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ТИРАМИДНАЯ АМПЛИФИКАЦИЯ СИГНАЛА: НОВЫЕ ВОЗМОЖНОСТИ 
ДЛЯ IN SITU ГИБРИДИЗАЦИИ ДНК
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Гибридизация ДНК in situ (in situ hybridization, ISH) – широко используемый метод молекулярной цитоге-
нетики, который позволяет локализовать конкретные последовательности ДНК в определенных участках
хромосом. Для реализации гибридизации ДНК in situ необходимо использование ДНК-зондов, которые
могут быть коммерческими (серийными), а также несерийными, т.е. могут быть разработаны под конкрет-
ные задачи исследования (homemade). Одним из существенных недостатков последних является низкая
интенсивность гибридизационного сигнала, когда ДНК-зонд имеет небольшие размеры. Поэтому разра-
ботка подходов, направленных на получение оптимального соотношения шум/сигнал при использовании
таких несерийных ДНК-зондов, является актуальной задачей современной молекулярной цитогенетики.
Методом, позволяющим визуализировать небольшие последовательности ДНК непосредственно на хро-
мосоме, является тирамидная амплификация сигнала (tyramide signal amplification, TSA). В основе систе-
мы TSA лежит образование ковалентной связи между богатыми электронами фрагментами белков образца
и молекулами тирамида, связанными с гаптеном (при хромогенной ISH) или флуорофором (при флуорес-
центной ISH). Это реализуется за счет превращения молекул тирамида в свободнорадикальные промежу-
точные соединения под действием пероксидазы хрена (HRP), а затем отложения осажденных молекул
вблизи нее. В результате наблюдается усиление сигнала малой интенсивности. Таким образом, TSA явля-
ется хорошим дополнением метода гибридизации ДНК in situ благодаря своей высокой чувствительности
и возможности детекции небольших геномных дисбалансов и, соответственно, может стать ценным ин-
струментом для диагностики хромосомных перестроек в клинической практике.

Ключевые слова: тирамид, ДНК, тирамидная амплификация, флуоресцентная гибридизация in situ, хромо-
генная гибридизация in situ
DOI: 10.31857/S0041377123040120, EDN: ZLKOVG

В настоящее время в клинической практике в ка-
честве дополнительного метода детекции вариаций
числа копий участков ДНК (copy number variations,
CNV) широко используется гибридизация ДНК
in situ (in situ hybridization, ISH) (Liehr, 2018; Veseliny-
ova et al., 2021; Yurchenko et al., 2022). Такой подход
позволяет локализовать искомую последователь-
ность в определенной области метафазной хромосо-
мы или интерфазного ядра (Larracuente, Ferree,
2015). Этот принцип также лежит в основе и других
молекулярно-цитогенетических методов: сравни-

тельной геномной гибридизации (array comparative
genomic hybridization, aCGH) (Cheung, Bi, 2018) и
хромосомного микроматричного анализа (Levy,
Wapner, 2018).

Использование традиционных FISH-технологий
с коммерческими ДНК-зондами нашло широкое
применение при детекции вариаций числа копий
исследуемого фрагмента ДНК значительных разме-
ров. В частности, обнаружение теломерных и цен-
тромерных районов является реализуемой задачей,
учитывая, что они представлены в геноме в виде
большого количества повторов и локально сгруппи-
рованы (Hoskins et al., 2002; Dimitri, 2004). В то же
время визуализация уникальных эухроматиновых
районов хромосом требует использования либо про-
тяженных зондов с высокой специфичностью, либо
нескольких, близких по расположению на участке
хромосомы меньших по размеру зондов, которые

Принятые сокращения: CISH – хромогенная in situ гибридиза-
ция (chromogenic in situ hybridization); CNV – вариации числа
копий участков ДНК (copy number variation); dUTP – дезокси-
уридинтрифосфат; HRP – пероксидаза хрена (horseradish per-
oxidase); FISH – флуоресцентная in situ гибридизация (fluores-
cence in situ hybridization); TSA – тирамидная амплификация
сигнала (tyramide signal amplification).

УДК 57.088:575.2
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суммарно дают более интенсивный сигнал, чем каж-
дый из них по отдельности. Однако такой подход за-
труднительно использовать при визуализации одно-
копийных последовательностей, размер которых со-
ставляет чуть более 1 тыс. пар нуклеотидов (т. п. н.)
(Schriml et al., 1999), поскольку интенсивность ги-
бридизационного сигнала будет низка и несопоста-
вима с коммерческими (серийными) ДНК-зондами.
В этом случае необходима разработка локус-специ-
фичных несерийных (homemade) ДНК-зондов с по-
следующей амплификацией полученного сигнала.

К таким однокопийным последовательностям
можно отнести клинически значимые CNV размером,
незначительно превышающим 1 т. п. н. (субмикроско-
пические CNV), определение происхождения которых
является важным этапом для понимания этиологии ге-
номных болезней, а также механизма формирования
конститутивных хромосомных аномалий. Выявление
таких субмикроскопических CNV при молекулярном
кариотипировании требует проведения подтвержда-
ющей диагностики альтернативными методами (ме-
тоды валидации/верификации) с целью исключения
ложноположительных результатов (Твеленёва, Ши-
лова, 2019). В этих случаях для детекции хромосом-
ных аномалий, включающих в перестройку неболь-
шие по протяженности участки ДНК, возможно при-
менение технологии усиления сигнала, в частности
усиление сигнала с использованием тирамида – мето-
да тирамидной амплификации сигнала (tyramide signal
amplification – TSA) (Рубцов, 2006). Интенсивность
сигнала повышается благодаря активации тирамида,
под действием каталитической активности перокси-
дазы хрена (horseradish peroxidase, HRP) и его связы-

ванию с радикалами аминокислот в цитологическом
препарате, что приводит к отложению большого ко-
личества молекул тирамида и позволяет локально
сконцентрировать сигнал (Stack et al., 2014). В мето-
де TSA чаще всего применяется подход непрямой
визуализации сигнала, что подразумевает использо-
вание антител к молекуле тирамида, связанной с ре-
портерной молекулой (биотином, дигоксигенином,
динитрофенолом), что способствует еще большему
накоплению и усилению сигнала, за счет увеличен-
ной локальной концентрации флуоресцентной или
хромогенной метки в исследуемых образцах. Таким
образом, этот метод позволяет значительно повы-
сить чувствительность визуализации гибридизаци-
онного сигнала (Perez et al., 2009).

Задачей настоящего обзора является обобщение
сведений о методе тирамидной амплификации сиг-
нала, как дополнительного этапа для проведения ги-
бридизации ДНК in situ, что позволяет оптимизировать
детекцию CNV, размером незначительно превышаю-
щим 1 т. п. н. за счет увеличения интенсивности гибри-
дизационного сигнала при выполнении молекулярно-
цитогенетических исследований.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ ОСНОВА 
ТИРАМИДНОЙ АМПЛИФИКАЦИИ

TSA представляет собой метод ферментативной
амплификации и используется для повышения чув-
ствительности обнаружения ДНК-мишени при ги-
бридизации in situ (Bobrow et al., 1989) и иммуноги-
стохимии (Атякшин и др., 2022). В основе повыше-
ния чувствительности лежит реакция превращения
тирамида в окисленное высоко реакционноспособное
свободнорадикальное промежуточное соединение.
Тирамид является биотинилированным производным
тирамина, биогенного амина, синтезируемого из тиро-
зина под действием тирозиндекарбоксилазы, который
содержит аминогруппу на одном конце и фенол – на
другом (рис. 1а). Аминогруппа способствует конъ-
югации молекулы тирамина с биотином путем обра-
зования амидной связи (рис. 1б). Промежуточные
продукты реакции ковалентно связываются с нук-
леофильными аминокислотными радикалами, таки-
ми как тирозин и триптофан, ядерного или цито-
плазматического матриксов (рис. 2).

Усиление сигнала происходит за счет отложения
большого количества тирамидов и их связывания с
аминокислотными радикалами ядерных и цитоплаз-
матических белков на предметном стекле, в месте
связывания пероксидазы или в непосредственной
близости (Nielsen et al., 2001). Радикалы, являясь вы-
соко реакционноспособными агентами, взаимодей-
ствуют с молекулами воды или другими радикалами
и активно распадаются по мере диффузии от актив-
ного центра пероксидазы, ограничивая радиус мече-
ния примерно до 200 нм (Rees et al., 2015). Значи-
тельное снижение интенсивности сигнала, по мере
удаления от активного центра фермента, также мо-

Рис. 1. Синтез тирамина из тирозина. Реакция декарбок-
силирования тирозина с образованием тирамина (а) со-
провождается каталитической активностью тирозин-де-
карбоксилазы (TDC). (б) – Биотинилированное произ-
водное тирамина – биотинтирамид. Тирамин и биотин
соединены посредством амидной связи. Адаптировано
из: Cole et al., 2005 (а) и Einarson, Sen, 2017 (б).
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жет быть связано с ограниченным количеством реа-
гирующих участков хроматина. Авторы (Chen et al.,
2018) утверждают, что коровые гистоны не являются
оптимальной мишенью для мечения тирамидом, что
связано с низкой реактивностью тирозинов гисто-
нов внутри нуклеосомы, поскольку 13 из 15 натив-
ных нуклеосомных тирозинов недоступны для реак-
ции. Поэтому повторение этапов TSA, в частности
активного отложения тирамида на аминокислотных
радикалах, может способствовать увеличению ин-
тенсивности сигнала. Однако этапы рекомендуется
повторять не более двух–трех раз, поскольку это мо-
жет привести к увеличению неспецифического фо-
нового сигнала.

Важным шагом при проведении TSA является до-
бавление пероксида водорода (H2O2). Строение ак-
тивного центра пероксидазы хрена позволяет ис-
пользовать его для инактивации фермента. При низ-
ких концентрациях в домене трехвалентного гема
происходит гетерологичное расщепление H2O2 (Niel-
sen, 2001). При избытке H2O2 железо активного цен-
тра фермента окисляется до двухвалентного состоя-
ния, и в результате активность фермента гасится
(Pandey et al., 2017).

Метод тирамидной амплификации сигнала
включает несколько основных этапов, показанных
на рис. 3. 1) В первую очередь, необходимо провести
гибридизацию ДНК in situ (CISH или FISH), в ре-
зультате которой происходит ковалентное связыва-
ние ДНК-последовательности с разработанным (несе-
рийным) ДНК-зондом, в который включен модифиц-
рованный нуклеотид (М), именно с этой областью
будет происходить связывание антител. Модифициро-
ванный нуклеотид представляет собой нуклеотид с
флуоресцентной или гаптеновой меткой для возмож-
ности его дальнейшего распознавания. 2) Далее про-
исходит взаимодействие модифицированного нук-

леотида с первичными антителами, специфичными к
выбранной мишени. 3) На следующем этапе проводит-
ся инкубация с вторичными антителами, конъюгиро-
ванными с ферментативной меткой. 4) Затем в реак-
цию добавляется соединение тирамида, которое под
действием пероксидазы при добавлении H2O2 пре-
вращается в высоко реакционное соединение, моле-
кулы которого осаждаются вблизи места связывания
пероксидазы хрена, образуя ковалентные связи с нук-
леофильными радикалами аминокислот белков ядер-
ного и цитоплазматического матриксов (Gross et al.,
2001). После основных стадий TSA следует этап 5 – ви-
зуализация.

Существует два подхода к детекции исследуемых
молекул: прямой и непрямой. Выбор метода визуа-
лизации происходит в зависимости от того, с какой
молекулой связан тирамид: флуорофором (Texas
Red, FITC или Cy3) или молекулой-гаптеном, напри-
мер, биотином, дигоксигенином или динитрофенолом
(Speel et al., 2006). Если тирамид конъюгирован с флу-
оресцентной меткой, то визуализация гибридизацион-
ного сигнала проводится непосредственно после TSA
и контрокрашивания ядер с помощью красителя DAPI
(4,6-диамидино-2-фенилиндол дигидрохлорид) с ис-
пользованием оборудования для флуоресцентной
микроскопии (Ведяйкин и др., 2019). Если тирамид
связан с репортерными молекулами, такими как
биотин, дигоксигенин или динитрофенол, необхо-
димо использование вторичных антител или соеди-
нений, обладающих высоким сродством к этим со-
единениям: авидин (стрептавидин), антидигоксиге-
нин и антитела к динитрофенолу соответственно с
последующей флуоресцентной или хромогенной де-
текцией (Stack et al., 2014).

На этапе амплификации сигнала возможно ис-
пользование биотинилированных тирамидов, полу-
ченных от фирм-производителей, либо соединений

Рис. 2. Пероксидаза хрена (HRP) расщепляет перекись водорода (H2O2), обеспечивая окисление фенольного субстрата (ти-
рамида) и образование ковалентных связей с остатками белков ядерного и цитоплазматического матриксов (Kudryavtseva
et al., 2021; open access).
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тирамида, синтезированных в самой лаборатории
(Bobrow et al., 1989; Raap et al., 1995). В случае ис-
пользования только синтезированных биотинили-
рованных тирамидов возникает проблема неспеци-
фичности сигнала из-за высокого содержания эндо-
генного биотина в тканях, таких как печень и почки.
Следовательно, при анализе цитологических препа-
ратов из этих тканей оптимальным является альтер-
нативный подход с использованием тирамидов, ме-
ченных дигоксигенином, ди- или тринитрофенолом
или флуорофорами (Hopman et al., 1998).

Благодаря методу TSA можно обнаруживать од-
нокопийные последовательности ДНК размером
около 1 т. п. н. (Raap et al., 1995; Schriml et al., 1999) в
связи с тем, что эта система позволяет повышать чув-
ствительность и эффективность гибридизованных
сигналов ISH в 100–1000 раз по сравнению с методами
без усиления сигнала (Perez et al., 2009). Несмотря на
то, что TSA проводится после использования метода
гибридизации ДНК in situ, специфичность взаимодей-
ствия не снижается, что является еще одним преиму-
ществом ее использования (Speel, 1999; Speel et al.,
1999).

ТИРАМИДНАЯ АМПЛИФИКАЦИЯ СИГНАЛА 
ПРИ ПРОВЕДЕНИИ IN SITU 

ГИБРИДИЗАЦИИ ДНК
Гибридизация ДНК in situ является важным инстру-

ментом исследований в молекулярной и клеточной па-
тологии (Херрингтон, Макги, 1999; Foster et al., 2010).
Широкий спектр хромосомных аномалий, таких как
транслокации, инверсии, инсерции, делеции и ду-
пликации, выявляют с помощью флуоресцентной
гибридизации ДНК in situ (Fluorescence in situ hybrid-
ization – FISH) (Liehr et al., 2013; Morozkin et al.,
2013). Несмотря на высокую специфичность метода
FISH, до сих пор не удается рутинно анализировать
CNV размером немногим более 1 т. п. н. с помощью
традиционных протоколов исследования. В молеку-
лярной онкологии используется модификация ме-
тода – хромогенная гибридизация in situ (chromogen-
ic in situ hybridization – CISH).

FISH и CISH с использованием TSA
Методы FISH и CISH основаны на принципе

комплементарного взаимодействия между целевой
последовательностью нуклеиновой кислоты (ми-

Рис. 3. Основные этапы метода тирамидной амлификации сигнала (TSA). М –модифицированный нуклеотид ДНК-зонда;
HRP – пероксидаза хрена (фермент, катализирующий превращение неактивного тирамида в активное соединение в присут-
ствии пероксида водорода). Адаптировано из: Francisco-Cruz et al., 2020.
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шень) и ДНК-зондом с последующей системой де-
текции в зависимости от способов модификации
нуклеотидов в составе ДНК-зонда (рис. 4) (Херринг-
тон, Макги, 1999; Alamri et al., 2017). Для введения в
ДНК модифицированных нуклеотидов могут быть
использованы разные подходы. Молекула флуоро-
фора ковалентно соединяется с нуклеотидом (моди-
фицированный нуклеотид) и вносится в последова-
тельность синтезируемых ДНК-зондов в реакциях,
катализируемых, в частности, терминальной дезок-
синуклеотидил-трансферазой (TdT) при концевом
мечении (Sarac, Hollenstein, 2019), ДНК-азой I и
ДНК-полимеразой I в реакции ник-трансляции
(Green, Sambrook, 2020) и ДНК-полимеразой I при
включении модифицированных нуклеотидов во вновь
синтезируемую цепь при проведении полимеразной
цепной реакции (Veselinyová et al., 2021) (рис. 4а).

При CISH используемые комплементарные ми-
шени (ДНК-зонды) включают нуклеотиды, кова-
лентно соединенные с гаптенами (биотином, дигокси-
генином или динитрофенолом) (рис. 4б). Особенно-
стью CISH является стойкость гибридизационных
сигналов. Они не ослабевают со временем, в отличие
от флуоресцентных сигналов при FISH-методе. Так-

же при CISH имеется возможность использования
дополнительных методов окраски для визуализации
морфологии клеток и структурных компонентов
ткани. Некоторые исследования показывают, что
CISH-метод сопоставим с FISH (Sáez et al., 2006).
Однако имеются данные о том, что CISH показывает
более низкую чувствительность к низкоуровневым
амплификациям (малокопийным последовательно-
стям) (Rosa et al., 2013).

В настоящее время FISH является широко ис-
пользуемым методом исследования и анализа нукле-
иновых кислот (Liehr, 2018; Veselinyova et al., 2021;
Yurchenko et al., 2022). Для обнаружения протяжен-
ных однокопийных последовательностей ДНК ши-
рокую распространенность получили библиотеки на
основе искусственных бактериальных (bacterial arti-
ficial chromosome – BAC) и дрожжевых хромосом
(yeast artificial chromosomes – YAC), позволяющие
покрыть большую часть генома человека (Рубцов,
2006; Sader et al., 2019). В YAC размер вставки ДНК
находится в пределах 100–2000 т. п. н., а значитель-
ным недостатком использования такого вектора яв-
ляется его нестабильность и способность к спонтан-
ному удалению фрагментов вставки (Monaco, Larin,

Рис. 4. Флуоресцеин-12-dUTP (а) и биотин-11-dUTP (б). а – Модифицированный нуклеотид, соединенный с флуорофором
(зеленый цвет), включается в реакции ник-трансляции при синтезе олигонуклеотидных зондов, с последующей возможно-
стью детекции комплементарного связывания с мишенью с помощью флуоресцентного микроскопа (метод FISH).  – Моди-
фицированный нуклеотид, соединенный с биотином (оранжевый цвет), включается в реакции ник-трансляции при синтезе
олигонуклеотидных зондов; для детекции необходимо использование специфических антител к биотину (стрептавидин),
связанных с хромогенной меткой, фермент и хромогенный субстрат (метод CISH).
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1994). Фрагменты ДНК, клонированные в BAC,
имеют размер 100–300 т. п. н. (Buckley et al., 2018).
Из-за значительной протяженности клонированных
участков ДНК такие генетические конструкции не
позволяют выявлять клинически значимые CNV
меньшего размера. Применение олигонуклеотидов
для получения локус-специфических ДНК-зондов
встречается реже, ввиду необходимости подбора ин-
дивидуальных условий в каждом конкретном случае,
что приводит к увеличению времени проведения та-
кого анализа. Значимым преимуществом разработ-
ки ДНК-зондов на основе олигонуклеотидов явля-
ется доступность реактивов и, как следствие, низкая
стоимость исследования (Жигалина и др., 2020).

Обнаружение уникальных последовательностей
размером около 1 т. п. н. долгое время представляло
собой сложную задачу. Например, к группе методов,
применяемых в таких случаях, относится fiber-FISH
и его модификации. Fiber-FISH представляет собой
метод, позволяющий картировать хромосомные об-
ласти с высоким разрешением до 1 т. п. н. на “фиб-
рилле” ДНК. В основе метода лежит расплетение ни-
тей ДНК, их растяжение и фиксация в таком состоя-
нии на предметном стекле перед гибридизацией
хромосомного препарата с ДНК-зондами (Florijn et al.,
1995). Однако к недостаткам этого метода можно от-
нести неоднородное растяжение хромосомных ни-
тей и, как следствие, разное разрешение на участках
хромосом, а также длительный протокол приготов-
ления препарата (Ye, Heng, 2017). В настоящее время
для обнаружения при гибридизации in situ нуклеотид-
ных последовательностей размером около 1 т. п. н. вы-
годно использовать системы TSA (табл. 1).

Протокол метода TSA-in situ гибридизации
Протокол проведения TSA включает несколько

основных этапов, которые могут варьировать по
времени в небольшом диапазоне в зависимости от
выбранного набора реактивов. На первой стадии
хромосомный препарат обрабатывают блокирую-
щим буфером (TNB) во влажной камере в течение
30–60 мин. Затем его инкубируют в 100 мкл раствора
первичных антител в зависимости от меченых нук-
леотидов в составе ДНК-зонда. В случае с биотини-
лированными нуклеотидами в качестве первичных
антител используют стрептавидин, конъюгирован-
ный с пероксидазой хрена (SA-HRP), обычно разве-
денный в соотношении 1 : 100 в буфере TNB, в течение
1 ч во влажной камере. Затем идет этап промывки в
специальном буфере (TNT), обычно 3 раза по 5 мин
при осторожном встряхивании. После этого произ-
водят инкубацию с 100 мкл биотинилтирамида, раз-
бавленным (1 : 50) амплифицирующим буфером, в
течение 5–10 мин во влажной камере. Следующим
этапом удаляют раствор тирамида, как правило, пу-
тем трех промывок по 5 мин в специальном TNT-бу-
фере. Детекцию биотинилтирамида осуществляют
инкубацией хромосомных препаратов с флуорес-
центно-меченым стрептавидином в течение 1 ч во
влажной камере. Затем после трех промывок в про-
мывочном буфере препарат окрашивают красителем
DAPI и проводят визуализацию (Perez et al., 2009).
Протокол не является универсальным, поэтому не-
обходим индивидуальный подбор условий в каждом
конкретном исследовании.

Как было сказано выше, в результате каталитиче-
ской активности пероксидазы образуется высоко ре-
акционноспособное промежуточное соединение ти-
рамида, которое связывается с аминокислотными

Таблица 1. Модифицированные нуклеотиды в составе ДНК-зондов и система усиления

Примечание. Cy3 – Cyanine-3; dUTP – дезоксиуридинтрифосфаты; FITC – флуоресцеинизотиоцианат; SA−HRP – стрептавидин–
пероксидаза хрена.

Размер 
зонда, п. н. Способ мечения Метка Система усиления сигнала Источник литературы

319,
608,
855

ПЦР Биотин−dUTP : dNTPs 
(1 : 7)

SA−HRP + тирамид-Cy3,
SA-HRP + тирамид-биотин + 
+ SA-FITC

Schriml et al., 1999

200 ПЦР с внутренними 
праймерами

Биотин−dUTP : dNTPs 
(1 : 2)

SA-HRP + тирамид-Cy3 Fominaya et al., 2016

630,
1480

ПЦР Дигоксигенин−dUTP : 
: dNTPs (1 : 3)

Антидигоксигенин−HRP + 
+ тирамид-Alexa Fluor 568

Bagheri et al., 2017

1355,
1420

Случайное прайми-
рование

Дигоксигенин−dUTP : 
: dNTPs (1 : 100)

Анти-дигоксигенин-HRP + 
+ тирамид-FITC

Navarro-Domínguez et al., 
2019

1000,
1100,
1200

Ник-трансляция Дигоксигенин−dUTP,
биотин-dUTP

Антидигоксигенин–HRP + 
+ тирамид−FITC,
SA-HRP + тирамид-Сy3

Khrustaleva et al., 2019

395,
420

ПЦР Дигоксигенин−dUTP : 
: dNTPs (1 : 3)

Анти-дигоксигенин-HRP + 
+ тирамид−FITC

Chen et al., 2020
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остатками белков в непосредственной близости от
каталитического центра пероксидазы хрена (рис. 5).
Визуализация отложившихся тирамидов может про-
водиться либо непосредственно после реакции TSA
с помощью флуоресцентной микроскопии, если ис-
пользуются меченные флуорофором тирамиды (Tex-
as Red, FITC, Cy3), либо косвенно при добавлении
специфических антител, если в качестве гаптена ис-
пользуется производное биотина или дигоксигенина.

В целом, TSA имеет достаточно преимуществ и в
некоторых исследованиях является методом выбора,
однако наряду с этим он имеет и недостатки (табл. 2).
Усиление сигнала и, как следствие, высокая чув-
ствительность метода возможны благодаря отложе-
нию активированного тирамида, которое позволяет
обнаружить небольшие участки ДНК (субмикроско-
пические CNV). К преимуществам TSA также мож-
но отнести совместимость метода с объектами разных
типов: клетками, тканями, целыми организмами. Еще
одним преимуществом TSA является ее способность
обнаруживать несколько целевых участков (мульти-
плексирование) за счет использования вторичных ан-
тител, флуоресцентные или хромогенные метки ко-
торых испускают свет в разных волновых диапазо-
нах (Speel et al., 2006).

Несмотря на преимущества метода TSA, можно
выделить ряд недостатков, ограничивающих его
применение в ряде исследований. Одним из наибо-
лее существенных недостатков метода является, на-
пример, чувствительность к высокому фону из-за не-
специфического связывания соединения тирамида

или наличия эндогенных пероксидаз (Schriml et al.,
1999). Кроме того, избыточное использование тира-
мида в реакции может привести к гашению флуорес-
центного или хромогенного сигнала, что снижает
его количественную оценку. Еще одним недостат-
ком является сложность оптимизации протокола
TSA, поскольку необходимо учитывать множество
параметров, таких как концентрация антител и бло-
кирующих реагентов, время и температура инкуба-
ции, что может занимать достаточно продолжитель-
ное время. И при выборе различных первичных и
вторичных антител для разных целей, а также дли-
тельном подборе условий, TSA может оказаться до-
рогим исследованием. Поэтому, хотя TSA является
мощным методом повышения интенсивности сиг-
нала, важно учитывать эти недостатки при планиро-
вании экспериментов и интерпретации результатов.

Рис. 5. Схема прямого и непрямого подхода к детекции комплементарного взаимодействия между несерийным ДНК-зондом
и целевой последовательностью ДНК. 1 – Взаимодействие между модифицированным нуклеотидом (флуоресцентно-мече-
ным/связанным с гаптеном) и специфическим первичным антителом (антитело) при дальнейшем добавлении вторичного
антитела, конъюгированного с ферментативной меткой (антитело-HRP). 2а – Добавление в систему тирамида, меченного
флуорофором, с дальнейшим получением высоко реакционноспособного соединения тирамида, которое образует ковалент-
ные связи с аминокислотными нуклеофильными радикалами белков на предметном стекле; анализ взаимодействия проводят
на флуоресцентном микроскопе. 2б – Добавление в систему тирамида, меченного гаптеном (биотин), с дальнейшим образо-
ванием высоко реакционноспособного соединения тирамида, которое образует ковалентные связи с аминокислотными нук-
леофильными радикалами белков на предметном стекле. 3 –Добавление специфических к гаптену антител, связанных с флу-
оресцентной меткой (стрептавидин–флуорофор, непрямой способ); анализируют взаимодействия с помощью флуоресцент-
ного микроскопа. Использование непрямого метода детекции позволяет повысить интенсивность сигнала в 100–1000 раз за
счет увеличения локальной концентрации флуоресцетной метки.

H2O2

H2O2

ДНК

1

Модифицированный

Антитело-HRP

Антитело Тирамид-

Тирамид-

Активированный

Активированный

Стрептавидин -
флуорофор

тирамид-флуорофор

тирамид-биотин

флуорофор

биотин

нуклеотид

ДНК-зонд
2а

2б 3

Таблица 2. Преимущства и недостатки использования ме-
тода TSA

Преимущества Недостатки

Усиление сигнала Высокий неспецифический 
сигнал (фон)

Высокая чувствительность Гашение флуоресцентного 
сигнала

Совместимость с объек-
тами разных типов

Сложность оптимизации

Мультиплексирование Высокая стоимость
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ПРИМЕНЕНИЕ TSA-FISH 
В МОЛЕКУЛЯРНОЙ ЦИТОГЕНЕТИКЕ

Чаще всего метод TSA используют для визуализа-
ции сигналов ДНК-зондов, размер которых нахо-
дится в пределах 1–2 т. п. н. Очевидно, что исполь-
зование для таких целей коммерческих ДНК-зондов
затруднено в связи с размером и с конкретной ге-
номной локализации ДНК-зонда. В таком случае
необходимо использование несерийных локус-спе-
цифических ДНК-зондов с TSA, поскольку сигнал
может быть сопоставим с сигналом, получаемым
при детекции CNV с помощью коммерческих ДНК-
зондов. Так, например, картировали два гена АТФ-
связывающей кассеты (ABC) человека с использова-
нием системы TSA-FISH и биотинилированных
ДНК-зондов (Schriml et al., 1999). В этой работе было
показано, что при обычной FISH не удалось обнару-
жить сигнал, в то время как TSA-FISH приводила к
яркому усиленному сигналу (Schriml et al., 1999). В
другой работе предположили использование TSA
при идентификации гомологичных участков хромо-
сом растений. Было произведено картирование пу-
тем TSA-FISH 12S-глобулина на метафазных пла-
стинках диплоидных и полиплоидных организмов с
целью установления родства между хромосомами,
несущими сигналы гибридизации (Fominaya et al.,
2016). Позднее сверхчувствительная FISH с усиле-
нием тирамидного сигнала позволила визуализировать
мультигенное семейство аллииназ у филогенетически
близких и отдаленных видов (Khrustaleva et al., 2019).
Метод TSA-FISH был применен для исследования
плоидности красной водоросли Gracilariopsis lemane-
iformis (Chen et al., 2020). Несмотря на то, что большин-
ство данных по TSA-FISH получены на различных
биологических объектах (растениях, бактериях),
эти результаты вполне могут быть экстраполирова-
ны на диагностические исследования у человека
(Bagheri et al., 2017; Khrustaleva et al., 2019).

Таким образом, применение технологии усиле-
ния сигнала с использованием тирамида имеет боль-
шое практическое значение. Полученные знания о
локализации ДНК-последовательностей на хромо-
соме позволяют проводить диагностику конститу-
тивных хромосомных аномалий при использовании
метода FISH. Перспективной областью применения
гибридизации ДНК in situ с последующим усилени-
ем сигнала тирамидом является идентификация суб-
микроскопических CNV, поскольку их обнаружение
ограничено размером коммерческих ДНК-зондов. В
зависимости от использованного модифицирован-
ного нуклеотида в составе ДНК-зонда, возможно
еще большее усиление сигнала за счет повышенной
локальной концентрации флуоресцентной или хро-
могенной метки в исследуемых образцах в случаях
непрямой детекции взаимодействия зонда с ДНК-
мишенью.
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Tyramide Signal Amplification: New Opportunities for DNA In Situ Hybridization
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DNA in situ hybridization (DNA-ISH) is a widely used method in molecular cytogenetics that allows the localiza-
tion of specific DNA sequences in particular regions of chromosomes. Implementation of DNA-ISH requires the
use of DNA probes, which can be commercial or developed for specific research purposes as non-commercial
(homemade) DNA probes. One of the significant drawbacks of non-commercial probes is the difficulty in obtaining
a high signal intensity with a small DNA probe size. Therefore, developing approaches to enhance non-commercial
DNA probes is an important task in modern molecular cytogenetics. To directly visualize small DNA sequences on
a chromosome, the tyramide signal amplification (TSA) method is used. The TSA system is based on the formation
of a covalent bond between electron-rich protein fragments in the sample and tyramide molecules linked to a hapten
(in chromogenic in situ hybridization) or a f luorophore (in f luorescent in situ hybridization). This is achieved by con-
verting tyramide molecules into free-radical intermediate compounds under the action of horseradish peroxidase
(HRP), followed by deposition of precipitated molecules nearby. As a result, a low-intensity signal is amplified.
Thus, TSA is a good complement to the DNA-ISH method, thanks to its high sensitivity and ability to detect small
genomic imbalances, and can therefore become a valuable tool for diagnosing chromosomal rearrangements in clin-
ical practice.

Keywords: tyramide, DNA, tyramide amplification, f luorescent in situ hybridization, chromogenic in situ hybridiza-
tion
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Под действием внешних и внутренних факторов в клетках неизбежно возникают разные измененные бел-
ковые формы. С возрастом активность шаперонов и других компонентов клеточного контроля за каче-
ством белка снижается. Это сопровождается накоплением неправильно уложенных белков с измененной
конформацией. Наиболее драматично для клетки превращение активного растворимого белка в амилоид-
ное нерастворимое и неактивное состояние. Считается, что такое изменение конформации белка лежит в
основе процесса нейродегенерации. Хотя этот процесс интенсивно изучается, многие детали нейродегенера-
ции остаются непроясненными. В настоящем обзоре мы приводим наиболее принятые в настоящее время мо-
лекулярные механизмы патогенеза самых распространенных нейродегенеративных заболеваний – Альцгей-
мера и Паркинсона. Они включают в себя последовательные реакции бета-амилоида и альфа-синуклеина
с мембранными рецепторами и модулируются фазовым разделением и кросс-сидингом с другими клеточ-
ными прионами. Особое внимание уделяется натуральным полифункциональным соединениям, как наи-
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Нейродегенерация, вызванная конформацион-
ным изменением белка, несмотря на многолетнее
интенсивное изучение, остается одной из самых ак-
туальных проблем молекулярной клеточной биоло-
гии и медицины. В настоящем обзоре мы постарались
представить общепринятые концепции патогенеза са-
мых распространенных нейродегенеративных заболе-
ваний – болезней Альцгеймера (БА) и Паркинсона
(БП), а также современные подходы к поиску веществ
для борьбы с ними.

ГЕНЕРАЦИЯ БЕЛКОВЫХ ИЗОФОРМ
Под действием внешних и внутренних факторов

на уровне транскрипции, трансляции или пост-
трансляционных модификаций в клетке неизбежно
возникают разные белковые формы, или протео-
формы. Самые кардинальные из них представляют
собой конверсию активного растворимого состоя-

ния в амилоидное, нерастворимое и неактивное.
Распространено мнение, что способность формиро-
вать амилоидные фибриллы изначально присуща
всем полипептидным цепям. Иными словами, даже
типично не амилоидные белки в определенных об-
стоятельствах трансформируются либо в амилоид-
ное, либо в амилоидоподобное состояние (Stefani,
Dobson, 2003). Причиной обычно служит нарушение
баланса между нативным фолдингом и агрегацией
белка. Основные компоненты контролирующей си-
стемы, протеостаза, обеспечивают либо исправле-
ние нефункциональной формы белка, либо его про-
теолиз (Franic et al., 2021). К дисбалансу чаще всего
приводит понижение активности либо лизосомного
(Desplats et al., 2009; Hamano et al., 2018), либо дине-
ин-динактинового (dynein−dynactin) комплекса, до-
ставляющего дефектный белок к аутофагосоме (Ki-
eran et al., 2005). Убиквитин-протеасомной деграда-
ции обычно подвергаются короткоживущие белки,
вовлеченные в регуляцию клеточных сигнальных
систем. Долгоживущие клеточные компоненты, ор-
ганеллы и белковые агрегаты, клетка разрушает с по-
мощью лизосомной системы. Доставка этих компо-
нентов к лизосомам осуществляется в процессе
аутофагии, в том числе шаперон-опосредованной.

Принятые сокращения: βА – бета-амилоид; AS – альфа-си-
нуклеин; АФК – активные формы кислорода; БА – болезнь
Альцгеймера; БП – болезнь Паркинсона; КП – красный пиг-
мент дрожжей; НМО – немембранные органеллы; ТАГ – три-
ацилглицерол; ЭС – эфиры стеринов; EGCG – галлат эпига-
локатехина; кальцеин-АМ – кальцеин ацетоксиметил.
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При старении организма активность шаперонов и
белков клеточного контроля снижается, результатом
чего становится накопление неправильно уложен-
ных белков с измененной вторичной и третичной
структурой.

ПАТОГЕНЕЗ БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА
Конформационные нейродегенеративные забо-

левания (хронические и прогрессирующие формы
протеинопатий) имеют общие черты: гибель нейро-
нов в специфических областях мозга, повреждение
синапсов и накопление неправильно уложенных
белковых агрегатов, приводящие к нарушению ко-
гнитивных и ряда других нейрональных функций.
Общая причина этих заболеваний в том, что раство-
римые правильно уложенные белки, выполняющие
регуляторные функции в нервных клетках и синап-
сах, претерпевают амилоидизацию, превращаясь в
нефункциональные нерастворимые агрегаты или
полимеры, мономерами которых выступают сами
белки с измененной конформацией. В основе ами-
лоидной агрегации лежит способность белков к са-
мосборке, в результате которой возникают бета-
складчатые вторичные структуры, стабилизируемые
межмолекулярными водородными связями. Корот-
кие полимеры, содержащие бета-слои, называют
“затравками” (seeds) или пропагонами, т.к. они зна-
чительно ускоряют процесс самосборки.

Огромный клинический и экспериментальный
материал, полученный на клеточном и организмен-
ном уровнях, интенсивно изучали в течение послед-
них десятилетий (более 3-х). Самое распространен-
ное нейродегенеративное заболевание – БА, связано
с повреждением синапсов и нейронов, в основном
холинэргических, относящихся к гиппокампу и коре
головного мозга (Braak et al., 2006). Симптоматически
оно проявляется спутанностью сознания и потерей па-
мяти. В головном мозге больных в межклеточном про-
странстве находят отложения (бляшки), состоящие из
фибрилл бета-амилоида (βА) и сети нейрофибрилляр-
ных тяжей тау-белка. Отложения этих белков служат
основным диагностическим маркером БА. Хотя βА об-
разуется вне клетки, а тау-белок внутри, агрегация этих
белков имеет взаимозависимый характер (Bennett et al.,
2017; Jacobs et al., 2018).

Функционально-активный βА возникает в ре-
зультате расщепления растворимого белка-предше-
ственника АРР тремя секретазами: альфа, бета и
гамма. Главный путь протеолиза начинается c дей-
ствия альфа-секретазы и приводит к образованию
растворимого белка sAPP-альфа и неамилоидоген-
ного белка, состоящего из 83 аминокислот. Минорный
амилоидогенный протеолиз на первом этапе осу-
ществляет бета-секретаза. Он приводит к растворимо-
му белку sAPP-бета, из которого альфа-секретаза
выщепляет белок βА, содержащий от 37 до 42 ами-
нокислот. Функциональные белки, включая белок-
предшественник APP, играют роль позитивных регу-

ляторов в нормальном развитии мозга и активности
синапсов, а также осуществляют нейропротекцию
(Hillen, 2019; Penke et al., 2019). В частности, βА не
только обеспечивает нормальную работу синапсов,
но также нужен нервным клеткам для регенерации и
для поддержания гемато-энцефалического барьера.
Показано также его антимикробное и противови-
русное действие. Однако структура белка βА обеспе-
чивает его способность сначала собираться в раство-
римые интермедиаты, а затем переходить в нерас-
творимые фибриллы.

На пути образования зрелых амилоидных фиб-
рилл возникают интермедиаты, которые принято
делить на три основные группы: олигомеры, прото-
фибриллы и фибриллы, отличающиеся основными
параметрами. Так, формирующиеся на ранних эта-
пах фибрилляции олигомеры имеют структуру с ан-
типараллельными бета-слоями и не окрашиваются
специфическими для амилоидов красителями (тио-
флавинами и Конго красным). Они растворимы,
сильно варьируют по своей морфологии и реагируют
с антителами к олигомерам.

Класс протофибрилл отличается параллельным
расположением бета-слоев и связыванием со специ-
фическими для амилоидов красителями, а также ре-
акцией на антитела против амилоидных фибрилл.
Однако, подобно олигомерам, они остаются раство-
римыми и сохраняют большое морфологическое
разнообразие. Класс фибрилл характеризуется парал-
лельным направлением бета-слоев, типичным для
амилоидов связыванием с красителями, реагирует на
фибриллярные антитела, но в отличие от двух предше-
ствующих интермедиатов, состоит из линейных нерас-
творимых филаментов, по мере созревания скручива-
ющихся в тяжи (рис. 1) (Penke et al., 2020). Зрелые
фибриллы обычно мало токсичны, а при определен-
ных условиях могут даже выполнять определенную
функцию, чаще всего защитную.

О том, что олигомеры, а не зрелые фибриллы, яв-
ляются наиболее токсичными интермедиатами, по-
лучены многочисленные свидетельства (см. обзор:
Dujardin et al., 2014). Считается, что первичным вы-
раженным токсическим влиянием обладают малые
по размеру олигомеры, возникающие на самых ран-
них этапах агрегации (Chernova et al., 2019). При
этом концы полимера, внедряясь в мембрану нерв-
ной клетки и разрушая ее, служат одной из главных
причин токсичности βА (Wells et al., 2021). Поэтому
олигомеры, как более мелкие полимеры, оказыва-
ются для клетки опаснее, чем фибриллы. На модель-
ных опытах с выращиванием разных амилоидов чет-
ко показано, что чем длиннее фибриллы, тем мень-
ше их токсичность (Xue et al., 2010).

Исследования недавних лет обнаружили интерес-
ный факт, важный для поиска эффективной терапии
БА. Оказалось, что не все олигомеры оказывают пато-
логическое действие in vitro и in vivo. В целом ряде работ
олигомеры подразделяют на токсичную и нетоксич-
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ную субпопуляции (Lorenzen et al., 2014; Paslavski et al.,
2014; Alam et al., 2019; Penke et al., 2020). Токсичные
олигомеры первого типа обладают относительно вы-
сокой мол. массой (больше 50 кДа), богаты бета-сло-
ями, не связываются с бляшками, не реагируют с ан-
тителами к фибриллам и нарушают память при вве-
дении мышам. Олигомеры второго типа имеют мол.
массу менее 50 кДа, богаты альфа-спиралями и не
утрачивают тех функций, которые несут мономеры.
Из них не образуются фибриллы, они связываются с
бляшками, реагируют на антитела к фибриллам и,
будучи нетоксичными, не нарушают память.

Патогенез БА представляет собой длительный
многоступенчатый процесс, в котором токсичные
олигомеры βА выступают в роли триггеров после то-
го, как гидрофобные участки на их поверхности
вступят во взаимодействие с липидным слоем кле-
точной мембраны нейрона. Ключевая роль в патоге-
незе БА принадлежит, предположительно, олигоме-
рам βА и модифицированным формам мембранного
тау-белка – прежде всего олигомерам и гиперфос-
форилированным тау-фибриллам (Penke et al., 2020;
Niewiadomska et al., 2021).

В начале патологического процесса олигомеры
βА образуют комплексы со специфическими белка-
ми-рецепторами. Особая роль при этом отводится

клеточному прионному белку PrP. Он представляет
собой гликозилированный белок, локализованный
(заякоренный) в липидных слоях мембраны. Влия-
ние PrP, связывающегося с βА, на проявление ток-
сичности показано на дрозофиле (Younan et al.,
2018). В интактной мономерной форме PrP участвует
в передаче сигнала, а измененные формы этого белка
значительно влияют на развитие БА (Hachiya et al.,
2021; König et al., 2021). Кроме того, прионная форма
PrP-Sc меняет структуру и экспрессию тау-белка,
также связанного с клеточной мембраной. В норме
фосфорилированный тау-белок связывается с мик-
ротубулинами, обеспечивая стабильность генетиче-
ского материала нейронов, а связываясь с актином,
участвует в работе цитоскелета, защищая концы
микротубулина от деполимеризации. Благодаря аль-
тернативному сплайсингу, разной степени фосфо-
рилирования и фибрилляции в нейронах существует
большое разнообразие изоформ тау-белка. При БА
за счет взаимодействия с амилоидным βА происхо-
дит олигомеризация тау-белка, которая снижает его
способность связываться c микротубулинами и вы-
полнять свои функции (Barbier et al., 2019).

Изменение сигналинга под действием олигоме-
ров βА приводит к появлению токсичных гиперфос-
форилированных форм тау-белка как мономерной,
так и олигомерной протеоформ. При этом он пре-

Рис. 1. Сборка агрегатов бета-амилоида (βА) и их возможные преобразования. 1 – Рибосома; 2 – неуложенный нативный мо-
номер; 3 – неупорядоченные агрегаты; 4 – шапероны; 5 – уложенный белок, содержащий альфа-спирали и бета-слои; 6 –
олигомер с альфа-спиральной структурой; 7 – олигомер, состоящий из бета-слоев; 8 – растворимые протофибриллы с пара-
лельными бета-слоями; 9 – протеасома, в которой агрегаты подвергаются гидролизу; 10 – аминокислоты; 11 – нераствори-
мые фибриллы, 12 – отложения, состоящие из крупных амилоидных агрегатов и сети тяжей из тау-белка (бляшки).
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вращается в тяжи, препятствующие образованию
стрессовых гранул, и в этом состоянии становится вы-
сокотоксичным. Гиперфосфорилирование сопровож-
дается превращением молекул белка в клубки спутан-
ных филаментов или сеть нейрофибриллярных тяжей
(NETs), которую всегда находят в мозгу больных БА.
Но хотя эти тяжи и состоят из токсических изоформ,
они не обязательно приводят к нейрональной дис-
функции. Ключевая роль в индукции и развитии
токсичности принадлежит олигомерам тау-белка
(TauOs) независимо от степени их фосфорилирования.
Они имеют развитую бета-структуру и механизм их па-
тологического действия на нейроны отличается от βА.
Они вызывают множественные нарушения за счет эк-
зоцитоза и возможности распространяться среди окру-
жающих нервных клеток благодаря эндоцитозу. Па-
тологические процессы, запускаемые олигомерами
βА в межклеточном пространстве и тау-белка внутри
клетки, весьма разнообразны (Nygaard et al., 2014;
Zhang et al., 2019). Это нарушения геномной ста-
бильности, энергетического и ионного обмена, ми-
тохондриальных функций, клеточного сигналинга,
синаптической проводимости, сборки микротубу-
лина, повреждение нейронного цитоскелета, аксо-
нального транспорта и протеолитической системы.
Стоит отметить, что увеличение уровня βА в цере-
броспинальной жидкости пациентов обнаруживают
до появления увеличенного уровня токсических
форм тау-белка, поэтому считается, что токсичные
олигомеры βА – главный первичный триггер БА.

ПАТОГЕНЕЗ БОЛЕЗНИ ПАРКИНСОНА
Среди нейродегенеративных заболеваний БП по

встречаемости стоит на втором месте после БА. Ее
внешние симптомы: акинезия, снижение тонуса
скелетной и внутренней мускулатуры, тремор в со-
стоянии покоя, нарушение координации движений,
а также в некоторых случаях поражение когнитив-
ной сферы. В основе перечисленных патологиче-
ских изменений лежит утрата допаминергических
нейронов в области мозга, называемой черной суб-
станцией (substantia nigra). Сохранившиеся нейроны
содержат цитоплазматические включения, так назы-
ваемые тельца Леви, состоящие из белка альфа-си-
нуклеина (AS) в амилоидной форме в виде фибрил-
лярных структур (Baba et al., 1998).

Мономеры альфа-синуклеина состоят из 140 ами-
нокислот и контролируют нейрональную трансмис-
сию, т.е. передачу нервного импульса в синапсах допа-
минергических нейронов. Агрегация альфа-синуклеи-
на блокирует эти жизненно важные функции. Среди
интермедиатов на пути агрегации самыми токсичны-
ми считаются олигомеры, но и зрелые фибриллы, пре-
пятствуя нейрональной трансмиссии в аксонах, также
вносят вклад в синуклеиновую токсичность (Ste-
fanis, 2012).

Существует множество процессов, участвующих
в гибели нейронов, вызванных амилоидизацией аль-

фа-синуклеина. В основе их способность опреде-
ленных форм амилоида встраиваться в липидные
слои клеточной мембраны, нарушая ее целостность.

На начальных этапах фибрилляции структура
олигомеров богата альфа-спиралями, но по мере ро-
ста фибриллы пропорция бета-слоев в них резко
возрастает. Паславский с соавторами обнаружили два
типа олигомеров: неспособный к обратной диссоциа-
ции мономеров, но способный в процессе элонгации
трансформироваться в фибриллы, и другой, не участ-
вующий ни в образовании фибрилл, ни в синуклеин-
индуцированном патогенезе (Paslawski et al., 2014). В
дальнейшем предложены уже три класса олигомеров
(Cascella et al., 2022). Первый включает тетрамерные
или более сложные олигомеры, богатые альфа-спи-
ралями, короткоживущие и не отличающиеся от мо-
номеров по биологической функции. Они не спо-
собны давать агрегированные амилоидные формы и
не являются токсичными. Второй – олигомеры с не-
упорядоченной структурой, коротким временем жиз-
ни, чувствительные к протеиназе К и биологически
инертные (ОА). Третий – олигомеры из 15–30 моно-
меров, богатые бета-структурой. Они долгоживущие,
устойчивы к действию протеиназы К и не выполня-
ют функции мономерного альфа-синуклеина (ОВ).

Хотя классы ОА и ОВ способны связываться с
клеточной мембраной, показано, что нетоксичные
олигомеры ОА и токсичные ОB по-разному наруша-
ют целостность двухслойной липидной мембраны
(Fusco et al., 2017). Авторы использовали рекомби-
нантный амилоид AS человека, экспрессированный
в E. coli. Выделенные и очищенные фракции AS до-
бавляли к кальцеин-АМ содержащим модельным
везикулам с интактной липидной мембраной. О нару-
шении мембраны судили по увеличению флуоресцен-
ции кальцеина, высвобождаемого из везикул. Инкуба-
ция визикул с ОА индуцировала незначительное коли-
чество выделяемого из них кальцеина, сопоставимое с
тем, которое вызывали альфа-синуклеиновые моно-
меры и зрелые фибриллы. В то же время инкубация ве-
зикул с ОВ приводила к высвобождению кальцеина
в 10 раз интенсивнее, что говорит о том, что ОВ вы-
зывает значительное повреждение липидных слоев.
Эти результаты совпадали с данными, полученными
на клеточных линиях нейробластомы человека и
кортикальных нейронов крысы: только фракция ОВ
индуцировала высокий уровень свечения свободно-
го кальцеина. Она же значительно повышала коли-
чество АФК и клеточную гибель.

Методом конфокальной сканирующей микро-
скопии исследовали взаимодействие олигомеров
альфа-синуклеина с двухслойной липидной мембра-
ной клетки. Показано, что ОА имеют в основном не-
упорядоченную структуру и связываются исключи-
тельно с поверхностью мембраны. Токсичные оли-
гомеры ОВ связываются с поверхностью мембраны
за счет сворачивания мобильного N-терминального
участка в амфипатические альфа-спирали и за счет
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сердцевинных, коровых районов, богатых бета-струк-
турами, проникают в липидные слои. При этом нару-
шается целостность двухслойной клеточной мембра-
ны, сопровождаемая ее значительными повреждения-
ми. ОВ олигомеры индуцируют поступление ионов
кальция в цитоплазму из эндоплазматического рети-
кулума или из межклеточного пространства. Так как
альфа-синуклеин – липофильный белок, колокализи-
рованный с митохондриями, (Volles et al., 2001) из-
быток кальция, накапливаемого в митохондриях,
нарушает транспорт электронов дыхательной цепи,
а нарушения функций митохондрий запускает мито-
фагию (Зубова, 2019). Митохондрии фрагментиру-
ются, возникает окислительный стресс, накаплива-
ются АФК, нарушая функции других клеточных
структур. В частности, происходит переход допами-
на из везикул в цитоплазму, где он высоко токсичен
(Luth et al., 2014; Vivoli Vega et al., 2019). Скопление
олигомеров вызывает эндоплазматический стресс
(Colla et al., 2012) и дисфункцию системы протеоста-
за, нарушая в ходе аутофагии процессы в протеа-
сомной системе и в системе лизосомной деградации
(Lindersson et al., 2004; Scudamore, Ciossek, 2018).
Подавление аутофагии, в свою очередь, приводит к
накоплению неправильно уложенных белков и уси-
ливает окислительный стресс с последующим до-
полнительным накоплением АФК.

Касчелла с соавторами (Cascella et al., 2021) пока-
зали, что фибриллы становятся источниками ток-
сичных олигомеров, при этом длинные фибриллы
менее токсичны, чем короткие. Авторы объясняют
это тем, что их бол́ьшая пропорция приходится на
небольшие фибриллы, поскольку “отщепление”
олигомеров идет от концов фибрилл. Малые по раз-
меру фибриллы, как и олигомеры ОВ, взаимодей-
ствуют с поверхностью мембраны клетки за счет
особого строения своего N-концевого участка, но не
проникают вглубь мембраны и поэтому не вызывают
в ней значительных повреждений.

Основной механизм альфа-синуклеиновой ток-
сичности связан таким образом преимущественно с
олигомерами ОВ, богатыми бета-структурами и гид-
рофобными участками, ориентированными в сторо-
ну липидных слоев клеточной мембраны. В то время
как основная роль фибрилл в патогенезе БП состоит
не в повреждении клеточных мембран, а в том, что
они служат источником токсичных олигомеров, а
также необходимы для воспроизведения и распро-
странения БП по прионному типу. То есть альфа-си-
нуклеиновые агрегаты действуют как затравки, вы-
зывая амилоидную конверсию мономеров даже с
правильной конформацией и таким образом запус-
кая патологические изменения в реципиентных
нейронах. Распространение альфа-синуклеина осу-
ществляется за счет экзо- и эндоцитоза. Нейроны
секретируют альфа-синуклеиновые мономеры, оли-
гомеры и фибриллы из везикул и экзосом за счет
кальций-зависимого экзоцитоза (Emmanouilidou et
al., 2010), а с помощью мембранных рецепторов или

эндоцитоза свободные фибриллы связываются с
плазматической мембраной и проникают в цитозоль
нервных клеток (Hijaz et al., 2020).

РОЛЬ МЕТАЛЛОВ В АМИЛОИДИЗАЦИИ
В ряде нейродегенеративных заболеваний отме-

чено нарушение гомеостаза ионов металлов – коли-
чество ионов металлов в клетках мозга возрастает до
10 раз. В норме защитную функцию в клетке выпол-
няет нейтральная эндопептидаза, (NEP-Zn-метал-
лотионеин), которая расщепляет токсичные олиго-
меры βА, регулируя баланс между ними и мономера-
ми (Russo et al., 2005), при этом повышение
концентрации βА-металлопротеина, а также ионов
меди, железа и цинка действует как фактор инициа-
ции БА (Opazo et al., 2002; Li et al., 2004). Найдена
корреляция между концентрациями названных
ионов в мозге, формированием бляшек βА и усиле-
нием окислительного стресса, связанного с наруше-
нием баланса окислительно-восстановительных ре-
акций в митохондриях: увеличение концентрации
ионов металлов в нейронах вызывает окислитель-
ный стресс с последующим губительным для клетки
накоплением АФК (Bush, 2003; Jomova et al., 2010).

Одним из эффективных способов борьбы с ме-
талло-индуцированной токсичностью может стать
поиск хелатных лигандов, которые, связываясь с ме-
таллами, обладают большей аффинностью к клеточ-
ной мембране по сравнению с той, какой обладает
комплекс металла с молекулами амилоидного белка.
Некоторые аналоги пуриновых нуклеотидов, являясь
природными хелаторами, могут оказаться полезными
в терапии БА, вызывая дезагрегацию βА и одновремен-
но действуя как антиоксиданты (Hevroni et al., 2016).
Вильяр-Пике с соавторами (Villar-Piqué et al., 2016)
показал, что мутантный белок Н50-Q, связываясь с
Сu2+, вызывает вытеснение комплекса Н50 с медью в
молекуле амилоидного синуклеина. При этом про-
исходит конверсия токсичных форм белка ОВ в не-
токсичные альфа-синуклеиновые агрегаты типа ОА.
Формирующиеся олигомеры были аморфны, не свя-
зывались с тиофлавином Т и были неспособны ис-
полнять роль затравки. Структура и хелатное дей-
ствие некоторых металлсодержащих комплексов по-
дробно описаны (см. обзор: Gomes et al., 2020).

КРОСС-СИДИНГ И ГЕТЕРОТИПИЧЕСКИЕ 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ МЕЖДУ АМИЛОИДАМИ

Хотя механизмы токсичности сегодня в значи-
тельной мере выяснены, остается непонятным, что
запускает самосборку, т.е. амилоидную агрегацию
белков, склонных к протеинопатиям, в частности βА
и альфа-синуклеина. Предполагается наиболее ве-
роятным, что ее запускает либо стресс, либо достиг-
шая критической величины концентрация мономе-
ров. Показано, что высокая концентрация мономе-
ров вызывает конверсию нативного белка в белок с
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нарушенной конформацией, склонный к агрегации.
В результате возникают затравки. Начальный про-
цесс самосборки называется первичной нуклеацией.
Она происходит в отсутствие сформированных ами-
лоидных агрегатов и приводит к образованию мета-
стабильного олигомерного ядра, из которого затем в
процессе элонгации формируются фибриллы. Первая
стадия нуклеации может занимать длительное время,
но после ее завершения, следующая стадия вторичной
нуклеации проходит быстро (Habchi et al., 2018). Вто-
ричная нуклеация – процесс, при котором зрелые
фибриллы катализируют появление новых олигоме-
ров, выполняющих роль затравок. Последние не толь-
ко обеспечивают усиленный рост фибрилл, но, благо-
даря эндоцитозу, распространяют патологию среди
нервных клеток через синапсы (Wells et al., 2019).

При многих нейродегенеративных заболеваниях,
включая БА и БП, большую роль в агрегации играет
кросс-сидинг (cross-seeding), когда существующие
затравки одного белка стимулируют нуклеацию дру-
гих. В последние годы было обнаружено, что гетеро-
типические взаимодействия между амилоидами
весьма распространены при нейродегенеративных
заболеваниях, и от них зависят такие фундаменталь-
ные процессы, как агрегация, нуклеация и токсич-
ность (Konstantoulea et al., 2021; Subedi et al., 2022).
Недавние исследования показали, что гетеротипи-
ческие взаимодействия белков при АБ не исчерпы-
ваются связью βА с белками тау и PrP, но распро-
страняются также на полипептид IAPP, вызываю-
щий у людей диабет второго типа (Wang, Westermark,
2021). У больных этим заболеванием шанс заболеть
БА повышается в несколько раз. В экспериментах
in vitro на разных клеточных линиях млекопитающих
показано, что инъекции IAPP увеличивают агрега-
цию βА (Bharadwaj et al., 2020), а инъекции βА-фиб-
рилл у трансгенных мышей с диабетом второго типа
индуцируют агрегацию IAPP (Jackson et al., 2013).

Кросс-сидинг, взаимозависимость агрегации и
физическое взаимодействие IAPP c βА на молеку-
лярном уровне показаны в 2015 г. (Young et al., 2015).
Применив ион-мобильную масс-спектрометрию,
эти авторы показали формирование гетерогенных
префибриллярных структур – гетеро-олигомеров.
Возможное объяснение гетеротипических взаимо-
отношений этих белков лежит в значительном подо-
бии их первичной аминокислотной последователь-
ности, которое составляет 47%, в то время как на
определенных коротких участках в гидрофобных
районах, особенно важных для самосборки амилои-
дов, это сходство еще больше. Стерический эффект
“молнии”, формируемый между бета слоями разных
амилоидных пептидов, обусловливает возможность
эффективного кросс-сидинга. В дрожжевом прионе
Sup35 найден короткий фрагмент -GNINQQNU-,
стимулирующий кросс-сидинг как с амилоидом βА,
так и с амилоидом IAPP, и вызывающий ко-экспрес-
сию обоих амилоидов (Zhang Y. et al., 2021). Показа-
но влияние кросс-сидинга между βА и белком-эн-

хансером вирусного иммунодефицита, проявляю-
щего типичные черты приона (HIV/AIDS-SEVI); в
экспериментах in vivo и in vitro кросс-сидинг приво-
дил к ингибирующему влиянию SEVI на агрегацию и
токсичность βА (Tang et al., 2022b).

Накоплено много информации о гетеротипиче-
ской связи амилоидов при БА и БП: в мозгу многих
пациентов c БА обнаружены тельца Леви (Hashimo-
to, Masliah, 1999), а в мозгу больных БП – бляшки βА
(Kalaitzakis et al., 2008). Данные in vivo на тканях моз-
га человека и трансгенных мышах говорят о большей
нейрональной дегенерации и больших дефектах как
в когнитивной сфере, так и в моторной деятельности
при одновременном присутствии обоих амилоидов
(Masliah, 2001). При этом амилоиды разных белков
взаимодействуют как в клетках, так и в межклеточ-
ном матриксе, что доказывает возможность альфа-
синуклеина экскретироваться из клетки, и что βА
может проникать в нейроны (La Ferla et al., 2007).
Особенность взаимодействий βА и альфа-синуклеи-
на состоит в том, что фибрилляция βА подавляется
мономерами и олигомерами альфа-синуклеина, хо-
тя олигомеризация βА, наоборот, ими стимулирует-
ся (Candreva et al., 2020).

На разных клеточных моделях показана ко-экс-
прессия альфа-синуклеина и тау-белка, который ме-
няет кинетику агрегации и амилоидный полиморфизм
альфа-синуклеина (Badiola et al., 2011). Интересный
результат получен при кросс-сидинге октопептида
TKEQVTNU, выделенного из альфа-синуклеина, и
амилоида IAPP: в результате апоптоз клеток поджелу-
дочной железы значительно уменьшался (Tang et al.,
2022a). В системе in vitro на альфа-синуклеине и PrP
показано, что если амилоидные белки находятся в
состоянии коацерватов в немембранных органеллах
(НМО), то их гетерологическое взаимодействие в
процессе фазового перехода жидкость–твердое тело
сильно ускоряется (Agarwal et al., 2022).

СТРАТЕГИЯ БОРЬБЫ
С НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫМИ 

ЗАБОЛЕВАНИЯМИ
Для формирования эффективной стратегии борь-

бы с нейродегенеративными заболеваниями важно
знать, какие молекулы и процессы в клетке могут
противостоять неправильной укладке и распростра-
нению амилоидного белка. Система клеточного
контроля за качеством белка (protein quality control,
PQC) решает несколько задач. Главная из них – кон-
троль за фолдингом, рефолдингом и деградацией с
помощью прежде всего молекулярных шаперонов,
главным образом Hsp70 и Hsp90, действующих часто
совместно с ко-шаперонами (Margulis et al., 2020).
Показано, что некоторые шапероны участвуют в
процессах фибрилляции и вторичной нуклеации.
Так, белок теплового шока HSP104, cвязываясь с
олигомерами, протофибриллами и небольшими фиб-
риллами βА, подавляет их дальнейшую фибрилляцию.
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Похожим образом введение шаперонов Hsp40 и Hsp70
подавляет созревание фибрилл, необходимых для вто-
ричной нуклеации при БА и БП. Ряд амилоидогенных
белков содержат домены примерно из 100-аминокис-
лот, которые выполняют функцию шаперонов, огра-
ничивая образование олигомеров (Cohen et al., 2015).
Эндогенный амфипатический антимикробный пеп-
тид LL-37, связываясь с С-концевым участком аль-
фа-синуклеина, проявляет шаперонную активность,
блокируя его, и тем самым препятствуя его проник-
новению в клеточную мембрану (Santos et al., 2022). На
дрожжевой модели показано опосредованное шаперо-
ном действие факторов, сортирующих неправильно
уложенные неактивные белки по разным внутрикле-
точным депозитам (Barbitoff et al., 2017).

Подавление олигомер-индуцированной токсич-
ности часто связано с объединением олигомеров в
кластеры. Кластерин связывает префибриллярные
формы разных белков, в том числе βА и альфа-си-
нуклеина, тем самым ограничивая их токсичность и
нуклеацию (Beeg et al., 2016). В некоторых случаях
связывание шаперона с гидрофобными участками
βА и с поверхностью нейрона оказывается важнее,
чем снижение уровня агрегации βА (Fernandez-Fu-
nez et al., 2016). Так, действие некоторых шаперонов
семейства Hsp состоит в том, что, соединяясь с соот-
ветствующим сайтом на молекуле амилоида, они
сильно меняют его конформацию. Это препятствует
связыванию амилоида с клеточными белками-ре-
цепторами и тем самым блокирует запуск дальней-
ших патологических процессов (Wentink et al., 2019).

Кроме того, найдены и охарактеризованы малые
молекулы, которые, подобно допамину, содержат
одно ароматическое кольцо (Pena-Diaz, Ventura,
2022). В отличие от допамина, который, временно
облегчая проявление симптомов, не влияет на меха-
низмы БП, эти вещества действуют как молекуляр-
ные шапероны. Они эффективно блокируют агрега-
цию, ремодулируя этот процесс за счет конверсии
токсичных олигомеров в нетоксичные, так называе-
мые off-pathway агрегаты.

Однако использование шаперонов может в ряде
случаев привести к отрицательным результатам, свя-
занным с тем, что для нормальной деятельности бел-
ков необходим баланс между Hsp90, Hsp70 и Hsp40.
Кроме того, превышение концентрации шаперонов,
вызывающих диссоциацию фибрилл, может приве-
сти к противоположному результату за счет образо-
вания затравок и увеличения вторичной нуклеации.

Особым подходом к подавлению токсичности βА
является использование моноклональных антител к
конформационному эпитопу, присущему богатым бе-
та-структурами олигомерам и фибриллам, но не моно-
мерам. Эти же антитела блокировали увеличение коли-
чества фосфорилированного тау-белка (Lambert et al.,
2007). Похожий результат получен при вакцинации
мышей, экспрессирующих альфа-синуклеин чело-
века, моноклональными антителами против прото-

фибрилл. Эффективными оказались не только антите-
ла, специфичные для олигомеров, но и пептидомиме-
тики, которые пересобирают токсичные олигомеры,
переводя их в нетоксичные формы (Liang et al., 2019).

В ряде случаев к снижению токсичности может
приводить более опосредованное воздействие на
клетки. Так, показано, что триггерами амилоидиза-
ции в случае БП могут служить клеточные белки
FABP3 и FABP7, связанные с жирными кислотами
(Cheng et al., 2022). Они колокализованны с альфа-
синуклеином, образуя с ним комплексы, а их индук-
ция стимулирует окислительный стресс, который, в
свою очередь, активирует олигомеризацию. Если воз-
действовать на клетки белком FABP7, модифициро-
ванным лигандом, олигомеризация и гибель клеток
резко снижаются.

У дрожжей в стрессовых условиях белок Lsb2,
принимая прионную форму, способствует сборке
других клеточных белков и их конверсии в агрегиро-
ванное состояние в сайтах, ассоциированных с ци-
тоскелетом. В виде таких временных депозитов бел-
ки сохраняются, пока стресс не закончится и прион
Lsb2 не утратится в ходе клеточного деления (Cher-
nova et al., 2019).

Представитель имидазолхинолинов имихимод,
действуя на определенные клеточные рецепторы,
оказывает противоамилоидное действие на дрожже-
вые и высшие клеточные культуры, специфически
подавляя участие рибосом в сборке белка (Banerjee,
Sanyal, 2014; Blondel et al., 2016).

Кроме того, показана неселективная деградация
белковых агрегатов при протеолизе в процессе ауто-
фагии (Thellung et al., 2019). Спермидин – полуамин,
стимулирующий аутофагию; у дрожжей он элими-
нирует прионы PSI+ и PIN+. Димебон, блокирую-
щий гистаминовые серотониновые и холиновые ре-
цепторы, регулирует лизосомальную активность и
обеспечивает деградацию βА в процессе аутофагии.
На дрожжевой модели показано снижение уровня
агрегированного βА под действием димебона в слу-
чае, если клетка не несет мутацию в гене Atg8, необ-
ходимом для процесса формирования фаготофора
(Doody et al., 2008).

Механизмы апоптоза, аутофагии и контроля каче-
ства белка высоко консервативны, поэтому быстро де-
лящиеся и генетически хорошо изученные клетки
дрожжей являются очень удобным объектом для моде-
лирования нейродегенеративных заболеваний (Bot-
stein, Fink, 2011; Tenreiro et al., 2013; Chernoff et al., 2020).
Большинство ключевых шаперонов, модулирующих
белковую агрегацию, у дрожжей те же, что у человека,
поэтому гуманизированные дрожжи – чрезвычайно
удачная модель для поиска протекторных веществ,
влияющих на разных этапах патогенеза. На них от-
работано много эффективных и простых подходов, с
помощью которых выявлено большое количество по-
тенциально перспективных веществ (Su et al., 2010;
Faria et al., 2013; Tardiff et al., 2013; Fernandes et al., 2014).
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Приведем один из них, примененный в несколь-
ких лабораториях. Использовали конструкции,
включающие варианты βА человека, слитые с флуо-
ресцентным белком (GFP, YFP, CFP), который при
накоплении и агрегации обеспечивает флуоресцен-
цию внутриклеточных включений. Супрессия флуо-
ресценции, вызываемая тестируемым веществом,
свидетельствует о том, что оно подавляет агрегацию
βА. Таким способом, показали влияние непосред-
ственно на фибриллогенез фолиевой кислоты (окис-
ленной формы витамина В9) – вещества с хорошей
противо-воспалительной активностью, а также ряда
пептидомиметиков, полученных к амилоидогенно-
му участку βА (рис. 2) (Macreadie et al., 2008; Ra-
jasekhar et al., 2015). Подробный анализ полученных
на дрожжевых моделях результатов содержится в ря-
де работ (Chernova et al., 2019; Tuite, 2019). Особенно
перспективным (по крайней мере, для лечения си-
нуклеинопатий) может стать использование дрож-
жей с мутацией чувствительности к синуклеин-ин-
дуцированной токсичности (Sangkaew et al., 2022).

Среди больных БП около 15% случаев относится к
семейным или наследственным формам заболевания,
вызванным мутациями в гене альфа-синуклеина. Так,
мутация S129, вызывая фосфорилирование и, обеспе-
чивая лучшее связывание фибриллярного синуклеина
с клеточной мембраной, значительно увеличивает рас-
пространение аберрантного синуклеина и его патоло-
гические последствия (Zhang S. et al., 2021). Аналогич-
ные механизмы агрегации и нуклеации у мутантов
А30 и А50 и вызываемые ими проявления токсично-
сти эффективно изучаются на животных моделях –
нематоде C. elegans (А30 и А50) и плодовой мушке
D. melanogaster (Mizuno et al., 2010; Perni et al., 2021).
Модели, созданные с использованием мутантных

линий, перспективны для поиска средств от наслед-
ственных вариантов БП.

НМО (они же биологические конденсаты) часто
служат центром формирования амилоидных и ами-
лоидо-подобных фибрилл (Li, Liu, 2022; Simonsen,
Wollert, 2022). НМО состоят из триацилглицероло-
вого ядра (ТАГ) и стериновых эфиров (ЭС), окру-
женных фосфолипидным слоем, и формируются как
временные структуры между мембранами эндоплаз-
матического ретикулума (Choudhary et al., 2015). В
этих органеллах осуществляется разделение фаз, или
фазовый переход “жидкость–жидкость” (LLPS). В
результате, благодаря дегидратации, меняются взаи-
модействия между растворителем и растворенными
молекулами внутри гомогенной системы, т.е. проис-
ходит замещение взаимодействия между макромо-
лекулой и водой взаимодействием между самими
макромолекулами (Koopman et al., 2022). В ряде ра-
бот показано, что 40% белков подвергается фазовому
разделению и такие белки часто содержат домены с не-
упорядоченной структурой (intrinsically disordered re-
gions, IDR) (Vernon et al., 2018; Hardenberg et al., 2020).
Связи этих доменов за счет коротких сайтов с опреде-
ленным набором аминокислот формируют НМО.

Фазовые переходы могут приводить к патологи-
ческой агрегации белков, лежащей в основе многих
нейродегенеративных патологий, таких как БП, бо-
ковой амиотрофический склероз, фронтально-тем-
поральная деменция и ряд тауопатий (Li, Liu, 2022).
Однако НМО также используются клеткой для кон-
троля за протеостазом, а именно за селективной
аутофагией, ответственной за деградацию непра-
вильно уложенных белков. Какой процесс возобла-
дает – агрегация фибрилл или их деградация в ходе
аутофагии, зависит от состояния рецепторов ауто-

Рис. 2. Дрожжевая модель для поиска веществ, подавляющих амилоидизацию. Подавление флуоресценции цитоплазматиче-
ских включении, вызванное тестируемым веществом, означает отсутствие в клетках агрегированных GFP-содержащих моле-
кул бета-амилоида (βА) и тем самым служит индикатором его антиамилоидной активности.
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фагии или других белков, участвующих в синтезе
компонентов НМО и ТАГ, а также от инкорпориро-
ванных в НМО молекулярных шаперонов (Schepers,
Behl, 2021).

Убиквитин-зависимые и убиквитин-независи-
мые рецепторы представляют собой мембранные
белки, активируемые стрессом или дисфункцией
клеточных органелл. Они содержат интерактивный
участок с неупорядоченной структурой, за счет ко-
торого осуществляется их связь с белком ATG8. По-
лучая энергию от НМО, ATG8 запускает формиро-
вание аутофагофора. После элонгации зрелая ауто-
фагосома вместе с карго (испорченным белком)
доставляется к лизосоме, сливается с ней и подвер-
гается деградации (Jacquier et al., 2011; Abada, Elazar,
2014). В процессе селективной аутофагии взаимо-
действие аутофагических рецепторов с центральны-
ми (коровыми) районами контролирующих аутофа-
гию белками обеспечивает синтез аутофагосомаль-
ных мембран (Simonsen, Wollert, 2022).

Синтез ЭС осуществляется с помощью двух мем-
бранных белков эндоплазматического ретикулума –
Are1 и Are2. На дрожжевой модели показано, что их
отсутствие приводит к редукции аутофагической де-
градационной активности. Присутствие эргостерола
в мембранах эндоплазматического ретикулума вос-
станавливало вакуолярную активность (Hurst, Fratti,
2020). Некоторые липазы, локализованные в НМО,
деградируют ТАГ и ЭС, в то время как другие играют
существенную роль в аутофагии (Tanguy et al., 2019).

НМО возникают как временные образования в
ответ на действия разных экзогенных и эндогенных
факторов. Молекулярные шапероны, интеркалиру-
ясь в НМО, регулируют их динамическую сборку и
стабильность. Некоторые шапероны переключают
свою активность и, благодаря посттрансляционным
модификациям, предотвращают или стимулируют
фазовые переходы (Li, Liu, 2022). Наподобие шапе-
ронов действуют и одно- и двухцепочечные ДНК,
РНК и малые РНК. Они модулируют фазовое разде-
ление и фазовый переход, индуцируя, например,
конверсию PrP в прионную форму. В то же время ан-
тисмысловые олигонуклеотиды, действуя на РНК
белка PrP, увеличивают продолжительность жизни
инфицированного животного и тем самым могут
служить потенциальным средством против прион-
ных болезней (Silva et al., 2022).

НАИБОЛЕЕ ПЕРСПЕКТИВНЫЕ 
АНТИАМИЛОИДНЫЕ ВЕЩЕСТВА, 

ПРИРОДНЫЕ И РАЗНОНАПРАВЛЕННЫЕ 
ПО СВОЕМУ ДЕЙСТВИЮ

Особый интерес c точки зрения терапии пред-
ставляют натуральные продукты – встречающиеся в
природе органические молекулы, способные эф-
фективно модулировать белковую агрегацию (Ashra-
fian et al., 2021). Два натуральных продукта, относя-

щиеся к классу аминостеролов, скваламин и тродус-
квемин, могут модулировать агрегацию βА и альфа-
синуклеина, меняя физико-химические свойства
олигомеров и подавляя токсичность в клетках ней-
робластомы. Механизм супрессии токсичности свя-
зан с хелатным вытеснением амилоидных агрегатов
из клеточной мембраны в присутствии ионов цинка
(Perni et al., 2018; Limbocker et al., 2021).

Натуральные соединения, структура которых
включает одно или более фенольных колец, активно
подавляют агрегацию βА, а некоторые из них также
и альфа-синуклеина. За счет особенности строения
фенольного кольца они образуют нековалентные
связи с бета-слоями, общими для всех амилоидоген-
ных структур.

Оригинальная двухступенчатая система поиска ин-
гибиторов агрегирования альфа-синуклеина приводит-
ся в работе Хидешимы с соавторами (Hideshima et al.,
2022). На первом этапе эти авторы трансформировали
клетки HeLa префибриллярной изоформой альфа-си-
нуклеина, меченной флуоресцентным белком. Клетки
окрашивали тиофлавином Т, что позволяло судить о
степени амилоидизации, а на втором этапе проводили
тесты на выживаемость (cell-based assay). В результате
такого скрининга вещества оценивали по способно-
сти подавлять фибрилляцию, не подавляя выживае-
мость клеток. Из 1262 низкомолекулярных веществ,
одобренных к применению в медицине, авторы вы-
брали семь соединений, среди которых наиболее
перспективной оказалась тиаминовая кислота, содер-
жащая фенольное кольцо. Проверку тиаминовой кис-
лоты успешно провели в опытах in vitro на широко ис-
пользуемых моделях – нейронах мыши и мышечных
клетках нематоды C. elegans (Hideshima et al., 2022).

В целом полифенольные кольца эффективно по-
давляют нуклеацию и элонгацию агрегатов, взаимо-
действуя с ароматическими аминокислотными
остатками. Эти вещества встречаются в ягодах, оре-
хах, красном вине и зеленом чае. Широкий спектр
полифенолов снижает окислительный стресс, свя-
зывая ионы металлов. Антиоксидантная активность
таких полифенолов, как куэритин, катетин, рутин,
обусловлена хелатированием ионов Fe3+, Cu2+, Zn2+,
которые, связываясь с агрегированной формой βА,
индуцируют образование свободных радикалов. Со-
держащийся в винограде и красном вине ресвера-
трол связывается с N-концом βА, препятствуя даль-
нейшей олигомеризации. Показано также его влия-
ние на протеасомную активность (Beldona et al.,
2022). Полифенолы осуществляют усиленную поло-
жительную регуляцию таких клеточных антиокси-
дазных ферментов, как каталаза, глутатионперокси-
даза, супероксиддисмутаза.

Среди природных полифенолов можно отметить
также катехины. Они эффективно подавляют фор-
мирование приона PrP, а также меняют способ рас-
щепления предшественника АРР по типу неамилои-
догенного гидролиза. Среди них найдено уникальное
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соединение, выделяемое из зеленого чая, галлат эпига-
локатехина, EGCG, которое имеет множественное
нейропротекторное действие, хорошо изученное на
амилоиде βА (Youn et al., 2022). EGCG направляет про-
теолиз предшественника βА по неамилоидогенному
пути, тем самым блокируя формирование токсичных
олигомеров. Кроме того, EGCG прямо связывается со
зрелыми фибриллами и трансформирует их в аморф-
ные нетоксичные агрегаты. При этом диссоциации
фибрилл на мономеры и олигомеры не происходит
(Gauci et al., 2011; Grelle et al., 2011; Palhano et al.,
2013). EGCG также стимулирует агрегацию мономе-
ров βА, превращая их в неструктурируемые и неток-
сичные олигомеры (Ehrnhoefer et al., 2008).

Показано, что EGCG может трансформировать
плотные фибриллярные структуры комплексов βА–
Сu2+, превращая их в глобулярные агрегаты с недо-
ступными свободными концами (Tavanti et al., 2020).
В этом случае EGCG оказывает хелатное действие за
счет того, что центральный (коровый) район βА об-
ладает к нему бол́ьшим сродством, чем комплекс с
медью. EGCG действует как молекулярный шапе-
рон и в случае БП направляет формирование олиго-
меров по нетоксичному пути (Hardenberg et al.,
2021). На клеточных моделях показано, что EGCG
формирует межмолекулярные водородные связи с
IAPP и βА и оказывается высоко эффективным в по-
давлении гетероагрегатов IAPP–βА, снижая их ко-
агрегацию и цитотоксичность (Adem et al., 2022).

В предыдущей обзорной работе мы приводим
собственные данные о разнонаправленном противо-
амилоидном действии еще одного природного со-
единения – красного пигмента (КП), продуцируе-
мого дрожжами-сахаромицетами, мутантными по
генам ADE1 и ADE2 (Nevzglyadova et al., 2022). Это
вещество – продукт полимеризации аминоимида-
золриботида – исследовано нами в экспериментах in
vitro и in vivo. КП значительно снижает количество
как собственных дрожжевых амилоидов, уровень
которых с возрастом увеличивается, так и агрегиро-
ванных белков βА и альфа-синуклеина человека,
экспрессируемых в дрожжах. В модельных экспери-
ментах с выращиванием фибрилл инсулина, лизо-
цима и βА КП практически полностью подавляет их
рост на предфибриллярной стадии, способствуя об-
разованию устойчивых конгломератов. В дрожжах,
накапливающих КП, агрегированная фракция лиза-
тов не содержала прион-зависимые белки, к кото-
рым относятся некоторые шапероны, участвующие
в индукции затравок и в их распространении. Спо-
собность КП менять структуру токсичных агрегатов
показано нами с помощью FRAP-анализа дрожже-
вых клеток, экспрессирующих альфа-синуклеин–
GFP (Nevzglyadova et al., 2022). У клеток, выращен-
ных в присутствии КП, возрастала выживаемость и
уменьшалась доля клеточных включений с высокой
диффузией, наиболее мобильной и полно восста-
навливающейся после лазерного облучения, и появ-
лялась новая фракция включений, практически не

восстанавливающих свечение. Такой состав цито-
плазматических включений можно объяснить тем,
что под действием КП плотные бета-слои токсич-
ных олигомеров трансформируются в неупорядо-
ченную структуру, а возникающие нетоксичные аг-
регаты образуют устойчивые конгломераты, подоб-
ные тем, которые возникают под действием EGCG.

Общепринято считать, что гибель нейронов при
БА и БП наступает благодаря окислительному стрес-
су и накоплению АФК. Мы показали, что в присут-
ствии КП накопления АФК практически не проис-
ходит. Протекторное действие КП подтверждено в
экспериментах на трансгенных линиях дрозофилы,
экспрессирующих белки βА и альфа-синуклеин че-
ловека. Эти модели позволили увидеть связь между
изменениями, вызываемыми КП в клетках мозга и
улучшением поведенческих показателей: памяти
при БА и двигательной активности при БП.

Следует отметить, что трудность в поиске эффек-
тивной терапии нейронной деградации состоит в
том, что она возникает в результате целого каскада
процессов, протекающих как внутри, так и вне клет-
ки. Стратегии для лечения нейродегенеративных за-
болеваний, связанные с модулированием механиз-
мов фибриллогенеза, могут приводить к значитель-
ным осложнениям на средне- и долгосрочном
этапах лечения. Попытки терапии с помощью инги-
биторов роста фибрилл не приводят к желаемому ре-
зультату в среднесрочных исследованиях, потому
что достаточно малого количества токсичных олиго-
меров, чтобы послужить триггерами дальнейших па-
тологических процессов. К тому же прямое разруше-
ние амилоидных отложений (например, при исполь-
зовании специфичных антител) может вызывать
серьезные осложнения, потому что в результате рас-
пада фибрилл возникают токсичные олигомеры,
действующие как затравка для вторичной нуклеа-
ции. Поэтому мы считаем, что дальнейший поиск
соединений, обладающих многофункциональным
действием, а также веществ, подавляющих агрега-
цию на самом раннем этапе и (или) переводящих
олигомеры в нетоксичное состоянии, имеет наи-
большие шансы привести к положительным резуль-
татам.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работах последних лет наиболее значимой яв-

ляется расшифровка каскадного механизма, лежа-
щего в основе нейродегенерации, в том числе таких
широко распространенных болезней, как болезни
Альцгеймера и Паркинсона. К звеньям этого каска-
да относятся реакции βА и альфа-синуклеина с мем-
бранными рецепторами, а также модификации агре-
гации фазовым разделением и гетеротипическими
взаимодействиями с другими клеточными амилоида-
ми. Заслуживает внимание тот факт, что среди класса
растворимых олигомеров, считающихся триггерами
процесса нейродегенeрации, найдены нетоксичные
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варианты, неспособные к агрегации. Показано, что
натуральные полифункциональные вещества, под-
держивающие селекцию нетоксичных олигомеров,
особенно перспективны для терапии.
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Molecular Mechanisms Underlying Alzheimer’s and Parkinson’s Diseases and the Potential 
Possibility of their Neutralization
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Different protein forms inevitably load up in the cell under the influence of external and internal factors. With aging,
the activity of chaperones and other components of the cell protein quality control machinery decreases. This results
in accumulation of misfolded proteins with altered conformation. The most drastic alteration is the conversion of
the active soluble molecules to the insoluble and inactive amyloid. Such a conformation shift of proteins is consid-
ered to lie behind the neurodegeneration process. A number of studies are devoted to neurodegeneration, but many
details of the process still need to be clarified. In this review we outline some modern views on molecular mecha-
nisms underlying the pathogenesis of the most widespread Alzheimer and Parkinson diseases. These are based on a
series of interactions between Abeta and alfa-synuclein and membrane receptors and are modulated by phase sepa-
ration and cross-seeding with other cell prions. Special attention is paid to natural polyfunctional compounds as
promising therapeutic agents.

Keywords: amyloid, anti-amyloid compounds, non-membrane organelles, cross-seeding
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Расшифровка механизмов развития нейродегенерации на досимптоматической стадии – актуальная зада-
ча, решение которой позволит оптимизировать методы ранней диагностики и профилактики болезни
Альцгеймера (БА). В настоящей работе изучены особенности нейрогенеза в нейрогенных нишах головно-
го мозга при экспериментальной БА на досимптоматической стадии нейродегенерации. Было осуществ-
лено моделирование БА in vivo у экспериментальных животных (мышей-самцов, C57BL/6 в возрасте
8 мес.). Для этого контрольной группе (n = 30) в поле СА1 гиппокампа вводили по 2 мкл раствора 0.9%-
ного NaCl, а экспериментальной группе, (n = 30) – 1М раствор (2 мкл билатерально) олигомеризованного
бета-амилоида 25–35 (Аβ25–35). Оценку нарушений когнитивных функций у животных осуществляли с
использованием теста условной реакции пассивного избегания (УРПИ). Для иммуногистохимического
исследования использовали замороженные срезы головного мозга, в которых анализировали изменения
экспрессии маркеров Nestin, Pax6, NeuroD1, VEGFR2; апоптоз клеток оценивали по протоколу TUNEL в
субгранулярной зоне гиппокампа (SGZ) и субвентрикулярной зоне (SVZ). Были установлены разнона-
правленные изменения экспрессии маркеров нейрогенеза, неоангиогенеза и выраженность апоптоза в
SGZ и SVZ в период 9–17 сут после интрагиппокампального введения Аβ25–35. На 9-е сут развития ней-
родегенерации альцгеймеровского типа была увеличена экспрессия Pax6 и VEGFR2 в SGZ и Nestin в SVZ.
Последующее применение протокола УРПИ с предъявлением аверсивного раздражителя (10-е сут) или
соответствующего контекста (11- и 17-е сут) приводило к динамическим изменениям экспрессии марке-
ров клеток, находящихся на разных стадиях нейрогенеза. Таким образом, на досимптоматической стадии
развития нейродегенерации альцгеймеровского типа зоны SGZ и SVZ проявляют признаки аберрантного
нейрогенеза, связанного с нарушением пула стволовых и прогениторных клеток и подавлением производ-
ства нейробластов (незрелых нейронов) в период, предшествующий формированию когнитивной дис-
функции.

Ключевые слова: болезнь Альцгеймера, нейрогенез, нейрогенная ниша, субгранулярная зона, субвентри-
кулярная зона
DOI: 10.31857/S004137712304003X, EDN: ZFKNDM

Болезнь Альцгеймера (БА) представляет собой
прогрессирующее дегенеративное заболевание цен-
тральной нервной системы. Это одно из наиболее
распространенных неврологических патологий, ча-
сто встречающихся у пожилых людей. Основными
клиническими проявлениями являются прогресси-
рующая деменция, снижение памяти и когнитивных
функций. Ключевыми патологическими признака-
ми являются внеклеточное накопление β-амилоида

(Aβ) и внутриклеточная аккумуляция тау-белка, ин-
дуцирующие или сопровождающие развитие мито-
хондриальной дисфункции, кальциевый дисбаланс,
окислительный стресс, клеточную гибель, наруше-
ния пластичности (Jack et al., 2013). Нейрогенез го-
ловного мозга взрослых млекопитающих происходит
в субгранулярной зоне гиппокампа (SGZ) и в субвен-
трикулярной зоне (SVZ), чье микроокружение, в том
числе формируемое клетками глиальной и эндотели-
альной природы, регулирует поддержание пула ней-
ральных стволовых клеток (НСК), их пролиферацию и
дифференцировку с последовательным образованием
нейральных прогениторных клеток (НПК), нейробла-

Принятые сокращения: БА – Болезнь Альцгеймера; НПК –
нейральные прогениторные клетки; НСК – нейральные ство-
ловые клетки; УРПИ – условная реакция пассивного избега-
ния; Аβ25–35 – β-амилоид 25–35; SGZ – субгранулярная зона
гиппокампа; SVZ – субвентрикулярная зона.
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стов, постмитотических незрелых и зрелых нейро-
нов (Ning et al., 2021).

Подавление нейрогенеза при болезни Альцгей-
мера является экспериментально доказанным фено-
меном (Моргун и др., 2019), что связывают с прямым
токсическим действием олигомеров Aβ на стволо-
вые клетки нейрогенных ниш (Scopa et al., 2020), на-
рушением продукции гуморальных регуляторов
нейрогенеза (Eu et al., 2021) и процессов миграции
нейробластов и незрелых нейронов в ткани мозга
(Esteve et al., 2022). Вместе с тем зарегистрированы и
признаки интенсификации нейрогенеза при разви-
тии болезни Альцгеймера у экспериментальных жи-
вотных (Steinman et al., 2021), что связывают с запус-
ком компенсаторных механизмов на ранних этапах
нейродегенерации.

Цель исследования заключалась в изучении осо-
бенности нейрогенеза в нейрогенных нишах головно-
го мозга при экспериментальной болезни Альцгеймера
на стадии развития нейродегенерации, предшествую-
щей проявлению когнитивного дефицита.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Животные. Эксперименты проведены на мышах в
возрасте 8 мес. линии C57BL/6 (самцах весом 25–30 г)
из питомника филиала “Андреевка” (Научный центр
биомедицинских технологий Федерального медико-
биологического агентства России). Животных содер-
жали в условиях вивария с неограниченным количе-
ством пищи и воды при 12-часовом режиме осве-
щенности.

Моделирование нейродегенерации in vivo. Было
осуществлено моделирование БА in vivo у животных
с применением стереотаксической операции (экспе-
риментальная и контрольная группы) с использова-
нием рамы двойного лабораторного стереотаксиче-
ского манипулятора (Stoelting, США). Анестезиро-
вали животных с помощью Золетила-100 (Virbac
Sante Animale, Франция) и раствора Ксила (Interche-
mie Werken “de Adelaar” BV”, Нидерланды), разве-
денных в физиологическом растворе в соотношении
1 : 4 (1.5 мг действующего вещества на 25 г веса жи-
вотного) и 1 : 2 (0.6 мг действующего вещества на 25 г
веса животного) соответственно. Контрольной груп-
пе из 30 животных (ложно-оперированных) через
просверленные в черепе отверстия в соответствии с
координатами атласа мозга мышей (AP – 2.0; ML –
1.9; DV – 1.3; билатерально) в поле СА1 гиппокампа
вводили по 2 мкл раствор 0.9%-ного NaCl. Экспери-
ментальной группе (n = 30) вводили по 2 мкл билате-
рально 1 М раствора олигомеризованного бета-ами-
лоида Аβ25–35 (Sigma-Aldrich, США) в 0.9%-ном
NaCl по соответствующим координатам. Общее вре-
мя наблюдения за животными обеих групп состави-
ло 38 сут с момента интрагиппокампального введе-
ния пептида или растворителя.

Верификацию модели и оценку формирования
когнитивного дефицита осуществляли с использо-
ванием теста условной реакции пассивного избега-
ния (УРПИ) и программы ShutАvoid 1.8.03 на уста-
новке Panlab Harvard Apparatus (Испания) по стан-
дартному протоколу. На 10-е сут моделирования БА
животное получало неизбегаемое болевое воздей-
ствие. Применение электрического шока умеренной
интенсивности (0.2 мА, 3 с) в темном отсеке обеспе-
чивает обучение животного подавлению естествен-
ного поведения для грызунов и предотвращает пере-
ход их в темную зону из светлой. На следующий день
(11-е сут после моделирования БА) и далее на 17-, 24-,
38-е сут оценивали нарушение памяти, учитывали
время перехода мыши из светлой зоны камеры в тем-
ную (контекстная память без предъявления аверсив-
ного раздражителя). В каждую временную точку (че-
рез 1 ч после теста УРПИ) производили выведение
животных из эксперимента методом цервикальной
дислокации в виварии под наблюдением ветеринар-
ного врача и осуществляли забор биоматериала для
последующего исследования.

Приготовление срезов и иммуногистохимия. Мозг
фиксировали в 10%-ном нейтральном забуферен-
ном формалине (Histoline, Россия). Образцы храни-
ли при 4°C в холодильнике. Для иммуногистохими-
ческого исследования использовали замороженные
срезы головного мозга толщиной 10 мкм для макси-
мального прокрашивания, изготовленные при по-
мощи криостата (Tissue-Tek® Cryo3; Sakura-Finetek,
Япония), в которых идентифицировались зоны SGZ
и SVZ.

Срезы ткани на стекле отмывали по 5 мин в фос-
фатно-солевом буфере (PBS), после чего пермеаби-
лизировали в 0.1%-ном растворе Тритона X-100
(Calbiochem Biochemicals, США) в PBS и 2%-ного
бычьего сывороточного альбумина (BSA) (Sigma,
США) 1 ч при комнатной температуре. Затем трех-
кратно промывали в PBS и в течение ночи при 4°C ин-
кубировали с антителами (Abcam, Великобритания):
мышиными моноклональными против маркера ство-
ловых клеток Nestin (ab254048; разведение 1 : 500); с
кроличьими моноклональными против маркера про-
лиферирующих клеток Pax6 (ab195045; 1 : 500); с
кроличьими моноклональными против NeuroD1
(ab109224; 1 : 500) и кроличьими поликлональными
против VEGFR2 (ab39638; 1 : 75) и разведенными в
IHC Diluent (Novocastra, Leica, Великобритания) для
блокировки неспецифичного связывания. Затем
срезы промывали в 0.1%-ном растворе Тритона X-
100 в PBS три раза по 5 мин с последующим 2-часовым
инкубированием со вторичными конъюгированными
с Alexa Fluor 488 и Alexa Fluor 594 ослиными и ко-
зьими антителами против кроличьего и мышиного
IgG (Abcam, Великобритания, 1 : 500) соответственно.
Срезы заключали под покровное стекло с помощью
Fluoroshield with DAPI (Sigma, США). Установление
факта апоптоза клеток в замороженных срезах осу-
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ществляли с помощью набора TUNEL in situ по про-
токолу производителя (Elabscience, США).

Цифровые изображения получали с помощью си-
стемы визуализации EVOS M7000 (Thermo Fisher
Scientific, США) и обрабатывали в программе ImageJ
с помощью плагина для подсчета флуоресцентных
меток на микрофотографиях.

Количество маркеров нейрогенеза и неоангиоге-
неза характеризовали количеством клеток, окра-
шенных на соответствующий маркер, а для оценки
уровня апоптоза подсчитывали общее количество
TUNEL-позитивных клеток, нормированных на 100
DAPI-позитивных клеток в нейрогенной нише и
представляли в виде среднего числа с указанием
стандартного отклонения.

Статистический анализ. Для статистической обра-
ботки данных использовали программу Statistiсa 13.3
(StatSoft Inc., Россия). Результаты теста УРПИ обра-
батывали с использованием однофакторного анали-
за ANOVA и теста Фишера, результаты иммуноги-
стохимии – с помощью критерия U-теста Манна−
Уитни. Результаты считали значимыми при p < 0.05.
Данные представлены в виде среднего и стандартно-
го отклонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Оценка динамики прогрессирования когнитив-
ного дефицита позволяет не только верифицировать
развитие нейродегенерации альцгеймеровского ти-
па у экспериментальных животных, но и определять
сроки ее появления. Выполненный нами ранее ана-
лиз результатов теста УРПИ показал, что тенденция
к появлению нарушений когниции (запоминания) у
экспериментальных животных фиксируется на 24-е
сут после интрагиппокампального введения Aβ25–35,
а на 38-е сут изменения по результатам тестирования
становятся достоверно отличными от контрольной
группы (р = 0.0449) (Аверчук и др., 2023).

С помощью иммуногистохимического протокола
мы проанализировали, как изменяется содержание
некоторых маркеров нейрогенеза – Nestin, Pax6,
NeuroD1 (Roybon et al., 2009) и неоангиогенеза –
VEGFR2 (Рудько и др., 2017), а также выраженность
апоптоза в нейрогенных нишах (зонах SGZ и SVZ) у
животных в период, предшествующий появлению
когнитивной дисфункции (в период 9–17-е сут с мо-
мента введения пептида в ткань гиппокампа).

К 9-м сут развития нейродегенерации мы зареги-
стрировали существенные отличия профиля экспрес-
сии обеих нейрогенных ниш у животных с моделью БА
по сравнению с контролем: в зоне SGZ гиппокампа
значимо увеличилось количество Pax6-иммунопо-
зитивных (рис. 1) и VEGFR2-иммунопозитивных
клеток, тогда как в SVZ – только количество Nestin-
иммунопозитивных клеток (табл. 1).

В SGZ гиппокампа ложно-оперированных жи-
вотных уровень Nestin (маркер НСК) и Pax6 (маркер
НСК и НПК) остается стабильным на протяжении
всего периода наблюдения и значимо не меняется
после тренинга (обучения) в тесте УРПИ (10-е сут
развития нейродегенерации) (рис. 2). Примечатель-
но, что содержание NeuroD1 (маркера нейробластов
и незрелых нейронов) прогрессивно увеличивается,
достигая максимума к 17-м сут наблюдения (рис. 2).
Напротив, с 11-х до 17-х сут наблюдения регистриру-
ется снижение экспрессии VEGFR2 (рис. 2).

Таким образом, у животных контрольной группы
применение неизбегаемого болевого стимула (10-е
сут) индуцирует увеличение количества нейробла-
стов без значимого влияния на процессы мобилизации
НСК или НПК с последующей вероятной редукцией
VEGFR2-опосредованного нейрогенеза или неоан-
гиогенеза. Интересно, что последующая сессия в тесте
УРПИ, регистрирующая реконсолидацию долговре-
менной памяти (17-е сут наблюдения), также способ-
ствует значительному дополнительному увеличению
числа нейробластов в SGZ гиппокампа.

Рис. 1. Изменение количества Pax6-иммунопозитивных клеток в субгранулярной зоне гиппокампа (SGZ) головного мозга
животных в контроле и при экспериментальной болезни Альцгеймера. a – контроль, б – модель нейродегенерации альцгей-
меровского типа, 9 сут. Стрелками показаны Pax6-иммунопозитивные клетки, ядра окрашены DAPI.
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У животных с экспериментальной моделью ней-
родегенерации альцгеймеровского типа мы зареги-
стрировали существенные отличия динамики содер-
жания перечисленных маркеров: количество Nestin-
иммунопозитивных клеток возрастало сразу после
первой сессии обучения (неизбегаемый болевой
стимул, 10-е сут) к 10 сут и далее оставалось стабиль-
но высоким, а количество Pax6-иммунопозитивных
НПК снижалось на 10-е сут и сохранялось на низ-
ком уровне до 17-х сут наблюдения; аверсивный
раздражитель (10-е сут) вызывал увеличение числа
NeuroD1-иммунопозитивных нейробластов. Одна-
ко последующее наблюдение не выявило дополни-
тельного увеличения количества NeuroD1-иммунопо-

зитивных нейробластов на 17 сут развития нейродеге-
нерации, в отличие от контроля. Так же, как и в
контроле, в период 11–17-е сут количество клеток, экс-
прессирующих VEGFR2, в SGZ гиппокампа (рис. 2)
снижается. Примечательно, что в SGZ в период,
предшествующий появлению первых признаков ко-
гнитивного нарушения (17-е сут эксперимента), бы-
ла зарегистрирована интенсификация процессов
апоптоза (p = 0.049535) (рис. 3).

В другой нейрогенной нише – SVZ – у животных
контрольной группы применение неизбегаемого бо-
левого стимула (10-е сут) приводило к существенно-
му росту содержания NeuroD1, и последующая сес-
сия в тесте УРПИ на 17-е сут наблюдения вызывала

Таблица 1. Содержание маркеров нейрогенеза и неоангиогенеза в субгранулярной (SGZ) и субвентрикулярной (SVZ)
зонах головного мозга животных в контроле и в начальной стадии (9-е сут) развития экспериментальной БА

Маркер
SGZ, % (M ± SD) SVZ, % (M ± SD)

Контроль БА р Контроль БА р

Nestin 1.8 ± 0.5 1.9 ± 0.21 0.5127 7.2 ± 4.8 22.9 ± 7.2 0.0495
Pax6 4.9 ± 0.5 12.8 ± 1.9 0.0495 4.9 ± 0.5 8.3 ± 5.3 0.5127
NeuroD1 1.5 ± 0.27 × 10–15 1.6 ± 0.4 0.5127 3.6 ± 1.2 7.6 ± 3.0 0.0809

VEGFR2 5.9 ± 2.5 9.2 ± 0.5 0.0495 10.8 ± 0.22 × 10–14 9.2 ± 1.9 0.5127

Рис. 2. Динамика изменения содержания маркеров Nestin, Pax6, NeuroD1, VEGFR2 в субгранулярной зоне гиппокампа (SGZ)
головного мозга животных в контроле (белые столбцы) и при экспериментальной болезни Альцгеймера (черные столбцы).
Различия достоверны (*) при р < 0.05.
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дополнительное увеличение этого показателя
(рис. 4). Динамика изменения числа NeuroD1-им-
мунопозитивных клеток в SVZ, в целом, повторяла
таковую в SGZ гиппокампа. В SVZ контрольных жи-
вотных мы зарегистрировали снижение количества
VEGFR2-иммунопозитивных клеток к 17-м сут на-
блюдения (рис. 4).

У животных с экспериментальной моделью БА
высокий уровень содержания маркера Nestin в SVZ
на 9-е сут развития нейродегенерации сменялся его
снижением уже после 1-ой сессии обучения в прото-
коле УРПИ, что может свидетельствовать о сокра-
щении пула НСК в ответ на действие аверсивного
раздражителя (когнитивной нагрузки) (рис. 4). При-
мечательно, что число NeuroD1-иммунопозитивных
клеток в SVZ, как и в SGZ гиппокампа, значимо воз-
растало на 11-е сут наблюдения, но, в отличие от кон-
трольных животных, редуцировалось на 17-е сут. В от-
личие от зоны SGZ, в SVZ количество VEGFR2+-кле-
ток возрастало после 1-ой сессии в протоколе УРПИ
(10-е сут) и далее возвращалось к исходному уровню
(рис. 4).

Оценка апоптоза в SVZ на момент манифестации
когнитивного дефицита у животных показала значи-
тельное снижение гибели клеток (p = 0.049535) (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
С учетом важности идентификации механизмов и

информативных маркеров досимптоматической ста-
дии болезни Альцгеймера, особую значимость приоб-
ретают исследования нарушений нейрогенеза в нейро-
генных нишах головного мозга экспериментальных
животных на ранних стадиях развития нейродегене-

Рис. 3. Динамика изменения относительного количества
TUNEL-позитивных клеток в субгранулярной (SGZ) и
субвентрикулярной (SVZ) зонах головного мозга в кон-
троле (белые столбцы) и при экспериментальной болез-
ни Альцгеймера (черные столбцы).
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Рис. 4. Динамика изменения содержания маркеров Nestin, Pax6, NeuroD1, VEGFR2 в субвентрикулярной зоне (SVZ) голов-
ного мозга животных в контроле (белые столбцы) и при экспериментальной болезни Альцгеймера (черные столбцы). Разли-
чия достоверны (*) при р < 0.05.
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рации альцгеймеровского типа, когда когнитивный
дефицит еще не выражен. Некоторые наблюдения
свидетельствуют о том, что нарушения пролифера-
ции и дифференцировки НСК – ранние проявления
аберрантного нейрогенеза в зоне SVZ при экспери-
ментальной болезни Альцгеймера (Scopa et al., 2020),
тогда как зона SGZ в этот период может демонстри-
ровать признаки интенсификации нейрогенеза с по-
следующим его подавлением (López-Toledano, Shel-
anski, 2007), что нами и было зафиксировано на 9-е
сут после введения Aβ25–35 (табл. 1). Однако фено-
мен интенсификации нейрогенеза при действии Aβ
был описан только для Aβ1–40, но не Aβ25–35
(López-Toledano, Shelanski, 2004).

Известно, что в физиологических условиях в го-
ловном мозге млекопитающих происходит постоян-
ный нейрогенез в нейрогенных нишах на протяжении
всего периода постнатального развития, с последую-
щим прогрессирующим подавлением в стареющем го-
ловном мозге (Riddle, Lichtenwalner, 2007). Мы исполь-
зовали протокол обучения животных с применением
неизбегаемого болевого воздействия с последующим
тестированием памяти (с помощью теста УРПИ)
(Ögren, Stiedl, 2013), который дает возможность интер-
претировать степень сохранности и степень адап-
тивности нейрогенеза в нейрогенных нишах (SGZ и
SVZ) (Dermon et al., 2002), исходя из продолжитель-
ности латентного периода, соответствующего сфор-
мированному “следу” эмоциональной памяти стра-
ха (Иноземцев, 2013).

Мы обнаружили, что важным отличием динами-
ки экспрессионного профиля и в зоне гиппокампа
SGZ, и в SVZ головного мозга животных на досимпто-
матической стадии развития нейродегенерации (по
сравнению с животными контрольной группы) явля-
ется отсутствие стимул-индуцированной интенсифи-
кации образования NeuroD1-иммунопозитивных
клеток в период, непосредственно предшествующий
проявлению когнитивной дисфункции.

В SGZ это наблюдение, в совокупности с данны-
ми о количестве Nestin+- и Pax6+-клеток, означает,
что в указанной нейрогенной нише изначально
остаются сохранными процессы мобилизации НСК
(НПК) и образования нейробластов (незрелых пост-
митотических нейронов), но затем, к началу форми-
рования когнитивного дефицита, возможности ге-
нерации пула NeuroD1+-клеток в ответ на предъяв-
ление соответствующего контекста истощаются.
Одной из возможных причин может быть трехкрат-
ная (по сравнению с контролем) интенсификация
процессов апоптоза в SGZ к 17-м сут развития ней-
родегенерации.

Интересно, что при развитии Aβ25–35-индуци-
рованной нейродегенерации возможным механиз-
мом (дополнительным к пролиферации нейробла-
стов, регистрируемой у животных контрольной груп-
пы), обеспечивающим стимуляцию нейрогенеза в
протоколе УРПИ, становится рекрутинг НСК в SGZ

гиппокампа. Совпадающее по времени с мобилизаци-
ей NeuroD1+-нейробластов и Nestin+-НСК уменьше-
ние количества Pax6+-НПК, вероятно, отражает быст-
рое истощение пула прогениторных клеток у живот-
ных с нейродегенерацией альцгеймеровского типа,
несмотря на то, что изначально их количество у жи-
вотных с моделью БА было выше, чем у животных
контрольной группы. Подобный феномен – про-
грессирующее уменьшение количества Pax6-имму-
нопозитивных НПК в нейрогенных нишах головно-
го мозга – был ранее зарегистрирован при старении
и трансгенных животных с экспериментальной БА
(Polis et al., 2020).

В зоне SVZ токсическое действие Aβ25–35 на
ранней стадии проявилось в том, что общее количе-
ство Nestin+-клеток было изначально увеличено, но
при применении протокола УРПИ уже после 1-ой
сессии их число значительно сокращалось. Не ис-
ключено, что это обусловлено либо запуском про-
цессов репаративного нейрогенеза, либо высокой
чувствительностью НСК этой нейрогенной ниши к
токсическому действию Aβ25–35.

Иными словами, если применение аверсивного
раздражителя в зоне SGZ животных с нейродегене-
рацией проявлялось снижением числа Pax6+-НПК,
то Nestin+-НСК в зоне SVZ демонстрировали анало-
гичную динамику. Логично предположить, что в зо-
не гиппокампа (в SGZ) развитие нейродегенерации
сопровождается преимущественной мобилизацией
НПК, а в SVZ – НСК, популяции которых макси-
мально чувствительны к дополнительной функцио-
нальной нагрузке на соответствующую нейрогенную
нишу.

Интересно, что у животных контрольной группы
динамика изменения числа NeuroD1+-нейробла-
стов, простимулированных применением неизбега-
емого стимула и (или) нахождением животных в со-
ответствующей обстановке, способствующей прояв-
лению условной реакции пассивного избегания, в
SVZ и SGZ была практически идентичной. Следует
отметить, что участие SVZ-генерируемых нейронов
в механизмах обучения и запоминания, оценивае-
мых в тесте УРПИ, было показано ранее (Fiore et al.,
2002), поэтому зарегистрированная нами однона-
правленность изменений числа NeuroD1+-НПК в
зонах SGZ и SVZ не удивительна.

Экспрессия VEGFR2 может быть характерна не
только для клеток эндотелия, но и для пролифериру-
ющих нейробластов нейрогенных ниш (Jin et al.,
2002). Коль скоро мы обнаружили, что к 17-м сут на-
блюдения количество VEGFR2-иммунопозитивных
клеток в SGZ снизилось у животных и контрольной,
и экспериментальной групп, а в SVZ она не изменя-
лась на протяжении всего периода наблюдения, ло-
гично предположить, что в нейрогенной нише, со-
храняющей относительно интактными процессы
нейрогенеза на раннем этапе развития нейродегене-
рации (SGZ), вклад VEGFR2-опосредованных меха-
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низмов регуляции нейрогенеза и неоангиогенеза по-
степенно редуцируется.

Еще в меньшей степени изучены особенности
неоангиогенеза в нейрогенных нишах, однако суще-
ствующие экспериментальные находки и получен-
ные нами результаты оценки апоптоза позволяют
предполагать вклад аберрантного микрососудистого
окружения в нарушение генерации новых нейронов
при развитии хронической нейродегенерации (Stein-
man et al., 2021).

Таким образом, полученные нами данные свиде-
тельствуют о том, что SGZ и SVZ в раннем периоде
развития нейродегенерации, индуцированной дей-
ствием Aβ25–35, когда еще не очевидны нарушения
формирования следа эмоциональной памяти страха,
присутствуют различные проявления нарушенного
нейрогенеза.

В целом, результаты экспериментальной оценки
состояния нейрогенеза свидетельствуют о том, что
уже на досимптоматической стадии развития нейро-
дегенерации альцгеймеровского типа процессы ней-
рогенеза в зоне SGZ и SVZ нарушены: процессы мо-
билизации НСК при предъявлении аверсивного раз-
дражителя и индукции процесса запоминания в SGZ
относительно сохранны, тогда как в SVZ изначально
увеличенный пул НСК, вероятно, обеспечивающих
процессы репаративного нейрогенеза при повре-
ждении ткани мозга, демонстрирует их высокую чув-
ствительность к повреждающему действию Aβ25–35 и
когнитивной нагрузке. В обеих нейрогенных нишах
наблюдается утрата стимул-индуцированной генера-
ции нейробластов и незрелых нейронов в период, не-
посредственно предшествующий проявлению ко-
гнитивного дефицита.
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Neurogenesis in Brain Neurogenic Niches in Experimental Alzheimer’s Disease 
at the Presymptomatic Stage of Neurodegeneration

A. S. Averchuka, * , M. V. Ryazanovaa, N. A. Rozanovaa, N. A. Kolotyevaa, A. V. Stavrovskayaa, 
S. V. Novikovaa, and A. B. Salminaa

aResearch Center of Neurology, Moscow, 125367 Russia
*e-mail: antonaverchuk@yandex.ru

Deciphering the mechanisms of development of neurodegeneration at the presymptomatic stage is an urgent task.
It’s solving allows optimizing the methods of early diagnostics and prevention of Alzheimer’s disease (AD). Goal of
the study: to study the features of neurogenesis in brain neurogenic niches in experimental Alzheimer’s disease at the
presymptomatic stage of neurodegeneration. Modeling of AD in vivo was carried out in experimental animals (male
mice, C57BL/6, 8 months old) as follows: the control group, n = 30, animals were injected with 2 μl of a 0.9% NaCl
solution in the CA1 field of the hippocampus; the experimental group, n = 30, animals were injected with a 1M solu-
tion of oligomerized beta-amyloid 25–35 (Aβ25–35) (2 μl bilaterally). Cognitive impairments have been assessed
with the passive avoidance task (PAT). For immunohistochemical studies, we identified the subgranular zone of the
hippocampus (SGZ) and the subventricular zone (SVZ) in frozen sections of the brain tissue. We have analyzed the
expression of markers – Nestin, Pax6, NeuroD1, VEGFR2, as well as apoptosis (TUNEL protocol) in neurogenic
niches. In the period preceding the manifestation of cognitive dysfunction (from 9 to 17 days after intrahippocampal
administration of Aβ25–35), we registered multidirectional changes in the expression of markers of neurogenesis,
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neoangiogenesis and the severity of apoptosis in the SGZ of the hippocampus and in the SVZ. At 9th day since the
beginning of development of Alzheimer’s type neurodegeneration, we found elevated expression of Pax6 and VEG-
FR2 in the SGZ and higher number of Nestin+ cells in the SVZ. Subsequent application of the PAT protocol with
the presentation of an aversive stimulus (day 10) or the corresponding context (days 11 and 17) resulted in dynamic
changes in the expression of cell markers at different stages of neurogenesis. In sum, аt the presymptomatic stage of
the Alzheimer’s type neurodegeneration, SGZ and SVZ show signs of aberrant neurogenesis associated with a dis-
ruption in the pool of stem and progenitor cells and suppression of the production of neuroblasts/immature neurons
in the period preceding the evident cognitive dysfunction.

Keywords: Alzheimer’s disease, neurogenesis, subgranular zone, subventricular zone
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Cупраэпендимное сплетение желудочков головного мозга – одно из самых загадочных структурных обра-
зований центральной нервной системы. Поскольку как топография супраэпендимных элементов, так и их
функциональное значение остаются неясными, целью настоящего исследования стало изучение распре-
деления супраэпендимных структур в пределах желудочковой системы головного мозга крыс с использо-
ванием функционального иммуногистохимического маркера – синаптофизина. С помощью иммуноги-
стохимической реакции на синаптофизин и тирозингидроксилазу были изучены последовательные срезы
головного мозга крыс Вистар (4–6 мес., n = 6). Показано, что супраэпендимные структуры образуют на
апикальной поверхности эпендимоцитов некрупные дискретные скопления, что указывает на зоны фор-
мирования синаптических контактов. Установлено, что катехоламинергические волокна присутствуют на
поверхности эпендимоцитов всех исследованных областей, при этом наличие нервных волокон на по-
верхности желудочков не всегда сопряжено с наличием в них синаптофизина. Таким образом предполага-
ется, что функциональное назначение супраэпендимного нервного сплетения зависит от его локализации
и может быть связано как с регуляцией функционального статуса эпендимных клеток и формированием
состава ликвора, так и с образованием межнейронных синаптических коммуникаций.

Ключевые слова: синаптофизин, желудочки головного мозга, тирозингидроксилаза, иммуногистохимия
DOI: 10.31857/S0041377123040107, EDN: ZKYDBB

Супраэпендимные структуры в желудочках го-
ловного мозга были впервые обнаружены в 70-х гг.
20-го века при проведении ультраструктурных ис-
следований (Chan-Palay, 1976; Cupédo, 1977; Richards
et al., 1981). Они могут включать супраэпендимные
глиальные и нервные клетки, а также эпиплексус-
ные макрофаги (клетки Колмера) (Cupédo, 1977).
Частично супраэпендимные элементы представле-
ны нервными сплетениями, которые образованы во-
локнами, проходящими по поверхности эпендимно-
го пласта. Предполагалось что, в основном, эти во-
локна образованы отростками супраэпендимных
нейронов (Martínez, de Weerd, 1977), однако даль-
нейшие исследования показали, что эти элементы
могут быть сформированы также волокнами серото-
нинергических нейронов ядер шва (Cupédo, de
Weerd, 1980). Существует мнение, что нервное спле-
тение, расположенное на поверхности эпендимы бо-
ковых желудочков, состоит из проходящих сквозь
эпендимный слой отростков подлежащих дофаминер-
гических нейронов (Troshev et al., 2022). Поскольку
структурное исследование супраэпендимных структур

традиционно велось с помощью трудоемких и слож-
ностандартизируемых методов электронной микро-
скопии, в настоящее время остается неясным, на-
сколько распространены эти элементы в желудочках
головного мозга, а также остается невыясненной ме-
диаторная принадлежность и функциональное зна-
чение супраэпендимных волокон. В последнее вре-
мя значительное внимание уделяется изучению эн-
докринной функции мозговых структур (Угрюмов,
2009), а наличие в головном мозге ликвор-контакти-
рующих нейронов позволяет поставить вопрос о ве-
роятной вовлеченности супраэпендимных элемен-
тов в эндокринную регуляцию. В связи с этим, осо-
бую актуальность приобретает оценка не только их
структурной, но и функциональной составляющей.

Использование более легкодоступных методов
световой микроскопии в изучении распределения и
функционального статуса супраэпендимных воло-
кон может быть осуществлено с помощью иммуно-
селективной окраски, позволяющей маркировать
сайты, обладающие синаптической активностью. В
настоящее время известно несколько белков, связан-
ных с синаптическими терминалями. Один из таких
белков – пресинаптический везикулярный гликопро-
теин синаптофизин (Janz et al., 1999). Синаптофизин

Принятые сокращения: СВЗ – субвентрикулярная зона; ТГ –
тирозингидроксилаза; ЦСЖ – цереброспинальная жидкость.

УДК 611.018.83
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ассоциирован с мембраной малых синаптических пу-
зырьков и, таким образом, выявляет синаптические
структуры ЦНС, независимо от того, какой нейро-
медиатор они содержат. Подобное свойство синап-
тофизина обуславливает его широкое использова-
ние в качестве маркера синаптической пластично-
сти и целостности в исследованиях, касающихся как
центральной, так и периферической нервной систе-
мы (Calhoun et al., 1996; Колос и др., 2015). Поэтому
представляется, что использование высокоспеци-
фической иммуногистохимической реакции на си-
наптофизин (как белка синаптических структур)
позволит оценить плотность распределения и ин-
терпретировать функциональное состояние супра-
эпендимных элементов головного мозга с помощью
методов, не требующих сложной пробоподготовки,
как в случае использования электронной микроско-
пии.

Таким образом, целью настоящего исследования
было изучить распределение супраэпендимных струк-
тур в желудочках головного мозга крыс с использова-
нием функционального иммуногистохимического
маркера – синаптофизина.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
В качестве материала для исследования использо-

вали фронтальные срезы головного мозга половозре-
лых крыс-самцов породы Вистар (4–6 мес., n = 6). При
проведении исследования соблюдали основные прин-
ципы Европейской конвенции о защите позвоноч-
ных животных, используемых для экспериментов
или в иных научных целях (Страсбург, 1986 г.) и
“Правила надлежащей лабораторной практики”
(приказ № 199н от 01.04.2016 г. Минздрава России).
Исследование было одобрено Локальным этиче-
ским комитетом ФГБНУ “ИЭМ” (заключение
№ 2/22 от 06.04.2022). Материал фиксировали в
цинк-этанол-формальдегиде (Korzhevskii et al., 2015)
и заливали в парафин по общепринятой методике.
Срезы толщиной 5 мкм наклеивали на предметные
стекла с адгезивным покрытием “Superfrost Ultra
Plus” (Menzel Gläser, Германия). После стандартной
процедуры депарафинирования и регидратации,
срезы подвергали тепловому демаскированию в вод-
ном растворе тиосульфата натрия (патент № RU
2719163 C1) в течение 22 мин. Ингибирование эндо-
генной пероксидазы проводили путем обработки
срезов 3%-ным водным раствором перекиси водоро-
да, а блокирование неспецифических сайтов связы-
вания антигена – блокировочным раствором (Pro-
tein Block, Spring Bioscience, США) в течение 10 мин.
Синаптические структуры на срезах выявляли с ис-
пользованием мышиных моноклональных (клон
SY38, ab8049, Abcam, Великобритания) в разведении
1 : 60 и кроличьих поликлональных антител (Ready-
To-Use, MON-RTU1195, Monosan, Нидерланды) к
синаптофизину. Для выявления катехоламинерги-
ческих структур использовали кроличьи поликло-

нальные антитела к тирозингидроксилазе (ТГ, ab112,
Abcam, Великобритания) в разведении 1 : 1000. В ка-
честве вторичных реагентов использовали набор Ul-
traVision Quanto HRP DAB Detection System (TL-060-
QHL, Thermo Fisher Scientific, США). В раствор вто-
ричных антител, для предотвращения перекрестно-
го связывания вторичных реагентов с собственными
иммуноглобулинами крысы, добавляли сыворотку,
полученную из крови крыс Вистар, содержащихся в
виварии ФГБНУ “ИЭМ”, до конечной концентра-
ции раствора 0.5%. Для визуализации продукта реак-
ции использовали хромоген 3'3-диаминобензидин
из набора DAB+ (Agilent, США). Часть срезов под-
крашивали квасцовым гематоксилином. Полученные
препараты анализировали с использованием микро-
скопа Leica DM750 (Германия) и фотографировали с
помощью фотокамеры ICC50 (Leica, Германия). В ка-
честве положительного контроля антигена при поста-
новке иммуногистохимических реакций на синапто-
физин были использованы препараты мозжечка кры-
сы, в зернистом слое коры которого дендриты
клеток-зерен образуют особые синаптические
структуры – клубочки мозжечка (Hámori, Somogyi,
1983). В качестве положительного контроля при вы-
явлении катехоламинергических структур были ис-
пользованы препараты промежуточного мозга кры-
сы на уровне черной субстанции (Rabey, Hefti, 1990).
Для постановки отрицательного контроля антител
на один из срезов обрабатываемой серии препаратов
вместо раствора первичных антител наносили рас-
твор для разведения антител Antibody Diluent (Spring
Bioscience, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате иммуногистохимической реакции
на препаратах головного мозга четко идентифици-
руются синаптофизин-содержащие структуры. Си-
наптофизин-положительные супраэпендимные эле-
менты представляют собой округлые гранулы, кото-
рые располагаются дискретно, в виде цепочек
обособленных гранул, на поверхности эпендимных
клеток (рис. 1). В ходе анализа препаратов на большом
увеличении было выявлено неравномерное распреде-
ление синаптофизин-положительных структур в пре-
делах поверхности желудочков мозга. Так, в области
боковых желудочков синаптофизин выявлялся над
апикальной поверхностью эпендимоцитов медиаль-
ной и дорсальной стенки, но редко выявлялся в
нижней стенке III желудочка в области Монроева
(межжелудочкового) отверстия. Высокая плотность
синаптических структур наблюдалась вблизи боко-
вых стенок и дна III желудочка в зоне дорсального
гиппокампа и хабенулы, но не в зоне инфундибуляр-
ного углубления. Далее интенсивная реакция на си-
наптофизин сохраняется в супраэпендимных струк-
турах дорсальной части мозга на всем протяжении
III желудочка и практически исчезает в районе
Сильвиева водопровода.
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В дополнение к синаптофизину, была поставлена
иммуногистохимическая реакция на тирозинидрок-
силазу, позволяющая выявлять катехоламинергиче-
ские волокна на всей их протяженности. Исследова-
ние препаратов с использованием этого маркера пока-
зало, что ТГ-содержащие волокна присутствуют на
поверхности эпендимоцитов всех исследованных об-
ластей (см. рис. 1в, д, з, к). ТГ-иммуноположительные

элементы выявляются в виде обособленных округлых
или сферических гранул и непротяженных волокон с
четкообразными утолщениями. Плотность их распре-
деления визуально выше, чем плотность распределе-
ния синаптофизин-содержащих структур, а наиболее
интенсивная реакция наблюдалась на поверхности
нижней стенки III желудочка в зоне межжелудочково-
го отверстия, а также на поверхности эпендимоцитов

Рис. 1. Супраэпендимные волокна в желудочках мозга. а – Схемы срезов головного мозга на уровне исследованных областей,
б−к– серии последовательных срезов, демонстрирующих распределение синаптофизина (б, г, ж, и) и тирозингидроксилазы
(в, д, з, к) в различных структурах. б, в – Дорсальная стенка бокового желудочка; г, д – третий желудочек, ростральная часть;
ж, з – третий желудочек, область хабенулы; и, к– Сильвиев водопровод. Стрелки указывают на супраэпендимные элементы,
звездочка – полость желудочков мозга. Объектив Plan-Apochromat 100×/1.25 Oil (масляная иммерсия). Масштабные
отрезки – 20 мкм.
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боковой стенки III желудочка в области хабенулы. При
этом пространственное распределение супраэпендим-
ных катехоламинергических волокон часто совпада-
ло с наличием в подлежащей нервной ткани суб-
эпендимного ТГ-положительного сплетения. Такая
картина характерна для прилегающего к боковым
желудочкам белого вещества мозолистого тела, хабе-
нулы и гипоталамических ядер инфундибулярного
углубления.

ОБСУЖДЕНИЕ
Несмотря на многочисленные упоминания в ли-

тературе, сведения о супраэпендимных элементах на
настоящий момент фрагментарны и преимуще-
ственно относятся к 80-м гг. двадцатого века, в связи
с чем нуждаются в тщательной проверке и система-
тизации. Нет единого мнения о распределении, ис-
точниках и функциональном назначении супра-
эпендимного нервного сплетения. Подобный про-
бел во многом связан с крайней специфичностью
объекта исследования, особенностями его локализа-
ции и выявления на гистологических препаратах.

Методический подход с использованием преси-
наптического маркера синаптофизина позволил вы-
явить интенсивную супраэпендимную иннервацию
стенок боковых и третьего желудочков головного
мозга. Показано, что синаптические супраэпендим-
ные структуры образуют на апикальной поверхности
эпендимоцитов некрупные дискретные скопления,
которые могут оказаться узлами синаптической пе-
редачи. В пользу этого говорят ультраструктурные
исследования, показывающие возможность образо-
вания супраэпендимными волокнами асимметрич-
ных (тип I по Грею) синаптических контактов с тела-
ми и отростками эпендимных клеток (Mollgard,
Wiklund, 1979; Haemmerle et al., 2015). Помимо этого,
доказано наличие синаптофизина в микровезикулах
нейроэндокринных клеток (Navone et al., 1986), что
позволяет предположить нейросекреторную природу
супраэпендимных элементов. Примечательными в
этом контексте оказываются данные А.Р. Муртазиной
с соавторами (Муртазина и др., 2021), согласно кото-
рым, присутствующие в ЦСЖ моноамины имеют пре-
имущественно нейрональное происхождение. Опира-
ясь на вышеуказанные литературные данные, а также
наши собственные результаты, можно сделать вывод о
возможной роли супраэпендимного сплетения в каче-
стве потенциального источника моноаминов (в
частности катехоламинов), содержащихся в ЦСЖ.

В ходе исследования препаратов отмечено, что
наибольшей плотностью распределения супраэпен-
димных синаптических элементов отличаются боко-
вые желудочки и дорсальная зона III желудочка голов-
ного мозга. Любопытно, что синаптические структуры
выстилки боковых желудочков сконцентрированы, в
основном, в области медиальной и дорсальной, но не
латеральной стенки. Принимая во внимание высокую
актуальность обеспечения всесторонней регуляции

нейрогеной ниши – субвентрикулярной зоны
(СВЗ), можно было бы ожидать интенсивную реак-
цию в области латеральных стенок желудочка. На
это указывают более ранние ультраструктурные ис-
следования, выявившие тесные синаптические кон-
такты между варикозными расширениями супра-
эпендимных серотонинергических аксонов и апи-
кальными отростками клеток ниши (Tong et al.,
2014), а также наблюдения Д.В. Трошева с соавторами,
подтвердивших наличие вблизи СВЗ супраэпендим-
ных катехоламинергических отростков (Troshev et al.,
2022). Однако наши данные показывают, что типич-
ная синаптическая иннервация СВЗ со стороны желу-
дочков отсутствует. В соответствии с этим наблюдени-
ем можно сделать вывод, что контроль нейрогенной
ниши не является основной функциональной задачей
супраэпендимного сплетения боковых желудочков.

Еще одним заслуживающим внимание результа-
том стало сопоставление последовательных срезов,
окрашенных на синаптофизин и ТГ: выявлено, что
наличие нервных волокон на поверхности желудоч-
ков не всегда сопряжено с наличием в них синапто-
физина, а, следовательно, синаптических структур.
Так, в области инфундибулярного углубления и
Сильвиева водопровода иммуногистохимическая
реакция на ТГ позволяет четко выявить супраэпен-
димные катехоламинергические волокна, которые не
содержат синаптофизин. Эта особенность выявления
двух различных антигенов дает основания заключить,
что не во всех исследуемых областях ТГ-иммунопози-
тивные супраэпендимные волокна являются функци-
онально активными, а, по-видимому, выполняют
транзиторную функцию.

Однако, рассматривая область стенки срединно-
го возвышения, следует учитывать также структур-
но-функциональные особенности этой зоны голов-
ного мозга, выстилку которой формируют танициты
(Page, 2006). Известно, что для таницитов срединно-
го возвышения характерен уникальный паттерн экс-
прессии белков клеточных контактов, что обуслав-
ливает их уникальные свойства в качестве структур-
ных компонентов барьерной системы головного
мозга. В частности, в ходе сравнительных исследова-
ний субпопуляций таницитов было показано, что
отличительной особенностью α2-таницитов являет-
ся неорганизованный (диффузный) паттерн распре-
деления белков плотных контактов, что может ука-
зывать на наличие парацеллюлярного транспорта
между телами таницитов и структурами подлежащей
нервной ткани (Mullier et al., 2010). При исследова-
нии распределения белков щелевых контактов было
обнаружено, что в апикальной части и ножках тани-
цитов присутствует белок коннексин 43, что, пред-
положительно, позволяет этим клеткам формиро-
вать гемиканалы не только для транспорта веществ в
цереброспинальную жидкость (ЦСЖ), но и двуна-
правленного регулируемого транспорта веществ
между ЦСЖ и кровью (Суфиева и др., 2019). В таком
случае, область срединного возвышения может не
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нуждаться в дополнительной дистанционной нейро-
эндокринной регуляции супраэпендимных волокон.

Опираясь на вышесказанное, можно выделить
три наиболее вероятных гипотезы о возможной
функции супраэпендимного сплетения. Во-первых,
отростки нейронов могут достигать клеток-мише-
ней не по проводящим путям нервной ткани, а вдоль
стенок желудочков мозга, и роль супраэпендимных
волокон в этом случае заключается в транспорте
биологически активных молекул и нейрогормонов.
Во-вторых, супраэпендимные структуры могут вли-
ять на состав ЦСЖ. В-третьих, они могут обеспечи-
вать паракринную регуляцию функционального ста-
туса эпендимных клеток. При этом выполняемая
роль супраэпендимных элементов, очевидно, регио-
носпецифична.

Таким образом, проведенное исследование поз-
волило выявить, что синаптофизин является удоб-
ным маркером, позволяющим на световом уровне
определить супраэпендимные структуры головного
мозга крысы. Его наличие в супраэпендимных во-
локнах свидетельствует о том, что выявленные
структуры обладают функциональной активностью
и способны образовывать межнейронные синапти-
ческие коммуникации, либо высвобождать нейро-
медиатор в ЦСЖ, выполняя эндокринную регуля-
торную функцию.
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Synaptophysin Expression by Supraependymal Structures of the Rat Brain
V. A. Razenkovaa, * and O. V. Kirika
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*e-mail: valeriya.raz@yandex.ru

Supraependymal plexus in ventricular system is one of the most cryptic structures in the mammalian central nervous
system. Since both the topography of supraependymal elements and their functional role remain unclear, the aim of
this research was to study the distribution of supraependymal structures within the ventricular system of the rat brain
with synaptic function associated marker, synaptophysin. Serial sections of Wistar rats (4–6 month, n = 6) forebrain
were examined using immunohistochemical detection of synaptophysin and tyrosine hydroxylase. It was shown that
supraependymal plexus can form on the surface of ependymal cells synaptophysin-immunopostitive discrete struc-
tures, which indicates the formation of synaptic contacts. Although catecholaminergic nerve fibers were present on
the ventricular surface in all studied zones, it seems that these nerve fibers may not always contain synaptophysin.
Thus, it is assumed that the functional purpose of the supraependymal nerve plexus depends on its localization and
can be associated whether with the regulation of ependymal cells and cerebrospinal f luid formation, or with the for-
mation of long-range interneuronal connectivities.

Keywords: synaptophysin, ventricular system, tyrosine hydroxylase, immunohistochemistry
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Сведения о влиянии криоконсервации на клеточные функции и генетический аппарат клеток разного ге-
неза неоднозначны и находятся в стадии накопления. Настоящая работа направлена на изучение влияния
длительного пребывания (7 лет) в замороженном состоянии эндометриальных мезенхимных стволовых
клеток человека (эМСК) на стабильность их генома in vitro. Результаты показали дестабилизацию струк-
туры кариотипа у потомков клеток после их размораживания, а именно анеуполиплоидизацию хромосом-
ного набора, повышенную ломкость хромосом, влекущую за собой огромный пул аберрантных хромосом,
и нарушение конденсации в гомологах. Хромосомные поломки, затрагивающие прицентромерные обла-
сти, в ряде случаев сопровождались сохранением генетического материала в виде самостоятельных хромо-
сом. В процесс дестабилизации клеточного генома эМСК были вовлечены почти все хромосомы набора.
Показано, что процедура многолетней криоконсервации может стать индуктором преждевременного кле-
точного старения эМСК после их размораживания. Сравнение полученных данных с результатами кари-
отипирования трансформированных клеток китайского хомячка, претерпевших аналогичную процедуру,
позволило заключить, что криоконсервация для биологических систем может являться стрессом, индуци-
рующим разнотипные генетические дефекты на уровне кариотипа. Реакция генома клеток различного
происхождения на одни и те же условия криоконсервации может различаться.

Ключевые слова: эндометриальные мезенхимные стволовые клетки человека, кариотип, хромосомы, крио-
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Использование различного по происхождению
биологического материала в научных и прикладных
целях требует сохранения физиологических и гене-
тических свойств клеток. В настоящее время в каче-
стве широко используемых в этих целях методов
рассматривается процедура криоконсервации, в ос-
нове которой лежит замораживание живых биологи-
ческих объектов в жидком азоте при температуре
−196°C. Постоянное совершенствование протокола
криоконсервации в настоящее время позволяет со-
хранять биологические объекты в течение многих
лет. Однако как реагирует геном разных по чувстви-
тельности клеток на погружение в глубокий холод,
на используемые реагенты, на длительность крио-
консервации и другие факторы далеко не ясно. Све-
дения о возможном влиянии криопроцедуры на кле-
точные функции и геном неоднозначны и находятся

в стадии накопления. Одни авторы указывают на то,
что замораживание, в частности краткосрочное (от
нескольких суток до нескольких недель), не влияет
на фенотипическую и генотипическую стабильность
клеток (de-Lima et al., 2012; Polchow et al., 2012; Аст-
релина и др., 2013; Imaizumi et al., 2014). Согласно
другим работам, в клеточном геноме в связи с замо-
раживанием могут возникать изменения, затрагива-
ющие как важнейшие клеточные элементы, так и ге-
нетический аппарат, влияя на выживание клеток, их
пролиферацию и дифференцировку (Семенова,
1988; Полянская и др., 1990; Duarte et al., 2012). Та-
ким образом, вопрос о влиянии криоконсервации на
физиологическую и генетическую стабильность кле-
ток остается открытым.

Известно, что в основе сохранения генетической
информации в неизменном виде в клетках-потомках
лежит точность осуществления митотического деле-
ния родительской клеткой. Нарушения в программе
клеточного деления ведут к генетическим дефектам.
Основные типы кариотипической нестабильности,
опосредованные сбоем в программе клеточного де-

Принятые сокращения: эМСК – эндометриальные мезенхим-
ные стволовые клетки; PBS – фосфатно-солевой буферный
раствор; SA-β-Gal – β-галактозидаза, ассоциированная со ста-
рением.

УДК 576.5:575.176
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ления, связаны как с изменением числа хромосом в
клетках, так и с изменением их структуры и функци-
ональной активности (Diaferia et al., 2008; Tan et al.,
2019). Возникновение геномной нестабильности,
меняющей архитектонику генома и функции от-
дельных генов, может инициировать клеточную им-
мортализацию и трансформацию (Heng et al., 2005;
Tang et al., 2012; Heng et al., 2013; Passerini et al., 2016).

Актуальность проблемы влияния процедуры крио-
консервации биологических систем на генетический
аппарат с каждым годом все более очевидна, однако
данные по системному кариотипическому анализу
клеточных линий различного генетического статуса
и после криоконсервации, в литературе практически
отсутствуют. В связи с интересом к данной проблеме
ранее нами была охарактеризована стабильность
культуры трансформированных фибробластов лег-
кого китайского хомячка (линия V-79 RJK), претер-
певших криоконсервацию (−196°C) (Гринчук, Ши-
лина, 2021).

В процессе этой работы было установлено, что
при длительном пребывании клеток линии V-79 RJK
в жидком азоте (10 лет), в отличие от краткосрочных
заморозок (3 или 6 мес.), клетки характеризовались
дестабилизацией клеточного генома (Гринчук, Ши-
лина, 2021). Выявленные изменения были связаны,
как с усилением вариабельности числа хромосом в
клетках, в результате нарушения копийности тех или
иных хромосом набора, так и с появлением струк-
турно перестроенных хромосом, возникающих в ре-
зультате поломок хромосомного материала. Как
правило, образование структурных перестроек но-
сило случайный характер. На этом фоне одна из хро-
мосом набора (хромосома Z3) была подвержена раз-
нотипным поломкам. Повторившаяся неоднократ-
но (в 30% кариотипированных клеток) ломкость
этой хромосомы позволила рассматривать ее как не-
случайную, хотя локусы, в которых выявлялись по-
ломки, были разными. Был сделан вывод, что дан-
ная хромосома имеет предрасположенность к по-
ломкам в условиях многолетней криоконсервации
(Гринчук, Шилина, 2021).

В связи с перспективами клинического примене-
ния мезенхимных стволовых клеток человека
(МСК) особую актуальность приобретает вопрос о
влияния криоконсервации на кариотип этих клеток.
На данном этапе существует ряд работ по изучению
влияния криоконсервации на МСК различного про-
исхождения. Так, в работе Астрелиной с коллегами
(2013) при изучении качества и безопасности крио-
консервированных МСК плаценты, подготовлен-
ных для клинического применения, показано, что
аллогенные МСК плаценты после криоконсервации
безопасны для клинического применения и имеют
высокий индекс пролиферации, позволяющий по-
лучить необходимое количество клеток для дости-
жения максимального терапевтического эффекта
(Астрелина и др., 2013). С другой стороны, исследо-

вания доктора Антеби на МСК костного мозга (An-
tebi et al., 2019) показали, что криоконсервация ока-
зывает пагубное влияние на различные клеточные
характеристики и функции. А именно, в клетках по-
сле криоконсервации было обнаружено снижение
поверхностных маркеров CD44 и CD105, в клеточ-
ной популяции наблюдали увеличение апоптоза с
одновременным снижением уровня клеточной про-
лиферации, клоногенной способности и экспрессии
ключевых регенеративных генов. При этом особен-
но важное значение имели первые 24 ч после возвра-
та размороженных клеток к нормальным условиям
культивирования. Этот период нивелировал нега-
тивные последствия криоконсервации и позволял
клеткам восстановить их функциональную актив-
ность (Antebi et al., 2019). В этой связи стоит отме-
тить работу, в которой был проведен аналитический
обзор 41 исследования, выполненных на МСК костно-
го мозга (Bahsoun et al., 2019). Было сделано заключе-
ние, что криоконсервация не влияет на морфологию
МСК, экспрессию поверхностных маркеров, диффе-
ренцировочный потенциал и пролиферацию. Однако
влияние криоконсервации на способность к образо-
ванию колоний, жизнеспособность, адгезию, мигра-
цию, стабильность генома и паракринную функцию
неоднозначны, и очень варьируют в различных ис-
следованиях (Bahsoun et al., 2019). Таким образом,
вопрос о влиянии криконсервации на МСК остается
открытым и требует дополнительного исследования,
особенно с точки зрения генетической стабильности
клеток.

Цель настоящей работы заключалась в цитогене-
тическом анализе мезенхимных стволовых клеток
человека в культуре после их многолетнего пребыва-
ния в жидком азоте при температуре −196°C. В каче-
стве объекта исследования была использована кле-
точная линия эндометриальных мезенхимных стволо-
вых клеток человека (эМСК), полученная из
десквамированного эндометрия менструальной крови.
Стоит отметить, что полученные данные, в сравнении
с результатами кариотипирования трансформирован-
ных клеток китайского хомячка, претерпевших ана-
логичную процедуру, полученными нами ранее,
(Гринчук, Шилина, 2021) расширит представление о
влиянии длительной криоконсервации на геном
клеток различного происхождения и статуса.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клеточная линия и культивирование. В работе ис-

пользованы эМСК человека линии 2304 из десква-
мированного эндометрия менструальной крови, по-
лученной и охарактеризованной ранее в ИНЦ РАН
(Санкт-Петербург; Земелько и др. 2011). Клетки дан-
ной линии в процессе культивирования характеризова-
лись относительной кариотипической стабильностью.
Клетки культивировали во флаконах Карреля площа-
дью 25 см2 (Corning, США), в среде DMEM/F12
(Gibco, США), содержащей 10% эмбриональной бы-
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чьей сыворотки (HyClone, США), 1% пенициллина-
стрептомицина и 1% GlutaMAX (Gibco, США) в
стандартных условиях (при 5% СО2 и 37°С), пересе-
вали 2 раза в неделю в соотношении 1 : 3–1 : 4, ис-
пользуя 0.05%-ный раствор трипсина–ЭДТА (Invit-
rogen, США).

Криоконсервация. Клетки открепляли от поверх-
ности пластика 0.05%-ным раствором трипсина–
EDTA (Gibco, США), помещали в пробирку, добав-
ляли культуральную среду и центрифугировали при
1500 об./мин в течение 5 мин. Супернатант удаляли,
осадок ресуспензировали в растворе 90%-ной бы-
чьей сыворотки (HyClone, США), содержащей 10%
DMSO (Sigma, США). Ресуспензированные клетки
переносили в криовиалы (Nunc, США) и заморажи-
вали со скоростью 1°C/мин с последующим хране-
нием в жидком азоте при −196°C. При разморажива-
нии ампулу с клетками быстро нагревали в водяной
бане при 37°C. Клетки переносили в центрифужную
пробирку, добавляли ростовую среду и центрифуги-
ровали при 1500 об./мин в течение 5 мин. Отмытые
от DMSO клетки помещали в культуральные флако-
ны для дальнейшего культивирования в соответ-
ствии со стандартным протоколом.

Приготовление препаратов метафазных хромосом.
Клетки высевали с плотностью (14−15) × 103 кл./см2.
Через 24−25 ч в культуральную среду с клетками до-
бавляли колцемид в концентрации 0.02 мг/мл (Sig-
ma, США). Через 1 ч среду удаляли, клетки промы-
вали раствором PBS (Sigma, США) и ферментативно
открепляли от пластика 0.05%-ным раствором трип-
сина. Клеточную суспензию центрифугировали, су-
пернатант удаляли, осадок ресуспензировали и под-
вергали гипотонической обработке 0.56%-ным раство-
ром KCl (Реахим, Россия). После гипотонической
обработки клеточную суспензию центрифугировали
(1500 об./мин), супернатант удаляли, клетки фиксиро-
вали в течение 1.5 ч холодной смесью метанола с ле-
дяной уксусной кислотой (3 : 1), трижды меняя за
это время фиксатор на свежий. Фиксированный ма-
териал раскапывали на холодные и влажные пред-
метные стекла. Препараты в течение 1 нед. высушива-
ли при комнатной температуре. Цитологические пре-
параты метафазных хромосом окрашивали красителем
Гимза (BDH, Англия) в PBS после предварительной
трипсинизации. Кариотипический анализ проводили
с использованием светового микроскопа Axio Scop
(Carl Zeiss, Германия) при увеличениях объектива 20,
40 и 100×. Хромосомы идентифицировали в соответ-
ствии с международной номенклатурой (Mitelman,
1995) и атласом хромосом человека (Мамаева, 2000).

Кариотипический анализ клеточной культуры,
после размораживания, осуществляли на 4-ом пас-
саже культивирования в стандартных условиях.

Определение активности β-галактозидазы (SA-β-Gal)
ассоциированной со старением. Активность фермента
является маркером клеточного старения. Клетки
(105) высевали в чашки Петри диаметром 3 см и

культивировали в течение 3 сут. Затем среду удаля-
ли, клетки промывали PBS, фиксировали 4%-ным
формальдегидом и окрашивали набором на SA-β-Gal
(Cell Signaling, США) согласно инструкции произво-
дителя. Активность SA-β-Gal определяли по окраши-
ванию клеток в синий цвет под микроскопом.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Кариотипическая характеристика эМСК линии
2304 до заморозки. Неоднократное кариотипирова-
ние эМСК линии 2304 на разных этапах культивиро-
вания (Шорохова, Гринчук, 2021) позволило рас-
сматривать ее как генетически стабильную. На пер-
вых пассажах после получения линии (пассаж 6) на
фоне относительной кариотипической стабильно-
сти клеток (рис. 1а, табл. 1) в некоторых из них вы-
являлись дефекты – нарушение копийности хромо-
сом, различия в конденсации между гомологами,
межхромосомные ассоциации, в некоторых случаях
приводящие к образованию атипичных двуплечих
хромосом. На пассаже 15 культура характеризова-
лась как кариотипически стабильная. Отклонения
от нормы были единичными (табл. 1, рис. 1б).

Кариотипирование эМСК 2304 после длительной
(7 лет) криоконсервации. Две дочерние клеточные
популяции были заморожены в жидком азоте с ис-
пользованием ДМСО при температуре –196°C на 4-
и 5-ом пассажах соответственно. В условиях глубо-
кого холода они находились в течение 7 лет. Затем
клетки размораживали и культивировали их в тече-
ние 3-х пассажей. С 4-ого пассажа после разморозки
клетки анализировали кариотипически (рис. 2).

Анализ клеток на пассаже 4 после разморозки по-
казал следующее. В обоих случаях стабильность ге-
нома в большей части кариотипированных клеток
была нарушена в связи с возникновением анеуплои-
дии и структурных хромосомных перестроек (рис 3а,
табл. 2). Анеуплоидия была обусловлена нестабиль-
ностью числа хромосомных копий в пределах кари-
отипа (моносомия, трисомия). Образование абер-
рантных хромосом было опосредовано ломкостью
хромосомного материала. В поломки вовлекались
разные хромосомы набора, при этом только один из
гомологов. Поломки могли быть как прицентромер-
ные, так и терминальные, либо с сохранением, либо
с делетированием генетического материала. Некото-
рые хромосомы (чаще хромосомы 12 и Х) характери-
зовались повышенной генетической нестабильно-
стью – неоднократными аберрациями и нарушени-
ем числа копий. Общее число хромосом в клетках
варьировало. Преимущество имели околодиплоид-
ные клеточные варианты, однако единичные клетки
типировались как околотри- и околотетраплоидные.

Повторный анализ после непродолжительного
культивирования (пассаж 7 после размораживания)
выявил усиление кариотипической гетерогенности
клеток и увеличение числа аберрантных хромосом
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Рис. 1. Кариотип клеток эМСК человека линии 2304. а – На пассаже 6: моносомия по хромосомам 9 и 12; б – на пассаже 15,
нормальный кариотип.

а

б

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 X

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 X

Рис. 2. Схема проведения эксперимента по кариотипированию эМСК человека линии 2304 при культивировании клеток до
криоконсервации и после криоконсервации. а – Кариотипирование на пассажах 6 и 15 при культивировании клеток в стан-
дартных условиях, б – длительная (7 лет) криоконсервация клеток с последующим размораживанием и переводом в стандарт-
ные условия культивирования. Кариотипичеcкий анализ проводили на пассажах 4, 7, 10.
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Таблица 1. Кариотипические отклонения в эМСК линии 2304 при культивировании в стандартных условиях, пассажи
6 и 15

Примечание. 2n – 2 нормальных гомолога хромосомы; n – моносомия; n + (p + q) – прицентромерная поломка с сохранением p- и
q-плеча в одном гомологе; n(p + q) – моносомия и прицентромерная поломка с сохранением p- и q-плеча.

Ядро,
№ п.п. Хромосома

Пассаж 6
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 Х

1 2n 2n n 2n n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n 3n 2n 2n 3n 2n 2n 2n 2n
2 3n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n + (p + q) 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
3 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
4 2n 2n n + (p + q) 2n 2n n(p+q) 2n 2n 2n 3n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
5 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
6 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n
7 2n 2n 2n - 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n
8 2n n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
9 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n

10 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n n + (p + q) 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n

Пассаж 15

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 Х

1 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n 2n n
2 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n
3 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n
4 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
5 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
6 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
7 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
8 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
9 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n

10 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
11 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
12 2n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
13 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
14 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n n
15 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n

(рис. 3б, табл. 2). Генетическое разнообразие де-
фектных хромосом было усилено вовлечением в по-
ломки второго гомолога и наличием (редко) аберра-
ций нового типа (транслокаций, инверсий, дуплика-
ций), не свойственных ни клеткам исходной линии до
замораживания, ни клеткам на 4-ом пассаже после
размораживания. Дестабилизированы были практиче-
ски все метафазные пластинки. При наличии в карио-
типе трех копий в перестройки могли быть вовлечены
2 из них или все 3.

Еще через 3 пассажа (пассаж 10 после разморажи-
вания) митотические пластинки были единичными
и не удовлетворяли требованиям для их детального

цитогенетического анализа. Клеточная популяция
через 7 пассажей после размораживания проявляла
все признаки клеточного старения: клетки значи-
тельно увеличивались в размере и меняли свою фор-
му, снижали пролиферативную активность, окра-
шивались на SA-β-Gal (рис. 4). Стоит отметить, что
контрольные клетки, не подвергнутые криоконсерва-
ции, активно пролиферировали до 25–27-ого пассажа,
тогда как клетки, подвергнутые длительной криокон-
сервации, останавливали свою пролиферацию и под-
вергались старению уже на 15–16 пассажах.

По результатам настоящей работы было сделано
заключение, что пребывание эМСК линии 2304 в
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Рис. 3. Кариотипы эМСК человека линии 2304 при культивировании в стандартных условиях после 7 лет криоконсервации.
а – Пассаж 4 после размораживания: терминальная делеция в хромосоме 1, прицентромерная поломка в Х-хромосоме с со-
хранением генетического материала, моносомия по хромосомам 10, 17 и Х; нарушение конденсации в гомологах хромосомы
11. б – Пассаж 7 после размораживания: прицентромерные поломки в хромосомах 1 и 12 с сохранением генетического мате-
риала; терминальные делеции в хромосомах 7, 8, Х; моносомия по хромосомам 22; инверсия в q-плече хромосомы 11, транс-
локация в хромосоме 13.

а

б

1 2 3 4 5
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13 14 15 16 17 18
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1 2

p

3 4 5

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21

+

21

22 X

q

del del

del

del

tr

p

inv q

условиях многолетней криоконсервации приводит к
дестабилизации генетического аппарата и прежде-
временному клеточному старению.

ОБСУЖДЕНИЕ

Широкое использование процедуры заморажива-
ния, дальнейшей криоконсервации и последующей
разморозки различных биологических объектов
предполагает сохранность их в неизменном виде.
Тем не менее, вопрос о влиянии этой многоступен-
чатой процедуры на клеточный геном остается от-
крытым.

Известно, что большинство процессов в клетках,
поддерживающих стабильность генома, находятся
под контролем гена TP53. Нарушение функций бел-
ка p53 ведет к возникновению и сохранению в попу-
ляции генетически дефектных клеток. Существуют
данные, что наличие в кариотипе нарушения даже
по одной хромосоме может спровоцировать даль-
нейшее развитие нестабильности генома (McGrana-
han et al., 2012).

В основе структурных хромосомных перестроек
(делеций, транслокаций инверсий) лежат двуцепочеч-
ные разрывы ДНК. К механизмам поломок относят
неспецифические слипания между негомологичными
хромосомами, нарушение конденсации в митозе (Ran-
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gel et al., 2017). Индукторами двуцепочечных разрывов
могут выступать экзогенные стрессы, в частности
радиация, окислительный стресс, изменение темпе-
ратурного режима. Использование процедуры крио-
консервации для стволовых клеток, мужских и жен-
ских половых клеток, эмбрионов, элементов крови и
другого биоматериала, используемого в медицинских
целях, по ряду причин входит в зону повышенного
риска, так как, по имеющимся данным, криоконсерва-
ция не всегда обеспечивает полную сохранность его
свойств (Pera et al., 2000; Reubinoff at al., 2000; Matidi,
Bhonde, 2011; Одинцова и др., 2021).

Результаты настоящей работы, изучающей влия-
ние процедуры криоконсервации и длительного
(7 лет) хранения эМСК в жидком азоте на стабиль-
ность клеточного генома, показали дестабилизацию
генетического аппарата у потомков клеток после их
размораживания, а именно анеуполиплоидизацию
хромосомного набора, повышенную ломкость хро-
мосом, влекущую за собой огромный пул аберрант-
ных хромосом, и нарушение конденсации в гомоло-
гах. Наличие таких изменений в геноме потомков
эМСК, родительские клетки которых были подверг-
нуты криоконсервации, говорит том, что эта проце-
дура для клеток данного типа является стрессовой,
способствующей развитию кариотипической неста-
бильности.

Известно, что причины развития кариотипиче-
ской нестабильности могут быть разными, но, тем
не менее, связанными с нарушениями механизмов
клеточного деления. Это могут быть повреждения
веретена деления, сбой при расхождении центрио-
лей, нарушение процессов репарации и репликации.
Любая из причин может нарушить зеркальное деле-
ние родительской клетки на две дочерние. Карио-
тип, являясь индикатором генетической стабильно-
сти, равно как и нестабильности, отражает генетиче-
ское состояние клетки.

Анализируя полученные в настоящей работе дан-
ные в сравнении с данными, полученными нами при

анализе трансформированных клеток китайского
хомячка в культуре (Гринчук, Шилина, 2021), можно
сделать вывод, что как сама процедура криконсерва-
ции, так и длительное хранение материала в жидком
азоте оказывает дестабилизирующее действие на
клеточный геном клеток. Характер кариотипиче-
ских изменений в трансформированных клетках ки-
тайского хомячка и эМСК имел как сходные черты,
так и отличия. В обоих случаях выявленные измене-
ния были связаны с анеуплоидизацией разморожен-
ных клеток и повышенной ломкостью хромосомно-
го материала. К отличиям относилось то, что в
трансформированных клетках повышенной ломко-
стью характеризовалась только одна хромосома ка-
риотипического набора.

В процесс дестабилизации клеточного генома
эМСК были вовлечены почти все хромосомы набо-
ра. В поломки вовлекались с равной вероятностью
разные хромосомы кариотипического набора, чаще
других – хромосомы 12 и Х. Хромосомные поломки,
затрагивающие прицентромерные области, в ряде
случаев сопровождались сохранением генетическо-
го материала в виде самостоятельных хромосом.
Бесцентромерный материал, возникший в результа-
те терминальных поломок хромосом, в ряде случаев
был элиминирован. На раннем этапе культивирова-
ния эМСК после разморозки в процесс дестабилиза-
ции, как правило, вовлекалась только одна из гомо-
логичных хромосом. После непродолжительного
культивирования число разнотипных хромосомных
дефектов увеличивалось т.к. в процесс дестабилиза-
ции вовлекались оба гомолога. Стоит отметить, что,
в отличие от экспериментов с трансформированн-
ными клетками китайского хомячка, в настоящей
работе отсутствовала работа с краткосрочным хране-
нием в жидком азоте, в связи с чем мы не можем рас-
сматривать возникшую кариотипическую неста-
бильность только как ответ на длительность хране-
ния в жидком азоте.

Криоконсервация – процесс многогранный и
многоэтапный. Каждый этап (замораживание, хра-

Рис. 4. Окраска эМСК линии 2304 на маркер старения SA-β-Gal. а – эМСК до длительного криохранения, пассаж 13; б –
эМСК после 7 лет пребывания в условиях криохранения, пассаж 14.

а б
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нение, размораживание) в той или иной степени яв-
ляется стрессом для клеток. Таким образом, возник-
шая хромосомная нестабильность расценивается
нами как клеточный ответ на стресс, вызванный как
процедурой криоконсервации, так и ее длительным
воздействием. Существует представление о том, что
укорочение хромосом в терминальной части ведет к
клеточному старению. Терминальная часть хромосом
(теломеры) представляет собой богатые гуанином тан-
демные повторы ДНК и обеспечивает хромосоме
структурную стабильность в процессе клеточного де-
ления. В каждом цикле клеточного деления длина те-
ломер уменьшается, что в результате приводит к кле-
точному старению (Hiyama, Hiyama, 2007). В этой свя-
зи, интерпретируя полученные нами данные, можно
предположить, что возникновение в кариотипе эМСК,
претерпевших длительную криоконсервацию, раз-
нотипных по величине терминальных поломок и
ускоренной прогрессии их разнообразия, это путь к
ускоренному клеточному старению и последующей
гибели клеток.

Необходимо подчеркнуть, что при длительной
работе с эМСК эффекта преждевременного клеточ-
ного старения после краткосрочного (от нескольких
недель до полугода) пребывания в жидком азоте не
наблюдали (Земелько и др., 2011; Шорохова, Грин-
чук, 2021), тогда как мы обнаружили его в настоящей
работе после длительной криоконсервации клеток.
В этой связи, анализируя полученные в настоящей
работе данные, возникшую кариотипическую неста-
бильность мы рассматриваем как следствие и самой
процедуры криоконсервации, и ее длительного воз-
действия, однако длительность криохранения ока-
зывает более выраженное стрессовое воздействие на
пролиферацию клеток после разморозки, чем непо-
средственно сама процедура криоконсервации. В
пользу этого заключения говорит и работа Астрели-
ной с соавторами (2013), в которой показано,
что краткосрочная криоконсервация МСК (в их слу-
чае – плаценты) не снижала пролиферативной ак-
тивности клеток после разморозки и не вызывала
кариотипических отклонений.

Подводя итог проделанной работе можно сделать
следующие выводы:

1) Процедура криоконсервации и длительное
хранение в жидком азоте для клеточных культур
млекопитающих является стрессом, индуцирующим
изменения в структуре кариотипа.

2) Реакция генома клеток различного происхож-
дения на одни и те же условия криоконсервации мо-
жет различаться.

3) Криоконсервация эМСК может стать индукто-
ром преждевременного клеточного старения.

4) Для того чтобы избежать рисков, связанных с
криоконсервацией эМСК, необходим анализ их ге-
нетических характеристик после процедуры размо-
раживания, в первую очередь – детальный кариоти-
пический анализ.
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Response of the Endometrial Mesenchymal Stem Cell Genome to the Procedure 
of Long-Term Cryopreservation
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Information about the effect of cryopreservation on functions and the genetic of cells of different genesis is not un-
ambiguous and is in the process of accumulation. This work is aimed at studying the effect of long-term storage (7
years) of human endometrial mesenchymal stem cells (eMSCs) in the frozen state on the stability of their genome
in vitro. The results showed destabilization of the karyotype structure in the descendants of cells after their thawing,
namely, aneupolyploidization, increased fragility of chromosomes, resulting in a huge pool of aberrant chromo-
somes, and impaired condensation in homologues. Chromosomal breakds in centromeric regions offen accompa-
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nied by the preservation of genetic material in the form of independent chromosomes. Almost all chromosomes of
the set were involved in the process of destabilization of the eMSCs cell genome. It has been shown that the proce-
dure of long-term cryopreservation can become an inducer of premature cellular aging of eMSCs after their thawing.
Comparison of the data obtained with the results of karyotyping of transformed Chinese hamster cells that under-
went a similar procedure led to the conclusion that cryopreservation for biological systems can be a stress that in-
duces genetic defects of various types at the karyotype level. The response of the genome of cells of different origin
to the same conditions of cryopreservation may differ.

Keywords: human endometrial mesenchymal stem cells, karyotype, chromosomes, cryogenic freezing, genome in-
stability
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Несмотря на ключевую роль редокс-чувствительной сигнальной системы Keap1/Nrf2/ARE в клеточном
метаболизме, практически ничего не известно о ее связи с биогенезом лизосом. В настоящей работе вы-
полнен теоретический и экспериментальный анализ возможности наличия такой связи. Путем формиро-
вания позиционной матрицы в генах транскрипционных факторов TFEB и TFE3 обнаружено наличие в
некодирующих участках большого количества ARE-подобных последовательностей. Воздействие in vitro
на клетки J774 активаторами системы Keap1/Nrf2/ARE (оригинального синтетического монофенола ТС-13 и
препарата сравнения трет-бутилгидрохинона) приводит к дозозависимой индукции генов Tfe3 и Tfeb, со-
провождающейся постепенным увеличением количества лизосом и интенсивности аутофагосомно-лизо-
сомного слияния. Таким образом, можно сделать предположение о том, что белки, контролирующие
ARE-зависимые гены, способны влиять на лизосомный биогенез.

Ключевые слова: сигнальная система Keap1/Nrf2/ARE, транскрипционные факторы TFEB и TFE3, лизо-
сомы, аутофагия
DOI: 10.31857/S0041377123040041, EDN: ZFKNHA

Многие лекарственные препараты лизосомот-
ропны (т.е. способные избирательно накапливаться
в лизосомном аппарате клеток), и в лизосомах начи-
нается первый этап их метаболизма. Наиболее часто
он сводится к выбросу соединений из клеток с помо-
щью системы белков ABC и MDR, что приводит к не-
обходимости повышения терапевтических дозировок
и приближения их к токсическим (Maniganda et al.,
2014). Еще одна проблема лизосомотропных химио-
терапевтических препаратов – вызываемое ими по-

вреждение лизосомных мембран, неизбежно веду-
щее к лизосомной дисфункции и гибели клеток (Ma-
hapatra et al., 2021). Подобные эффекты проявляются
при проведении химиотерапии и антибактериаль-
ной терапии (в частности при лечении инфекций,
ассоциированных с персистирующими внутрикле-
точными патогенами).

Существует общая система регуляции генов, име-
ющих отношение к формированию и функциониро-
ванию лизосом, ключевыми регуляторами их тран-
скрипции являются белки семейства MITF/TFE, к
которым относятся MITF, TFEB, TFE3 и TFEC. Они
специфически распознают короткую палиндром-
ную последовательность GTCACGTGAC (CLEAR),
а содержащие ее гены условно объединены в одно-
именную генетическую сеть CLEAR (Sardiello et al.,
2009). Индукция сигнальных систем, ассоциирован-
ных с лизосомной мембраной и контролируемых
транскрипционными факторами TFEB и TFE3, не-
посредственно влияющих на активность генов
CLEAR, а также фармакологическая активация по-
следних – проблемная задача, являющаяся в настоя-
щий момент мировым трендом в области экспери-
ментальной терапии болезней накопления.

Все метаболические процессы в организме, в том
числе с участием лизосом, сопровождаются генера-

Принятые сокращения: АКМ – активированные кислородные
метаболиты; ТС-13 – 3-(3'-трет-бутил-4'-гидроксифе-
нил)пропилтиосульфонат натрия; ABC – АТФ-связывающие
кассетные транспортеры; ARE – антиоксидант-ре-
спонс(ив)ный элемент; CLEAR – скоординированное усиле-
ние и регулирование лизосом; LC3B – легкая цепь 3β-ассоци-
ированного с микротрубочками белка 1A/1B; Nrf2 – фактор 2,
родственный NF-E2 (NF-E2-related factor 2); Keap1 – ассоци-
ированный с ECH Kelch-подобный белок 1; MDR – белки
множественной лекарственной устойчивости; MITF – тран-
скрипционный фактор, ассоциированный с микрофтальмией;
p62/SQSTM – убиквитин-связывающий белок p62, он же сек-
вестосома 1 (sequestosome 1), tBHQ – трет-бутилгидрохинон
(tert-butyl hydroquinone); PBS – фосфатно-солевой буферный
раствор; TFE3 – транскрипционный фактор, связывающийся
с энхансером 3 тяжелой μ-цепи иммуноглобулина; TFEB –
транскрипционный фактор EB; TFEC – транскрипционный
фактор EC.
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цией активированных кислородных метаболитов
(АКМ), редокс-баланс поддерживается антиокси-
дантной системой, а главным регулятором их нераз-
рывного единства выступает сигнальная система
Keap1/Nrf2/ARE (Зенков и др., 2017; Ngo, Duen-
nwald, 2022; Redza-Dutordoir, Averill-Bates, 2021), регу-
ляторные полномочия которой, тем не менее, более
широки, и заключаются в поддержании внутреннего
гомеостаза при апоптоз-индуцирующих, канцероген-
ных и стрессовых воздействиях. Так, Nrf2 контроли-
рует метаболические процессы, прямо влияя на экс-
прессию генов, необходимых для тех или иных биохи-
мических процессов, и регулируя ферменты,
ключевые моменты метаболических реакций или
точки разветвления таковых.

Интересно, что несмотря на тесные связи сиг-
нальной системы Keap1/Nrf2/ARE с клеточным ме-
таболизмом, практически ничего не известно о свя-
зях этой системы с биогенезом лизосом, имеющиеся
сведения в основном касаются деградации ее компо-
нентов (главным образом Keap1) посредством ауто-
фагии (Redza-Dutordoir, Averill-Bates, 2021; Zhu et al.,
2022) и их влияния на слияние аутофагосом и лизо-
сом (Qiu et al., 2022). В то же время существует непо-
средственная зависимость между состоянием лизо-
сомного аппарата и митохондрий (главного продуцен-
та АКМ), и экспериментально вызванная дисфункция
последних сопровождается клеточным фенотипом,
напоминая таковой лизосомных болезней накопле-
ния. Более того, митохондриальная дисфункция со-
провождается компенсаторной активацией мастер-
регулятора лизосомного биогенеза TFEB и увеличе-
нием его транскрипционной активности (Baixauli et
al., 2015).

Поскольку активация транскрипционных факто-
ров TFEB и TFE3 строго регулируема и происходит в
ответ на нарушение лизосомного гомеостаза и по-
вреждающие воздействия на клетки, которые сопро-
вождаются изменением редокс-баланса и, вероятно,
индукцией Keap1/Nrf2/ARE, возникает вопрос о на-
личии регуляторных связей между сигнальными си-
стемами Keap1/Nrf2/ARE и TFEB(TFE3)/CLEAR.

Цель исследования – теоретический и экспери-
ментальный анализ регуляторной связи сигнальной
системы Keap1/Nrf2/ARE и транскрипционных ре-
гуляторов лизосомного биогенеза.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Поиск регуляторных последовательностей ARE в
генах TFEB и TFE3. Для того, чтобы установить
возможности обнаружения регуляторной связи
между сигнальными системами Keap1/Nrf2/ARE и
TFEB(TFE3)/CLEAR, мы проверили наличие эле-
ментов ARE в генах транскрипционных факторов
TFEB и TFE3 человека и мыши. Для поиска после-
довательности ARE в интересующих генах на осно-
вании 52 различных последовательностей ARE

(Wang et al., 2007) была сформирована позиционная
матрица (position frequency matrix). Обнаружение
последовательности проводили с помощью про-
граммного пакета RSAT (Santana-Garcia et al., 2022).
Для контроля качества собранной матрицы она была
проверена на нуклеотидной последовательности ге-
на Mafg мыши, в котором локализован мотив ARE с
экспериментально подтвержденной функциональной
значимостью (Зенков и др., 2017; Simov et al., 2021). Вы-
явлена соответствующая описанной в литературе по-
следовательность TCATGCTGACTCAGCGGATCG с
уровнем значимости 1.4 × 10−6. С помощью анало-
гичного подхода на предмет наличия ARE-подобных
элементов проанализировали последовательности
генов TFEB и TFE3 человека и мыши, взятые из Gen-
Bank, с добавлением по 5000 пар нуклеотидов до и по-
сле окончания рамок считывания гена. Полученные
ARE-подобные последовательности маркировали в ге-
номном браузере UCSC для анализа эволюционной
консервативности, ко-локализации с различными
функциональными модификациями ДНК и хромати-
на, а также с другими регуляторными элементами.

Активаторы и клетки. В качестве индукторов си-
стемы Keap1/Nrf2/ARE использовали синтезиро-
ванный нами оригинальный гидрофильный моно-
фенол 3-(3'-трет-бутил-4'-гидроксифенил)пропил-
тиосульфонат натрия (ТС-13), который получали из
2,6-ди-трет-бутилфенола по ранее описанной по-
следовательности превращений (Олейник и др.,
2007), а также прототипический индуктор трет-бу-
тилгидрохинон (tBHQ; Sigma-Aldrich, США).

Клетки линии J774, полученные из Банка клеточ-
ных культур Института цитологии РАН (Санкт-Пе-
тербург, Россия), культивировали в 250 мл культу-
ральных флаконах в среде DMEM/F12, содержащей
10% эмбриональной бычьей сыворотки и 1% раство-
ра пенициллина/стрептомицина при 37°C во влаж-
ной атмосфере с 5%-ным насыщением CO2. За ночь
до начала экспериментов клетки снимали с пласти-
ка, трижды отмывали в предварительно прогретом
растворе Версена, центрифугировали при ускоре-
нии 300 g в течение 5 мин, ресуспендировали в предва-
рительно прогретой культуральной среде и рассажива-
ли в лунки 24-луночного планшета по 105 клеток на
1 лунку в 0.5 мл среды. Для микроскопического ис-
следования клетки помещали на предварительно от-
мытые стерилизованные покровные стекла по
4 × 104 клеток на 1 см2 за ночь до начала эксперимен-
та. Экспериментальное фармакологическое воздей-
ствие на клетки осуществляли через 4, 12 и 24 ч после
рекультивирования, тестируемые соединения раство-
ряли в культуральной среде (tBHQ сначала растворяли
в ДМСО, конечная концентрация составляла 1%).

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) с обратной
транскрипцией. РНК выделяли с использованием
TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific, США) со-
гласно инструкции. Для получения кДНК проводи-
ли обратную транскрипцию (ОТ) с использованием
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набора реагентов iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad
Laboratories, США) согласно инструкции. Методом
TaqMan ПЦР в режиме реального времени на ам-
плификаторе CFX96 (Bio-Rad Laboratories) изучали
изменение экспрессии мРНК генов TFEB и TFE3.
Реакцию амплификации проводили в следующих
условиях: реакционная смесь ПЦР объемом 20 мкл
содержала буфер для ПЦР, 2.5 мМ MgCl2, 0.2 мМ
dNTP’s, 1.5 е.а. Taq-полимеразы. Амплификацию
выполняли согласно следующей программе: 3 мин
при 95°C начальной денатурации, далее 40 циклов:
10 с при 95°C для денатурации, 20 с при 60°C для ги-
бридизации праймеров, съем флуоресцентного сигна-
ла, 20 с при 72°C для элонгации. Уровень экспрессии
мРНК генов рассчитывали согласно методу 2–ΔΔCT и
нормировали относительно референсного гена
GAPDH. Подобранные пары праймеров и TaqMan-
зондов приведены в табл. 1.

Определение содержания лизосом. Индикатор
Lysotracker Red DND-99 (Thermo Fisher Scientific),
свежеразведенный в растворе Хенкса, содержащем
глюкозу в концентрации 1.8 г/л, добавляли к клет-
кам на покровных стеклах в финальной концентра-
ции 1 мкМ и инкубировали 30 мин при 37°C в атмо-
сфере, содержащей 5% СО2. Затем клетки трижды
отмывали холодным фосфатно-солевым буферным
раствором (PBS) и заключали в монтирующую среду
Fluoroshield (Sigma-Aldrich), содержащую интеркали-
рующий краситель DAPI для окраски ядер (Abcam,
США). Изображения получали на лазерном сканиру-
ющем конфокальном микроскопе LSM710/NLO
(Zeiss AG, Германия) с объективом Plan-Apochromat
63×/1.4 и анализировали с помощью программного
пакета ImageJ, количество лизосом определяли по ин-
тенсивности флуоресценции индикатора (усл. ед.).

Анализ аутофагии. Для сравнения выраженности
образования аутофагосом и скорости их лизосомной
деградации каждую экспериментальную точку дубли-
ровали экспериментом с добавлением в культураль-

ную среду, помимо тестируемого соединения, хлоро-
хина (C6628, Sigma-Aldrich) в концентрации 60 мкМ за
1 ч до выведения из эксперимента. Соотношение ко-
личества аутофагосом в группах с хлорохином и без
него (коэффициент kCQ) отражает способность кле-
ток удалять вновь формирующиеся аутофагосомы
(Klionsky et al., 2021), будучи важным показателем за-
щитных свойств аутофагии. Клетки фиксировали в
10%-ном формалине, пермеабилизировали в 0.15%-
ном растворе Тритона Х-100, после чего покрывали
200 мкл блокирующего раствора (PBS, содержащий
5% бычьего сывороточного альбумина, 0.05% Трито-
на X-100) и инкубировали в шейкер-термостате
(40 мин при 37°C). Далее блокирующий раствор ме-
няли на аналогичный (но без сыворотки), содержа-
щий антитела кролика против белка LC3B млекопи-
тающих (L10382, Invitrogen, США), и проводили ги-
бридизацию (60 мин, 37°C). После трехкратной
пятиминутной отмывки бессывороточным блокиру-
ющим раствором выполняли гибридизацию с анти-
телами против кроличьих антител, конъюгирован-
ных с флуорохромом Alexa Fluor 488 (Abcam, США)
(30 мин, 37°C), затем PBS удаляли коротким промы-
ванием деионизированной водой и заключали клет-
ки в монтирующую среду Fluoroshield, содержащую
DAPI. Внутриклеточную локализацию LC3B иссле-
довали на лазерном сканирующем конфокальном
микроскопе LSM710/NLO и анализировали с помо-
щью программного пакета ImageJ.

Обработка данных. Количественные данные на
предварительном этапе статистического анализа
оценивали на нормальность распределения по кри-
терию Шапиро–Уилка. Поскольку распределение
отличалось от нормального, результаты представле-
ны в виде медианы и межквартильных интервалов.
Для оценки различий данных использовали крите-
рии Манна–Уитни и Даннета. Критический уровень
значимости нулевой статистической гипотезы (р)
принимали равным 0.05.

Таблица 1. Подобранные пары прямых (F) и обратных (R) праймеров, TaqMan-зондов (Pr) с флуоресцентной меткой
Fam-5'

Ген Номер в GenBank Последовательность праймера

GAPDH NM_008084.3 F: 5'-AACTTTGGCATTGTGGAAGGGCTC-3'
R: 5'-ACCAGTGGATGCAGGGATGATGTT-3'
Pr: R6G-5'-ATGACCACAGTCCATGCCATCACTGCCA-3'-Q

TFEB NM_001161722.1
NM_001161723.1
NM_011549.3

F: 5'-CCCTGTCCACTTCCAGTC-3'
R: 5'-GATACTCCCGAACCTTCTGATG-3'
Pr: Fam-5'-TCCTACCACCTGCAACAGTCCCA-3'-Q

TFE3 NM_172472.3
NM_001105196.1
NM_001105197.1
NM_001271489.1
NM_001271490.1
NM_001271491.1

F: 5'-CACACTGAGTCGTCCACCT-3'
R: 5'-GACAAGTACTGTTTGACCTGCTG-3'
Pr: Fam-5'-AACCCTACACGCTACCACCTGCA-3'-Q
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Наличие элемента ARE в генах TFEB и TFE3. Ана-

лиз сформированной позиционной матрицы пока-
зал присутствие в генах TFEB человека и Tfeb мыши
по 15 ARE-подобных последовательностей (рис. 1а).
Среди них консервативными для позвоночных ока-
зались мотивы, находящиеся в первом интроне (че-
ловек, мышь; обозначены как ARE_tfeb) и в экзоне
кодирующей области (мышь).

В генах человека и мыши, кодирующих транскри-
ционный фактор TFE3, также выявлены мотивы
ARE, хотя и в меньшем количестве (рис. 1б), при
этом, как и в гене TFEB, один из них расположен в
некодирующем участке гена TFE3 обоих видов (во
втором интроне, ARE_tfe3) и является высококон-
сервативным.

На основании анализа элементов хроматина, кар-
тированных международным исследовательским
консорциумом ENCODE с помощью метода анализа
ДНК-белковых взаимодействий ChIP-seq (Roopra,
2020), мы изучили ландшафт его модификаций в об-
ластях генома, в которые входят мотивы ARE_tfeb и
ARE_tfe3. Для фрагмента хроматина, содержащего
ARE_tfeb, установлена высокая частота H3K4me3,
эпигенетической модификации гистона H3 (триме-
тилирование по остатку лизина в положении 4), что
свидетельствует о локализации данной последова-
тельности в промоторной области гена (Sharifi-
Zarchi et al., 2017). При этом сайтов связывания тран-
скрипционных факторов подсемейства NFE2 (Nrf2,
Nrf1, BACH1, p45) и MAF, вспомогательного белка
для взаимодействия Nrf2 с ARE, не обнаружено.

Аналогичный анализ участка хроматина, содер-
жащего последовательность ARE_tfe3, показал от-
сутствие характерного для энхансерных областей
преобладания эпигенетических модификаций H3-

гистона H3K27Ac (ацетилирование по остатку лизи-
на в положении 27) и H3K4Me1 (метилирование по
остатку лизина в положении 4) (Maurya, 2021; Shari-
fi-Zarchi et al., 2017) (рис. 2). Напротив, в отличие от
мотива ARE_tfeb, обнаружено связывание с ARE_tfe3
транскрипционных факторов BACH1 и NFE2, сател-
литных белков MAF и Jun, белков семейства AP-1
(часть ARE включает в себя сайт связывания факто-
ра АР-1 TRE, 5'-TGACTCA-3'), в непосредственной
близости находятся консервативные участки связы-
вания таких регуляторов транскрипции, как CEBPB,
MAZ, CTCF.

Экспериментальная проверка возможности регуля-
ции лизосомного биогенеза со стороны сигнальной си-
стемы Keap1/Nrf2/ARE. С целью исследовать регуля-
торное влияние сигнальной системы Keap1/Nrf2/ARE
на экспрессию генов Tfeb и Tfe3 выполнен ПЦР-ана-
лиз продуктов их транскрипции в клетках J774. Для ге-
на Tfe3 отмечено увеличение экспрессии при добавле-
нии в культуральную среду оригинального синтетиче-
ского индуктора системы Keap1/Nrf2/ARE ТС-13, с
максимальной выраженностью в концентрации
10 мкМ и падением эффекта при увеличении кон-
центрации до 100 мкМ. Интересно, что подобную за-
висимость мы наблюдали при исследовании влияния
ТС-13 на транслокацию Nrf2 в ядро клеток J774, клю-
чевой момент активации системы Keap1/Nrf2/ARE:
вплоть до концентрации ТС-13 50 мкМ она возрастала
и уменьшалась почти до контрольных значений при
концентрации ТС-13 100 мкМ (Меньщикова и др.,
2020), что можно трактовать как косвенное доказа-
тельство прямой позитивной связи между системой
Keap1/Nrf2/ARE и регуляцией лизосомного биоге-
неза. Для гена Tfeb характерен менее выраженный,
но устойчивый дозозависимый ответ (рис. 3).

Рис. 1. Локализация последовательностей ARE в области генов Tfeb (а) и Tfe3 мыши (б). Гистограмма характеризует уровень
консервативности соответствующих последовательностей среди позвоночных животных (получены с помощью инструмента
PhastCons).
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ТС-13 оказывал аналогичное воздействие на ко-
личество лизосом в цитоплазме клеток J774, дозоза-
висимо увеличивая его в используемом диапазоне
концентраций, что показано с помощью лизосомно-
го индикатора LysoTracker DND-99. Прототипиче-
ский индуктор Keap1/Nrf2/ARE tBHQ, схожий по
структуре с ТС-13, но жирорастворимый, вызывал
аналогичный, но более выраженный эффект
(рис. 4). Следует заметить, что в отличие от TC-13,
tBHQ токсичен для клеток J774 в концентрациях бо-
лее 10 мкМ, что и ограничило диапазон использо-
ванных концентраций.

Влияние индукторов Keap1/Nrf2/ARE на аутофа-
гию. Поскольку TFE3 и TFEB позитивно регулируют
экспрессию генов, ассоциированных с аутофагией,
мы исследовали, в какой степени индуктор Nrf2 ТС-
13 влияет на этот механизм. Четырехчасовая экспо-
зиция ТС-13 практически не влияла на количество

клеток, восприимчивых к индукции аутофагии. При
этом отмечалось небольшое, но статистически зна-
чимое снижение величины этого показателя при
воздействии ТС-13 в концентрации 100 мкМ в усло-
виях блокирования слияния аутофагосом с
лизосомами, что может указывать на снижение спо-
собности клеток индуцировать аутофагию (рис. 5а).
Двадцатичетырехчасовая экспозиция клеток с ТС-13
характеризуется дозозависимым снижением доли
LC3B-позитивных клеток в экспериментах без бло-
катора аутофагосомно-лизосомного слияния и ста-
бильным количеством таких клеток в экспериментах
с добавлением блокатора с результирующим умень-
шением активности аутофагии kCQ (рис. 5а, б). Инте-
ресно, что при низких дозах ТС-13 (от 0.01 до

Рис. 2. Гистоновые модификации (H3K4Me1 и H3K27Ac) и мотивы связывания различных транскрипционных факторов в
области ARE_tfe3.
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Рис. 3. Экспрессия генов, кодирующих TFE3 и TFEB,
при культивировании клеток J774 в течение 12 ч с индук-
тором Nrf2 TC-13 в различных концентрациях; * – отли-
чие от величины соответствующего показателя контроля
статистически значимо при р < 0.05.
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чимо при р < 0.05.
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10 мкМ) количество позитивных клеток больше, чем
в контроле.

ОБСУЖДЕНИЕ
Последовательности ARE, с которыми специ-

фично связывается Nrf2, помимо генов эффектор-
ных белков, непосредственно участвующих в биохи-
мических процессах, локализуются в регуляторных
областях генов различных транскрипционных фак-
торов и сигнальных белков (Зенков и др., 2017; Egbu-
jor et al., 2022), что характеризует ARE как высоко-
уровневые транскрипционные регуляторы. Неиз-
вестно, насколько широко распространяется такая
сеть, поскольку ежегодно открываются новые функ-
циональные ARE-подобные мотивы в генах, каза-
лось бы, не имеющих непосредственного отноше-

ния к антиоксидантной защите клеток. В контексте
данного исследования следует отметить наличие
двусторонних регуляторных связей между Nrf2 и
аутофагией, которые были обнаружены относитель-
но недавно, и роль которых мало понятна. Индук-
ция Keap1/Nrf2/ARE может осуществляться с помо-
щью белка p62/SQSTM, который связывает белок
Keap1 с образованием агрегатов Keap1/p62, что в свою
очередь увеличивает активность Nrf2 (Zhang et al.,
2021). Одновременно Nrf2 стимулирует экспрессию
гена p62/SQSTM, что может дополнительно повы-
шать интенсивность связывания Keap1 и активность
Nrf2, образуя таким образом петлю положительной
обратной связи в механизме собственной актива-
ции. В дополнение к этому, Nrf2 положительно кон-
тролирует экспрессию генов рецепторов аутофагии
NDP52 и Parkin1.

Рис. 5. Влияние ТС-13 на процессы аутофагии в клетках J774. а – Количество LC3B-позитивных клеток; отличия от соответ-
ствующего показателя статистически значимы при р < 0.05: от группы контроля (*), от клеток, культивированных в аналогич-
ных условиях без хлорохина (#). б – Величина коэффициента kCQ.

*
*

* *

*

#

#
#

#

# #35

25

15

5
0 1 100.01 0.1 100 1 100.01 0.1 100

а
4 ч 24 ч

К
ол

ич
ес

тв
о 

LC
3B

-

Концентрация ТС-13, мкМ

Без хлорохина

по
зи

ти
вн

ы
х 

кл
ет

ок
, %

1.5

2.0.

1.0

0.5

0
0 1 100.01 0.1 100 1 100.01 0.1 100

б
4 ч 24 ч

k C
Q

Концентрация ТС-13, мкМ

С хлорохином



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 4  2023

ИССЛЕДОВАНИЕ РЕГУЛЯТОРНОЙ СВЯЗИ СИГНАЛЬНОЙ СИСТЕМЫ 373

Аутофагия в этом механизме выполняет лимити-
рующую функцию (петлю негативной обратной свя-
зи), удаляя агрегаты Keap1/p62. При этом влияние
Nrf2 на данную сторону процесса не исследовано. В
то же время, принимая во внимание стимуляцию
аутофагии АКМ, окисляющими цистеиновые остат-
ки белков-эффекторов аутофагии, а также суще-
ственное влияние активности аутофагии на генера-
цию АКМ клетками, мы предположили наличие та-
кой регуляторной связи.

С точки зрения анализа возможной связи двух
сигнальных систем – регулирующей активность ге-
нетической сети CLEAR (лизосомного аппарата) и
системы Keap1/Nrf2/ARE (редокс-гомеостаза) –
наибольшее значение может иметь последователь-
ность ARE_tfeb в силу своего расположения в интро-
не (некодирующей области, находящейся под силь-
ным эволюционным давлением) и высокой консер-
вативности; ее наличие впервые установлено в
настоящем исследовании.

Расположение последовательности ARE_tfeb в
промоторных участках и в то же время отсутствие при-
знаков локализации характерных для ARE транскрип-
ционных факторов и белков позволяет предположить,
что данный мотив не выполняет свойственную ARE
функцию, при этом участвуя в регуляции экспрессии
гена TFEB посредством взаимодействия с тран-
скрипционными факторами других сигнальных си-
стем, о чем также свидетельствует его высокая кон-
сервативность. Локализация сайтов связывания с
мотивом ARE_tfe3 транскрипционных факторов
подсемейства NFE2, вспомогательных белков и ре-
гуляторов транскрипции и их консервативность да-
ют основание заключить, что регуляция активности
гена TFE3 осуществляется с участием белков как си-
стемы Keap1/Nrf2/ARE, так и других сигнальных си-
стем, в том числе взаимодействующих с первой.

Геном человека содержит тысячи некодирующих
последовательностей, которые для позвоночных за-
частую более консервативны, чем экзоны, кодирую-
щие белки. Как правило, они входят в состав регуля-
торных участков, и изменение их структуры грозит
нарушением структуры и функции белков, кодируе-
мых соответствующими генами, что, в частности, и
объясняет необходимость консервативности таких
мотивов (Pearson, 2016).

В результате выполнения экспериментального
раздела исследования установлено, что воздействие
на клетки активаторами системы Keap1/Nrf2/ARE
действительно приводит к дозозависимой индукции
генов Tfe3 и Tfeb, сопровождающейся постепенным
увеличением количества лизосом и интенсивности
аутофагосомно-лизосомного слияния.

Вероятно, индукция Keap1/Nrf2/ARE при повы-
шении концентрации соединений положительно
влияет на экспрессию генов TFE3 и TFEB, тем са-
мым способствуя нормализации количества лизо-
сом в клетках и увеличению активности аутофагии.

При этом влияние ТС-13 и tBHQ на лизосомный ап-
парат клеток может не зависеть от Nrf2 и быть опо-
средованным их непосредственным взаимодействи-
ем с митохондриальной мембраной. Так, известно,
что ТС-13 способен снижать митохондриальный по-
тенциал и вызывать генерацию АКМ, что, вероятно,
связано с влиянием на активность цепи переноса
электронов (Мартинович и др., 2015). То же харак-
терно и для tBHQ (Li et al., 2014). Нарушение функ-
ционирования цепи переноса электронов негативно
влияет на функцию и количество лизосом, при этом
ведет к снижению соотношения NAD+/NADH, к ко-
торому чувствителен транскрипционный фактор
TFEB (его уменьшение активирует TFEB и стимули-
рует лизосомный биогенез) (Baixauli et al., 2015). Та-
ким образом, эффект индукции экспрессии генов
TFE3 и TFEB, а также увеличения количества лизо-
сом может быть опосредован одновременно не-
сколькими факторами, и проблема требует более де-
тального исследования.

Полученные результаты, с одной стороны, не де-
монстрируют непосредственного влияния индукто-
ров Keap1/Nrf2/ARE на аутофагию. С другой сторо-
ны, они свидетельствуют о возможности влияния на
этап слияния аутофагосом с лизосомами, критиче-
ски важный для реализации всего процесса аутофа-
гии в целом. Принимая во внимание обнаруженные
эволюционно консервативные регуляторные эле-
менты, характерные для транскрипционного кон-
троля элементом ARE, можно сделать предположение
о том, что белки, контролирующие ARE-зависимые
гены (Nrf2, Nrf1, BACH1 и BACH2, а также белки-са-
теллиты и другие представители семейства NFE), спо-
собны влиять на лизосомный биогенез. Учитывая ан-
тагонистичный характер взаимоотношений Nrf2 и
BACH1, можно предположить разнонаправленность
такого влияния.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для генов транскрипционных факторов TFEB и
TFE3 характерно наличие в некодирующих участках
большого количества ARE-подобных последова-
тельностей. Воздействие на клетки J774 активатора-
ми системы Keap1/Nrf2/ARE приводит к дозозависи-
мой индукции генов Tfe3 и Tfeb, сопровождающейся
постепенным увеличением количества лизосом и ин-
тенсивности аутофагосомно-лизосомного слияния.
Таким образом, можно сделать предположение о том,
что белки, контролирующие ARE-зависимые гены,
способны влиять на лизосомный биогенез.
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Regulatory Relationship between the Keap1/Nrf2/ARE Signaling System and Transcriptional 
Regulators of Lysosomal Biogenesis

A. V. Chechushkova and E. B. Menshchikovaa, *
aFederal Research Center for Fundamental and Translational Medicine, Novosibirsk, 630117 Russia

*e-mail: lemen7383@mail.ru

Despite the key role of the Keap1/Nrf2/ARE redox-sensitive signaling system in cellular metabolism, little is known
about its relationship to lysosome biogenesis. In this paper, a theoretical and experimental analysis of the possibility
of such a link has been carried out. By forming a position frequency matrix in the transcription factor genes TFEB
and TFE3, the presence of a large number of ARE-like sequences was found in the non-coding regions. In vitro ex-
posure to J774 cells by Keap1/Nrf2/ARE activators (original synthetic monophenol TS-13 and tert-butylhydroqui-
none as comparison compound) results in dose-dependent induction of Tfe3 and Tfeb genes, accompanied by a
gradual increase in the lysosome number and autosomal-lysosomal fusion intensity. Thus, it can be assumed that the
proteins controlling the ARE-dependent genes are able to influence lysosome biogenesis.

Keywords: Keap1/Nrf2/ARE signaling system, transcription factors TFEB and TFE3, lysosomes, autophagy
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В работе изучали способность трех модельных зеленых белков ковалентно связываться с микрочастицами
(МЧ) на основе поли(D,L-молочной кислоты) (ПМК). Зеленый флуоресцентный белок (sfGFP), реком-
бинантный белок слияния бета2-микроглобулина человека (β2M) с sfGFP (β2M-sfGFP), а также реком-
бинантный белок слияния амилина человека (IAPP) с sfGFP (IAPP-sfGFP) выделяли методом аффинной
хроматографии. Для формирования МЧ-ПМК использовали метод двойной эмульсии. Модификацию
МЧ-ПМК белком подтверждали при помощи лазерной сканирующей микроскопии (ЛСМ). Кроме того,
при помощи ЛСМ исследовали фагоцитоз МЧ-ПМК, модифицированных различными белками, и сво-
бодных модельных белков макрофагами. Было показано, что рекомбинантный sfGFP связывается с по-
верхностью частиц в меньших количествах по сравнению с β2M-sfGFP и IAPP-sfGFP. По-видимому, это
обусловлено тем, что аминогруппы белка, которые потенциально могли бы вступить в реакцию с активи-
рованными карбоксильными группами на поверхности частиц, оказываются стерически недоступными
для этой реакции из-за структуры sfGFP. Белки β2M и IAPP в составе соответствующих рекомбинантных
белков слияния являются спейсерными структурами между поверхностью сферических частиц и sfGFP.
Установлено, что увеличение соотношения белок : частицы в три раза не приводило к повышению коли-
чества связанного белка на единицу массы частиц, что может свидетельствовать о том, что количество бел-
ка, которое может быть связано на единицу массы частиц, ограничивается емкостью самих частиц. Изу-
чение фагоцитоза модифицированных белками МЧ-ПМК показало, что МЧ-ПМК, содержащие на по-
верхности модельные белки (β2M-sfGFP и IAPP-sfGFP), успешно фагоцитируются макрофагами и,
таким образом, могут способствовать активации клеточного иммунного ответа, что важно при борьбе с
различными инфекциями, в том числе вирусными. Кроме того, в работе был показан фагоцитоз модель-
ных белков (β2M-sfGFP, IAPP-sfGFP). Это может быть связано с тем, что как β2M, так и IAPP являются ами-
лоидогенными и склонными к агрегации белками. По всей видимости, агрегаты этих белков тоже способны
поглощаться макрофагами благодаря увеличению размера по сравнению с их мономерными формами.

Ключевые слова: микрочастицы, поли(молочная кислота), иммобилизация белка, зеленый флуоресцент-
ный белок, фагоцитоз
DOI: 10.31857/S0041377123040119, EDN: ZLIPYJ

В настоящее время, микро- и наночастицы на ос-
нове биосовместимых и биодеградируемых полиме-
ров активно изучаются в качестве носителей для по-
лучения вирусоподобных частиц с целью разработки

вакцин (Lin et al., 2015; Simón-Vázquez et al., 2020), а
также привлекают внимание для создания ловушек
вирусов, обладающих значительным потенциалом в
комплексной терапии вирусных инфекции для сни-
жения вирусной нагрузки, развивающейся в остром
периоде заболевания (Chen et al., 2021). В последнем
случае ключевым моментом применения микрочастиц
(МЧ) в качестве ловушек является их способность под-
вергаться ускоренному фагоцитозу (Peres et al., 2017).
Известно, что для ряда вирусных инфекций виремия
является важной стадией течения заболевания. При

Принятые сокращения: ЛСМ – лазерная сканирующая микро-
скопия; МЧ – микрочастицы; ПМК – поли(D,L-молочная
кислота); β2M – рекомбинантный бета2-микроглобулин че-
ловека; IAPP – рекомбинантный амилин человека; sfGFP –
зеленый флуоресцентный белок (green fluorescent protein su-
perfolder); β2M-sfGFP и IAPP-sfGFP – белки слияния β2M и
IAPP с sfGFP соответственно.

УДК 573.6:576.08



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 4  2023

ФАГОЦИТОЗ ИММУННЫМИ КЛЕТКАМИ ПОЛИМЕРНЫХ МИКРОЧАСТИЦ 377

этом повышение концентрации вирусных частиц в
кровотоке сопровождается появлением вирионов с
новыми антигенными детерминантами, вследствие
этого использование экзогенных антител часто не
обеспечивает достаточную терапевтическую эффек-
тивность (Taylor et al., 2021). В то же время примене-
ние полимерных ловушек, модифицированных ре-
цепторными белками, позволит связать вирусы и за
счет ускоренного фагоцитоза обеспечит их попада-
ние в клетки ретикулоэндотелиальной системы, в
частности в макрофаги (Fajardo-Moser et al., 2008).
Это, в свою очередь, обеспечит более быстрый кле-
точный иммунный ответ и образование антител к ге-
нетическим вариантам вирусных белков, что должно
способствовать дополнительному обезвреживанию
циркулирующих вирусов (Сахабеев и др., 2020).

Кроме того, полимерные частицы нашли широ-
кое применение в качестве систем доставки различ-
ных лекарственных субстанций, включая адресную
доставку за счет модификации полимерных частиц
векторными белками (Begines et al., 2020; Vilos, Vel-
asquez, 2012; Vlachopoulos et al., 2022). В этом случае
фагоцитоз также может играть положительную роль
за счет присущей макрофагам способности мигра-
ции в организме. Поглощая системы доставки ле-
карств, макрофаги предположительно могут обеспе-
чивать перенос лекарственных веществ в очаги инфек-
ций и зоны воспаления, что, по сути, представляет
собой биогибридный подход к доставке лекарств.

В настоящей работе сообщаются результаты по-
лучения МЧ на основе поли(молочной кислоты)
(ПМК), данные по ковалентной модификации МЧ-
ПМК модельными белками, а также результаты изу-
чения поглощения модифицированных частиц мак-
рофагами человека в культуре. Выбор МЧ-ПМК
обусловлен биосовместимостью, способностью к
биодеградации ПМК под действием эстераз, а также
тем, что этот полимер одобрен для медицинского
применения, в том числе в качестве носителя лекар-
ственных веществ (Peres et al., 2017; Tyler et al., 2016).
В качестве модельных белков использовали реком-
бинантные белки слияния: зеленый флуоресцент-
ный белок sfGFP (green fluorescent protein superfold-
er) и два белка человека, а именно бета2-микрогло-
булин человека (β2M) и амилин человека (IAPP).
Связывание белков слияния (β2M-sfGFP и IAPP-sf-
GFP), обладающих флуоресценцией, обеспечивает
возможность легкой визуализации при определении
эффективности модификации МЧ-ПМК и их фаго-
цитоза.

Представленные данные могут служить методо-
логической основой для получения МЧ-ПМК, кова-
лентно модифицированных рекомбинантными ре-
цепторами для связывания вирусных частиц или
векторными белками для адресной доставки.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Получение модельных рекомбинантных белков.
Модельные белки sfGFP (26.8 кДа), β2M-sfGFP
(38.6 кДа) и IAPP-sfGFP (30.7 кДа) получали из кле-
ток Escherichia coli штамма BL21(DE3), трансформи-
рованных плазмидами, содержащими гены соответ-
ствующих белков, по описанным ранее методикам
(Антимонова и др., 2016; Сахабеев и др., 2020). Клет-
ки E. coli разрушали обработкой ультразвуком, раство-
римую клеточную фракцию отделяли центрифугиро-
ванием и целевые рекомбинантные белки очищали с
использованием Ni-агарозы (Ni-NTA Agarose, QIAgen,
США) в соответствии с протоколом производителя.

Получение МЧ на основе ПМК. Получение МЧ
осуществляли методом одинарной эмульсии. Орга-
ническая фаза представляла собой раствор ПМК
(Мw = 11300) в дихлорметане (50 мг/мл). Водная фаза
состояла из 1%-ного раствора поливинилового
спирта (Mw = 130000, степень гидролиза 99%). Для
получения эмульсии использовали ультразвуковой
гомогенизатор Sonopuls HD 2070, снабженный мик-
розондом MS 73 диаметром 3 мм (Bandelin, Герма-
ния). Органическую фазу вводили в водную фазу с
применением одноканального инфузионного насоса
Инстилар 1438 (Диксион, Россия); скорость введения –
2 мл/мин, скорость перемешивания – 800 об./мин с
помощью магнитной мешалки (MR Hei-Mix S, Hei-
dolph, Schwabach, Германия). Одновременно с пере-
мешиванием систему дополнительно обрабатывали
ультразвуком с помощью зондового гомогенизатора
при мощности 18% в течение 3 мин (время введения
органической фазы), затем повышали мощность УЗ-
гомогенизатора до 35% и обрабатывали систему еще
в течение 90 с. Соотношение объемов органической
и водной фаз составляло 1 : 20. Удаление дихлорме-
тана осуществляли с использованием роторного ис-
парителя (Hei-VAP Precision ML/G3B, Германия).
После формирования суспензии частицы осаждали
центрифугированием в течение 10 мин (10000 g,
4°C). Далее частицы редиспергировали под действи-
ем ультразвука в течение 7 с в дистиллированной во-
де и снова осаждали. Процедуру промывания частиц
водой повторяли дважды с целью удаления избытков
поли(винилового спирта). Для фракционирования
по размерам частицы центрифугировали в течение
2 мин (1000 g, 4°C). Для экспериментов использова-
ли фракцию крупных частиц. Выход МЧ составил 49%.

Ковалентная иммобилизация белков на поверхно-
сти частиц. Процесс иммобилизации белков на по-
верхности МЧ-ПМК состоял из нескольких этапов.
На первом этапе осуществляли получение свобод-
ных карбоксильных групп на поверхности МЧ путем
частичного гидролиза 0.1 М раствором NaOH в тече-
ние 30 мин при комнатной температуре (25°C) со-
гласно ранее опубликованному протоколу (Korzhi-
kov-Vlakh et al., 2018). Далее частицы отделяли и про-
мывали дистиллированной водой с последующим
центрифугированием. На втором этапе проводили
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активацию свободных карбоксильных групп. Обра-
зовавшиеся на поверхности частиц карбоксильные
группы активировали смесью N-гидроксисукцини-
мида и водорастворимого карбодиимида – гидро-
хлорида (N-3-диметиламинопропил)-N-этилкарбо-
диимида с целью получения активированного эфира
(Korzhikov-Vlakh et al., 2018). Далее к обработанным
таким образом частицам добавляли различные коли-
чества одного из трех модельных белков (sfGFP,
β2M-sfGFP или IAPP-sfGFP) и инкубировали в те-
чение 2 ч в 0.01 M боратном буферном растворе
(pH 9.0). Потом отмывали полученные конъюгаты
5 раз 0.01 М фосфатно-солевым буферным раство-
ром (PBS, рН 7.4). Измерение концентрации иссле-
дуемых белков осуществляли на спектрофотометре
Thermo Scientific NanoDrop 2000 (США) по погло-
щению на длине волны 490 нм. После определения
концентрации белка в надосадочной жидкости и
промывочных растворах (после проведения связы-
вания с частицами) рассчитывали количество белка,
ковалентно связанного с частицами.

Микроскопия модифицированных частиц. Микро-
скопию модифицированных флуоресцентными бел-
ками МЧ-ПМК осуществляли, используя инверти-
рованный конфокальный лазерный сканирующий
микроскоп LSM 510 Meta с иммерсионным объекти-
вом C-Apochromat 40×/1.2 W Korr UV-VIS-IR M27
(Zeiss, Германия). Флуоресценцию sfGFP детектиро-
вали с использованием оптического фильтра 505 нм
при возбуждении флуоресценции лазером с длинной
волны 488 нм. В проходящем свете изображения по-
лучали при помощи метода дифференциально-ин-
терференционного контраста (DIC). Обработку изоб-
ражений осуществляли при помощи прилагаемого к
микроскопу программного обеспечения LSM 510.

Получение макрофагов и поглощение макрофагами
модифицированных МЧ. Первичную культуру мак-
рофагов человека получали из моноцитов крови
практически здоровых доноров (Davies, Gordon,
2005). Подтверждение дифференцировки моноци-
тов в макрофаги подтверждали методом конфокаль-
ной лазерной сканирующей микроскопии по мор-
фологическим признакам. После инкубации крови с
3.2%-ным цитратом натрия в течение 20 мин при
комнатной температуре осаждали форменные эле-
менты крови центрифугированием при 145 g в тече-
ние 15 мин. Клеточный осадок ресуспендировали в
PBS. Лейкоцитарную фракцию выделяли в градиен-
те плотности фиколла (1.077 г/см3; (Биолот, Рос-
сия)) центрифугированием при 400 g в течение
45 мин при 15°C. Полученные клетки трижды отмы-
вали PBS и осаждали центрифугированием при 580 g
в течение 15 мин. Клетки ресуспендировали в пита-
тельной среде RPMI1640 (Биолот, Россия), содержа-
щей 10% эмбриональной бычьей сыворотки (Hy-
Clone, США), антибиотики пенициллин G
(5000 ед./мл) и стрептомицин (50 мкг/мл), 25 мкг/мл
амфотерицина В и 300 мкг/мл L-глутамина (все от

Биолот, Россия), и рассевали по 1 × 106 клеток на
1 лунку 6-луночного планшета на стерильные по-
кровные стекла. После культивирования в течение
24 ч в атмосфере 5% CO2 и 100%-ой влажности воз-
духа не прикрепившиеся клетки удаляли и продол-
жали культивирование в указанной среде при 37°C в
CO2-инкубаторе в течение 10–14 сут. Затем клетки
трижды отмывали раствором Хенкса (Биолот, Роси-
ия), добавляли МЧ-ПМК, конъюгированные с мо-
дельным белком (β2M-sfGFP или IAPP-sfGFP), в
растворе Хенкса, содержащем 10 мМ HEPES в коли-
честве 50 мкг на лунку, и культивировали в течение
90 мин при 37°C в CO2-инкубаторе. Клетки дважды
отмывали раствором Хенкса и фиксировали 4%-ным
раствором параформальдегида в течение 10 мин при
комнатной температуре. Промывали PBS и покровные
стекла с клетками монтировали на предметные с помо-
щью полимеризующейся смолы для флуоресцентной
микроскопии (Dako, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Модификация частиц белками. Влияние спейсеров
на количество связанного белка. МЧ-ПМК использо-
вали для проведения связывания с модельными флу-
оресцентными белками: sfGFP, β2M-sfGFP или
IAPP-sfGFP. Преимуществом работы с такими бел-
ками является возможность их визуализации при
помощи флуоресцентной микроскопии. Модель-
ный белок sfGFP обладает сравнительно плотной
упаковкой полипептидной цепи, которая представ-
ляет собой бета-бочонок (Pedelacq, Cabantous, 2019).
Возможно, что аминогруппы sfGFP скрыты в бочко-
образной структуре данного белка и пространствен-
но недоступны для реакции с активированными
карбоксильными группами на поверхности частиц.
Для получения белков слияния, более эффективно
связывающихся с МЧ-ПМК, был проведен поиск
среди белков, имеющих менее жесткую упаковку по-
липептидной цепи. В качестве таких белков были
выбраны микроглобулин β2M и амилин IAPP, мето-
дики получения которых хорошо отработаны и изу-
чены, в том числе нами (Антимонова и др., 2016; Са-
хабеев и др., 2020). Белок β2М состоит из 99 амино-
кислотных остатков, его молекулярная масса
составляет 11.8 кДа. IAPP представляет собой поли-
петид, состоящий из 37 аминокислотных остатков с
молекулярной массой 3.91 кДа (Bhattacharya et al.,
2007). Эти белки объединяет относительно неболь-
шой размер, что, возможно, позволяет им быть
спейсерными структурами между поверхностью
сферических частиц и sfGFP.

Ковалентную модификацию белком проводили,
активируя предварительно сгенерированные карбок-
сильные группы на поверхности МЧ-ПМК, до слож-
ноэфирных групп с последующей их реакцией с
аминогруппами белка. Характеристики, а именно
гидродинамический диаметр (DH) и дзета-потенциал
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поверхности исходных и модифицированных МЧ,
определяли методом динамического и электрофоре-
тического рассеянии света. Полученные исходные
наночастицы имели DH = 2.23 ± 0.38 нм и дзета-по-
тенциал поверхности равный −(34.6 ± 4.7) мВ; в
свою очередь данные характеристики для карбокси-
лированных наночастиц составляли 2.04 ± 0.34 нм и
−41.6 ± 5.4 мВ соответственно.

Первоначально были проведены эксперименты,
позволяющие установить, влияет ли соотношение
количеств белка и микрочастиц на количество бел-
ка, ковалентно связывающегося с поверхностью
МЧ-ПМК (табл. 1). Для этого эксперимента был вы-
бран белок IAPP-sfGFP, а реакцию модификации
проводили при начальных соотношениях белка и
МЧ 10 и 28. На основании полученных данных
уставлено, что увеличение соотношения белок : МЧ
в 2.8 раз не приводило к повышению количества свя-
занного белка на единицу массы частиц. Вероятно, им-
мобилизованное количество белка, а именно, ∼6 мкг
на 1 мг частиц, представляет собой предельную им-
мобилизационную емкость МЧ, ограниченную со-
держанием функциональных групп на поверхности
и их стерической доступностью для макромолекул
белка.

На следующем этапе работы проводили иммоби-
лизацию модельных белков sfGFP, β2M-sfGFP и
IAPP-sfGFP, отличающихся между собой по амино-
кислотному составу и пространственной структуре,
на поверхности МЧ-ПМК. Показано, что не имею-
щий спейсерного фрагмента рекомбинантный sfGFP
связывается с поверхностью частиц в меньших ко-
личествах по сравнению с β2M-sfGFP и IAPP-sfGFP

(табл. 2). Это может быть обусловлено тем, что sfGFP
обладает меньшей способностью связываться с МЧ,
чем β2M и IAPP. Аминогруппы, которые потенци-
ально могли бы вступить в реакцию с активирован-
ными карбоксильными группами на поверхности
частиц, оказываются стерически недоступными для
этой реакции из-за структуры sfGFP.

Преимущество белков β2M-sfGFP и IAPP-sfGFP
перед sfGFP состоит в том, что они, с одной сторо-
ны, обладают флуоресценцией, свойственной зеле-
ному флуоресцентному белку sfGFP, а с другой сто-
роны, содержат последовательности β2M или IAPP,
существенно облегчающие иммобилизацию ком-
плексного белка на поверхности частиц. При этом
важно отметить, что конъюгирование β2M или IAPP
с sfGFP не нарушает способность последнего к флу-
оресценции.

Исследование при помощи лазерной сканирую-
щей микроскопии МЧ-ПМК (рис. 1), модифициро-
ванных белками слияния IAPP-sfGFP (панель I) и
β2М-sfGFP (панель II), показало наличие флуорес-
цирующих структур. Также было установлено, что
частицы, не модифицированные белком, флуорес-
ценцией не обладают (панель III). Полученные дан-
ные подтверждают связывание МЧ-ПМК с модельны-
ми белками и демонстрирует способность модельных
зеленых белков слияния сохранять флуоресценцию
при ковалентном связывании с частицами.

Как и предполагалось, частицы имеют сфериче-
скую форму, демонстрируют флуоресценцию на по-
верхности, а их центральная часть не флуоресциру-
ет. Таким образом, белки иммобилизуются на по-
верхности частиц, не проникая внутрь. Это может
говорить об отсутствии пор в полученных частицах,
либо о слишком маленьких порах, не позволяющих
белку диффундировать во внутреннее пространство
частиц.

Фагоцитоз частиц и свободных модельных белков
макрофагами. В предыдущих работах мы предпола-
гали, что ковалентное связывание модельного белка
с МЧ-ПМК повысит эффективность гуморального
ответа у животных. Однако результаты эксперимен-
тов показали (Сахабеев et al., 2020), что более выра-
женный ответ в плане количественного содержания
антител в сыворотке крови имеет место в случае им-

Таблица 1. Модификация МЧ-ПМК белком IAPP-sfGFP

Начальные количества компонентов,
взятые для модификации МЧ белком

Количество иммобилизованного
белка на 1 мг МЧ

IAPP-sfGFP, мкг МЧ, мг IAPP-sfGFP/МЧ,
мкг/мг МЧ мкг нмоль

1010 100 10 6.1 ± 0.3 0.199 ± 0.009

845 30 28 5.7 ± 0.2 0.185 ± 0.006

Таблица 2. Модификация МЧ-ПМК белком sfGFP, β2M-
sfGFP или IAPP-sfGFP

Белок
Количество иммобилизованного

белка на 1 мг МЧ

мкг нмоль

sfGFP 2.0 ± 0.2 0.074 ± 0.007
IAPP-sfGFP 6.1 ± 0.3 0.199 ± 0.009
β2M-sfGFP 6.2 ± 0.2 0.161 ± 0.005
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мунизации смесью белка и немодифицированных
частиц. Этот результат можно объяснить следую-
щим образом. Предположительно, частицы элими-
нируются из брюшной полости в результате их за-
хвата макрофагами. Макрофаги обеспечивают де-
градацию связанных с частицами белков. Захват
частиц макрофагами может ослаблять поступление
антигена в лимфоузлы и, таким образом, снижать
эффективность гуморального ответа. Однако наша
работа в глобальном плане имеет целью воздействие
на противовирусный иммунитет. Эффективность
последнего напрямую не связана с количеством спе-
цифических антител к антигенам вируса. Мы пред-
полагаем, что несмотря на менее эффективный гу-
моральный иммунный ответ на белки, иммобилизо-
ванные на частицах ПМК, их быстрая элиминация
из брюшной полости макрофагами может способ-
ствовать усиленному Т-клеточному ответу, что наи-
более важно при борьбе с вирусными инфекциями
(Сахабеев и др., 2020).

В настоящей работе необходимо было экспери-
ментально подтвердить способность макрофагов по-
глощать модифицированные белками МЧ-ПМК. С
этой целью макрофаги, полученные по вышеприве-
денной методике из крови человека, инкубировали с

суспензией исходных МЧ-ПМК, модифицирован-
ных белками слияния β2M-sfGFP или IAPP-sfGFP,
а также с растворами соответствующих белков слия-
ния в качестве контроля.

Фагоцитоз исследовали при помощи лазерной ска-
нирующей микроскопии. По интенсивности флуорес-
ценции на рис. 2 можно предположить, что частицы с
ковалентно присоединенными β2M-sfGFP или IAPP-
sfGFP (панели II и IV соответственно) поглощаются
макрофагами более эффективно, чем свободные
белки (панели I и III соответственно). Это отражает
известную зависимость: более эффективно макро-
фагами поглощаются частицы с размерами более
500 нм (Gamvrellis et al., 2004; Сахабеев и др., 2020).
Однако видно, что на панелях I и III (рис. 2) модель-
ные белки также способны фагоцитироваться мак-
рофагами. Это может быть связано с тем, что белки
β2M и IAPP являются амилоидогенными и склонны
к агрегации (Антимонова и др., 2016). По всей види-
мости, агрегаты этих белков тоже способны погло-
щаться фагоцитами благодаря увеличению размера
по сравнению с их мономерными формами.

Аналогичным образом были изучены макрофа-
ги, проинкубированные с немодифицированными

Рис. 1. Визуализация sfGFP по флуоресценции при возбуждении лазером с длиной волны 488 нм (а) и с помощью дифферен-
циально-интерференционный контраста (б). в – Совмещенное изображение. МЧ-ПМК модифицированы IAPP-sfGFP (па-
нель I) и β2M-sfGFP (панель II); панель III – немодифицированные МЧ-ПМК. Масштабная линейка: 10 мкм (панели I и II)
и 5 мкм (панель III).
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МЧ-ПМК. Значимой флуоресценции не наблюдали
(данные не представлены).

Таким образом, в ходе работы продемонстриро-
вано, что МЧ-ПМК способны к связыванию с бел-
ками на своей поверхности. Однако пространствен-
ная структура белка имеет большое значение для
связывания белка на поверхности частиц. При этом
лучше связываются те белки, которые характери-
зуются менее компактной структурой. Очевидно,
что для более эффективного связывания белков с
МЧ-ПМК могут быть использованы спейсеры, на-
пример, пептидной природы.

Кроме того, было показано, что конъюгаты МЧ-
ПМК с модельными белками фагоцитируются мак-
рофагами. По всей видимости, это может способ-
ствовать активации клеточного иммунного ответа,

которая была обнаружена в наших предыдущих ис-
следованиях (Сахабеев и др., 2020).

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работы по получению МЧ на основе ПМК, их карбок-
силированию, ковалентной иммобилизации белков на по-
верхности частиц, а также характеризации полученных по-
лимерных систем выполнены при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 21-73-20104). Рабо-
ты по получению модельных рекомбинантных белков,
выделению макрофагов, поглощению макрофагами мо-
дифицированных МЧ, а также проведению конфокальной
микроскопии выполнены в рамках государственных зада-
ний Министерства науки и высшего образования РФ: НИР
№ FGWG-2022-0009 (рег. № НИОКТР 122020300191-9).

Рис. 2. Микрофотографии макрофагов после культивирования в среде RPMI, содержащей 10% сыворотки и L-глутамин, с
различными объектами. а – Флуоресценция при возбуждении лазером с длиной волны 488 нм; б – дифференциально-интер-
ференционный контраст; в – совмещенное изображение. Панели показывают фагоциты после их культивирования с β2M-
sfGFP (I), с МЧ-ПМК, модифицированными β2M-sfGFP (II), с IAPP-sfGFP (III) и с МЧ-ПМК, модифицированными IAPP-
sfGFP (панель IV). Масштабная линейка: 20 мкм.
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The ability of three model green proteins to covalently bind to microparticles (MP) based on poly(D,L-lactic acid)
(PLA). Green fluorescent protein (sfGFP), recombinant human beta2-microglobulin-sfGFP fusion protein (β2M-
sfGFP), and recombinant human amylin-sfGFP fusion protein (IAPP-sfGFP) were isolated by affinity chromatog-
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raphy. The double emulsion method was used to form PLA-MPs. The modification of PLA MPs by proteins was
testified using laser scanning microscopy (LSM). Phagocytosis of PLA-MPs modified with different proteins and
free model proteins by macrophages was also studied using LSM. Recombinant sfGFP has been shown to bind to
particle surfaces at lower levels compared to β2M-sfGFP and IAPP-sfGFP. Presumably, this is due to the fact that
amino groups that could potentially react with activated carboxyl groups on particle surfaces, are spatially unavail-
able for this reaction due to the structure of sfGFP. β2M and IAPP within the corresponding recombinant proteins
are spacer structures between the surface of spherical particles and sfGFP. It was also found that increasing the pro-
tein/particle ratio by a factor of three did not lead to an increase in the amount of bound protein per unit mass of
particles, which may indicate that the amount of protein that can be bound per unit mass of particles is limited by
the capacity of the particles themselves. The study of phagocytosis of PLA-MPs modified with model proteins re-
vealed that MPs bearing β2M-sfGFP and IAPP-sfGFP were captured by macrophages and, therefore, contribute
to the activation of the cellular immune response, which is important in the fight against various viral infections. In
addition, model proteins (β2M-sfGFP, IAPP-sfGFP) appeared to be also capable of phagocytosis. This may be due
to the fact that both β2M and IAPP are amyloidogenic and aggregation prone proteins. Apparently, the aggregates
of these proteins are also able to be absorbed by macrophages due to the increase in size compared to their mono-
meric forms.

Keywords: microparticles, poly(lactic acid), protein immobilization, green f luorescent protein, virus “traps”, phago-
cytosis
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Несмотря на активное исследование функциональных свойств эритроцитов при патологических состоя-
ниях, данная проблема достаточно актуальна. Одной из причин дистресса плода и новорожденного явля-
ется гипоксия. Последствия негативного влияния дефицита кислорода для эмбриона и плода могут про-
являться как внутриутробно, так и после рождения, приводя к заболеваниям различного рода. Цель настоящей
работы – изучение влияния ацидоза, как маркера перинатальной гипоксии, на мембрану эритроцитов у ново-
рожденных в раннем неонатальном периоде. Применение атомно-силового микроскопа позволило получить
изображения и профили клеток для оценки морфологических и структурных особенностей эритроцитов при
гипоксии у детей в раннем неонатальном периоде. Установлено, что перинатальная гипоксия вызывает изме-
нение морфологии и структур мембран эритроцитов. Ранний неонатальный период характеризуется измене-
нием морфологических форм и нестабильностью мембран эритроцита.

Ключевые слова: новорожденные, перинатальная гипоксия, мембрана эритроцитов, морфология
эритроцитов
DOI: 10.31857/S0041377123040053, EDN: ZFPEUY

Пусковым механизмом гипоксических повре-
ждений у новорожденных в неонатальном периоде
является типовой патологический процесс – пери-
натальная гипоксия, связанная с нарушениями пла-
центарного кровообращения, приводящая к актива-
ции оксидативных процессов в организме плода
(Чайка и др., 2019). Возникающие гипоксия и ацидоз
негативно влияют на все клетки, в том числе и эрит-
роциты, которые очень чувствительны к нарушени-
ям гомеостаза (Steiner, Gallagher, 2007; Shankaran,
2015). Изменение функциональных свойств эритро-
цитов приводит к повышению деформируемости,
проницаемости мембран и снижению транспорта
кислорода (Мороз и др., 2012). Под влиянием гипо-
ксии в эритроцитах происходит истощение продук-
ции АТФ, запускается активация протеинкиназы C
и фосфорилирование неселективных катионных ка-
налов, что способствует входу в клетку ионов Са+2

(Белевич и др, 2015; Чумакова и др., 2018; Ващенко,
Вильянинов, 2019). Прогрессирующий процесс де-
формации сопровождается нарушениями цитоске-

лета и плазматической мембраны эритроцита (Сер-
гунова и др., 2015). Образовавшиеся количественные
или качественные дефекты в мембранных белках
приводят к уменьшению стабильности мембраны и
последующему разрушению клеток и их программи-
рованной смерти – эриптозу (Мороз и др., 2012;
Хадарцев и др., 2022).

Мембрана эритроцита имеет сложную структуру
(Рязанцева, Новицкий, 2004). В ее состав входят три
основных компонента: тонкий липидный бислой
(4–5 нм), белки (периферические и интегральные) и
цитоскелет (Трошкина и др., 2007; Kim et al., 2017).
Большинство белков периферической мембраны
образуют мембранный цитоскелет толщиной от 40
до 90 нм, который составляет основу внутренней по-
верхности мембраны и выполняет роль каркаса
клетки (Мушкамбаров, Кузнецов, 2007). Цитоскелет
представляет собой белковую сеть, состоящую в ос-
новном из тетрамеров спектрина, которые связаны с
белковыми комплексами актина, белка 4.1R, анки-
рина, тропомиозина, тропомодулина, аддуцина и
дематина. Связывание цитоскелета с липидным
бислоем осуществляется с помощью анкирина и
белка 4.1R через белок полосы 3 (Kim et al., 2017).
Размер ячеек сети цитоскелета составляет 80–100 нм

Принятые сокращения: АСМ – атомно-силовой микроскоп;
ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота; BЕ (Base Ex-
cess) – сдвиг буферных оснований;  – ион бикарбоната;
рСО2 – парциальное напряжение углекислого газа в крови.

−
3HCO

УДК 576.08:612.11
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(Мушкамбаров, Кузнецов, 2007; Kodippili et al.,
2009).

Для мембраны эритроцитов характерно колеба-
тельное движение – “фликкеринг” (мерцание) (Ко-
ноненко, 2009; Jaferzadeh et al., 2019). Возникшие
под влиянием неблагоприятных факторов патологи-
ческие колебания мембраны приводят к изменению
формы эритроцитов.

Эритроциты новорожденных детей и взрослых
имеют отличия по таким параметрам, как размер,
морфология, состояние клеточных мембран, состав
глобина и другие. У здоровых людей большая часть
эритроцитов представлена дискоцитами. Их мем-
брана состоит из липидов и белков, которые взаимо-
действуя друг с другом, сохраняют эритроциту фи-
зиологическую деформируемость и гибкость, обес-
печивая газотранспортную функцию крови (Steiner,
Gallagher, 2007). Для новорожденных характерен
внутриутробный физиологический эритроцитоз и
повышенный уровень гемоглобина, включающий
фетальный гемоглобин. Основной морфологиче-
ской формой эритроцитов являются планоциты, ко-
торые имеют внешние отличия от дискоцитов, но
считаются физиологической транзиторной формой,
обеспечивающей полноценную газотранспортную
функцию (Перепелица и др., 2014а, 2014б). Показа-
но, что в перинатальном периоде повреждение крас-
ных клеток у новорожденных индуцируется тяжелой
гипоксией и ацидозом (Perrone et al., 2012), что при-
водит к неоднородности морфологического состава
эритроцитов и выраженному пойкилоцитозу (Пере-
пелица и др., 2017).

Атомно-силовая микроскопия (АСМ) относится
к классу сканирующей зондовой микроскопии. Этот
метод позволяет визуализировать структуры клеток,
размер которых колеблется в диапазоне от 0.5 до
100 нм. Поверхность мембраны эритроцитов пред-
ставляет собой сложную неоднородную структуру, а
с помощью пространственного преобразования Фу-
рье сложное изображение поверхности мембран
эритроцитов, полученное на АСМ, раскладывается
на поверхности двух порядков (1 и 2) (Kozlova et al.,
2018, 2019).

Преимущества АСМ перед другими методами
микроскопии включают высокое разрешение и про-
стоту приготовления образца для исследования (Ser-
gunova et al., 2022). С момента своего изобретения в
1986 г. (Binnig et al.,1986) атомно-силовой микро-
скоп стал одним из важнейших инструментов для
визуализации биологических объектов как на мак-
ро-, так и на микроуровне. По сравнению со свето-
вой микроскопией, которая позволяет исследовать
только морфологию и размер клетки, АСМ позволя-
ет детально изучить структуры клеточной мембраны
при гипоксии (Revin et al., 2019) и различных заболе-
ваниях (Kamruzzahan et al., 2004; Zhang et al., 2012;
Мельченко, 2015; Стародубцева и др., 2015), оценить
влияние лекарственных препаратов (Niece et al.,

2015; Starodubtseva et al., 2022) и солей кадмия на струк-
туру мембраны эритроцитов (Demchenkov et al., 2020).

Учитывая особенности адаптации новорожден-
ного в перинатальном периоде, анализ влияния ги-
поксии на мембрану эритроцитов с помощью АСМ
представляет научный интерес.

Цель настоящей работы – изучить влияния аци-
доза, как маркера перинатальной гипоксии, на мем-
брану эритроцитов у новорожденных в раннем нео-
натальном периоде. Задачи работы включали срав-
нительное исследование морфологических форм
эритроцитов и изменения структуры мембран эрит-
роцитов (у новорожденных без признаков гипоксии
и перенесших перинатальную гипоксию).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Объект. Работа включала 27 новорожденных де-

тей, родившихся в ГБУЗ “Родильный дом Калинин-
градской области № 1”. В зависимости от показате-
лей кислотно-основного состояния крови при рожде-
нии выделяли две группы для исследования – А и Б.

Группа А – 20 новорожденных с признаками ги-
поксии, у которых в остаточной пуповиной крови
определялся метаболический ацидоз, величина рН
была <7.35. Средний срок гестации составлял 34 ±
± 0.5 нед., масса тела при рождении – 2224.2 ± 151.8 г.
Группа Б – 7 новорожденных без признаков гипо-
ксии, у которых в остаточной пуповиной крови при-
знаков ацидоза не было, величина рН > 7.35. Сред-
ний срок гестации составлял 33.1 ± 0.8 нед., масса те-
ла при рождении – 2001.4 ± 158.9 г.

Достоверных различий между группами по геста-
ционному возрасту, массе тела при рождении не вы-
явлено (p > 0.05). Всем новорожденным была оказа-
на квалифицированная помощь в соответствии с по-
рядком оказания медицинской помощи по профилю
“неонатология” (Володин, 2019). Новорожденные
обеих групп с рождения получали комплексное ле-
чение, направленное на обеспечение жизненно важ-
ных функций: инфузионную, кардиотоническую и
симптоматическую терапию. В проведении искус-
ственной вентиляции легких (ИВЛ) нуждалось
13 детей (65%) группы А и 2 ребенка (28.6%) группы Б
(р = 0.0003). Новорожденным, включенным в иссле-
дование, не проводили трансфузия препаратов кро-
ви, и они не получали препараты, которые могли бы
влиять на количественный и качественный состав
эритроцитов.

Анализ кислотно-основного состояния крови. Сра-
зу после рождения исследовали величины следую-
щих параметров крови: рН, ВЕ, рСО2 содержание

 на анализаторе Gem Premier 3000 (США).
Подготовка препарата монослоя эритроцитов. Ис-

следовали остаточную пуповинную (венозную)
кровь через 7 ч и 7 сут после рождения. Забор крови
осуществляли в пробирки объемом 0.2 мл с добавле-
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нием консерванта ЭДТА, кровь перемешивали и от-
стаивали в течение 30 мин. Затем готовили монослой
эритроцитов для дальнейшего сканирования на
АСМ: 20 мкл крови наносили на предметное стекло
и приготавливали монослой эритроцитов с помо-
щью центрифуги Diff Spin 2 (США).

Анализ морфологии эритроцитов с помощью АСМ.
Для каждого образца было приготовлено по 3 мазка
с монослоем эритроцитов. На каждом мазке скани-
ровали по 5 изображений размером 100 × 100 мкм и
10 × 10 мкм. Среднее число клеток на участке 100 ×
× 100 мкм составляло 108 ± 20. Всего было проскани-
ровано 810 изображений. Для получения данных о
структуре мембран эритроцитов анализировали обла-
сти размером 1.5 × 1.5 мкм на 30 клетках для каждого
образца. Всего было проанализировано 2430 участков
изображений. Использовали атомно-силовой мик-
роскоп АСМ NTEGRA Prima (NT-MDT Spectrum
Instruments, РФ) в методике осцилляционной резо-
нансной АСМ (Zhong et al., 1993).

Изображения поверхности эритроцитов получа-
ли на воздухе в полуконтактном режиме с помощью
кремниевых кантилеверов серии NSG01 с золотым
отражающим покрытием (NT-MDT Spectrum Instru-
ments, РФ). Высота иглы кантилевера 14–16 нм, а ра-
диус закругления – 10 нм. Типичное значение резо-
нансной частоты составило 148 кГц, коэффициент
жесткости k = 5 Н/м. Поля сканирования выбирали
от 100 × 100 мкм до 10 × 10 мкм. Число точек в скане
составляло 512 или 1024, частота сканирования
строк варьировала от 0.3 до 0.9 Гц. Полученные
изображения и их профили были проанализированы
в двумерном (2D) и трехмерном (3D) форматах. Для
выявления небольших структурных изменений, ко-
личественной оценки в разных масштабах и стати-
стического сравнения их размеров использовали ма-
тематическое программное обеспечение FemtoScan
Online (Фемтоскан, Россия). Использовали про-
странственное преобразование Фурье, сложное
АСМ-изображение поверхности раскладывали на
два более простых с разным пространственным раз-
решением (рис. 1). Спектральное окно с низкими
пространственными частотами содержит изображе-
ния мембранных структур с большим простран-
ственным периодом (600–1200 нм) с высотой h1, а
спектральное окно с высокими пространственными
частотами – изображения мембранных структур с
малым пространственным периодом (80–200 нм) с
высотой h2. Параметры пространственных масшта-
бов были выбраны в соответствии с естественными
структурами мембран эритроцитов. Первый поря-
док соответствует фликерингу мембраны и отражает
его макроструктурные свойства. Второй порядок
связан с конфигурацией цитоскелета эритроцита.
Более подробное описание метода пространствен-
ного преобразования Фурье приведено в наших
предыдущих исследованиях (Шерстюкова и др.,
2021; Sergunova et al., 2022).

Полученные изображения эритроцитов класси-
фицировали согласно общепринятой классифика-
ции (Новицкий и др., 2003, Льюис и др., 2009).

Статистическая обработка данных. Результаты
АСМ анализировали с помощью стандартной про-
граммы OriginPro 2019 (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, США). Достоверность различий
оценивали с помощью однофакторного дисперси-
онного анализа (One-way ANOVA). Отличия считали
достоверными при уровне статистической значимо-
сти p < 0.05.

Статистический анализ клинических и лабора-
торных исследований проводили с использованием
пакета программ Statistiсa 10.0 (StatSoft Inc., США).
Для данных, распределение которых в вариационном
ряду носило нормальный характер, использовали
среднее арифметическое и его стандартное отклоне-
ние. Нормальность выборок проверяли с помощью
критерия Колмогорова–Смирнова с поправкой Лил-
лефорса. Для количественных признаков, отличных
от нормального распределения, определяли медиану
(Me) и междуквартильный размах (Q1; Q3). Разли-
чия между двумя числовыми выборками, имеющие
признаки негауссовского распределения, определя-
ли при помощи критерия Манна–Уитни, а для срав-
нения связанных выборок использовали критерий
Вилкоксона. Качественные данные анализировали
путем вычисления доли (в %) каждого значения.
Сравнение групп по качественному признаку прово-
дили с помощью критерия χ2 Пирсона. Различия
считали статистически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При рождении в остаточной пуповинной крови
определяли значения рН, ВЕ, рСО2  как диа-
гностические критерии ацидоза (табл. 1). Нами по-
казано, что при рождении у новорожденных группы
А, по сравнению с группой Б, величина рН крови
статистически значимо ниже (р < 0.05), а рСО2 выше
(р < 0.05). Между группами не установлено статисти-
чески значимых различий по уровням ВЕ и 
(p > 0.05). Учитывая выявленные изменения, у ново-
рожденных группы А диагностирован субкомпенси-
рованный смешанный ацидоз, свидетельствующий
о перенесенной перинатальной гипоксии.

Клеточный состав эритроцитов новорожденных в
раннем неонатальном периоде представлен на рис. 2. В
остаточной пуповинной крови новорожденных ос-
новной морфологической формой эритроцитов яв-
ляются планоциты. На рис. 3 представлено 3D-изоб-
ражение планоцита (а) и его боковое сечение (про-
филь, б). Клетка представляет собой диск с ровной
поверхностью; впадина и патологическая деформа-
ция, а также выросты мембраны отсутствуют, диа-
метр клетки составляет 10413 ± 301 нм, высота – 310 ±
± 43 нм. У детей группы А на долю планоцитов при-
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ходится 46% от общего количества эритроцитов, а в
группе В их количество достигает 68%, и различия
статистически значимы (p < 0.05)

Единичные дискоциты встречаются лишь у детей
группы А, но в этой группе, по сравнению с группой Б,
определяется статистически значимый стоматоци-
тоз (p < 0.05), определяются и другие измененные
эритроциты, не входящие в определенную класси-
фикацию; вероятно, они находятся в стадии проме-
жуточной трансформации.

Стоматоцит представляет собой диск диаметром
9226 ± 170 нм и высотой 495 ± 31 нм с ровной поверх-
ностью, имеющий глубокую инвагинацию чашеоб-
разной формы (рис. 4а) (Lim et al., 2009). На профи-
ле клетки (рис. 4б) видно, что инвагинация смещает-
ся от центра, ее глубина достигает 467 ± 42 нм.

Первые 6 ч постнатальной жизни являются пери-
одом острой адаптации новорожденных к новым
условиям внешней среды. Через 7 ч после рождения у
детей группы А, по сравнению с группой Б, сохраняет-
ся статистически значимый стоматоцитоз (p < 0.05), а в
группе Б – планоцитоз (p < 0.05) и появляется не-
большое количество дискоцитов.

В это время обнаруживаются эритроциты, имею-
щие на своей поверхности незначительные измене-
ния (рис. 5а), которые, вероятно, обусловлены про-
цессом активной трансформации из планоцита в ко-
доцит. Поверхность клетки становится более
рыхлой, появляются перепады высот в диапазоне от
40 до 150 нм, что наблюдается на профиле клетки
(рис. 5б). По сравнению с планоцитом, у нее умень-
шается диаметр до 9267 ± 260 нм, а высота увеличи-
вается до 630 ± 78 нм.

Рис. 1. Иллюстрация анализа АСМ-изображения эритроцита и ее участка размером 1.5 × 1.5 мкм с профилем мембраны эрит-
роцита на основе пространственного преобразования Фурье. а – эритроцит, б – исследуемый участок поверхности с его про-
филем. в, г – Пространственные компоненты (в: 1 и г: 2), суммирующиеся в исходном изображении и профиле б: профиль
поверхности первого порядка (1) высотой h1 (в); профиль поверхности второго порядка (2) высотой h2 (г).
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Таблица 1. Показатели кислотно-основного состояния
крови новорожденных

Примечание. BЕ (Base Excess) – сдвиг буферных оснований;
аразличия между группами статистически значимы при p < 0.05.

Параметры Группа А (n = 20) Группа Б (n = 7)

рН 7.3 ± 0.01 7.4 ± 0.01а

рСО2, мм рт. ст. 49.5 ± 2.2 35 ± 2.4а

 ммоль/л 21.6 ± 0.9 20.6 ± 0.9

ВЕ, ммоль/л −4.8 ± 1.8 −3.9 ± 0.5
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На 7-е сут жизни, когда заканчивается ранний
неонатальный период, у детей группы А происходят
статистически значимые изменения количественно-
го распределения морфологических форм эритроци-
тов (p < 0.05) (по сравнению с ОПК и сроком 7 ч после
рождения): уменьшается число планоцитов, увеличи-
вается число дискоцитов и нарастает стоматоцитоз,
количество эхиноцитов и других клеток не изменя-
ется. В группе Б тоже изменяется состав форм эрит-
роцитов (p < 0.05): увеличивается число дискоцитов

и уменьшается число эхиноцитов, но происходит
снижение числа планоцитов и нарастание стомато-
цитоза (p < 0.05). Таким образом, к концу неонаталь-
ного периода планоциты и стоматоциты становятся
основными формами эритроцитов в обеих группах,
но в группе А стоматоцитоз выше, чем в группе Б
(p < 0.05).

На рис. 6а представлен эритроцит 7-суточного
новорожденного, не входящий в общепринятую
классификацию эритроцитов. Диаметр эритроцита

Рис. 2. Статистическое распределение форм эритроцитов в остаточной пуповинной крови (ОПК) новорожденных групп А и
Б сразу после рождения и через 7 ч и 7 сут после рождения. Различия достоверны при р < 0.05: (*) – между группами А и Б; (#)
– в группе А между ОПК и через 7 ч после рождения; (##) – в группе А между сроками 7 сут и 7 ч после рождения; (Δ) – в
группе Б между ОПК и сроком 7 ч; (ΔΔ) – в группе Б между сроком 7 сут и 7 ч после рождения.
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составляет 8496 ± 280 нм, а высота – 513 ± 35 нм. На
профиле (рис. 6б) видно, что клетка имеет смещен-
ную к периферии впадину, занимающую примерно
1/3 поверхности, глубиной до 180 ± 37 нм.

Получены количественные характеристики hi
(высоты h1 и h2) поверхности мембраны эритроцитов
(рис. 7) с помощью пространственного преобразова-
ния Фурье. Установлено, что при рождении у ново-
рожденных группы А, по сравнению с новорожден-
ными группы Б, высота h1, отражающая изменение ко-
лебания поверхности мембран, то есть мембранный
фликкеринг, статистически значимо выше (р < 0.05).
Через 7 ч после рождения в обеих группах происхо-

дил рост высоты h1 (р < 0.05). В группе А ее величина
увеличилась в 1.3 раза, в группе Б – в 1.4 раза (р <
< 0.05). На 7-е сут у пациентов обеих групп высота h1
не изменилась, по сравнению с предыдущим перио-
дом исследования, но ее величина в группе А была ста-
тистически значимо выше, чем в группе Б (р < 0.05).

При изучении показателя h2 (рис. 7), отражающего
изменение цитоскелета эритроцитов (Kozlova et al.,
2013), установлено, что в остаточной пуповинной
крови детей группы А его величина выше, чем в
группе Б (р < 0.05). На 7-е сут у пациентов обеих
групп высота h2 не изменилась по сравнению с
предыдущим периодом исследования, но ее величи-

Рис. 4. АСМ-изображение стоматоцита в формате 3D в остаточной пуповинной крови (а) и его боковое сечение (профиль, б).
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Рис. 5. АСМ-изображение кодоцита в формате 3D в остаточной пуповинной крови (а) и его боковое сечение (профиль, б).
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на в группе А, по сравнению с группой Б, была ста-
тистически значимо выше (р < 0.05).

В первые часы после рождения на мембране эрит-
роцитов происходят активные процессы, обуслов-
ленные постнатальной перестройкой организма ре-
бенка, что проявляется статистически значимым
увеличением высот h1 и h2. В процесс постнатальной
клеточной адаптации вовлечены два параметра
структуры мембраны эритроцитов – это фликкеринг
мембраны и цитоскелет. В группе А этот процесс
наиболее выражен, т.к. уже при рождении обнару-
живаются статистически значимые различия по ис-
следуемым показателям; выявленные изменения
обусловлены влиянием ацидоза на мембрану эрит-
роцитов (табл. 1). К окончанию раннего неонаталь-
ного периода снижения h1 и h2 не происходит.

В нормальном физиологическом состоянии орга-
низма соотношение морфологических форм эритро-
цитов постоянно, но многие экзогенные и эндоген-
ные факторы, при воздействии которых изменяется
гомеостаз, приводят к активации процессов на мем-
бране и появлению других морфологических форм
эритроцитов. Нарушение электролитного состава
крови, в частности гипонатриемия, гипохлоремия,
ацидоз и гипохолестеринемия вызывают дисбаланс
между липидными, белковыми компонентами мем-
браны и белками цитоскелета, что приводит к транс-
формации дискоцитов и появлению стоматоцитов;
гипернатриемия, гиперхлоремия, алкалоз, гиперхо-
лестеринемия, снижение содержания аденозинтри-
фосфата – к появлению эхиноцитоза (Tachev et al.,
2004; Rudenko, 2010; Geekiyanage et al., 2019). В боль-
шинстве случаев, когда гомеостаз крови быстро нор-

мализуется, эта трансформация носит обратимый
характер (Geekiyanage et al., 2019). В работе Руденко
(Rudenko, 2010) показано, что морфологические из-
менения эритроцитов представляют собой трехфаз-
ную последовательность, включающую превраще-
ние дискоцитов в эхиноциты и стоматоциты, или
двухфазную модель: дискоцит → эхиноцит, диско-
цит → стоматоцит, т.е. изменения варьируют между

Рис. 6. АСМ-изображение эритроцита, относящееся к категории “другие формы” в формате 3D в венозной крови на 7 сут
жизни ребенка (а) и его боковое сечение (профиль, б).
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Рис. 7. Гистограммы высот h1 и h2 поверхности мембраны
эритроцитов в остаточной пуповинной крови (ОПК) но-
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тремя основными формами. Этот процесс, в первую
очередь, зависит от изменений рН крови (Rudenko,
2010).

Нарушения маточно-плацентарного и плодово-
плацентарного кровообращения приводят к антена-
тальному изменению гомеостаза и кислородного ба-
ланса, появлению ацидоза у плодов (Dodd et al., 2017;
O’Sullivan et al., 2019), который является маркером сте-
пени тяжести перинатальной гипоксии у новорожден-
ных в раннем неонатальном периоде (Perrone et al.,
2012). Пусковым моментом выявленных изменений
морфологии и структуры мембран эритроцитов яв-
лялась гипоксия, при которой уже антенатально
происходят нарушения структуры мембран эритро-
цитов.

При рождении в остаточной пуповинной крови
определяются изменения, характеризующие степень
выраженности ацидоза (по величине рН) и поли-
морфизм эритроцитов. У детей, имеющих низкое
значение рН крови, основные морфологические
формы эритроцитов – это планоциты и стоматоци-
ты, но количество последних позволяет нам гово-
рить о значимом стоматоцитозе. Течение раннего
неонатального периода у новорожденных, перенес-
ших перинатальную гипоксию, характеризовалось
выраженным пойкилоцитозом, нестабильностью
мембран эритроцитов, которые проявлялись изме-
нениями высот h1 и h2, отражающие мембранный
фликкеринг и изгибы цитоскелета. Такая приспосо-
бительная реакция, вероятно, обеспечивает сохра-
нение функциональной способности эритроцита
при гипоксии.

Период ранней адаптации новорожденных ха-
рактеризовался нестабильностью высот h1 и h2 мем-
браны эритроцитов, вариабельностью морфологи-
ческих форм на протяжении всего неонатального
периода. К окончанию раннего неонатального пери-
ода у новорожденных обеих групп состав морфологи-
ческих форм эритроцитов мало отличается. Количе-
ство планоцитов уменьшается, появляются диско-
циты, но сохраняется стоматоцитоз.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Ацидоз, как проявление перинатальной гипо-

ксии, оказывает воздействие на мембрану эритроци-
тов новорожденных. Проявление адаптационных из-
менений в виде изменения высот и пространственных
периодов поверхностей мембран эритроцитов служит
ответной реакцией на возникшие изменения кислот-
но-основного состояния крови. Вероятно, стремление
клеток сохранить свои функциональные способности
является приспособительной реакцией.

Течение раннего периода адаптации у детей, пе-
ренесших гипоксию, характеризуется большой ва-

риабельностью морфологических форм, уменьше-
нием количества планоцитов и появлением большо-
го количества измененных и переходных форм
эритроцитов. Выявленные изменения свидетель-
ствуют об активности процессов на мембране эрит-
роцитов.
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Morphological Changes of Erythrocytes in Neonates with Perinatal Hypoxia
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Despite active research on the functional properties of erythrocytes under pathological conditions, this problem is
of great importance. One of the causes of fetal and neonatal distress is hypoxia. The consequences of the negative
effects of oxygen deficiency on the embryo and fetus can manifest both in utero and after birth, leading to various
diseases. The aim of this work is to investigate the effects of acidosis as a marker of perinatal hypoxia on the eryth-
rocyte membrane of newborns in the early neonatal period. The use of an atomic force microscope made it possible
to obtain images and cell profiles to assess the morphological and structural characteristics of erythrocytes during
hypoxia in children in the early neonatal period. Perinatal hypoxia has been shown to alter erythrocyte morphology
and damage membrane structure. The early neonatal period is characterized by changes in the morphological forms
and instability of erythrocyte membranes.

Keywords: neonates, perinatal hypoxia, erythrocyte membrane, erythrocyte morphology
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Цель исследования заключалась в анализе особенностей морфологии и морфометрических параметров
эозинофилов и их гранул у енотовидных собак Nyctereutes procyonoides (Grey, 1834). На мазках крови, окра-
шенных по Паппенгейму, определяли состав лейкоцитарной формулы, оценивали особенности морфоло-
гии и морфометрические параметры эозинофилов и их гранул. Цитохимическими методами выявляли ло-
кализацию катионных белков, а также эозинофильной пероксидазы в эозинофилах. Для оценки влияния
пола применяли ANOVA. В результате исследования установлено, что для енотовидных собак характерно
высокое относительное содержание эозинофилов (7–10% от общей популяции лейкоцитов), а также на-
личие в них крупных секреторных гранул. На мазках крови, наряду с эозинофилами с типичной богатой
зернистостью цитоплазмы, присутствовали более крупные клетки, содержавшие секреторные гранулы в
небольшом количестве, а также в некоторых случаях вакуолеподобные гранулы. Влияние пола выразилось
в более высокой доле эозинофилов с низким уровнем зернистости цитоплазмы у самцов по сравнению с
самками, тогда как у самок обнаружены более высокие значения морфометрических показателей (числа и
средней площади гранул в одной клетке, а также соотношения площади, занимаемой гранулами, к площа-
ди клетки). Поскольку причины появления эозинофилов с низким содержанием гранул, а также с вакуо-
лизацией цитоплазмы у енотовидных собак не до конца ясны, существует необходимость в дальнейших
исследованиях этого вопроса.

Ключевые слова: эозинофилы, гранулы, вакуоли, енотовидная собака
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Эозинофильные гранулоциты представляют со-
бой группу лейкоцитов, функции которых традици-
онно рассматриваются в связи с паразитарными и
аллергическими (астматическими) иммунными ре-
акциями (Rodrigo-Muñoz et al., 2021). Благодаря зна-
чительному распределению в тканях и способности
вырабатывать ряд иммунных медиаторов, эозино-
филы являются многофункциональными лейкоци-
тами, участвующими в поддержании гомеостаза и
развитии воспаления (Rodrigo-Muñoz et al., 2021). За
счет поверхностных рецепторов эозинофилы спо-
собны реагировать на различные стимулы, высво-
бождая содержимое специфических гранул (Melo,
Weller, 2018; Fettrelet et al., 2021).

Каждая гранула окружена мембраной и содержит
катионные белки (КБ), среди которых главный ще-
лочной белок MBP-1 (major basic protein 1) составля-
ет кристаллоид (электронно-плотное вещество), а
эозинофильный катионный протеин, эозинофиль-
ный нейротоксин и эозинофильная пероксидаза
(ЭПО) являются компонентами менее плотного ма-
териала или матрикса, окружающего кристаллоид
(Abu-Ghazaleh et al., 1992). MBP-1 содержит большое
количество аргинина, что обуславливает эозинофи-
лию гранул. Активация эозинофилов под влиянием
разного рода стимулов может приводить к деграну-
ляции и изменениям морфологии клетки (размеры
клетки, гранул, и т.п.) (Newsome, Ebeigbe, 1991; Me-
lo, Weller, 2018).

Актуальность исследования продиктована недо-
статочной изученностью морфологии и физиологии
эозинофилов млекопитающих (Узенбаева и др.,
2007; Минзюк и др., 2015). Эозинофильные грануло-
циты являются гетерогенной популяцией по плот-
ностным характеристикам (Prin et al., 1983; Анаев,
2002; Бондарь и др., 2011). В клетках пониженной

Принятые сокращения: ВГ – вакуолеподобные гранулы; ВЭ –
вакуолизированные эозинофилы; Г-1, Г-2 – типы гранул
эозинофилов; КБ – катионные белки; ЭПО – эозинофильная
пероксидаза; Э-I, Э-II – типы эозинофилов; CF null – мыши с
дефицитом цистатина F; MBP-1 – главный щелочной белок
(major basic protein 1).

УДК 591.111:599.742.1
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плотности (активных) по сравнению с эозинофила-
ми нормальной плотности число гранул значитель-
но снижено, клетки вакуолизированы. Механизм
синтеза и дифференцировки низкоплотностных
эозинофилов неизвестен. В норме у человека доля
эозинофилов низкой плотности (активных клеток)
не превышает 10–20%, тогда как при патологиче-
ских состояниях она увеличивается до 35–65–90%
(Анаев, 2002). Низкое число эозинофилов (1–6% от
общей популяции лейкоцитов) в периферической
крови человека и млекопитающих является препят-
ствием для исследований функций этих клеток.

Удачную экспериментальную модель в исследо-
ваниях морфологии и физиологии эозинофилов мо-
жет представлять собой енотовидная собака Nyctere-
utes procyonoides (Grey, 1834) – всеядный хищник се-
мейства псовых родом из Восточной Азии. Для этого
вида животных по сравнению с таксономически
близкими видами (лисица Vulpes vulpes и песец V. la-
gopus из семейства Canidae отряда хищников Carnivora)
характерно довольно высокое число лейкоцитов, вы-
сокое относительное содержание эозинофилов, а так-
же наличие в них крупных секреторных гранул (Узен-
баева и др., 2007; Nowakowicz-Dębek et al., 2013).

В связи с вышесказанным, цель исследования за-
ключалась в анализе особенностей морфологии и
морфометрических параметров эозинофилов и их
гранул у енотовидных собак.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Объекты исследования. В работе использовали
неполовозрелых самцов (n = 3) и самок (n = 3) ено-
товидной собаки (Nyctereutes procyonoides Grey, 1834),
содержащиеся в условиях звероводческой фермы.
Животные получали рацион, согласно рекоменда-
циям для этого вида, и воду ad libitum. Кровь брали в
ноябре из бедренной вены в утренние часы до корм-
ления животных.

Реактивы. Использовали краситель-фиксатор
эозин-метиленовый синий Мая-Грюнвальда и кра-
ситель азур-эозин по Романовскому (Минимед,
Россия); о-толидин (MP Biomedicals, США); пере-
кись водорода, сульфосалициловую кислоту, бром-
феноловый синий, борную кислоту и тетраборно-
кислый натрий (НеваРеактив, Россия).

Окрашивание мазков крови по Паппенгейму. На
свежеприготовленный и высушенный мазок крови
наносили 10–15 капель готового красителя-фикса-
тора эозин-метиленового синего Мая-Грюнвальда
(Минимед, Россия), через 3 мин по каплям наноси-
ли такой же объем воды и продолжали окрашивание
еще 1 мин. Затем краситель смывали водой, а мазок
высушивали на воздухе. Затем на высушенный ма-
зок наливали свежеприготовленный раствор краси-
теля Романовского (2 капли готового красителя
азур-эозина по Романовскому (Минимед, Россия)

на 1 мл дистиллированной воды) на 12–13 мин, смы-
вали водой и высушивали на воздухе.

Окрашивание мазков крови для выявления ЭПО
(Хейхоу, Кваглино, 1983). Свежеприготовленные и
высушенные мазки крови фиксировали 10%-ным
раствором формалина в этаноле 30 с и промывали в
двух сменах дистиллированной воды. Готовили ин-
кубационную среду: 5 г о-толидина (MP Biomedicals,
США) растворяли в 120 мл 96%-ного этанола и до-
бавляли 80 мл дистиллированной воды, далее смесь
фильтровали. В полученный фильтрат вносили 3%-
ную перекись водорода (готовили из концентриро-
ванного раствора перед использованием) из расчета
0.02 мл перекиси на 10 мл фильтрата. Далее мазки
инкубировали в течение 7 мин, промывали дистил-
лированной водой и высушивали.

Окрашивание мазков крови для определения КБ.
Использовали описанную методику (Шубич, 1974).
Свежеприготовленные и высушенные мазки фикси-
ровали 5%-ным раствором сульфосалициловой кис-
лоты (НеваРеактив, Россия) и промывали в двух
сменах дистиллированной воды. Высушенные мазки
окрашивали 2 мин в 0.1%-ном растворе бромфенолово-
го синего (НеваРеактив, Россия) в 0.05 М боратном бу-
фере (pH 8.2). После окраски мазки промывали в трех
сменах 0.05 М боратного буфера (pH 8.2) по 1–2 мин в
каждой и высушивали.

Микроскопия и анализ изображений. Препараты изу-
чали с помощью светового микроскопа AxioScope 40
(Zeiss, Германия) с цветной цифровой видеокамерой и
компьютерной системы анализа изображений “Видео-
тест 4.0” (Россия). Определяли состав лейкоцитарной
формулы, оценивали особенности морфологии и
морфометрические параметры эозинофилов (n =
= 199) и их гранул (n = 3628) (число и среднюю пло-
щадь в одной клетке, а также соотношение площади,
занимаемой гранулами, к площади клетки).

Статистическая обработка данных включала оцен-
ку влияния фактора “пол” с помощью однофактор-
ного дисперсионного анализа (ANOVA), статистиче-
ски значимыми считали различия при p < 0.05. По-
скольку число эозинофилов с низким уровнем
грануляции цитоплазмы зависело от пола, тип эози-
нофила использовался как ковариата при анализе.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Состав лейкоцитов и морфология эозинофилов пе-
риферической крови. Результаты исследования пред-
ставлены в таблицах 1–3. Анализ лейкоцитарной
формулы вида показал, что животные обоих полов
характеризовались нейтрофильным профилем кро-
ви (табл. 1). У енотовидных собак обнаружено доста-
точно высокое относительное содержание эозино-
филов – 7–10%. Клетки имели сегментированное
(2–3 доли) ядро с глыбкообразным зрелым хромати-
ном и серо-голубую цитоплазму, содержащую ти-
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пичную крупную эозинофильную (при окраске по
Паппенгейму) зернистость (рис. 1а).

По морфологическим особенностям можно вы-
делить 2 типа эозинофилов. Тип I (Э-I) составили
клетки, в которых свободное от ядра пространство ци-
топлазмы было полностью занято гранулами (рис. 1а),
а к типу II (Э-II) относились более крупные клетки
со скудной зернистостью цитоплазмы (рис. 1б, в).

Гранулы эозинофилов визуально различались
между собой. Одни (Г-1) равномерно окрашивались
в розово-красный цвет при окраске по Паппенгей-
му, в желто-бурый (золотистый) цвет – при окраске
на наличие ЭПО и в сине-голубой цвет – при окрас-
ке на наличие КБ (рис. 1). Другие гранулы (Г-2) не
окрашивались использованными красителями или
окрашивались частично (рис. 1в–д). Гранулы второго
типа, вакуолеподобные (ВГ), представляли собой
структуры округлой формы, сопоставимые по пара-
метрам с типичными эозинофильными гранулами, и
располагались в цитоплазме или над ядром (рис. 1в–д).
Ядра эозинофилов были без признаков пикноза;
мембраны, ограничивающие гранулы, которые не
окрашивались использованными красителями, ви-
зуализировались (рис. 1в–д).

Влияние пола на лейкоцитарную формулу, на мор-
фологию и морфометрические параметры эозинофилов
и их гранул. Не обнаружено влияния пола на относи-
тельное содержание эозинофилов в лейкоцитарной
формуле (ANOVA, p < 0.05). Однако количество клеток
с низким уровнем грануляции цитоплазмы (Э-II) раз-
личалось между особями разного пола (табл. 1, 2): у
самцов такие клетки составляли практически поло-
вину всех эозинофилов, тогда как у самок – 23%.
Между особями разного пола наблюдали различия
числа и средней площади гранул в одной клетке, а
также соотношения площади, занимаемой гранула-
ми, к площади клетки (табл. 2, 3). По сравнению с
самцами, самки характеризовались более высокими
показателями.

ОБСУЖДЕНИЕ
Морфологические особенности эозинофилов и их

гранул. Одной из особенностей состава лейкоцитов
периферической крови енотовидной собаки являет-
ся высокое относительное содержание эозинофилов
(7–10% от общего числа лейкоцитов), что отмечают
и другие авторы (Узенбаева и др., 2007; Nowakowicz-
Dębek et al., 2013). У человека повышение эозинофи-
лов в крови (более 5%) является признаком эозинофи-
лии и сопровождает многие инфекционные заболева-
ния вирусной и бактериальной этиологии, глистные
инвазии, а также аллергические, воспалительные и
аутоимунные процессы (Бондарь, Эльканова, 2014).

Уровень эозинофилов у енотовидной собаки за-
висит от сезона года (Mustonen et al., 2007), его высо-
кое содержание осенью, возможно, является одной
из адаптаций к зимним условиям и отражает усиле-

Таблица 1. Лейкоцитарная формула крови у самцов и са-
мок енотовидных собак

Примечание. Даны средние значения показателя и их ошибки, а
также медиана и в скобках минимальное и максимальное значения.

Тип лейкоцитов
Доля лейкоцитов, %

самцы (n = 3) самки (n = 3)

Моноциты 3.00 ± 1.00;
2 (2–5)

6.00 ± 1.53;
5 (4–9)

Лимфоциты 35.00 ± 6.43;
33 (25–47)

30.00 ± 4.04;
27 (25–38)

Палочкоядерные 
нейтрофилы

1.67 ± 0.67;
1 (1–3)

1.67 ± 0.67;
1 (1–3)

Сегментоядер-
ные нейтрофилы

53.00 ± 4.51;
57 (44–58)

54.00 ± 3.51;
57 (47–58)

Эозинофилы 7.33 ± 0.88;
7 (6–9)

8.33 ± 1.20;
9 (6–10)

Базофилы 0 0

Таблица 2. Морфометрические параметры эозинофилов
(Э) и их гранул у енотовидных собак

Примечание. Показаны средние значения показателя и их
ошибки, а также доля (%) соответствующих клеток (гранул) в
скобках.

Показатель
Пол животных

самцы (n = 3) самки (n = 3)

Общее число Э
I тип
II тип

93 (100%)
46 (49.46%)
47 (50.54%)

96 (100%)
74 (77.08%)
22 (22.92%)

Площадь Э, мкм2 (Sэ)
общая 93.69 ± 1.76 97.81 ± 1.59
I тип 93.17 ± 2.34 95.74 ± 1.84
II тип 97.88 ± 2.06 105.36 ± 3.01

Общее число гранул Г
1 тип
2 тип

1619 (100%)
1405 (86.78%)
214 (13.22%)

2009 (100%)
1720 (85.61%)
289 (14.39%)

Среднее число гранул в 1 Э:
общее 18.70 ± 0.87 21.02 ± 0.78
1 тип 16.35 ± 0.79 18.00 ± 0.71
2 тип 3.57 ± 0.39 3.66 ± 0.30

Средняя площадь гранул в 1 
Э, мкм2 (Sг):

общее 0.66 ± 0.03 1.13 ± 0.03
1 тип 0.70 ± 0.03 1.21 ± 0.03
2 тип 0.61 ± 0.04 0.98 ± 0.03

Соотношение Sг/Sэ, %,
общее 0.7 ± 0.04 1.2 ± 0.03
1 тип 0.8 ± 0.04 1.3 ± 0.04
2 тип 0.7 ± 0.04 1.0 ± 0.03
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ние иммунореактивности организма и, вероятно,
другие изменения системы крови, связанные с зим-
ним сном, характерным для этого вида животных
(Узенбаева и др., 2007).

Наряду с высоким относительным содержанием
эозинофилов, мы отметили особенности их морфо-
логии. Помимо клеток (Э-I), в которых все свобод-
ное от ядра пространство занимали оксифильные
гранулы, на мазках периферической крови также
присутствовали более крупные эозинофилы (Э-II) с
низким уровнем зернистости. Эозинофилы с не-

большим количеством гранул обнаруживаются у лю-
дей с транзиторной эозинофилией и рассматрива-
ются как дегранулированные (Tai, Spry, 1976). У де-
тей с эозинофилией инфекционно-аллергического
генеза также изменяются морфометрические пара-
метры эозинофилов: доминируют клетки меньших
размеров с пикнотичным ядром, дегранулирован-
ной вакуолизированной цитоплазмой и низким со-
держанием КБ (Бондарь, Эльканова, 2014). Процесс
дегрануляции эозинофилов является ключевым собы-
тием в патологии многих аллергических и неаллергиче-

Таблица 3. Результаты дисперсионного анализа (ANOVA): влияние пола и типа эозинофилов (Э) периферической кро-
ви енотовидных собак на исследуемые показатели

Полужирным шрифтом выделены достоверно значимые результаты (p < 0.05).

Показатель Фактор Степень 
свободы, df

Дисперсия (средний 
квадрат, MS), S2 Критерий, F p

Наличие Э типа II Пол 1 3.60 16.76 0.0001
Площадь Э Пол 1 788.33 3.20 0.075

Тип Э (ковариата) 1 1849.45 7.50 0.0068
Среднее число гранул Г 1 типа 
(Г-1) в одном Э

Пол 1 121.50 2.53 0.114
Тип Э (ковариата) 1 678.95 14.12 0.0002

Среднее число гранул Г 2 типа 
(Г-2) в 1-ом Э

Пол 1 0.037 0.01 0.912
Тип Э (ковариата) 1 0.005 0.00 0.969

Среднее число гранул обоих 
типов в 1-ом Э

Пол 1 231.76 4.06 0.045
Тип Э (ковариата) 1 766.94 13.43 0.0003

Средняя площадь гранул 1 
типа (Г-1) в 1-ом Э

Пол 1 11.55 82.46 0.000
Тип Э (ковариата) 1 0.32 2.32 0.13

Средняя площадь гранул 2 
типа (Г-2) в 1-ом Э

Пол 1 3.94 37.28 0.000
Тип Э (ковариата) 1 0.019 0.18 0.674

Средняя площадь гранул 
обоих типов в 1-ом Э

Пол 1 9.80 85.07 0.000
Тип Э (ковариата) 1 0.04 0.35 0.55

Соотношение площади гранул 1 
типа (Г-1) к площади Э

Пол 1 0.001 54.40 0.000
Тип Э (ковариата) 1 0.000 0.00 0.98

Соотношение площади гранул 2 
типа (Г-2) к площади Э

Пл 1 0.000 22.68 0.000
Тип Э (ковариата) 1 0.000 1.76 0.19

Соотношение площади гранул 
обоих типов к площади Э

Пол 1 0.000 54.54 0.000
Тип Э (ковариата) 1 0.000 0.66 0.42

Рис. 1. Эозинофилы енотовидной собаки: а – эозинофил I типа (Э-I) с типичными окрашенными эозинофильными грану-
лами (Г-1), б – эозинофил II типа (Э-II) с небольшим количеством типичных эозинофильных гранул (Г-1), в – Э-II с типич-
ными эозинофильными (Г-1) и вакуолеподобными (Г-2) гранулами, г – Э-II с пероксидазопозитивными (Г-1) и пероксида-
зонегативными (Г-2) гранулами, д – Э-II с позитивной и негативной окраской гранул на наличие КБ. Окрашивание: а–в –
по Паппенгейму, г – на наличие ЭПО, д – на наличие КБ. Масляная иммерсия. Масштабная линейка: 10 мкм.

a б в г д
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ских воспалительных процессов, при которых проис-
ходит высвобождение содержимого гранул во внекле-
точное пространство после стимуляции эозинофилов
(Fettrelet et al., 2021). К настоящему времени определе-
ны четыре основных механизма дегрануляции в эози-
нофилах: фрагментарная дегрануляция, цитолиз, клас-
сический и сложный экзоцитоз.

Нами установлено, что в цитоплазме некоторых
клеток с низким уровнем зернистости также присут-
ствовали гранулы, которые не окрашивались ис-
пользованными красителями. У енотовидных собак
это зафиксировано впервые, подобный феномен ра-
нее был обнаружен лишь у некоторых видов живот-
ных (кошка, собака (борзые, золотистые ретриве-
ры)) и при эозинофилии у людей (Tai, Spry, 1976,
1981; Iazbik, Couto, 2005; Giori et al., 2011; Holmes et al.,
2021). К эозинофилам, содержащим неокрашиваемые
гранулы, из-за их сходства с вакуолями, применяют
термин “серые” или “вакуолизированные” эозино-
филы (ВЭ) (grey or vacuolated eosionophils) (Iazbik,
Couto, 2005; Giori et al., 2011; Holmes et al., 2021).

Результаты исследований морфологических осо-
бенностей ВЭ свидетельствуют об аномалиях или
отсутствии электронно-плотного вещества в ВГ
(Denzler et al., 2000; Holmes et al., 2021). Поскольку
главным компонентом кристаллоида специфиче-
ских гранул является MBP-1, морфология ВГ может
быть связана с полным отсутствием или низким содер-
жанием этого белка (Melo, Weller, 2018; Holmes et al.,
2021). У мышей, нокаутных по гену MBP-1 (MBP-1−/−)
гранулы эозинофилов не окрашиваются в характер-
ный розово-красный цвет по методу Райт−Гимза
(Wright−Giemsa) (Denzler et al., 2000; Matthews et al.,
2016). Еще один белок, цистатин F, важен на этапах
созревания эозинофилов, происходящих после вы-
свобождения предшественников этих клеток из
костного мозга (Matthews et al., 2016).

Цистатин F крайне необходим для правильного
биогенеза гранул, он регулирует активность цистеи-
новых протеаз гранул, которые, в свою очередь, кон-
тролируют процессинг таких компонентов гранул,
как MBP-1 и ЭПО. У мышей с дефицитом цистатина
F (CF null) снижена продолжительность жизни эози-
нофилов, а количество нормальных гранул в 4 раза ни-
же, чем у животных дикого типа; кроме того, у мы-
шей CF null присутствуют аномальные гранулы с
электронно-прозрачными периферией и внутрен-
ним материалом, иногда конденсированным, но ча-
ще аморфным и бесструктурным (Matthews et al.,
2016). У этих животных также наблюдали вакуолепо-
добные структуры, которые, скорее всего, были либо
пустыми гранулами, либо гранулами с недостаточ-
ным для обнаружения количеством электронно-
плотного материала. В некоторых случаях профили
гранул казались неполными, что свидетельствует о
высвобождении содержимого гранул в цитозоль.

Гранулы без кристаллоида часто находятся в
эозинофилах периферической крови и тканей в тех

случаях, когда наблюдается избыточное производство
этих клеток, например, при гиперэозинофильном
синдроме (Melo, Weller, 2018). Усиленная продукция
эозинофилов может привести к высвобождению из
костного мозга клеточной популяции, находящейся в
процессе созревания (терминальной дифференци-
ровки) и, следовательно, с заметным количеством не-
зрелых гранул (Melo, 2018). У пациентов с транзитор-
ной эозинофилией наличие вакуолей в эозинофилах
достаточно распространено, но при снижении количе-
ства клеток до нормальных значений вакуоли не обна-
руживаются (Tai, Spry, 1981).

Вакуолизация нормальных эозинофилов может
быть индуцирована in vitro с помощью конканаволи-
на А (Tai, Spry, 1981). Возможно, эозинофилы, кото-
рые содержат вакуоли in vivo, реагируют на присут-
ствие мембраноактивирующих веществ.

Влияние пола на морфологические и цитохимиче-
ские особенности эозинофилов и их гранул. Помимо
участия в половой дифференцировке и размноже-
нии, половые стероиды (эстрадиол, прогестерон и
тестостерон) могут оказывать воздействие на им-
мунную систему, по-разному влияя на функции
практически всех типов иммунных клеток (Morales-
Montor et al., 2011). Половые гормоны модулируют
самые разные процессы, связанные с иммунным от-
ветом, включая созревание тимоцитов, пролифера-
цию лимфоцитов, экспрессию молекул и рецепто-
ров главного комплекса гистосовместимости класса
II и продукцию цитокинов (Bebo et al., 2001). У самок
нескольких видов животных по сравнению с самца-
ми установлены более высокие уровни циркулирую-
щих иммуноглобулинов и более выраженный гумо-
ральный ответ на инфекции (Morales-Montor et al.,
2011).

Под влиянием эстрадиола и прогестерона in vivo и
in vitro отмечается усиление дегрануляции эозино-
фильных лейкоцитов (Tchernitchin et al., 1985), а те-
стостерон снижает адгезию и жизнеспособность
эозинофилов человека (Hamano et al., 1998). В на-
шем исследовании впервые получены данные, сви-
детельствующие о половых различиях изученных
показателей эозинофилов и их гранул у енотовидной
собаки. Эти результаты в настоящее время не могут
быть объяснены с точки зрения половых различий
иммунной функции, в связи с чем необходимы даль-
нейшие исследования этого вопроса.

Предполагают, что иммунологическая чувстви-
тельность к гормонам могла развиться в эволюции,
как адаптация особей разного пола к инфекциям и
для успешной борьбы с ними, но посредством раз-
ных механизмов, а также для решения специфиче-
ских для пола проблем (например, беременность
или конкуренция за территории или партнеров)
(Morales-Montor et al., 2011). Давление отбора могло
вызвать развитие диморфного иммунитета к инфек-
ции и сбалансировать защиту особи от инфекции с
успешным размножением и выживанием организма.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Енотовидные собаки характеризовались высоким
относительным содержанием эозинофилов в пери-
ферической крови. Эозинофильные лейкоциты раз-
личались морфологически: клетки с нормальным
высоким, а также клетки с низким уровнем зерни-
стости цитоплазмы. Последние в некоторых случаях
содержали ВГ, что зафиксировано у енотовидной со-
баки впервые. Наличие ВГ связывают с полным отсут-
ствием или значительным снижением содержания
MBP-1, главного компонента кристаллоида специфи-
ческих гранул. Вакуолизация гранул может быть обу-
словлена дефектами гена, кодирующего этот белок,
аномалиями развития эозинофилов, процессами де-
грануляции, влиянием мембраноактивирующих ве-
ществ, а также незрелостью гранул вследствие высво-
бождения из костного мозга клеточной популяции,
находящейся в процессе созревания (терминальной
дифференцировки). Зависимость от пола выражает-
ся в более высокой доле эозинофилов с низким
уровнем зернистости цитоплазмы у самцов по срав-
нению с самками, тогда как у самок обнаружены бо-
лее высокие значения морфометрических показате-
лей (числа и средней площади гранул в одной клет-
ке, соотношения площади, занимаемой гранулами,
к площади клетки). Поскольку причины появления
эозинофилов с низким уровнем грануляции цито-
плазмы у енотовидных собак не до конца ясны, оста-
ется необходимость в дальнейших исследованиях
этого вопроса.
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Morphological Features and Morphometric Parameters of Peripheral Blood Eosinophiles 
in Raccoon Dogs Nyctereutes procyonoides (Grey, 1834)

S. N. Kalininaa, *, A. G. Kizhinaa, and V. A. Ilyukhaa

aInstitute of Biology of the Karelian Scientific Center of the Russian Academy of Sciences, Federal Research Center 
“Karelian Research Center of the Russian Academy of Sciences”, Petrozavodsk, 185910 Russia

*e-mail: cvetnick@yandex.ru

The aim of this work was to analyze the morphology and morphometric parameters of peripheral blood eosinophils
and eosinophilic granules in raccoon dogs Nyctereutes procyonoides (Grey, 1834). On blood smears stained by Pap-
penheim, the composition of the leukocyte formula was determined, the morphological features and morphometric
parameters of eosinophils and their granules were evaluated. Cytochemical methods revealed the localization of per-
oxidase and cationic proteins in eosinophils. ANOVA was used to assess the effect of sex. As a result of the study, it
was found that raccoon dogs are characterized by a high relative content of eosinophils (7–10%), as well as the pres-
ence of large secretory granules in them. Along with the common eosinophils, there were cells with abnormal gran-
ularity (low number of secretory granules, the presence of vacuole-like granules that did not stain with the dyes
used). The influence of sex was expressed in a higher proportion of eosinophils with abnormal granularity in males
compared to females, while the latter had higher morphometric parameters (the number and average area of granules
in one cell, the ratio of the area occupied by granules to the area of the cell). Since the causes of abnormally granular
eosinophils in raccoon dogs are not completely clear, there is a need for further research into this issue.

Keywords: eosinophils, granules, vacuoles, raccoon dog
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5 июля 2022 г. на 91-м году жизни после тяжелой
продолжительной болезни скончался Алексей Ан-
дреевич Веренинов, доктор биологических наук, ру-
ководитель Группы физиологии ионного транспор-
та в Отделе молекулярной физиологии клетки Ин-
ститута цитологии РАН (ИНЦ РАН, Санкт-
Петербург), известный ученый в области физиоло-
гии клетки.

Алексей Андреевич всю свою трудовую научную
жизнь (65 лет, начиная с 1957 г.) провел в Институте
цитологии РАН. Он начинал работу в Лаборатории
физиологии клетки, основателями которой были
Д.Н. Насонов (первый директор и основатель ИНЦ
РАН) и А.С. Трошин. Эту лабораторию после смерти
А.С. Трошина Алексей Андреевич возглавил и руко-
водил ею 33 года (1986–2019 гг.).

Исследовательская работа Алексея Андреевича
была направлена на изучение природы асимметрич-

ного распределения ионов между цитоплазмой и
средой и механизма возникновения разности элек-
трических потенциалов на плазматической мембра-
не. Он занимался фундаментальными вопросами
ионного гомеостаза животных клеток – изучением
транспорта ионов через плазматическую мембрану
клетки, регуляция которого лежит в основе функци-
ональной активности клеток, а ее нарушение может
служить первопричиной многих патологий в орга-
низме. Блестящий и бескомпромиссный экспери-
ментатор, Алексей Андреевич начинал свою науч-
ную работу на одном из классических объектов ци-
тологов того времени – скелетных мышечных
волокнах лягушки.

Алексей Андреевич вместе с коллегами разработал
комплекс методов, основанных на радиоизотопном и
пламенно-эмиссионном анализе, позволяющих на од-
ном объекте одновременно измерять внутриклеточное

ПОТЕРИ НАУКИ



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 4  2023

ПАМЯТИ АЛЕКСЕЯ АНДРЕЕВИЧА ВЕРЕНИНОВА (1932–2022) 403

содержание основных ионов и оценивать потоки од-
нозарядных ионов через клеточную мембрану. Иссле-
дования были сосредоточены на фундаментальных
вопросах ионного гомеостаза клеток животных. Ре-
зультаты многолетней работы нашли свое отражение в
монографии “Транспорт ионов через клеточную мем-
брану. Анализ потоков” (Л.: Наука, 1978. 286 стр.). В
этой книге, впервые для своего времени, была пред-
ставлена обширная сводка данных по концентраци-
онным зависимостям потоков однозарядных ионов
в системах переноса через плазматическую мембра-
ну и проведен строгий анализ модели “насос–утеч-
ка”. Монография была представлена в качестве кан-
дидатской диссертации, но ВАК присудил Верени-
нову Алексею Андреевичу сразу степень доктора
биологических наук.

Второй значительной работой по исследованию
транспорта однозарядных ионов у пролиферирую-
щих клеток стала совместная с И.И. Мараховой кни-
га “Транспорт ионов у клеток в культуре” (Л.: Наука,
1986. 291 стр.), не имевшая аналогов в зарубежной
литературе. Книга была выбрана Издательством Per-
gamon Press для издания на английском языке, пере-
ведена, но, к сожалению, из-за бюрократических
проблем так и не была опубликована за рубежом.

В дальнейшем одним из направлений работы
Алексея Андреевича было углубленное исследова-
ние транспорта моновалентных ионов при переходе
клеток от покоя к пролиферации на модели активи-
руемых лимфоцитов человека, которое включало
изучение экспрессии мРНК важнейших ионных
транспортеров (АТР1В1, NHE1, NKCC1) параллель-
но с ключевыми регуляторами клеточной пролифе-
рации (белков Bcl-2, p53 и hSGK). Исследования ди-
намики экспрессии группы мРНК при активации
лимфоцитов человека не теряют своей оригинально-
сти как на фоне отечественных работ, так и в сопостав-
лении с зарубежной литературой. В этих исследовани-
ях предпринята попытка найти узел сигнальной сети,
определяющий “групповую” экспрессию мРНК.

Еще одним направлением работы стало изучение
сдвигов ионного и водного баланса клеток при апо-
птозе, проводимoe на известной экспериментальной
модели апоптоза – лимфоидных клетках человека
U937, подвергнутых действию стауроспорина и это-
позида. Было выявлено, что апоптоз не всегда со-
провождается дегидратацией клеток. Также было
установлено, что характерной особенностью “про-
граммируемой смерти” клеток следует считать не де-
гидратационное “сморщивание” клетки (shrinkage),
а отсутствие набухания, которое при неспецифиче-
ском повреждении клетки приводит к разрывам кле-
точной мембраны. Количественная оценка измене-
ния содержания внутриклеточных ионов в апоптоз-
ных клетках показала, в какой мере изменение

содержания воды в клетке во время апоптоза опреде-
ляется выходом ионов калия и хлора, поступлением
ионов натрия и изменением содержания эндоген-
ных осмолитов.

Основное внимание Алексея Андреевича было
направлено на системный анализ баланса потоков
моновалентных ионов через плазматическую мем-
брану в животных клетках. Особое значение в пони-
мании механизмов регуляции объема клетки он при-
давал математическому моделированию и считал,
что в сложной системе взаимозависимостей ионных
потоков через клеточную мембрану невозможно по-
лучить ответы на многие вопросы без адекватной
математической модели. Именно разработку алго-
ритма расчета баланса потоков основных монова-
лентных ионов через мембрану животных клеток,
учитывающего все основные тракты переноса
(Na/K-насос, электродиффузионные каналы и ка-
тион-хлоридные котранспортеры) он считал наибо-
лее существенным достижением своей научной дея-
тельности. Предложенный им алгоритм успешно
апробирован в экспериментах на лимфоидных клет-
ках и на эритроцитах человека для предсказания ди-
намики изменения баланса потоков однозарядных
ионов после выключения Na/K-насоса. Разработан-
ный Алексеем Андреевичем математический аппа-
рат позволяет выявлять роль отдельных трактов в из-
менении ионного и водного баланса клетки в том или
ином процессе, например, при апоптозе или переходе
клеток к пролиферации, а также рассчитывать дина-
мику перераспределения однозарядных ионов после
изменения параметров систем переноса. Программа
расчета потоков моновалентных ионов через плазма-
тическую мембрану с отображением результатов в гра-
фическом формате представлена в открытом досту-
пе (https://vereninov.com/cellionfluxes) и может быть
использована как учебная для демонстрации роли
отдельных каналов и транспортеров в регуляции
мембранного потенциала и содержания ионов и во-
ды в клетке.

Алексей Андреевич Веренинов был ведущим спе-
циалистом в области физиологии клетки и ионного
транспорта, автором многих научных трудов, заслу-
живших мировое признание. Он поддерживал науч-
ные контакты со многими зарубежными учеными,
принимал участие в международных конференциях,
посвященных вопросам регуляции клеточного объе-
ма и ионного гомеостаза клеток. 20 января 2022 г.
Алексею Андреевичу исполнилось 90 лет. Его зару-
бежные коллеги посвятили ему небольшую юбилей-
ную online-конференцию. К сожалению, здоровье
не позволило Алексею Андреевичу принять участие
в этой конференции, но он подготовил материал об
итогах своей работы, на публикацию которого он
очень надеялся. В настоящее время этот материал
принят к публикации в новом журнале “Paracelsus
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Proceedings of Experimental Medicine (PPExMed)”
(издается с 2022 г. под редакцией M. Ritter, Герма-
ния), в специальном выпуске, посвященном памяти
А.А. Веренинова. Этот выпуск журнала включает ра-
боты по исследованию роли транспорта ионов в ре-
гуляции функциональной активности клеток, вклю-
чая апоптоз, пролиферацию и дифференцировку
клеток.

Алексей Андреевич был ученым-естествоиспыта-
телем, он активно любил природу и в совместных с
зоологами экспедициях много путешествовал по
стране: он побывал на Дальнем Востоке, Камчатке,
Кольском полуострове, в Средней Азии и Привол-
жье. Бескомпромиссным отношением к главному
делу своей жизни – науке – и глубокой любовью к
природе Алексей Андреевич всегда стремился поде-
литься с окружающими, в особенности с молодым

поколением своей большой семьи Верениновых –
сыном, племянниками, внуками и правнучками, к
которым всегда очень чутко относился.

Алексей Андреевич Веренинов был искренне
преданным науке ученым, его работы внесли суще-
ственный вклад в исследование фундаментальных
вопросов физиологии клетки и надолго останутся
востребованными специалистами в этой области. В
июне 2021 года, приказом Министерства науки и
высшего образования Российской Федерации,
Алексей Андреевич был награжден медалью “За без-
упречный труд и отличие”, что в полной мере соот-
ветствует его жизненной позиции.

В.Е. Юринская, И.И. Марахова, И.А. Гамалей,
А.А. Рубашкин, А.В. Мошков, А.Н. Томилин
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