβ3 является доминирующим доменом, свя-
зывающим остеокласты, и одним из типичных мар-
керов, используемых для их дифференциальной
идентификации от предшественников макрофагов
(Teitelbaum, 2005). Этот интегрин распознает ряд мо-
лекул внеклеточного матрикса, включая остеопро-
тегерин, фибронектин, витронектин и фибриноген,
которые обычно связываются через RGD-домен
пептидов (McNally et al., 2007).

Совсем недавно был описан обратный сигналь-
ный механизм, посредством которого остеокласты,
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секретируя везикулы, экспрессирующие RANK,
стимулируют мембранный RANKL на поверхности
остеобластов, что индуцирует образование кости
(Ikebuchi et al., 2018). Кроме того, остеокласты, рез-
орбируя биоматериал, повышают локальные кон-
центрации кальция и фосфата и тем самым способ-
ствуют отложению апатитового слоя и рецепции каль-
ция клетками других типов (Bohner, Miron, 2018).

Влияние МСК на другие звенья врожденного и
приобретенного иммунитета характеризуется обра-
зованием регуляторных дендритных клеток, инги-
бированием дегрануляции тучных клеток, ограниче-
нием эффекторных функций NK-клеток, подавле-
нием пролиферации В-, CD8+ и CD4+ Т-клеток при
одновременном появлении клеток с фенотипом Th2
и Treg (Najar et al., 2016). Внеклеточные везикулы,
продуцируемые МСК, также участвуют в иммуно-
модуляции, переключая фенотип макрофагов с про-
воспалительного на противовоспалительный, в том
числе за счет переноса специфических некодирую-
щих микроРНК (Дьячкова и др., 2022). Кроме того,
секреция про- и противовоспалительных молекул
(Silva et al., 2018), стимулированными МСК, прямо
или косвенно (через модуляцию врожденных и адап-
тивных иммунных клеток) способствует образова-
нию остеокластов (Humbert et al., 2019),.

Дендридные клетки, фагоцитирующие частицы
СаР, через секрецию воспалительных цитокинов
стимулируют адаптивный иммунный ответ посред-
ством праймирования Т-клеток (Sokolova et al.,
2010), в которых активируемый сигнальный путь
NF-кB способствует усиленному высвобождению
хемокина CCL5, рекрутирующего МСК в окружаю-
щий искусственный скаффолд (Zhao et al., 2020).
Поскольку МСК подвергаются остеодифференци-
ровке вскоре после имплантации СаР-материала,
новообразованная кость происходит в основном из
остеобластов хозяина, что влечет за собой рекрутиро-
вание и дифференцировку новых МСК (Millan, et al.,
2018). Ремоделирование кости может протекать:
1) через эндохондральную оссификацию, включаю-
щую первоначальную дифференцировку МСК в
хондробласты, последующую перестройку и кальци-
фикацию хрящевого матрикса с образованием губ-
чатой кости; 2) через внутримембранную оссифика-
цию соединительнотканного зачатка, приводящую к
прямой дифференцировке МСК в остеобласты
(Dimitriou et al., 2005).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
CaP-материалы биосовместимы, адсорбируют

регуляторные белки и клетки, оказывая влияние на
их генетический и секреторный аппарат, и запуска-
ют процесс дифференцировки МСК в остеогенном

направлении. Васкуляризация CaP-скаффолдов, в
том числе за счет биодеградации (биорезорбции)
объема и (или) их поверхности, обеспечивает в даль-
нейшем рост и продвижение костной ткани в струк-
туру скаффолдов. Модуляция как врожденного, так
и адаптивного иммунного ответа регулирует локаль-
ное (в месте имплантации) воспаление и репаратив-
ную регенерацию кости. При этом успешная реали-
зация локальных механизмов остеоинтеграции на
границе раздела кость–имплантат снижает риск пе-
рипротезной инфекции (Raphel et al., 2016) и оттор-
жения искусственных изделий.

Мы попытались на рис. 1 схематически отразить
описанные в обзоре основные взгляды на локальную
биосовместимость, клетки-мишени и молекуляр-
ные (прямые и опосредованные через растворение)
эффекты CaP-материалов и покрытий, обладающих
остеомодулирующим потенциалом. В связи с много-
гранностью клеточно-молекулярных механизмов
остеоинтеграции имплантатов (рис. 1) возникает
естественный вопрос: каков размер территории их
реализации, чтобы считать описанные в обзоре про-
цессы относительно локальными, не затрагивающи-
ми в значительной степени системные (интеграль-
ные) механизмы регуляции регенерации?

Костная ткань, как любая биологическая ткань,
имеет свою иерархию, которая топографически
формируется из природных микротерриторий, в
частности нишеподобных образований (размерно-
стью примерно 40–100 мкм) для стволовых клеток,
остеобластов (Khlusov et al., 2022) и остеонов –
структурно-функциональных (анатомических) еди-
ниц костной ткани (внутренний диаметр до 200 мкм;
длина до 10 мм) (Maggiano et al., 2016) c доменопо-
добной организацией (Maloney et al., 1978) популя-
ций костных клеток. По-видимому, воспалительные
(репаративные) процессы, протекающие в указан-
ных анатомических границах, можно рассматривать
как локальные, реализующиеся посредством меха-
низмов физиологической регенерации костной тка-
ни, не предполагающей существенной активации
стресс-реализующих систем, способных негативно
влиять на приживление имплантата.

Отсюда в практическом плане следует гипотеза,
что CaP-материалы и покрытия, несущие искус-
ственные аналоги естественных остеогенных мик-
ротерриторий (ниш, доменов) (например: Khlusov
et al., 2011), могут рассматриваться как биомимети-
ческие (биоинспирированные) биоинженерные
конструкции, во многом реализующие местные фи-
зиологические механизмы их остеоинтеграции. Раз-
работка подобных материалов позволит осуще-
ствить значительный прорыв в решении современ-
ных проблем регенерации костной ткани,
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МИРОШНИЧЕНКО и др.

связанный с точным (цифровым) биоинженерным
подходом на основе аддитивных технологий.
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Review of Local Cellular and Molecular Processes of Bone Tissue Regeneration Induced
by Calcium Phosphate Materials
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One of the leading causes of hospitalization, disability and mortality of 50% of women and 20% of men over the age
of 50 are bone fractures and their complications caused by diseases of the musculoskeletal system. In this regard, an
active search for a solution to the problem associated with the limitations of the use of auto-, allo-, and xenografts
in the clinic to replace bone defects initiated the development of a regenerative approach based on the gradual re-
placement of artificial material with growing bone tissue. Promising in this regard are materials based on calcium
phosphates, which act as an active source of chemical elements (calcium, phosphorus, etc.), which can optimize the
process of bone defect fusion and ensure the replacement of the implant with new bone tissue. The review summa-
rizes literature data on local biological activity, target cells, and molecular effects of calcium phosphates. It has been
shown that calcium phosphate materials are biocompatible, capable of adsorbing regulatory proteins and cells, in-
fluencing their genetic and secretory apparatus and triggering the process of MSC differentiation in the osteogenic
direction. At the same time, the successful implementation of local mechanisms of osseointegration at the
“bone/implant” interface reduces the risk of periprosthetic infection (PJI) and rejection of artificial devices. Further
study and use of calcium phosphate materials will make it possible to make a significant breakthrough in solving
modern problems of bone tissue regeneration associated with an accurate (digital) bioengineering approach based
on additive technologies and artificial intelligence.

Keywords: calcium phosphate materials, osteoinduction, osteogenic cells, osteogenesis, regeneration, mesenchymal
stem cells, cellular and molecular mechanisms
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Внеклеточный матрикс (ВКМ), основной компонент внеклеточного пространства, опосредует передачу
сигналов между клетками и контролирует их ключевые функции ‒ пролиферацию, дифференцировку,
миграцию. Актуальность изучения ВКМ обусловлена широким спектром его биологических свойств, ко-
торые могут быть использованы в регенеративной медицине и биоинженерии. Особый интерес представ-
ляют децеллюляризованные ВКМ (дВКМ) клеточного происхождения для исследования их регуляторной
активности в отношении различных клеточных функций. В настоящей работе была проверена гипотеза о
модулирующем влиянии дВКМ, депонированного молодыми МСК Вартонова студня пуповины, на фено-
тип старения эндометриальных МСК (эМСК), который клетки приобретают в ответ на окислительный
стресс. Эта сторона функционирования ВКМ в контексте эМСК до сих пор не изучена. Сравнительное ис-
следование H2O2-индуцированного старения эМСК, культивируемых на дВКМ и на пластике в течение
длительного времени, показало существенное изменение основных маркеров старения в клеточной попу-
ляции на дВКМ. В совокупности, полученные результаты дают основание предполагать, что дВКМ спо-
собен частично обращать (тормозить) преждевременное старение эМСК в ответ на окислительный стресс,
а также расширяют представление о ВКМ как регуляторе функциональной активности клеток.

Ключевые слова: внеклеточный матрикс, децеллюляризация, эндометриальные мезенхимные стромаль-
ные клетки, фенотип старения, окислительный стресс, преждевременное старение
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В настоящее время продолжается активное ис-
следование возможности применения мультипо-
тентных мезенхимных стромальных клеток человека
(МСК) в клеточной терапии, а также различных спо-
собов увеличения ее эффективности. Накопленные
за последнее десятилетие данные показали, что
трансплантированные аллогенные МСК теряют
свои положительные эффекты из-за иммунного от-
торжения, тогда как на функцию аутологичных
МСК отрицательно влияет возраст пациента, что
ограничивает их терапевтический потенциал (Zhou
et al., 2020). Одной из актуальных проблем, препят-
ствующих широкому применению МСК, является
преждевременное старение, которому они могут
подвергаться во время трансплантации в организм
пациента, особенно в зоны с протеканием воспали-

тельных процессов. Преждевременное старение
МСК в ответ на стресс сопровождается различными
фенотипическими изменениями, модуляцией сек-
реторного фенотипа, приводит к остановке проли-
ферации, что значительно ограничивает их регене-
ративный потенциал (Liu et al., 2020; Lee et al., 2023).

Одним из перспективных подходов, направлен-
ных на преодоление связанных с трансплантацией
МСК проблем, является создание на основе внекле-
точного матрикса (ВКМ) биосовместимых скаф-
фолдов, имитирующих нативную среду организма и
повышающих устойчивость и выживаемость МСК
при трансплантации (Assunção et al., 2020; Xing et al.,
2020). При этом возможно использование как мат-
риц, состоящих из отдельных белков микроокруже-
ния клеток, так и полноценного ВКМ клеточного
происхождения (Zhou et al., 2016; Yang et al., 2020).
МСК при культивировании синтезируют значитель-
ное количество ВКМ с различным составом фиб-
риллярных и растворимых компонентов. Внимание
исследователей привлекают децеллюляризованные
ВКМ (дВКМ) тканей и культивируемых клеток, в

Принятые сокращения: АФ – автофлуоресценция; АФК – ак-
тивные формы кислорода; дВКМ – децеллюляризованный
внеклеточный матрикс; ПРС – полная ростовая среда; МСК и
эМСК – мультипотентные мезенхимные стромальные клетки
и эндометриальные МСК человека соответственно; PBS –
фосфатно-солевой буферный раствор; SA-β-Gal – β-галакто-
зидаза, ассоциированная с клеточным старением.

УДК 576.08:576.52
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том числе МСК, в качестве источника биологиче-
ских скаффолдов для регенеративной медицины
(Matveeva, Andreeva, 2020; Ushakov, 2023). дВКМ –
многокомпонентная сеть белков, оказывающих все-
стороннее влияние на клеточные функции – имити-
рует естественное клеточное микроокружение и
обеспечивает клеткам более физиологичный суб-
страт по сравнению с культуральным пластиком.
Как было продемонстрировано в ряде работ, культи-
вирование на ВКМ клеточных культур стимулирует
пролиферацию и миграцию (Lin et al., 2012) и вызывает
апрегуляцию соответствующих генов (Ragelle et al.,
2017), поддерживает стволовость (Lai et al., 2010) и
способствует дифференцировке в различных направ-
лениях (Rao Pattabhi et al., 2014; Novoseletskaya et al.,
2020; Yang et al., 2020), приводит к омоложению куль-
туры (Choi et al., 2011; Joergensen, Rattan, 2014) и защи-
щает от стресс-индуцированного старения (Liu et al.,
2016; Zhou et al., 2018; Yu et al., 2019). Кроме того,
культивирование клеток на дВКМ служит хорошей
моделью для изучения взаимного влияния в системе
матрикс–клетка, результаты которого могут способ-
ствовать пониманию процессов, происходящих in
vivo в тканевых нишах МСК.

Основным объектом исследования в настоящей
работе являются мультипотентные МСК, выделен-
ные из десквамированного эндометрия в менстру-
альной крови (эМСК). Выбор обусловлен, в первую
очередь, легкой доступностью и неинвазивностью
выделения, а также отсутствием этических проблем,
связанных с их получением. В продолжении наших
предыдущих работ по изучению механизмов стресс-
индуцированного старения эМСК и его распростра-
нения на клетки микроокружения (Burova et al.,
2013; Borodkina et al., 2014; Griukova et al., 2019; Vas-
silieva et al., 2020), мы поставили задачу выяснить,
влияет ли ВКМ на фенотип преждевременного ста-
рения эМСК; эта сторона функционирования ВКМ
в контексте эМСК до сих пор оставалась неизучен-
ной. С этой целью провели исследование динамики
H2O2-индуцированного старения эМСК, культиви-
руемых на пластике и на дВКМ, оценивая основные
маркеры старения; продуцентом дВКМ были моло-
дые МСК Вартонова студня пуповины человека. В
совокупности, полученные результаты указывают на
уникальную способность дВКМ частично обращать
(или тормозить) преждевременное старение эМСК в
ответ на окислительный стресс.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Культивирование клеток. Использовали мультипо-

тентные мезенхимные стромальные клетки: 1) выде-
ленные из десквамированного эндометрия в мен-
струальной крови здоровых доноров (эМСК) и оха-
рактеризованные ранее сотрудниками ИНЦ РАН
(Земелько и др., 2011); 2) выделенные из Вартонова
студня пупочного канатика человека линии WJ-1
(MSCWJ-1), полученные из Коллекции клеточных

культур позвоночных ИНЦ РАН и охарактеризован-
ные ранее (Кольцова и др., 2017). Характеристики
обеих линий клеток соответствовали минимальным
критериям, предложенным ISTC (International Soci-
ety for Cellular Therapy) (Dominici et al., 2006).

эМСК и MSCWJ-1 культивировали во флаконах
Т25 и Т75 (Thermo Scientific, США) в полной росто-
вой среде (ПРС), содержащей DMEM/F12 (Gibco,
США), 10% эмбриональной сыворотки (HyClone,
США), 1% PenStrep (Gibco, США) и 1% GlutaMAX
(Gibco, США), при 37°C в атмосфере 5% CO2. После
трипсинизации клеток с помощью 0.05%-ного рас-
твора трипсин-ЭДТА (Invitrogen, США) полученную
суспензию рассевали на чашки диаметром 35 мм
(Thermo Scientific, США): MSCWJ-1 – по 200, эМСК –
по 140 тыс. на чашку.

Депонирование внеклеточного матрикса (ВКМ).
MSCWJ-1 на 10-м пассаже, предназначенные для де-
понирования ВКМ, рассевали на чашки, покрытые
0.1%-ным раствором желатина. Через 3 сут после
рассева заменяли ростовую среду на ПРС, содержа-
щую 50 мкМ тринатриевой соли 2-фосфо-L-аскор-
биновой кислоты (Sigma, Германия), которую сте-
рилизовали фильтрацией через мембрану 0.22 мкм
непосредственно перед использованием. Аскорбат
натрия является необходимой добавкой для ста-
бильной наработки ВКМ, выступая в роли антиок-
сиданта (Choi et al., 2008), а также кофактора фер-
ментов лизилгидроксилазы и пролилгидроксилазы,
участвующих в фибриллогенезе коллагена (Pinnell,
1985). Клетки культивировали в течение 14 сут, заме-
няя среду на свежую, содержащую аскорбат натрия,
каждые 3 сут; затем осуществляли децеллюляриза-
цию с целью получения бесклеточного ВКМ.

Децеллюляризацию ВКМ проводили с помощью
0.5%-ного раствора CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)
dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate) (Sig-
ma, США), содержащего 20 мМ гидроксида аммо-
ния, в течение 3 мин при комнатной температуре с
последующей осторожной промывкой PBS 5 раз по
3 мин; при необходимости хранили препараты бес-
клеточных ВКМ в PBS при 4°C.

Иммунофлуоресценция. Препараты дВКМ фикси-
ровали 3.7%-ным раствором формалина в течение
15 мин и инкубировали в 0.5%-ном Triton X-100 в те-
чение 15 мин. После каждой процедуры препараты
промывали PBS 5 раз по 3 мин. Далее дВКМ обраба-
тывали 1%-ным бычьим сывороточным альбумином
(БСА) в течение 30 мин и инкубировали в течение
ночи при 4°C в приготовленных на 1%-ном БСА
первичных антителах к фибронектину (Sigma,
США) (разведение 1 : 400), коллагену I, III или IV ти-
пов (ИМТЕК, Россия) (разведение 1 : 20) с последу-
ющей промывкой PBS 5 раз по 2 мин. На следующий
день препараты инкубировали с вторичными козьи-
ми антителами против иммуноглобулинов кролика
и конъюгированными с флуорофором Alexa 488
(GAR-Alexa 488) (Invitrogen, США) (разведение 1 : 500),
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в течение 40 мин при комнатной температуре и про-
мывали PBS 5 раз по 2 мин. Для коллагена I типа ис-
пользовали вторичные козьи антитела против имму-
ноглобулинов мыши и конъюгированные с флуорофо-
ром Alexa 568 (GAM-Alexa 568) (разведение 1 : 500)
(Invitrogen, США).

Полноту децеллюляризации ВКМ подтверждали
отсутствием клеточных компонентов и ядер, окра-
шивая препараты на α-тубулин, актин и 4',6-диами-
дино-2-фенилиндол (DAPI). дВКМ инкубировали с
первичными антителами на α-тубулин (разведение
1 : 200) (Sigma, США) в течение 10 мин и со вторич-
ными GAM-Alexa 568 (разведение 1 : 500) (Invitrogen,
США) в течение 40 мин при комнатной температуре;
для окраски на актин использовали фаллоидин,
конъюгированный с тетраметилродамином (разве-
дение 1 : 400) (Invitrogen, США); окраску матриксов
с помощью DAPI (разведение 1 : 1000) (Sigma, США)
проводили в течение 5 мин при комнатной темпера-
туре в темноте. Анализировали препараты окрашен-
ных дВКМ на флуоресцентном микроскопе Fluores-
cent Cell Imager (Bio-Rad, Сингапур). Анализ пока-
зал отсутствие в препаратах дВКМ клеточных
компонентов и ядер (результаты не показаны).

Рецеллюляризация дВКМ. эМСК на 11-м пассаже
были использованы для рецеллюляризации бескле-
точных ВКМ. эМСК рассевали на чистые чашки
диаметром 35 мм и параллельно на чашки с дВКМ в
одинаковой плотности (140 тыс. на 1 чашку).

Индукция старения в эМСК при действии Н2О2.
Программу преждевременного старения клеток
инициировали через 2 сут после посева обработкой
клеток 200 мкМ H2O2 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
США) в течение 1 ч; после промывки PBS клетки
культивировали в ПРС в течение 6 и 16 сут, меняя
среду на свежую каждые 3 сут. Условия обработки и
культивирования эМСК на дВКМ и на пластике бы-
ли идентичными.

Анализ внутриклеточного уровня АФК, жизнеспо-
собности, автофлуоресценции (АФ) и размера клеток.
Для оценки уровня АФК в эМСК, культивируемых
на дВКМ и на пластике, использовали АФК-зависи-
мый зонд диацетат 2,7-дихлор-флуоресцеина
(Н2DCF-DA) (Molecular Probes, США). Окраску
клеток с помощью 1 мМ раствора Н2DCF-DA в
DMSO проводили в ростовой среде без сыворотки в
CO2-инкубаторе в течение 20 мин, промывали 1 раз
PBS и собирали клетки трипсинизацией в 0.05%-
ном растворе трипсин-ЭДТА с последующим цен-
трифугированием. Суспензию клеток в PBS анали-
зировали на проточном цитометре CytoFLEX S
(Beckman Coulter, Бреа, Калифорния, США). Уро-
вень АФК оценивали по изменению интенсивности
флуоресценции DCF (усл. ед.). Для определения
жизнеспособности к клеточной суспензии добавля-
ли 50 мкг/мл йодистого пропидия (PI) и осторожно
перемешивали в течение 30 с; для анализа обычно
собирали не менее 3000 событий в качестве основ-

ной клеточной популяции. Репрезентативные то-
чечные диаграммы PI vs. FSC позволяли различать
PI-отрицательные (живые) клетки и PI-положитель-
ные (мертвые) клетки; одновременно оценивали ко-
личество живых клеток, среднее значение AФ, кото-
рое отражает присутствие липофусцина, и среднее
значение прямого светорассеяния (forward scatter,
FS), которое коррелирует с размером клеток. Полу-
ченные данные анализировали в программе CytEx-
pert software (версия 2.3) (Beckman Coulter, Brea, Ка-
лифорния, США).

Активность β-галактозидазы (SA-β-Gal), ассоции-
рованной с клеточным старением определяли в соот-
ветствии с описанным ранее протоколом (Debacq-
Chainiaux et al., 2009). Сначала эМСК обрабатывали
с помощью 100 нМ бафиломицина А1 в течение 1 ч
для защелачивания лизосом, затем в клеточную сре-
ду добавляли C12FDG (липофильный субстрат бета-
галактозидазы), конъюгированный с флуоресцеи-
ном, до конечной концентрации 33 мМ, и инкуби-
ровали клетки в течение 2-х ч. Обработку клеток
проводили при 37°C в атмосфере 5% CO2. Окрашен-
ные клетки промывали PBS, собирали трипсиниза-
цией и анализировали в проточном цитометре Cyto-
Flex S (Beckman Coulter, Бреа, Калифорния, США);
полученные данные анализировали с помощью про-
граммного обеспечения CytExpert (версия 2.0)
(Beckman Coulter, Бреа, Калифорния, США).

Электрофорез и иммуноблотинг. Лизаты клеток
получали, как описано ранее (Burova et al., 2013);
концентрацию белка определяли по методу Бред-
форда на спектрофотометре GeneQuant 1300 (Bio-
chrom, США). Электрофоретическое разделение
белков в 9%-ном полиакриламидном геле, перенос
на нитроцеллюлозную мембрану Hybond-C extra
(Amersham Pharmacia Biotech, Швеция) и имму-
ноблотинг проводили по стандартным протоколам
производителя (Bio-Rad Laboratories, США). Для
визуализации белковых полос мембрану окрашива-
ли красителем Ponceau S (Sigma, США).

Для специфического выявления белков исполь-
зовали первичные моноклональные кроличьи анти-
тела против ингибитора циклинзависимых киназ
p21Waf1/Cip1 и глицеральдегид-3-фосфатдегидроге-
назы (GAPDH, clone 14C10), а также поликлональ-
ные кроличьи антитела против фосфорилированной
формы Rb (p-Rb) (Ser807/811). В качестве вторичных
антител применяли козьи антитела, выработанные
против иммуноглобулинов кролика, конъюгирован-
ные с пероксидазой хрена (GAR-HRP). Все антитела
были приобретены в фирме Cell Signaling (США).
Пероксидазную активность конъюгатов вторичных
антител детектировали с помощью метода ECL
(Amersham, Швеция); хемилюминесцентное излуче-
ние регистрировали экспонированием на рентге-
новскую пленку CEA RP NEW (СЕА АВ, Швеция).

Статистическую обработку данных проводили с
помощью компьютерной программы Microsoft Excel
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(Microsoft Corporation, США), используя пакет про-
грамм Microsoft Office 2016. Для оценки достоверно-
сти различий данных использовали программу Orig-
inPro 2021 с привлечением дисперсионного анализа
(ANOVA) с поправкой Бонферрони. Данные пред-
ставлены в виде средних значений и их стандартных
отклонений (n = 3).

В работе использовали неорганические соли про-
изводства фирмы Sigma (США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для изучения роли ВКМ в процессе преждевре-

менного старения эМСК прежде всего необходимо
было выбрать МСК, способные продуцировать
прочный, стабильно воспроизводимый матрикс; до-
ступность клеточных линий на ранних пассажах в
достаточных количествах также имела существенное
значение для планируемых широкомасштабных экс-

периментов. Наработку и децеллюляризацию ВКМ
проводили, как описано в разделе “Материал и ме-
тодика”; полноту децеллюляризации ВКМ подтвер-
ждали методом иммунофлуоресценции по отсут-
ствию клеточных компонентов (актинового и тубу-
линового цитоскелета, ядер) по сравнению с ВКМ с
клетками-продуцентами (данные не показаны). Эф-
фективность депонирования основных компонен-
тов дВКМ – фибронектина, коллагенов I, III, IV ти-
пов – оценивали по целостности образованной бел-
ковой сети. Сравнив структурную сеть компонентов
дВКМ, депонированных эМСК и MSCWJ-1, для
дальнейших исследований выбрали клетки MSCWJ-1
(рис. 1а, б).

Для проверки гипотезы о модулирующем дей-
ствии дВКМ на H2O2-индуцированное клеточное
старение мы провели рецеллюляризацию дВКМ по-
пуляцией эМСК и для сравнения посеяли те же
клетки на чистые пластиковые чашки. Клетки под-

Рис. 1. Децеллюляризованные внеклеточные матриксы (дВКМ), депонированные эМСК (а) и клетками линии MSCWJ-1 (б).
Иммунофлуоресцентная окраска основных белковых компонентов дВКМ – фибронектина, коллагенов I, III и IV типов.
Препараты окрашенных дВКМ анализировали на флуоресцентном микроскопе Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad, Сингапур).
Масштабный отрезок: 100 мкм.

а б

Фибронектин

Коллаген I типа

Коллаген III типа

Коллаген IV типа
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вергли сублетальному окислительному стрессу, ин-
дуцированному с помощью 200 мкМ H2O2 в течение
1 ч. Как было установлено в наших предыдущих ра-
ботах, в этих условиях эМСК на пластике подверга-
ются преждевременному старению (Burova et al.,
2013; Borodkina et al., 2014). Через 6 и 16 сут после
окислительного стресса или через 1 сут после рассе-
ва (в случае контрольных клеток) сравнивали марке-
ры старения в эМСК, культивируемых на пластике и
на дВКМ. Для мониторинга фенотипа культивируе-
мых в течение длительного времени клеток оценива-
ли уровни АФК и АФ, размер клеток, активность
SA-β-Gal и функциональный статус сигнальных
белков p21 и Rb.

Измерение внутриклеточного уровня АФК в
H2O2-обработанных эМСК, культивируемых на пла-
стике или дВКМ от молодых MSCWJ-1 10 пассажа,
проводили с использованием АФК-чувствительного
флуоресцентного зонда H2-DCF-DA, анализируя из-
менение интенсивности флуоресценции в клетках.
Одновременно оценивали значения АФ (рис. 2б, в),
которые при построении гистограмм (рис. 2а) вычи-
тали из значений флуоресценции окрашенных кле-
ток. В анализируемых временных точках (6 и 16 сут)
уровень АФК в клетках на дВКМ был значительно
ниже, чем на пластике; такая же закономерность бы-
ла характерна и для контрольных необработанных
клеток. Наибольшую разницу между флуоресценцией
клеток на дВКМ и пластике наблюдали через 16 сут по-
сле обработки H2O2 (рис. 2а), причем эти же значе-
ния различались между собой, будучи нормирован-
ными на соответствующие контроли. Помимо этого,
значение АФ в клетках на дВКМ через 16 сут после
окислительного стресса было ниже, чем на пластике
(рис. 2в).

Результаты анализа изменения размеров клеток в
ходе эксперимента представлены на рис. 3а. В отли-
чие от клеток на пластике, клетки на дВКМ имели
меньший размер, причем разница в размере была
наиболее значительна через 16 сут после обработки
H2O2, как и в случае с уровнем АФК и АФ (рис. 2а, в).

Анализ активности SA-β-Gal проводили с помо-
щью проточной цитометрии с использованием
C12FDG ‒ липофильного субстрата β-Gal, конъ-
югированного с флуоресцеином. Интенсивность
флуоресценции через 6 сут после обработки Н2О2
была меньше в клетках, культивируемых на дВКМ,
чем в клетках на пластике (рис. 3б), однако эти раз-
личия не были статистически значимыми. А уже че-
рез 16 сут наблюдали значительное уменьшение зна-
чений интенсивности флуоресценции клеток как на
дВКМ, так и на пластике по сравнению с 6 сут, но
между собой значения не различались.

Как известно, ингибитор циклин-зависимых киназ
р21 и белок ретинобластомы Rb являются ключевыми
компонентами сигнального каскада ATM/p53/p21/Rb,
ответственного за остановку клеточного цикла и за-
пуск программы клеточного старения в ответ на

окислительный стресс. Как видно на рис. 4, через 6
сут после действия H2O2 фосфорилированная форма
белка Rb исчезала в клетках, культивируемых как на
дВКМ, так и на пластике; в то же время уровень бел-
ка р21 был значительно повышен (в большей степе-
ни в клетках на пластике), по сравнению с контроль-
ными клетками. Эти факты свидетельствуют о том,
что в обоих случаях клетки, обработанные H2O2, на-
ходились в состоянии преждевременного старения.
Однако через 16 сут культивирования старых (старе-
ющих) эМСК картина существенно изменилась: мы
наблюдали появление высокого уровня p-Rb в клет-
ках на дВКМ, по сравнению с весьма незначитель-
ным повышением на пластике. Этот интересный фе-
номен восстановления фосфорилирования Rb в ста-
рых клетках, культивируемых на дВКМ, может
свидетельствовать о важной функциональной роли
матрикса, продуцированного молодыми MSCWJ-1.

ОБСУЖДЕНИЕ

В наших предыдущих работах был детально ис-
следован механизм преждевременного старения
эМСК в ответ на окислительный стресс, индуцирован-
ный действием 200 мкМ H2O2 (Burova et al., 2013; Borod-
kina et al., 2014; Borodkina et al., 2016; Griukova et al., 2019;
Vassilieva et al., 2020). Следует подчеркнуть, что все
результаты были получены на клетках, культивируе-
мых на пластиковых чашках, традиционно исполь-
зуемых для этой цели. Однако очевидно, что пла-
стик, в отличие от ВКМ, не является релевантным
субстратом для культивирования, поскольку в этих
условиях клетки лишены тех сигналов, которые мо-
жет обеспечить ВКМ. Это обстоятельство лишь под-
черкивает актуальность изучения регуляторного
действия ВКМ на функционирование МСК различ-
ной природы. В настоящем исследовании мы прове-
ряли гипотезу о модулирующем влиянии дВКМ, ко-
торый продуцировали молодые (раннего пассажа)
MSCWJ-1, на фенотип старения эМСК.

Дизайн экспериментов предполагал использование
дВКМ, депонированного клетками MSCWJ-1, с по-
следующей его рецеллюляризацией молодыми эМСК,
которые затем подвергали сублетальному окисли-
тельному стрессу, запускающему программу клеточ-
ного старения. Для сравнения в параллельных экс-
периментах характеризовали процесс стресс-инду-
цированного старения эМСК, посеянных на
пластиковые чашки.

Преждевременное старение клеток характеризуется
рядом общепринятых фенотипических признаков, та-
ких как клеточная гипертрофия, увеличение активно-
сти SA-β-Gal вследствие усиления биогенеза лизосом,
повышение интенсивности автофлуоресценции, обу-
словленное накоплением в цитоплазме липофусцина,
и усиление генерации внутриклеточных АФК (Campi-
si, d’Adda di Fagagna, 2007; Blagosklonny, 2011; Bertolo et
al., 2019; Weng et al., 2022). В ответ на окислительное
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повреждение ДНК активируется сигнальный путь
АТМ/p53/p21/Rb, что сопровождается повышением
уровня ингибитора циклин-зависимых киназ p21 и
падением уровня фосфорилирования белка рети-
нобластомы Rb с последующим арестом клеточного
цикла (Engeland, 2022).

Сравнительная оценка уровня АФК в обработан-
ных H2O2 эМСК на разных субстратах ‒ пластике и
дВКМ показала, что культивирование клеток на
дВКМ приводит к существенному снижению в них
уровня АФК. Следует подчеркнуть, что наибольшую
разницу между дВКМ и пластиком мы зафиксирова-
ли через 16 сут после обработки H2O2, причем разли-
чие сохранялось при нормировании уровней АФК

на соответствующие контроли. Эти результаты со-
гласуются с данными из литературы, в соответствии
с которыми в старых МСК костного мозга мышей
уровень АФК значительно уменьшался в ответ на их
культивирование на дВКМ, продуцированном мо-
лодыми МСК (Sun et al., 2011). В ряде работ тоже от-
мечали эффективность дВКМ в повышении устой-
чивости МСК из различных источников к воздей-
ствию АФК (Sart et al., 2020; Xing et al., 2020). Одна из
причин наблюдаемых эффектов может быть связана
со способностью дВКМ, продуцированного МСК,
усиливать активность антиоксидантных ферментов
клетки, таких как супероксиддисмутаза и каталаза
(Pei et al., 2013; Liu et al., 2016; Zhou et al., 2018).

Рис. 2. Зависимость внутриклеточного уровня АФК и АФ от природы субстрата и продолжительности культивирования
эМСК, обработанных H2O2. Клетки, посеянные на пластик или дВКМ от MSCWJ-1, подвергали действию H2O2 (200 мкМ,
1 ч) и через 6 или 16 сут культивирования оценивали уровень АФК и АФ методом проточной цитометрии. а – Интенсивность
флуоресценции (ИФ, усл. ед.) DCF (АФК-зависимого зонда H2-DCF-DA); К – контрольные интактные клетки; 6 и 16 сут –
время культивирования после обработки H2O2. б – Интенсивность АФ и зонда (ИФ) окрашенных клеток; по оси абсцисс –
ИФ, усл. ед., по оси ординат – число событий. в – Интенсивность АФ клеток на пластике или дВКМ, через 16 сут после дей-
ствия H2O2. Показаны средние значения и их стандартные отклонения (а, в; вертикальные отрезки) из трех независимых экс-
периментов; различия достоверны при *p < 0.05, **p < 0.01 и ***p < 0.001.
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Мы обнаружили также, что интенсивность АФ
клеток через 16 сут после их обработки Н2О2 суще-
ственно ниже в эМСК, культивируемых на дВКМ;
это может свидетельствовать о меньшем накоплении
липофусцина в цитоплазме, характерном для более
молодых клеток (Bertolo et al., 2019; Shatrova et al.,
2021). В пользу “омоложения” клеточной популяции
эМСК в наших экспериментах свидетельствует и факт
сильного уменьшения размера клеток на дВКМ, кото-
рое коррелирует с продолжительностью взаимодей-
ствия матрикса и клетки. В то же время, через 16 сут
после окислительного стресса снижалась актив-
ность SA-β-Gal в клетках на дВКМ и пластике, хотя
статистически значимые различия между этими ва-
риантaми отсутствовали. В целом, наблюдаемый на-
ми эффект торможения старения эМСК, который
оказывает дВКМ, совпадает с описанным ранее за-
щитным эффектом от Н2О2-индуцированного ста-
рения МСК Вартонова студня (Zhou et al., 2018) и
МСК жировой ткани (Yu et al., 2019), который де-
монстрировали аутологичные дВКМ.

Анализ функционального статуса ключевых бел-
ков p21 и Rb сигнального каскада АТМ/р53/р21/Rb
показал, что через 6 сут после стресса клетки как на
ВКМ, так и на пластике находятся в состоянии
преждевременного старения, о чем свидетельствует
увеличение уровня p21 и одновременное падение
уровня фосфорилирования Rb. Эти результаты пол-
ностью согласуются с описанным ранее механизмом
H2O2-индуцированного старения эМСК, культиви-
руемых на пластике (Burova et al., 2013; Borodkina et al.,
2014). Принципиально иная ситуация наблюдается
при пролонгировании культивирования: в клетках на
дВКМ, в отличие от пластика, даже при сохранении
уровня р21, фосфорилирование Rb достигает высокого
уровня, характерного для пролиферирующих клеток.
Принимая во внимание, что сигнальный путь
АТМ/p53/p21/Rb активируется в ответ на поврежде-
ние ДНК и приводит к аресту клеточного цикла (En-
geland, 2022), можно предположить, что антиокси-
дантные свойства дВКМ способствовали уменьше-
нию повреждения ДНК при окислительном стрессе
и торможению развития программы старения.

Нельзя также исключить участие сигнального
каскада р38МАРК/р16INK4a в модуляции статуса
фосфорилирования Rb при изучении дВКМ-зависи-
мой регуляции старения эМСК. МАР-киназа р38 с
большой вероятностью может рассматриваться в ка-
честве кандидата на роль регулятора статуса Rb, учи-
тывая ее вовлеченность в процесс H2O2-индуциро-
ванного старения эМСК при культивировании на
пластике (Borodkina et al., 2014). С другой стороны,
уровень ингибитора циклин-зависимых киназ р16, в
отличие от р21, может оказаться существенно пони-
женным на поздних стадиях старения, что объяснит
повышение уровня фосфорилирования белка рети-
нобластомы.

Полученные результаты позволяют заключить:
дВКМ, депонированный молодыми MSCWJ-1, спо-
собен не только модулировать фенотип старения
эМСК, но и влиять на сигнальный путь, регулирую-
щий процесс клеточного старения. Как показывает
анализ данных из литературы и наших собственных,
дВКМ клеточных культур обладает уникальной спо-
собностью защищать культивируемые на нем МСК
от преждевременного старения в ответ на окисли-
тельный стресс. В перспективе это может обеспе-
чить новую стратегию использования депонирован-
ного стволовыми клетками матрикса для преодоле-
ния проблемы клеточного старения и облегчения

Рис. 3. Изменение размера эМСК (а) и активности в
клетках β-галактозидазы (β-Gal), ассоциированной с
клеточным старением, (б) через 6 и 16 сут после окисли-
тельного стресса. Клетки культивировали на дВКМ и на
пластике. Проточная цитометрия. Размер клеток опреде-
ляли на основе прямого светорассеяния (forward scatter,
FS) живых клеток, активность β-Gal ‒ по интенсивности
флуоресценции (ИФ) C12FDG, липофильного субстрата
β-Gal. Обозначения и другие объяснения те же, что к
рис. 2.
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клинического применения МСК в регенеративной
медицине.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе мы продемонстрировали, что

долгосрочное культивирование эМСК, в которых
запущена программа старения, на дВКМ от молодых
MSCWJ-1 приводит к понижению генерации АФК и
интенсивности автофлуоресценции, уменьшению
размера клеток и активности SA-β-Gal, а также из-
менению функционального статуса Rb по сравне-
нию с теми же маркерами клеточного старения на
пластике. В совокупности, эти результаты дают ос-
нование полагать, что данный ВКМ способен ча-
стично обращать (тормозить) преждевременное ста-
рение эМСК в ответ на окислительный стресс, а так-
же расширяют представление о ВКМ как регуляторе
функциональной активности клеток.
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Decellularized Extracellular Matrix Retards Premature Senescence of Human Endometrial 
Mesenchymal Stromal Cells

E. B. Burovaa, *, I. E. Perevoznikova, and R. E. Ushakova
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The extracellular matrix (ECM), the main component of the extracellular space, mediates signaling between cells
and controls the key cell functions—proliferation, differentiation, and migration. The relevance of studying ECM is
due to a wide range of its biological properties that can be applied in regenerative medicine and bioengineering. Cell-
derived decellularized ECM (dECM) is used to study ECM as a regulator of the cell functional activity, as well as to
mimic their tissue-specific microenvironment. Here, we hypothesized that dECM deposited by Wharton’s jelly-de-
rived MSCs modulates the senescence phenotype of endometrial MSCs (eMSCs) acquired in response to oxidative
stress. This aspect of ECM functioning in the context of eMSCs has so far remained unexplored. A comparative
study of prolonged H2O2-induced senescence of eMSCs exposed to both dECM and cultured plastic showed that
dECM may effectively downregulate the main senescence markers. Our findings suggest that ECM is able to partially
reverse (retard) the eMSCs premature senescence.

Keywords: extracellular matrix, decellularization, human endometrial mesenchymal stromal cells, senescence phe-
notype, oxidative stress, premature senescence
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Цель настоящего исследования состояла в изучении динамики распределения и локализации белка щеле-
вых контактов коннексина-43 (Сx43) в клетках ганглия заднего корешка спинного мозга (dorsal root gan-
glion, DRG) крысы на разных этапах постнатального онтогенеза для оценки морфологических признаков
возрастных изменений межклеточных взаимодействий. Работа выполнена на крысах Вистар в возрасте 4
и 18 мес с помощью иммуногистохимических методов. Глиальные клетки выявляли с применением анти-
тел к глутаминсинтетазе, макрофаги – с применением маркера Iba-1. Установлено, что коннексин-43-со-
держащие структуры идентифицируются преимущественно в сателлитных глиальных клетках молодых и
стареющих животных. Чувствительные нейроны, а также макрофаги DRG крыс исследованных возраст-
ных групп коннексин-43 не содержат. При анализе возрастных изменений межклеточных контактов в
DRG крыс было установлено, что зоны, обогащенные коннексином-43, соответствующие бляшкам
(plaques) белковых каналов, обеспечивающие метаболическое взаимодействие сателлитных клеток в ган-
глиях задних корешков спинного мозга, с возрастом становятся более многочисленными. Данный факт
может свидетельствовать об активации взаимодействия между глиальными клетками в чувствительных уз-
лах крыс при старении.

Ключевые слова: старение, ганглий заднего корешка спинного мозга, иммуногистохимия, белок Iba-1,
коннексин-43, щелевые каналы, межклеточные взаимодействия
DOI: 10.31857/S0041377123060056, EDN: QPQWCJ

Сложные взаимодействия между нейронами и
глиоцитами нервной системы, включающие множе-
ство механизмов прямой и обратной связи, обеспе-
чивают слаженное функционирование нейронных
цепей, а также обусловливают проявления соответ-
ствующей реакции на патологическое воздействие
(Kettenmann et al., 1996; Meyer, Kaspar, 2017;
Adamczyk, 2023). В последнее десятилетие наблюда-
ется рост числа научных работ, посвященных иссле-
дованию межглиальных и нейрон-глиальных взаи-
модействий, в которых рассматривается как влия-
ние глиоцитов непосредственно на нейроны, так и
их опосредованное влияние на нервные клетки пу-
тем изменения коммуникаций между глиальными
клетками (Almad et al., 2016; Kim et al., 2020; Miyaza-
ki, Asanuma, 2020).

Клеточные коммуникации в норме и при патоло-
гии обеспечивают различные типы контактов, в том
числе щелевые. Щелевые контакты образованы кон-
нексиновыми белками, объединенными в парные
гексамерные комплексы (коннексоны). Непарные

коннексоны образуют открытые гемиканалы с осо-
быми коммуникативными функциями. Одним из
наиболее распространенных белков щелевых кон-
тактов в ЦНС является коннексин-43 (Iacobas et al.,
2003; Chew et al., 2010; Basu, Das Sarma, 2018). Об-
ширные исследования коннексин-43-содержащих
щелевых контактов в центральной нервной системе
(ЦНС) в норме и при повреждении проводились
различными исследовательскими группами в тече-
ние нескольких последних десятилетий. Показано,
что к увеличению экспрессии коннексина-43 в глио-
цитах приводит ишемия ЦНС, травма спинного и
головного мозга, вирусные инфекции (Fukuda, 2007;
Chew et al., 2010; Orellana et al., 2012, 2016; Brocardo
et al., 2019). На моделях различных нейродегенера-
тивных заболеваний установлено, что экспрессия
коннексина-43 возрастает в различных областях го-
ловного мозга лабораторных животных при разви-
тии нейроденеративных процессов (Huang et al.,
2021). Большое внимание исследователи уделяют
изучению нейропротекторной или нейротоксиче-
ской роли таких изменений в системе щелевых кон-
тактов глиальных клеток (Fukuda, 2007; Chew et al.,
2010; Orellana et al., 2012, 2016; Brocardo et al., 2019).

Принятые сокращения: ПНС – периферическая нервная си-
стема; Сx43 – коннексин-43; DRG – ганглий заднего корешка
спинного мозга (dorsal root ganglion).
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При этом сведения о роли белков семейства коннек-
синов во взаимодействии глиоцитов и нейронов пе-
риферической нервной системы (ПНС) немного-
численны и оставляют много вопросов. В частности
не ясно, присутствуют ли коннексин-43-опосредо-
ванные коммуникации между нейронами и глиоци-
тами ганглия заднего корешка спинного мозга
(DRG) и изменяются ли они при патологических на-
рушениях в ПНС. Вопрос возрастных количествен-
ных изменений коннексин-43-содержащих щелевых
каналов в DRG также остается открытым. Вовлечен-
ность щелевых контактов и полуканалов в межгли-
альные и нейрон-глиальные взаимодействия, а так-
же изменения свойств таких межклеточных контак-
тов в онтогенезе требует дополнительных
исследований. Несмотря на большой интерес иссле-
дователей к проблемам старения нервной системы, в
публикациях мало внимания уделяется изменениям
межклеточных коммуникаций в ПНС в возрастном
аспекте. В литературе представлено мало информа-
ции о возрастных изменениях глиальных щелевых
контактов периферической нервной системы
(Huang et al., 2006; Martinelli et al., 2004, 2005, 2006;
Procacci et al., 2008). Основная масса исследований,
касающихся реорганизации щелевых контактов в
ПНС была выполнена с применение методов, не
позволяющих четко визуализировать распределение
структурных белков каналов в клетках (Huang et al.,
2006; Martinelli et al., 2004, 2005, 2006; Hanani et al.,
2023). Особенности возрастных межклеточные взаи-
модействий в DRG изучали главным образом с при-
менением электронной микроскопии (Huang et al.,
2006; Martinelli et al., 2004, 2005), а также путем внут-
риклеточного введения специфических флуорес-
центных красителей (Huang et al., 2006; Hanani et al.,
2023). Результаты таких исследований показывают,
что количество щелевых контактов между глиоцита-
ми при старении возрастает, но тип образующих их
коннексинов остается неизвестным. Лишь в еди-
ничных исследованиях с применением иммуноги-
стохимических маркеров проводится оценка распре-
деления коннексинов в ганглии заднего корешка
спинного мозга (dorsal root ganglion, DRG) на разных
сроках постнатального развития мышей (Procacci et al.,
2008).

Цель настоящего исследования состояла в оценке
динамики распределения и локализации белка ще-
левых контактов коннексина-43 (Сx43) в клетках
ганглия заднего корешка спинного мозга крысы на
разных этапах постнатального онтогенеза.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Работа выполнена на самцах крыс Вистар в воз-

расте 4 мес (n = 6) и 18 мес (n = 6). Все манипуляции
с животными были выполнены в соответствии с
“Правилами проведения работ с использованием
экспериментальных животных” и с соблюдением
Европейской конвенции о защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментов или в

иных научных целях (1986 г.). Исследование было
одобрено этическим комитетом ФГБНУ “ИЭМ”
(протокол № 4/22 от 29.09.2022).

У молодых и стареющих животных выделяли ган-
глии заднего корешка спинного мозга на уровне
CIII–CV сегментов. В качестве фиксатора использо-
вали раствор цинк-этанол-формальдегида, разра-
ботанный в Отделе общей и частной морфологии
ФГБНУ “ИЭМ” Д.Э. Коржевским для проведения
иммуногистохимических реакций на парафиновых
срезах (Korzhevskii et al., 2014, 2015; Grigorev, Kor-
zhevskii, 2018), обезвоживали в спиртах, заливали в
парафин и изготавливали серийные срезы толщиной
5 мкм и 3 мкм. Полученные срезы обеспарафинива-
ли и регидратировали, производили тепловое демас-
кирование антигена в течение 25 мин (99.5°С) в
предварительно разогретом до 60°С 10%-ном вод-
ном растворе тиосульфата натрия. Для блокировки
сайтов неспецифического связывания на срезы на-
носили блокировочный раствор Protein block (Spring
Bioscience, США). Иммуногистохимическую реак-
цию на белок коннексин-43 (Cx43) проводили с ис-
пользованием мышиных моноклональных антител
(sc-271837, клон F-7, разведение 1 : 600, Santа Cruze
Biotechnology, США). Время инкубации для первич-
ных антител составило 24 ч при температуре 27°С.
Кроме того, с целью установления типа клеток, син-
тезирующих белок щелевых контактов в ганглиях
заднего корешка спинного мозга, на последователь-
ных срезах толщиной 3 мкм проводили иммуноги-
стохимическую реакцию на Сx43 и фермент глута-
минсинтетазу – маркер глиальных клеток, позволя-
ющий идентифицировать сателлитные глиальные
клетки чувствительного ганглия (Hanani, Spray, 2012;
Kolos, Korzhevskii, 2018). Для этого применяли анти-
тела к коннексину-43 и моноклональные мышиные
антитела к глутаминсинтетазе в разведении 1 : 800
(MAB302, клон GS-6, Chemicon, США). В качестве
вторичных реагентов был использован набор UltraVi-
sion Quanto Detection System HRP (TL-060-QH; Ther-
mo Fisher Scientific, США), обладающий специфич-
ностью к мышиными и к кроличьими первичными
антителам. Для предотвращения перекрестного свя-
зывания вторичных реагентов с собственными им-
муноглобулинами крысы, к раствору вторичных ан-
тител добавляли нормальную крысиную сыворотку.
Так как в областях глиальной оболочки нейронов
кроме сателлитных глиальных клеток могут присут-
ствовать также макрофаги, для их идентификации
на последовательных срезах толщиной 3 мкм были
проведены иммуногистохимические реакции на
коннексин-43 и кальций-связывающий белок Iba-1,
являющийся микроглиально-макрофагальным мар-
кером (Ohsawa et al., 2000; Pierezan et al., 2014). Для
идентификации макрофагов применяли поликло-
нальные козьи антитела (ab5076, разведение 1 : 1000,
AbCam, Великобритания). В качестве вторичных ан-
тител применяли антитела из набора VECTA-
STAIN® Universal Quick kit (PK-8800; Vector Labora-
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tories Inc, США) с добавлением нормальной мыши-
ной сыворотки (Dako, Дания).

Во всех протоколах иммуногистохимических ре-
акций для визуализации продукта реакции приме-
няли хромоген 3',3-диаминобензидин из набора
DAB+ (Dako, Дания). После проведения реакции
часть срезов подкрашивали квасцовым гематокси-
лином Карацци (Биовитрум, Россия) и 0.1%-ным
водным раствором толуидинового синего по Нис-
слю (Sigma, США). В настоящем исследовании ней-
рональные элементы идентифицировали по морфоло-
гическим критериям после окраски толуидиновым си-
ним или гематоксилином. Совместную локализацию
исследуемых белков в пределах клетки определяли на
последовательных срезах толщиной 3 мкм, позволяю-
щих проследить топографию клеток в DRG.

Все полученные препараты анализировали с ис-
пользованием светового микроскопа Leica DM750
(Германия), микрофотографии получали с примене-
нием камеры ICC50 (Leica, Германия) и программ-
ного обеспечения LAS EZ (Leica, Германия). Оценку
возрастных морфологических и количественных из-
менений популяции сателлитных глиальных клеток
проводили на препаратах, окрашенных с помощью
антител к глутаминсинтетазе и гематоксилином. Для
оценки возрастных изменений сателлитных глиаль-
ных клеток при старении производили фотосъемку
исследуемых областей, расположенных близко друг к
другу, но без перекрывания. Анализ изображений про-
водили с применением программы ImageJ (NIH,
США). Проводили подсчет числа сателлитных клеток
в глиальной оболочке каждого исследуемого чувстви-
тельного нейрона, учитывая сателлитные глиальные
клетки, ядра которых располагаются в плоскости сре-
за. Фрагменты цитоплазмы, не содержащие ядро в
плоскости среза, при количественной оценке не учи-
тывали.

С целью выявления изменений межклеточных
взаимодействий, ассоциированных с возрастом,
подсчитывали число Сх43-иммунопозитивных то-
чек в пределах сателлитной оболочки каждого ней-
рона. Для анализа использовали срезы без дополни-
тельного окрашивания гематоксилином, так как в
этом случае Сх43-иммунопозитивные структуры вы-
глядят более контрастными и четче визуализируются.

Количественный анализ проводили на изображе-
ниях, полученных при увеличении объектива 100×.
Подсчет проводили для 100 чувствительных нейро-
нов каждого животного. Статистическую обработку
полученных данных проводили с использованием
непараметрического критерия Манна–Уитни. Раз-
личия считали достоверными при уровне значимо-
сти p < 0.05. Данные гистограмм приведены в форме
среднее значение ± стандартное отклонение.

Специфичность иммуногистохимической реак-
ции на коннексин-43, глутаминсинтетазу и белок
Iba-1 оценивали при постановке отрицательного и по-
ложительного контролей. Для положительного кон-
троля использовали архивные срезы спинного мозга
взрослых крыс, фиксированные и обработанные та-

ким же образом, как и исследуемые чувствительные
ганглии. При постановке отрицательного контроля
исключали инкубацию с первичными антителами.
На срезы ганглия заднего корешка спинного мозга
крыс наносили разбавитель для антител (S0809; Da-
ko, Дания).

При постановке отрицательного контроля для им-
муногистохимического выявления коннексина-43,
глутаминсинтетазы и белка Iba-1 на срезах ганглиев
задних корешков спинного мозга молодых и старею-
щих животных зон иммунореактивности не обнару-
жено.

При проведении положительного иммуногисто-
химического контроля для коннексина-43 на срезах
спинного мозга в сером веществе идентифицируется
интенсивное точечное окрашивание нейропиля, обу-
словленное экспрессией белка астроглией. В области
пограничной глиальной мембраны, образованной
ножками астроцитов, также присутствует точечное
окрашивание. Кроме того, интенсивное окрашивание
присутствует в клетках оболочек спинного мозга, а
также точечные иммунопозитивные структуры при-
сутствуют в эпендимных клетках. При постановке по-
ложительного иммуногистохимического контроля
для глутаминсинтетазы отмечено присутствие фер-
мента в отростчатых клетках серого вещества спин-
ного мозга, имеющих морфологические признаки
астроцитов, а также в мелких округлых клетках –
олигодендроцитах спинного мозга. Присутствие
белка Iba-1 в спинном мозге крыс при постановке
положительного контроля отмечено в клетках с
округлым или веретеновидным телом и длинными
тонкими ветвящимися отростками – микроглиоци-
тах спинного мозга. Таким образом, результаты по-
ложительного иммуногистохимического контроля
для всех маркеров свидетельствуют в пользу высо-
кой специфичности использованных протоколов
окрашивания.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В ганглиях задних корешков спинного мозга

нервные и глиальные клетки располагаются особым
образом. Клеточные тела первичных сенсорных
нейронов локализуются по периферии органа, их от-
ростки располагаются преимущественно в цен-
тральной части узла. Окрашивание гистологических
срезов ганглия гематоксилином или толуидиновым
синим по Нисслю позволяет легко идентифициро-
вать нейроны и сателлитную глию. Нейроны чув-
ствительного ганглия идентифицируются как округ-
лые или овальные клетки с крупным светлым ядром
и темным компактным ядрышком. Цитоплазма та-
ких клеток содержит интенсивно окрашенные грану-
лы хроматофильной субстанции (вещество Ниссля).
Тело каждого нейрона окружено тонкой оболочкой,
образованной уплощенными глиальными клетками с
темными мелкими ядрами эллиптической формы –
сателлитными глиальными клетками (рис. 1а). Та-
ким образом, в чувствительных ганглиях глиальные
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клетки легко отличимы от тел нервных клеток по их
форме, положению и морфологическим характери-
стикам ядра.

При исследовании межклеточных контактов в
ганглии молодых животных коннексин-43-иммуно-
позитивные структуры были выявлены вокруг тел
как мелких, так и крупных сенсорных нейронов. Для
установления локализации зон иммунореактивно-
сти была проведена подкраска срезов гематоксили-
ном, а также на последовательных срезах толщиной
3 мкм была проведена иммуногистохимическая ре-
акция на Cx43 и фермент глутаминсинтетазу, являю-
щийся маркером сателлитной глии. При выявлении
Cx43 в сателлитных глиальных клетках идентифици-
руется диффузное окрашивание цитоплазмы низкой
интенсивности, преимущественно в околоядерной
зоне, а также интенсивно окрашенные мелкие точ-
ки, локализованные на поверхности глиоцитов в об-
ласти их контактов друг с другом. Данные точки пред-
ставляют собой бляшки (plaques) белковых каналов
(коннексонов) (рис. 2а). Диффузное иммуномечение
цитоплазмы, вероятно, связано с диффузным цито-
плазматическим распределением коннексина-43 в
клетках, обусловленным активным транспортом Cx43-
содержащих везикул к формирующимся бляшкам ще-
левых контактов с участием микротрубочек. Однако
данное предположение требует дополнительных ис-
следований. Большое количество иммунопозитивных
точек и диффузное окрашивание цитоплазмы при-
сутствует в структурах, образованных компактно
сгруппированными глутаминсинтетаза-иммунопо-
зитивными мелкими клетками с округлыми ядрами
(рис. 1б, в). Такие структуры представляют собой
скопления сателлитных глиальных клеток, называе-
мые “остаточными узелками” или узелками Нажот-
та (Nageotte nodules) (рис. 1а, б, в). Установлено, что
основное количество коннексин-43-иммунопози-
тивных структур обнаруживается в пределах глиаль-
ной оболочки чувствительных нейронов, образован-
ной глутаминсинтетаза-содержащими клетками. В
ходе исследования не было обнаружено окрашива-
ния и иммунопозитивных точечных структур в обла-
сти тел нейронов ганглия заднего корешка спинного
мозга молодых крыс.

В DRG стареющих животных идентифицируется
большое количество Cx43-иммунопозитивных то-
чек в пределах глиальной оболочки каждого нейрона
(рис. 2б). Также большое количество коннексин-по-
зитивных точек идентифицируется в остаточных
узелках Нажотта. При иммуногистохимическом вы-
явлении коннексина-43 и глутаминсинтетазы на се-
рийных последовательных срезах DRG стареющих
животных установлено, что большинство Cx43-им-
мунореактивных точек локализовано в области глу-
таминсинтетаза-положительных сателлитных кле-
ток (рис. 3а, б). Также как у молодых животных, при
старении не было обнаружено коннексин-43-имму-
нопозитивных точечных структур в области тел ней-
ронов.

Стоит отметить, что в ходе исследования DRG
молодых и стареющих животных в области глиаль-
ной оболочки отдельных чувствительных нейронов
были обнаружены глутаминсинтетаза-иммунопози-

Рис. 1. Клетки ганглия заднего корешка спинного мозга
крыс в возрасте 4 мес. а – Окраска толуидиновым синим
по Нисслю, б – иммуногистохимическая реакция на глу-
таминсинтетазу, в – иммуногистохимическая реакция на
коннексин-43. Звездочки – узелки Нажотта. Масштаб-
ные отрезки: а – 50 мкм, б, в – 20 мкм.
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тивные клетки, не проявляющие иммунореактив-
ность при реакции на коннексин-43. Такие клетки
располагаются во внешних слоях многослойной
глиальной оболочки нейронов в области расположе-
ния отростков нейронов (рис. 3в, г).

В результате количественной оценки среднего
числа сателлитных глиальных клеток, образующих
оболочку одного нейрона было установлено, что
данный показатель значимо не отличается в иссле-
дованных возрастных группах и составляет для крыс
в возрасте 4 и 18 мес 3.31 ± 0.34 и 3.35 ± 0.13 соответ-
ственно (р > 0.05). При этом среднее число Cx-43-
иммунопозитивных точек в глиальных оболочках
стареющих животных в два раза превышает анало-
гичный показатель у молодых крыс (р < 0.05) (рис. 4).

При проведении реакции на белок Iba-1 в DRG
крыс двух исследованных возрастных групп были
выявлены иммунопозитивные клетки неправильной
амебоидной формы. У молодых животных такие
клетки располагаются преимущественно в соедини-
тельной ткани между глиальными оболочками со-
седних нейронов. Отмечено, что у стареющих жи-
вотных нередко Iba-1-иммунопозитивные клетки
проникают между сателлитными глиальными клет-
ками, а их толстые отростки достигают поверхности
чувствительного нейрона (рис. 5). При анализе рас-
пределения Сx43 и белка Iba-1 на последовательных
серийных срезах толщиной 3 мкм DRG животных
обеих возрастных групп не было обнаружено зон
совместной локализации исследуемых маркеров в
одной клетке, что свидетельствует об отсутствии
коннексин-43-содержащих контактов между макро-
фагами и глиальными клетками DRG.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время убедительно показано, что в

передаче сигналов в центральной нервной системе
принимают участие не только нейроны, но и глиаль-
ные клетки, включая астроциты, олигодендроциты и
микроглию, которые оказывают влияние на синапти-
ческую активность нервных клеток (Tsuda et al., 2005;
Ji et al., 2006; Kettenmann et al., 2011). Структурной
особенностью чувствительных узлов перифериче-
ской нервной системы является отсутствие синапти-
ческих контактов между сенсорными нейронами в
пределах ганглия (Pannese, 1981). Напротив, тело
каждого сенсорного нейрона изолировано слоем са-
теллитных глиальных клеток и заключено в оболоч-
ку из соединительной ткани, образуя структурную
единицу ганглия заднего корешка спинного мозга.
Такое структурированное расположение нейрональ-
ных и глиальных элементов DRG указывает на то,
что их взаимодействие является ключевым факто-
ром, регулирующим нейронную активность. Одним
из способов коммуникации сателлитных глиальных
клеток друг с другом являются щелевые контакты.
Показано, что щелевые каналы и гемиканалы, обра-
зованные белком коннексином-43, и паннексоны,
расположенные в сателлитных глиальных клетках, иг-
рают важную роль в паракринной коммуникации меж-
ду глиальными клетками и сенсорными нейронами
(Procacci et al., 2008; Huang et al., 2010; Retamal et al.,
2017; Hanani, Spray, 2020; Xing et al., 2023). Таким об-
разом, межглиальные и нейрон-глиальные взаимо-
действия имеют основополагающее значение для
нормального функционирования периферической
нервной системы. Однако точные механизмы такой
связи до сих пор неясны. С применением электрон-
ной микроскопии было показано, что в интактном

Рис. 2. Коннексин-43 в сателлитных глиальных клетках спинномозгового ганглия молодых (4 мес, а) и стареющих (18 мес, б)
крыс. Стрелки – коннексин-43-иммунопозитивные точки в сателлитных глиальных клетках. Иммуногистохимическая реак-
ция на коннексин-43. Масштабный отрезок – 20 мкм.

а б
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DRG щелевые контакты присутствуют лишь между
соседними сателлитными глиальными клетками в
оболочке, окружающей один нейрон. Щелевые кон-
такты между соседними глиальными оболочками
отсутствуют (Huang et al., 2006; Pannese, 2010). Одна-
ко взаимодействия между соседними нейронами в
пределах одного ганглия в определенных условиях
все же существуют, вероятно, за счет формирования
новых щелевых каналов между глиальными клетками
соседних нейронов (Hanani et al., 2002; Pannese et al.,
2003; Huang et al., 2010; Pannese, 2010), а также фор-
мирования гемиканалов на цитоплазматической
мембране сенсорных нейронов (Retamal et al., 2017).
В настоящем исследовании мы не обнаружили при-
сутствия коннексина-43 и кластеров коннексин-43-

содержащих каналов на поверхности чувствительных
нейронов ни у молодых, ни у стареющих животных.

При патологических процессах в ПНС изменяет-
ся степень межглиальной коммуникации в пределах
сателлитной оболочки каждого нейрона, что было
показано в исследованиях повреждения перифери-
ческого нерва, системного и локального воспале-
ния, хронической боли. Показано, что эксперимен-
тально индуцированные болевые состояния и перерез-
ка нерва приводят к увеличению экспрессии Cx-43 в
сателлитной глии, а ингибитор щелевых контактов
вызывает обезболивание при различных моделях бо-
ли (Lin et al., 2002; Hanani et al., 2002; Pannese et al.,
2003; Dublin, Hanani, 2007; Wu et al., 2012; Hanani,
2015; Schmitt et al., 2020). Характер изменений ней-
рон-глиальных и межглиальных взаимодействий в

Рис. 3. Совместная иммуногистохимическая локализация коннексина-43 (а, в) и глутаминсинтетазы (б, г) в глиальной обо-
лочке чувствительного нейрона крысы в возрасте 18 мес на последовательных срезах. *– топографические маркеры, указы-
вающие на кровеносные капилляры на рис. а и б. О – топографические маркеры, указывающие на отросток чувствительного
нейрона на рис. в и г. **– область локализации сателлитных глиальных клеток, не экспрессирующих коннексин-43. N, N1 и
N2 – чувствительные нейроны. Стрелки – коннексин-43-иммунопозитивные точки в сателлитных глиальных клетках. Им-
муногистохимическая реакция на коннексин-43 (а, в) и глутаминсинтетазу (б, г). Масштабный отрезок – 20 мкм.
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DRG при старении изучен фрагментарно. Ряд ис-
следований, выполненных на мышах, показывает,
что при старении усиливается распространение флу-
оресцентного красителя между сателлитными гли-
альными клетками в пределах одной глиальной обо-
лочки, кроме того, возрастает количество щелевых
контактов между глиоцитами (Huang et al., 2006;
Hanani et al., 2023). В исследованиях на кроликах
установлена аналогичная закономерность (Martinelli
et al., 2004, 2005). Однако, как отмечено ранее, мето-
ды исследования, использованные в данных рабо-
тах, не позволяют определить структурные особен-
ности вновь образованных при старении каналов и
тип белков, участвующих в их формировании. При
этом в литературе присутствуют данные количе-
ственной оценки реорганизации межклеточных вза-
имодействий при старении, согласно которым сред-
нее количество Cx43-иммунопозитивных щелевых
контактов в перинейрональных сателлитных клет-
ках мышей значительно снижается при старении
(Procacci et al., 2008).

В настоящем исследовании, проведенном на
крысах, было показано, что среднее число бляшек
(plaques) Cx43-содержащих каналов в пределах са-
теллитной оболочки чувствительного нейрона у ста-
реющих животных в два раза превышает аналогич-
ный показатель у молодых животных. Нами отмече-
но, что причиной таких количественных изменений
не является возрастной глиоз в ганглии заднего ко-
решка спинного мозга животных в возрасте 18 мес.
При подсчете среднего количества клеток в глиаль-
ной оболочке каждого чувствительного нейрона на-
ми не было отмечено значимого изменения количе-
ства сателлитных глиальных клеток при старении.
Не выявлено также морфологических признаков
апоптоза нейронов и нейродегенераци. Обнаружен-

ные нами узелки Нажотта, представляющие собой
области компактного расположения сателлитных
глиальных клеток, занимающих область локализа-
ции дегенерировавших нейронов (Marshall, Duchen,
1975), присутствовали как у стареющих, так и у мо-
лодых животных. Бляшки (plaques) коннексин-43-
содержащих каналов также присутствовали в “оста-
точных узелках” ганглиев задних корешков спинно-
го мозга животных обеих возрастных групп. Однако
в области многослойной глиальной оболочки
чувствительных нейронов при старении отмечено
значительное увеличение количества коннексин-
позитивных точек, что свидетельствует о возрастной
реструктуризации межклеточных контактов в преде-
лах субъединиц DRG, вероятно, ведущей к актива-
ции связей между глиальными клетками. В сенсорных
ганглиях каждый нейрон окружен отдельной сателлит-
ной оболочкой, граничащей с соединительной тка-
нью, содержащей капилляры, а сателлитные глиаль-
ные клетки экспрессируют белки-транспортеры раз-
личных нейроактивных молекул (Hanani, 2005; Jasmin
et al., 2010). Таким образом, глиальная оболочка ней-
рона выполняет функции избирательного барьера
между фенестрированными капиллярами ганглия и
нейронами, регулирует транспорт веществ к нейро-
нам и выполняет нейропротекторную функцию.
Установленный в настоящем исследовании факт
увеличения количества коннексин-43-содержащих
структур между сателлитными глиальными клетка-
ми при старении может свидетельствовать об изме-
нении функционирования барьера.

Известно, что кроме тела чувствительного нейро-
на сателлитные глиальные клетки также покрывают

Рис. 4. Изменение среднего числа коннексин-43-имму-
нопозитивных точек в пределах глиальных оболочек чув-
ствительных нейронов молодых (4 мес) и стареющих
крыс (18 мес). * р < 0.05
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Рис. 5. Макрофаги в ганглии заднего корешка спинного
мозга крысы в возрасте 18 мес. Иммуногистохимическая
реакция на Iba-1. N – чувствительный нейрон.
Стрелки – Iba-1-иммунопозитивные клетки, проникаю-
щие между сателлитными глиальными клетками. Мас-
штабный отрезок – 20 мкм.
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начальную область нейрита каждой клетки. В насто-
ящем исследовании в составе глиальных оболочек
чувствительных нейронов животных двух возраст-
ных групп были обнаружены глутаминсинтетаза-
иммунопозитивные клетки, не содержащие коннек-
син-43. Такие клетки локализуются в области распо-
ложения нейритов чувствительных клеток, в поверх-
ностных слоях глиальной оболочки. Таким образом,
в составе сателлитной глиальной оболочки нами об-
наружены клетки, не проявляющие при старении
изменений межклеточных коммуникаций, опосре-
дованных белком коннексином-43. В настоящее вре-
мя выдвинуто предположение, что в составе глиальной
оболочки DRG присутствует особый тип клеток –
глиоциты, экспрессирующие рецептор нейротрофина
p75, локализующиеся вдоль аксодендрита и окружаю-
щие как миелинизированные, так и немиелинизиро-
ванные области отростка чувствительных нейронов
(Koike et al., 2019). Вопрос принадлежности данного
типа глиоцитов к сателлитам или новому типу пери-
ферической глии широко обсуждается (Obata et al.,
2006; Li et al., 2009; Nadeau et al., 2014; Koike et al.,
2019). Установленное нами различие глиоцитов, об-
разующих оболочку чувствительных нейронов, по
типу белка, обеспечивающего межклеточные ком-
муникации, может внести вклад в исследование дан-
ного вопроса. Однако данный факт требует допол-
нительного изучения.

Следует отметить, что в пределах глиальной обо-
лочки каждого нейрона DRG кроме сателлитных
глиальных клеток могут присутствовать также мак-
рофаги, которые по данным многочисленных иссле-
дований способны экспрессировать коннексин-43
(Rodjakovic et al., 2021). Cx43 участвует в межклеточ-
ной коммуникации макрофагов не только в физио-
логических условиях, но и при патологии (Rodjakov-
ic et al., 2021). Однако в ходе настоящего исследова-
ния мы не обнаружили коннексина-43 в цитоплазме
макрофагов DRG двух исследованных возрастных
групп животных, а также не обнаружили формиро-
вания кластеров Cx43-содержащих каналов макро-
фагами глиальной оболочки чувствительных нейро-
нов при старении. Данный факт свидетельствует о
том, что такие коннексин-43-содержащие каналы
формируются лишь между глиальным клетками ган-
глия заднего корешка спинного мозга и возрастные
изменения межклеточной коммуникации, опосре-
дованной данным белком, затрагивают лишь глио-
циты чувствительного ганглия. Межклеточные ком-
муникации в DRG, по-видимому, важны в патогене-
зе ряда патологических состояний: в поддержании
хронической боли, гипералгезии и патологий, свя-
занных с системным воспалением. В связи с этим,
можно предположить, что Cx43-содержащие кана-
лы, экспрессируемые сателлитными глиальными
клетками, могут стать новой фармакологической
мишенью для лечения хронической боли, нередко
развивающейся в пожилом возрасте.

Таким образом, данные полученные в настоящем
исследовании могут указывать на динамические из-

менения межклеточных взаимодействий в ганглии
заднего корешка спинного мозга крысы при старе-
нии. Установлено, что щелевые контакты, сформи-
рованные белком коннексином-43, образуют пре-
имущественно сателлитные глиальные клетки чув-
ствительных ганглиев животных разных возрастных
групп. Бляшки (plaques) коннексин-43-содержащих
белковых каналов, обеспечивающих метаболиче-
ское взаимодействие сателлитных клеток в ганглиях
задних корешков спинного мозга, с возрастом ста-
новятся более многочисленными. Эти данные могут
свидетельствовать об активации функциональной
связи между сателлитными глиальными клетками в
чувствительных узлах крыс при старении. Увеличе-
ние количества щелевых контактов с возрастом
предположительно приводит к реорганизации гли-
ального барьера в ганглиях задних корешков спин-
ного мозга.
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Gap Junction Protein Connexin-43 in Glial Cells of Rat Dorsal Root Ganglion
E. A. Kolosа, * and D. E. Korzhevskiiа
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The aim of this study was to assess the dynamics of distribution and localization of the gap junction protein connex-
in-43 (Cx43) in rat dorsal root ganglion (DRG) cells at different stages of postnatal ontogenesis to assess the mor-
phological signs of age-related changes in intercellular interactions. The work was performed on Wistar rats at the
age of 4 months and 18 months using immunohistochemical methods. Glial cells were detected using antibodies to
glutamine synthetase, macrophages – using the antibodies to calcium-binding protein Iba-1. The paper describes
the features of connexin-43 distribution in the spinal ganglion of young and old rats. It has been established that con-
nexin-43-containing structures are identified mainly in satellite glial cells of young and aging animals. Sensitive neu-
rons, as well as DRG macrophages of both groups of animals, do not show immunoreactivity. Analysis of age-related
changes in intercellular contacts in rat DRG showed that plaques of connexin-43-containing protein channels that
provide metabolic interaction of satellite cells in the spinal ganglia become more numerous with age. This fact may
indicate the activation of the interaction between glial cells in the DRG of rats during aging.

Keywords: aging, dorsal root ganglion, immunohistochemistry, Iba-1, connexin-43, gap junction, cell–cell commu-
nication
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Преждевременное рождение оказывает выраженное влияние на все системы организма, в том числе на
сердечно-сосудистую систему, которая претерпевает существенные адаптивные изменения в раннем
постнатальном периоде онтогенеза. Всестороннее понимание последствий преждевременного рождения
необходимо для обеспечения ранней профилактики, выявления и лечения отдаленных неблагоприятных
последствий этого эффекта для здоровья. Целью данного исследования была оценка влияния преждевре-
менного рождения на строение стенки восходящей части аорты крыс. В работе представлены результаты
гистологического и морфометрического анализа стенки восходящей части аорты крыс Вистар, рожденных
на 21 и 21.5 сут беременности (полный срок беременности составляет 22 сут). В стенке восходящей части
аорты преждевременное рожденных крыс обнаруживаются признаки эластолиза и нарушение параллель-
ного расположения эластических окончатых мембран. Показано, что преждевременное рождение приво-
дит к уменьшению удельного объема эластических волокон и увеличению коллагеновых волокон в сред-
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По данным Всемирной организации здравоохране-
ния в 2020 г. недоношенными (т.е. на сроке менее
37 полных недель беременности) родились 13.4 млн де-
тей, что составляет более одной десятой от числа всех
детей, родившихся в мире за этот год (Lawn et al., 2023).

Одним из основных процессов во внутриутроб-
ной и неонатальной жизни, способствующих увели-
чению риска хронических заболеваний во взрослом
возрасте, является нарушение процессов адаптации
(Nuyt et al., 2017). Адаптация к изменению условий
существования затрагивает весь организм новорож-
денного и нацелена на повышение его шансов на
выживание, но в связи с уменьшением продолжи-
тельности внутриутробного периода развития, ре-
сурсов организма становится недостаточно. Преж-
девременный переход сердечно-сосудистой системы
к функционированию в атмосферных условиях при-
водит к формированию морфологических особен-
ностей сосудистой стенки вследствие незавершен-
ности ее пренатального морфогенеза.

Гипертоническая болезнь является одной из са-
мых часто встречаемых сердечно-сосудистых пато-
логий в развитых странах. Одним из предикторов

развития гипертонической болезни является ремо-
делирование сосудистой стенки, вследствие увеличе-
ния ее жесткости. Уменьшение количества и деграда-
ция эластических волокон в стенке аорты,
уменьшение отношения эластических волокон к кол-
лагеновым в результате избыточного синтеза коллаге-
на гладкими миоцитами сосудистой стенки может
привести к морфологическим и функциональным
нарушениям сердечно-сосудистой системы (Tsamis
et al., 2013). Наблюдения показывают, что уменьше-
ние времени внутриутробного развития, связанное с
преждевременным рождением, сопровождается по-
вышением артериального давления и увеличением
жесткости артерий как в раннем, так и в позднем
постнатальном периоде онтогенеза, но патогенез
этих изменений не полностью известен (Bertagnolli
et al., 2016).

Целью настоящего исследования была оценка
влияния преждевременного рождения на строение
стенки восходящей части аорты крыс. Модели на
животных незаменимы для определения механиз-
мов, ответственных за патогенетические процессы,
связанные с преждевременным рождением, а также
необходимы для нахождения потенциальных мише-
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ней для превентивного вмешательства. В связи вы-
сокой плодовитостью и сравнительно коротким пре-
натальным периодом онтогенеза крысы являются
подходящим модельным животным для исследова-
ния недоношенности. У разных пород лабораторных
крыс срок беременности варьирует от 21 до 23 сут
(Picut et al., 2018). Продолжительность пренатально-
го периода онтогенеза у крыс Вистар в норме состав-
ляет 22 сут, плодный период начинается с 18 сут и за-
нимает 4 сут. В связи с коротким плодным этапом
пренатального периода развития, преждевременное
рождение на 12 и 24 ч раньше срока оказывает суще-
ственное влияние на постнатальное развитие орга-
низма крысы (Toyono et al., 1999).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Дизайн исследования. Эксперимент проводили на
84 крысах-самцах Вистар, из которых формировали
3 группы: контрольная группа (доношенные живот-
ные, 22 сут беременности, n = 30), 1 группа (недоно-
шенные на 12 ч крысы, 21.5 сут беременности, n = 28)
и 2 группа (недоношенные на 24 ч крысы, 21 сут бере-
менности, n = 26). Более выраженная степень недоно-
шенности (более 1 сут) у крыс приводит к преждевре-
менному рождению нежизнеспособного потомства.
Для получения потомства, к самкам крыс (3-х месяч-
ные весом 180 ± 20 г), находившимся на стадии про-
эструса полового цикла, подсаживали на ночь сам-
цов крыс Вистар (2-х месячные весом 180 ± 20 г). На
следующие сутки, самкам с утра делали влагалищ-
ные мазки и при обнаружении в мазке сперматозои-
дов начинали отсчет первых суток беременности.

Индукцию преждевременных родов осуществля-
ли подкожным введением самкам крыс мифепри-
стона (1 мл, 10 мг на 1 кг массы тела; Sigma-Aldrich,
США) за 48 ч (группа 2, недоношенные на 24 ч) и
36 ч (группа 1, недоношенные на 12 ч) до предпола-
гаемого срока родов. Выведение потомства из экспе-
римента осуществляли на 1, 2, 4, 8 и 24 нед. постнаталь-
ного периода онтогенеза асфиксией CO2. В контроль-
ной группе на каждом сроке выводили по 6 животных,
в 1 группе по 6 животных на 1, 2, и 4 нед. экспери-
мента и по 5 животных на 8 и 24 нед. постнатального
периода онтогенеза, во 2 группе на 1 нед. экспери-
мента было выведено 6 крыс, на остальные сроки –
по 5.

Фрагменты восходящей части аорты крыс про-
мывали физиологическим раствором и фиксирова-
ли в 10%-ном водном растворе нейтрального форма-
лина (рН 7.4) (БиоВитрум, Россия) в течение 24 ч для
последующего гистологического и морфометриче-
ского исследования.

Животных содержали в стандартных условиях
вивария с 12-часовой продолжительностью свето-
вого дня и свободным доступом к пище и воде.
Протокол исследования одобрен этическим коми-

тетом ФГБОУ ВО СибГМУ Минздрава России
(№ 8473/1 от 30.11.2020 г.).

Гистологическое исследование. После фиксации в
формалине фрагменты восходящей части аорты
преждевременно рожденных крыс промывали в про-
точной воде, проводили через Isoprep (БиоВитрум,
Россия) и заливали в парафиновую смесь HISTO-
MIX (БиоВитрум, Россия). Из парафиновых блоков на
автоматическом ротационном микротоме HM 355S
(Thermo Fisher Scientific, США) готовили гистологи-
ческие срезы (толщина 4 мкм), которые депарафи-
низировали в ксилоле, доводили до дистиллирован-
ной воды и окрашивали водным раствором гематок-
силина Джилла (БиоВитрум, Россия) и водным
раствором эозина (БиоВитрум, Россия) по 3 мин,
орсеином (ПанЭко, Россия) по методу Унны−Тен-
цера с дифференцировкой в 1%-ном солянокислом
спирте, а также по методу Массона с использовани-
ем анилинового синего для верификации коллаге-
новых волокон (ЭргоПродакшн, Россия). С помо-
щью светового микроскопа Axioscope 40 (Zeiss, Гер-
мания) оценивали строение стенки восходящей
части аорты, фотосъемку проводили при помощи
цифровой камеры CanonG5 (Canon, Китай).

Морфометрическая и статистическая обработка
данных. На поперечно ориентированных срезах вос-
ходящей части аорты, окрашенных гематоксилином
и эозином, в программе ImageJ измеряли толщину
комплекса внутренней и средней оболочек (в мкм)
не менее чем в 10 полях зрения для каждого живот-
ного.

На гистологических срезах восходящей части
аорты, окрашенных орсеином, в программе ImageJ
вычисляли удельный объем эластических волокон
во внеклеточном матриксе средней оболочки не ме-
нее чем в 5 полях зрения для каждого животного.

На гистологических срезах восходящей части
аорты, окрашенных по методу Массона, в програм-
ме ImageJ вычисляли удельный объем коллагеновых
волокон во внеклеточном матриксе средней оболочки
не менее чем в 5 полях зрения для каждого животного.

Статистическую обработку полученных данных
производили с помощью статистического пакета
GraphPad Prism 9.0. Данные представляли в виде ме-
дианы, а также первого и третьего квартилей – Me
(Q25; Q75). Проверку на нормальность распределе-
ния количественных данных осуществляли с помо-
щью критерия Шапиро−Уилка, сравнение внутри
групп для оценки динамики проводили с помощью
критерия Манна−Уитни. Определение статистиче-
ской значимости различий между тремя группами
проводили с помощью дисперсионного анализа не-
параметрическим критерием Краскела–Уоллиса с
последующим post-hoc тестом Бонферрони для
уменьшения ошибки множественных сравнений.
Различия считали статистически значимыми при
уровне ошибки p < 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристика средней оболочки стенки восходя-

щей части аорты крыс. Средняя оболочка стенки аор-
ты крыс состоит из интерстициальных клеток (глад-
ких миоцитов и миофибробластов), коллагеновых и
эластических волокон. Структурные компоненты
средней оболочки равномерно концентрически ори-
ентированы, образуя слои эластических окончатых
мембран, которые формируют каркас средней обо-
лочки и обеспечивают эластичность ее стенки при
растяжении сосуда. На 1 нед. постнатального перио-
да онтогенеза, средняя оболочка стенки восходящей
части аорты крыс всех групп состоит из тонких изви-
листых эластических мембран, разделенных слоями
гладких миоцитов с округлыми ядрами, также опре-
деляются митотически делящиеся клетки. На 2 нед.
постнатального периода онтогенеза эластические
мембраны средней оболочки стенки восходящей ча-
сти аорты крыс всех групп утолщаются, в группе
контрольных животных они также начинают вы-
прямляться и формировать эластические окончатые
мембраны за счет ветвлений между соседними мем-
бранами. К концу 4 нед. постнатального периода он-
тогенеза в средней оболочке стенки восходящей ча-
сти аорты крыс контрольной группы определяются
толстые и ровные эластические окончатые мембраны,
разделенные одним слоем веретеновидных гладких
миоцитов. В аналогичный срок в средней оболочке
стенки восходящей части аорты крыс 1 и 2 групп визу-
ально определяются более тонкие эластические
окончатые мембраны. На 8 нед. постнатального пе-
риода онтогенеза в стенке восходящей части аорты
преждевременно рожденных крыс 1 и 2 групп на-
блюдается выраженное снижение орсеинофилии
эластических окончатых мембран. Эластические
окончатые мембраны средней оболочки восходящей
части аорты крыс 1 и 2 группы визуально тоньше,
определяются локальные разрывы и разволокнения,
в сравнении с контрольной группой в аналогичный
срок (рис. 1).

Анализ толщины комплекса внутренней и средней
оболочек стенки восходящей части аорты крыс. Дан-

ный морфометрический параметр является частым
предиктором развития сердечно-сосудистых пато-
логий во взрослом возрасте (Аверкин и др., 2020).
Толщина комплекса внутренней и средней оболочек
стенки восходящей части аорты крыс недоношенных
на 12 ч (1 группа) меньше, чем у крыс контрольной
группы с 1 по 4 нед. постнатального периода онтогене-
за (табл. 1). На 1 нед. эксперимента аналогичный мор-
фометрический показатель у недоношенных на 24 ч
крыс в среднем больше, чем у контрольных живот-
ных и крыс 1 группы, что вероятно связано с повы-
шенной извитостью эластических мембран и увели-
ченным расстоянием между ними. Со 2 по 4 нед. экс-
перимента толщина комплекса внутренней и
средней оболочек стенки восходящей части аорты
крыс, рожденных преждевременно на 24 ч, меньше
по сравнению с контрольными животными в анало-
гичные сроки.

Анализ удельного объема эластических волокон в
средней оболочке стенки восходящей части аорты.
Окрашивание орсеином по методу Унны−Тенцера
позволяет селективно выявить эластические волок-
на на гистологических срезах аорты. На 1 нед. экспе-
римента у недоношенных крыс 1 и 2 групп удельный
объем эластических волокон в два раза меньше в
сравнении с контрольными животными. У прежде-
временно рожденных крыс 1 и 2 групп на протяжении
всего эксперимента удельный объем эластических во-
локон в средней оболочке стенки восходящей части
аорты меньше по сравнению с контрольной группой
(рис. 2). Удельный объем эластических волокон в
средней оболочке стенки восходящей части аорты
крыс во 2 группе меньше, чем в 1 группе со 2 по 24 нед.
эксперимента.

Анализ удельного объема коллагеновых волокон в
средней оболочке стенки восходящей части аорты.
Окрашивание по методу Массона обеспечивает се-
лективное выявление коллагеновых волокон анили-
новым синим (рис. 3). На протяжении всего экспе-
римента у крыс всех групп наблюдается увеличение
удельного объема коллагеновых волокон в средней
оболочке стенки восходящей части аорты. У прежде-

Рис. 1. Стенка восходящей части аорты крыс на 8 нед. постнатального периода онтогенеза. а – Контрольная группа (доно-
шенные животные, рожденные на 22 сут беременности); б – 1 группа (недоношенные животные, рожденные на 21.5 сут бере-
менности); в – 2 группа (недоношенные животные, рожденные на 21 сут беременности). Окраска орсеином по методу Унны–
Тенцера.

50 мкма 50 мкмб 50 мкмв
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временно рожденных крыс 1 группы со 2 по 24 нед.
эксперимента удельный объем коллагеновых воло-
кон в средней оболочке стенки восходящей части
аорты больше в сравнении с контрольной группой
на аналогичныx срокax (рис. 4). На протяжении все-
го эксперимента удельный объем коллагеновых во-
локон средней оболочки стенки восходящей части
аорты преждевременно рожденных крыс 2 группы
больше, чем у доношенных животных.

Анализ соотношения удельного объема эластиче-
ских и коллагеновых волокон в средней оболочке стен-
ки восходящей части аорты. Отношение удельного
объема эластических волокон к коллагеновым в

средней оболочке стенки восходящей части аорты
крыс всех групп на протяжении всего эксперимента
снижается. У преждевременно рожденных крыс 1 и
2 групп на протяжении всего эксперимента отноше-
ние эластических волокон к коллагеновым в сред-
ней оболочке стенки восходящей части аорты мень-
ше, чем у контрольных животных (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ

Количество и пространственная ориентация кол-
лагеновых и эластических волокон в стенке аорты
играет важную роль в поддержании ее структуры и

Таблица 1. Динамика толщины комплекса внутренней и средней оболочек (в мкм) стенки восходящей части аорты до-
ношенных (контрольная группа) и недоношенных животных, рожденных через 21.5 сут (12 ч недоношенности) и 21 сут
(24 ч недоношенности)

Результаты представлены в виде медианы, в скобках указаны значения первого и третьего квартилей (Q1; Q3). a – отличие от пока-
зателя предыдущего срока этой же группы; b – отличие от соответствующего показателя крыс контрольной группы; c – отличие от
соответствующего показателя крыс 1 группы. p < 0.05.

Группа
Срок эксперимента, неделя

1 2 4 8 24

Контрольная группа 63.09
(60.77; 63.9)

105.76 
(100.86; 108.41)a

118.08
(112.52; 121.31)a

108.78 
(108.87; 109.49)a

122.41
(119.89; 123.99)a

1 группа (12 ч) 51.55
(43.78; 57.45)b

85.18
(80.45; 93.78)a, b

99.36 
(92.79; 107.47)b

117.67 
(107.15; 127.22)

116.66
(107.79; 117.96)

2 группа (24 ч) 65.41 
(64.63; 65.51)c

84.65
(80.76; 86.92)a, b

89.93 
(78.58; 89.65)b

105.69 
(92.56; 109.96)

89.21
(71.93; 89.35)

Рис. 2. Динамика удельного объема эластических волокон в средней оболочке стенки восходящей части аорты доношенных
(контрольная группа) и недоношенных животных, рожденных через 21.5 сут (1 группа) и 21 сут (2 группа). Результаты
представлены в виде медианы (Me), первого (Q1) и третьего (Q3) квартилей, плюсы показывают среднее значение показате-
ля. a – Отличие от показателя предыдущего срока этой же группы; b – отличие от соответствующего показателя крыс кон-
трольной группы; c – отличие от соответствующего показателя крыс 1 группы. p < 0.05.
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эластических свойств. Соотношение волокон вне-
клеточного матрикса средней оболочки в различных
частях стенки аорты неодинаково (Concannon et al.,
2020). Наибольшее количество эластических воло-
кон определяется в средней оболочке стенки восхо-
дящей части аорты и уменьшается по мере удаления
от сердца, к брюшному отделу нисходящей части
аорты, в стенке которой преобладают коллагеновые
волокна (Sokolis et al., 2012; Liyanage et al., 2022). До-
ля эластических волокон по сравнению с коллагено-
выми является основным фактором, определяющим

жесткость артерий, являющейся маркером риска
развития сердечно-сосудистых заболеваний и арте-
риальной гипертензии, в частности (O’Rourke et al.,
2002; Chatmethakul et al., 2019). Экспериментальные
исследования на животных подтверждают снижение
отношения эластических волокон к коллагеновым
при артериальной гипертензии (Arribas et al., 2006).

Синтез эластина интерстициальными клетками в
стенке аорты начинается на раннем этапе плодного
периода развития, но протекает наиболее интенсивно
на 36–40 нед. беременности у человека и на 20–22 сут у

Рис. 3. Стенка восходящей части аорты крыс на 24 нед. постнатального периода онтогенеза. а – Контрольная группа (доно-
шенные животные, рожденные на 22 сут беременности); б – 1 группа (животные, рожденные на 21.5 сут беременности); в – 2
группа (животные, рожденные на 21 сут беременности). Окраска по методу Массона. Коллагеновые волокна окрашены ани-
линовым синим. Визуально заметно преобладание коллагеновых волокон в средней оболочке стенки восходящей части аор-
ты крыс 1 и 2 групп, по сравнению с контрольными животными.

50 мкм50 мкм50 мкма 50 мкм50 мкм50 мкмб 50 мкм50 мкм50 мкмв

Рис. 4. Динамика удельного объема коллагеновых волокон в средней оболочке стенки восходящей части аорты доношенных
(контрольная группа) и недоношенных животных, рожденных через 21.5 сут (1 группа) и 21 сут (2 группа). Результаты
представлены в виде медианы (Me), первого (Q1) и третьего (Q3) квартилей, плюсы показывают среднее значение показате-
ля. a – Отличие от показателя предыдущего срока этой же группы; b – отличие от соответствующего показателя крыс кон-
трольной группы; c – отличие от соответствующего показателя крыс 1 группы, p < 0.05.
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крыс, после этого скорость его синтеза быстро сни-
жается и становится чрезвычайно медленной, особен-
но в зрелом возрасте (Martyn el al., 1997). Преждевре-
менное рождение нарушает сосудистый эластогенез в
стенке артерий и постнатальные адаптивные механиз-
мы не способны восстановить скорость и объем этого
процесса. Таким образом, растяжимость артерий эла-
стического типа уменьшается, что способствует раз-
витию артериальной гипертензии в более позднем
возрасте (Cho, 2022). Настоящее исследование под-
тверждает данные о том, что средняя оболочка стен-
ки восходящей части аорты преждевременно рож-
денных крыс содержит меньшее количество эласти-
ческих волокон, чем у доношенных особей. В
позднем постнатальном периоде у преждевременно
рожденных крыс в стенке восходящей части аорты
обнаруживаются локальные разрывы и истончения
эластических окончатых мембран, отсутствующие у
доношенных животных того же возраста, что свиде-
тельствует о нарушении формирования эластиче-
ского каркаса средней оболочки стенки аорты в ран-
нем постнатальном периоде онтогенеза. Обнару-
женное уменьшение толщины внутренней и средней
оболочек стенки восходящей части аорты недоно-

шенных животных на начальных неделях экспери-
мента, вероятно, связано с повышенной извитостью
и нарушением параллельности эластических мем-
бран, формирующихся в раннем постнатальном пе-
риоде онтогенеза.

Клинические исследования показывают, что изме-
нения структуры стенки аорты человека начинают
проявляться в популяции преждевременно рожденных
людей, начиная с детского возраста, и усугубляются
по мере взросления. Исследования популяции де-
тей, рожденных недоношенными или с очень низ-
кой массой тела при рождении, показало повыше-
ние у них артериального давления, что способствует
увеличению риска развития артериальной гипертен-
зии в более позднем возрасте (de Jong et al., 2012;
Hovi et al., 2016). Показано, что именно преждевре-
менное рождение, а не низкая масса тела в результа-
те задержки роста плода при рождении в срок, явля-
ется причиной повышения артериального давления
и жесткости артерий у преждевременно рожденных
подростков (Rossi et al., 2011). Выяснено, что муж-
ской пол и ограничение роста плода являются фак-
торами, усугубляющими влияние преждевременных

Рис. 5. Динамика отношения удельного объема эластических волокон к коллагеновым в средней оболочке стенки восходя-
щей части аорты доношенных (контрольная группа) и недоношенных животных, рождeнных через 21.5 сут (1 группа) и 21 сут
(2 группа). Результаты представлены в виде медианы (Me), первого (Q1) и третьего (Q3) квартилей, плюсы показывают сред-
нее значение показателя. a – Отличие от показателя предыдущего срока этой же группы; b – отличие от соответствующего
показателя крыс контрольной группы; c – отличие от соответствующего показателя крыс 1 группы, p < 0.05.
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родов на артериальное давление и жесткость аорты
уже в подростковом возрасте (Liefke et al., 2023). В
более позднем возрасте (≥60 лет) стенка аорты лю-
дей, страдающих гипертонической болезнью, имеет
тенденцию как к повышенному содержанию колла-
геновых волокон, так и к пониженному содержанию
эластических волокон по сравнению с аортами лю-
дей того же возраста, не страдающих артериальной
гипертензией (Tsamis et al., 2013). По результатам на-
шего исследования, представляется возможным сде-
лать вывод о том, что степень увеличения содержания
коллагена в средней оболочке стенки восходящей ча-
сти аорты коррелирует со степенью недоношенности.
Вероятно, усиленный синтез коллагенового компо-
нента в средней оболочке стенки аорты недоношен-
ных крыс является компенсаторным механизмом
поддержания архитектуры внеклеточного матрикса
в ответ на недостаточное количество эластического
компонента.

Экспериментальные исследования показывают,
что транзиторное неонатальное воздействие высо-
кого уровня кислорода, как модель преждевремен-
ного рождения, приводит к изменениям сосудистой
стенки (снижению соотношения эластин/коллаген
и сдвигу баланса в сторону повышенного отложения
коллагена), которые связаны с повышенной ригид-
ностью стенки сосуда в позднем постнатальном пери-
оде онтогенеза (Huyard et al., 2014). Результаты настоя-
щего исследования подтверждают, что преждевремен-
ное рождение способствует изменению отношения
эластических волокон к коллагеновым в средней обо-
лочке стенки восходящей части аорты в пользу по-
следних.

Можно заключить, что преждевременное рожде-
ние способствует ремоделированию средней обо-
лочки стенки восходящей части аорты вследствие
увеличения коллагенового и уменьшения эластиче-
ского компонента ее внеклеточного матрикса. Таким
образом, одной из важнейших задач современной пре-
вентивной медицины становится нахождение вариан-
тов профилактики риска развития сердечно-сосуди-
стых заболеваний в когорте преждевременно рож-
денных людей.
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Preterm birth has a pronounced effect on all body systems, including the cardiovascular system, which undergoes
significant adaptive changes in the early postnatal period of ontogenesis. A comprehensive understanding of the
consequences of preterm birth is essential to ensure early prevention, detection and treatment of long-term adverse
health effects. The aim of our study was to evaluate the effect of preterm birth on the structure of the wall of the as-
cending aorta in preterm rats. The paper presents the results of histological and morphometric analysis of ascending
aorta wall in Wistar rats born on the 21st and 21.5 days of pregnancy (the total gestation period is 22 days). In ascend-
ing aorta wall of preterm born rats, signs of elastolysis and a violation of the parallelism of the elastic fenestrated
membranes are found. It has been shown that preterm birth leads to a decrease in the specific volume of elastic fibers
and an increase in collagen fibers in the meddle shell of ascending aorta wall in prematurely born rats.

Keywords: aorta, preterm birth, elastin, collagen, rats


