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КИНЕТИКА ОКИСЛЕНИЯ 3-АМИНОПИРИДИН-2(1H)-ОНОВ 
ПЕРОКСИДОМ ВОДОРОДА В ПРИСУТСТВИИ ПЕРОКСИДАЗЫ ХРЕНА
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Целью данного исследования являлась оценка кинетических параметров окисления некоторых
3-аминопиридин-2(1H)-онов пероксидом водорода, катализируемого пероксидазой хрена, и срод-
ства пероксидазы хрена к данным соединениям. Было показано, что окисление 3-аминопиридин-
2(1H)-онов подчиняется кинетике псевдопервого порядка. Также было обнаружено гиперболиче-
ское снижение наблюдаемой константы скорости реакции (kobs) с увеличением исходной концен-
трации 3-аминопиридин-2(1H)-онов. Зависимость kobs от концентрации фермента носила прямо-
линейный характер, свидетельствуя в пользу конкурентного ингибирования окисления продуктом
реакции. Было обнаружено, что увеличение полярности заместителя в 4-м положении приводит к
увеличению скорости окисления пиридинонов. Значения Vmax/Km также были выше для соедине-
ний, несущих полярные заместители в 4-м положении. Данный кинетический параметр (Vmax/Km)
отражает субстратную специфичность фермента. Полученные данные проясняют механизмы взаи-
модействия пероксидазы хрена и 3-аминопиридинонов и говорят о том, что 3-аминопиридиноны
могут быть использованы для разработки чувствительных методов детекции пероксида водорода и
модификации методик иммунно-ферментного анализа. 

Ключевые слова: 3-аминопиридин-2(1H)-он, флуоресцентные красители, пероксидаза хрена, кинетика
окисления, субстратная специфичность.

DOI: 10.31857/S0006302924040012,  EDN: NIOTCS

Пероксидаза хрена (HRP) представляет собой
гликопротеин, относящийся к суперсемейству
растительных пероксидаз и получивший широ-
кое распространение в медико-биологических
исследованиях. Данный фермент катализирует
одноэлектронное окисление субстратов в присут-
ствии пероксида водорода. Образование/разру-
шение в результате реакции окрашенных, флуо-
ресцентных или люминесцентных соединений
позволяет использовать данный фермент при им-
муноферментном детектировании белков, нукле-
иновых кислот и ряда низкомолекулярных соеди-
нений [1]. Недавно нами был разработан способ
синтеза новых флуорофоров, обладающих высо-
ким квантовым выходом и изменяющих оптиче-
ские свойства в процессе их окисления (рис. 1)
[2]. Было установлено, что отдельные соединения
являются субстратами HRP и окисляются в при-

сутствии пероксида водорода. Стехиометрия
HRP-катализируемого окисления 3-аминопири-
дин-2(1H)-онов пероксидом водорода составляет
1 : 1. Пределы обнаружения пероксида водорода и
HRP (LODH2O2 и LODHRP) в системах, содержа-
щих исследуемые флуорофоры, лежат в диапазо-
не наномолярных концентраций и сопоставимы с
соответствующими пределами обнаружения в си-
стемах, содержащих красители, используемые в
наборах для иммуноферментного анализа
(табл. 1) [2].

Таким образом, полученные нами данные сви-
детельствует о том, что 3-аминопиридиноны мо-
гут быть использованы для разработки чувстви-
тельных методов детекции пероксида водорода и
модификации методик иммуноферментного ана-
лиза. Для выявления структурных особенностей,
необходимых для наиболее эффективного взаи-
модействия фермента с 3-аминопиридин-2(1H)-
онами, в рамках данной работы были изучены ки-Сокращение: HRP – пероксидаза хрена.

УДК 57.037; 547.823

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОФИЗИКА 
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Рис. 1. Схема синтеза новых 3-аминопиридин-2(1H)-онов.

Таблица 1. Пределы обнаружения пероксида водорода и HRP в системах, содержащих исследуемые флуорофоры [2]

Флуорофор LODH2O2, нМ LODHRP, нМ

С1 8.97 ± 1.01 2.45 ± 0.45

С2 11.45 ± 4.61 2.92 ± 0.63

С4 7.78 ± 3.75 3.40 ± 1.06

С5 3.17 ± 0.70 1.58 ± 0.44

С6 6.84 ± 2.79 7.45 ± 2.19

Примечание. В отличие от других соединений стехиометрия HRP-катализируемого окисления С3 пероксидом 
водорода не соответствовала стехиометрии 1 : 1. Поэтому пределы обнаружения пероксида водорода и HRP в 
системе, содержащей С3, не определены [2].

нетические параметры HRP-катализируемого
окисления пиридинонов пероксидом водорода и
проведена оценка сродства HRP к данным соеди-
нениям.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Все растворы были приготовлены на дистил-
лированной воде, дополнительно очищенной на
установке Milli-Q (Millipore, США). HRP (P8375)
приобретен в компании Sigma-Aldrich (США).
HRP растворяли в 20 мМ фосфатно-солевом бу-
фере, pH 7.4 (A403/A275 = 2.8–3.0), концентрацию
фермента определяли спектрофотометрически
(ε403 = 100 мМ–1см–1) [3]. Пероксид водорода
(30%) приобретен в компании «Реахим» (Россия).
Концентрацию пероксида водорода подтвержда-
ли спектрофотометрически (ε240 = 39.4 М–1см–1

[4]). Синтез 3-аминопиридин-2(1H)-онов осу-
ществляли как описано ранее [2]. Стоковые рас-
творы флуорофоров (100 мМ) готовили в диме-

тилсульфоксиде, их концентрации определяли
спектрофотометрически, используя следующие
коэффициенты экстинкции [2]: 8.9·103 М–1см–1

(С1), 6.9·103 М–1см–1 (С2), 9.7·103 М–1см–1 (С3),
9.8·103 М–1см–1 (С4), 8.3·103 М–1см–1 (С5) и
8.8·103 (С6) М–1см–1. Свежие растворы красите-
лей, HRP и H2O2 готовили перед каждым экспе-
риментом.

HRP-катализируемое окисление 3-аминопири-
дин-2(1H)-онов пероксидом водорода. Измерения
проводили при 37°С на микропланшетном ридере
Infinite F200 (Tecan, Австрия) в 96 луночных
планшетах (Greiner 655076). Длина волны экс-
тинкции – 360 ± 25 нм, длина волны эмиссии –
465 ± 25 нм. Реакционная смесь содержала
NaH2PO4/Na2HPO4 (20 мМ, pH 7.4), HRP (36 нМ
(0.25 Ед/мл)), исследуемые соединения (6.3, 12.5,
25.0, 50.0 и 100 мкМ), и пероксид водорода (6.3,
12.5, 25.0, 50.0, 85.0 и 100.0 мкМ). Измерения про-
водили до тех пор, пока интенсивность флуорес-
ценции не достигала некоторого постоянного



БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

КИНЕТИКА ОКИСЛЕНИЯ 3-АМИНОПИРИДИН-2(1H)-ОНОВ 697

значения или выходила на базовый уровень. В
первом случае H2O2, добавленный к смеси, пол-
ностью расходовался в реакции HRP с флуорес-
центным соединением. Во втором случае соеди-
нение, присутствующее в смеси, практически
полностью окислялось системой HRP/H2O2. Из-
менения интенсивности флуоресценции соеди-
нений были пересчитаны в изменения концен-
траций соединений. Проведено пять независи-
мых экспериментов.

Определение констант скоростей окисления
3-аминопиридин-2(1H)-онов. Для оценки кон-

стант скоростей использовали данные по окисле-
нию зондов в присутствии 50 мкМ пероксида во-
дорода. Нелинейная аппроксимация изменения
концентрации флуорофора от времени проводи-
лась по уравнению экспоненциально затухающей
кривой: C = C0e–kt + Скон, где C0 – исходная кон-
центрация флуорофора в растворе в мкМ, k – на-
блюдаемая константа псевдопервого порядка в
мин–1, t – время в минутах, Скон – остаточная кон-
центрация флуорофора в системе после выхода ре-
акции на стационарный уровень. Расчет парамет-
ров аппроксимации осуществляли с использова-

Рис. 2. Кинетика окисления 3-аминопиридин-2(1H)-онов в присутствии пероксида водорода и пероксидазы хрена.
(а) – Характерные кривые изменения относительной интенсивности флуоресценции соединения 6 во времени в
присутствии различных концентраций пероксида водорода. Концентрация соединения 6 составляла 100 мкМ.
Концентрация пероксидазы хрена составляла 36 нМ (0.25 Ед/мл). (б) – Зависимость наблюдаемой константы
скорости (kobs) от концентрации соединения. Константы скорости псевдопервого порядка определяли по изменению
концентрации соединений во времени в присутствии 50 мкМ пероксида водорода. На врезке – зависимость
наблюдаемой константы скорости (kobs) от концентрации фермента. Концентрация соединений составляла 100 мкМ,
пероксида водорода – 50 мкМ. (в) – Зависимости Лайнуивера–Берка для исследуемых соединений. Концентрация
пероксида водорода составляла 50 мкМ. (г) – Значения Vmax/Km для структурно близких 3-аминопиридин-2(1H)-онов.
Концентрация пероксида водорода составляла 50 мкМ. Представлено среднее значение ± стандартное отклонение в
пяти независимых экспериментах. * – Достоверные различия по сравнению с C1–C3 и C6, p < 0.05; # – достоверные
различия по сравнению с С3 и C6, p < 0.05.
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нием программного пакета QtiPlot 0.9.8.9. Далее
строили график зависимости наблюдаемой кон-
станты скорости от концентрации исследуемых
пиридинонов. Так как обнаружено гиперболиче-
ское снижение наблюдаемой константы скорости
реакции (kobs) с увеличением исходной концен-
трации 3-аминопиридин-2(1H)-онов, в дальней-
шем для прояснения механизма взаимодействия
пиридинонов с HRP была проведена оценка за-
висимости наблюдаемой константы скорости ре-
акции от концентрации HRP.

Влияние концентрации HRP на наблюдаемые
константы скорости окисления 3-аминопиридин-
2(1H)-онов. Для оценки использовались данные
по окислению зондов в присутствии исследуемых
соединений в концентрации 100 мкМ, пероксида
водорода в концентрации 50 мкМ и HRP в раз-
личных концентрациях (144, 72, 36, 18 и 9 нМ, что
соответствует 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 Ед/мл соот-
ветственно). Далее строили график зависимости
наблюдаемой константы скорости от концентра-
ции HRP. Проведено пять независимых экспери-
ментов.

Определение начальной скорости окисления
3-аминопиридин-2(1H)-онов. Начальную ско-
рость реакции определяли по углу наклона пря-
молинейного участка зависимости концентрации
флуорофора от времени реакции.

Оценка сродства HRP к 3-аминопиридин-
2(1H)-онам. Для сравнительной оценки сродства
фермента к исследуемым флуорофорам исполь-
зовали значения Vmax/Km (константа специфич-
ности (kcat/Km), умноженная на концентрацию
фермента) [5]. Для этого строили зависимость
Лайнуивера−Берка и по углу наклона (Km/Vmax)
определяли соответствующую величину. Данные
представлены как среднее значение ± стандарт-
ное отклонение пяти независимых эксперимен-
тов, p = 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 2а приведены характерные кривые из-

менения относительной интенсивности флуорес-
ценции соединения С5 во времени в присутствии
различных концентраций пероксида водорода.
Так как концентрация флуоресцентного соедине-
ния уменьшается со временем, уменьшается от-
носительная интенсивность флуоресценции –
I/I0. Однако по истечении некоторого времени
данное соотношение практически перестает из-
меняться, свидетельствуя о том, что один из ком-
понентов системы полностью расходуется в реак-
ции. Было показано, что окисление данных со-
единений подчиняется кинетике псевдопервого
порядка. Было обнаружено гиперболическое
снижение наблюдаемой константы скорости ре-
акции (kobs) с увеличением исходной концентра-

ции 3-аминопиридин-2(1H)-онов (рис. 2б). Та-
кая ситуация, в частности, может наблюдаться,
когда скорость лимитирующей стадией является
мономолекулярный процесс или в случае конку-
рентного ингибирования продуктом реакции [6].
В пользу последнего свидетельствует прямоли-
нейная зависимость наблюдаемой константы
скорости реакции от концентрации фермента
(врезка на рис. 2б) [6, 7]. Для дальнейшего анали-
за полученных данных строили график зависимо-
сти начальной скорости реакции от концентра-
ции флуоресцентного соединения в координатах
Лайнуивера–Берка. Было показано для всех со-
единений, что данная зависимость является ли-
нейной при различных (но постоянных) концен-
трациях пероксида водорода. В качестве примера
на рис. 2в приведены графики Лайнуивера–Бер-
ка для исследуемых соединений в присутствии
50 мкМ пероксида водорода. Как видно из рисун-
ка, данные соединения можно ранжировать в со-
ответствии с величиной Vmax/Km, которая опре-
деляется по тангенсу угла наклона прямой (рав-
ному Km/Vmax) и отражает субстратную
специфичность фермента. На рис. 3 также пред-
ставлены графики Лайнуивера–Берка для иссле-
дуемых соединений в присутствии различных
концентраций пероксида водорода (6.25, 12.5, 25
и 100 мкМ), а также полученные значения
Vmax/Km.

Сравнение кинетики окисления 3-аминопи-
ридин-2(1H)-онов пероксидом водорода свиде-
тельствуют об увеличении скорости окисления
при замене фенильного заместителя в 4-м поло-
жении (С1) на диметоксифенильный (С4) или
тиофеновый (С5), в этом же ряду увеличивается
специфичность фермента к субстрату (Vmax/Km).
Введение в структуру 3-аминопиридинона (С1)
алкильного заместителя при аминогруппе либо
не влияет на кинетику окисления и стехиометрию
процесса (С2), либо приводит к снижению скоро-
сти окисления и увеличению количества окисли-
теля, требуемого для полного окисления зонда
(С3). Введение фурилметильного заместителя
при аминогруппе (С6) также приводит к замедле-
нию процесса окисления. Полученные кинетиче-
ские данные также свидетельствуют в пользу то-
го, что окисление исследуемых 3-аминопиридин-
2(1H)-онов конкурентно ингибируется продук-
том реакции.

Таким образом, увеличение полярности заме-
стителя в 4-м положении приводит к увеличению
скорости окисления и субстратной специфично-
сти фермента, тогда как наличие заместителей
при аминогруппе в 3-м положении, в целом, при-
водит к снижению данных параметров (скорости
окисления и субстратной специфичности). В це-
лом, полученные данные проясняют механизмы
взаимодействия HRP и 3-аминопиридинонов и
говорят о том, что 3-аминопиридиноны могут быть
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Рис. 3. Сравнение кинетических параметров окисления 3-аминопиридин-2(1H)-онов в присутствии пероксидазы
хрена и пероксида водорода в различных концентрациях. Левый столбец: зависимости Лайнуивера–Берка для
исследуемых соединений в присутствии различных концентраций пероксида водорода: 6.25 мкМ (а), 12.5 мкМ (в),
25 мкМ (д), 100 мкМ (ж). Правый столбец: значения Vmax/Km, полученные для структурно близких пиридинонов в
присутствии различных концентраций пероксида водорода: 6.25 мкМ (б), 12.5 мкМ (г), 25 мкМ (е), 100 мкМ (з).
Представлено среднее значение ± стандартное отклонение в пяти независимых экспериментах. * – Достоверные
различия по сравнению с C1–C3 и C6, p < 0.05; § – достоверные различия по сравнению с С2, С3 и C6, p < 0.05; # –
достоверные различия по сравнению с С3 и C6, p < 0.05.
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использованы для разработки чувствительных ме-
тодов детекции пероксида водорода и модифика-
ции методик иммуноферментного анализа.
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 Kinetics of Oxidation of 3-Aminopyridin-2(1H)-ones by Hydrogen Peroxide 
in the Presence of Horseradish Peroxidase
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The aim of the present work was to estimate the kinetic parameters of oxidation of some 3-aminopyridin-
2(1H)-ones by hydrogen peroxide catalyzed by horseradish peroxidase and the affinity of horseradish perox-
idase towards these compounds. It was shown that the oxidation of 3-aminopyridin-2(1H)-ones follows
pseudo-first-order kinetics. It was also found that a hyperbolic decline in the observed rate constant (kobs)
occurred with increasing initial concentrations of 3-aminopyridin-2(1H)-ones. The dependence of kobs on
enzyme concentration was linear, suggesting competitive inhibition of oxidation by the reaction product. It
was found that the increased  polarity of the substituent at the 4th position led to the rise in the rate of oxida-
tion of the pyridinones. The Vmax/Km values were also greater for compounds bearing polar substituent at the
4th position. This kinetic parameter (Vmax/Km) reflects the substrate specificity of enzyme. Data obtained help
better understand the mechanisms of interactions between horseradish peroxidase and 3-aminopyridin-
2(1H)-ones suggesting that 3-aminopyridinones can be used for the development of a rather sensitive method
for detection of hydrogen peroxide and modification of ELISA.

Keywords: 3-aminopyridin-2(1H)-one, fluorescent dye, horseradish peroxidase, oxidation kinetics, substrate
specificity
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Знание природы межмолекулярных взаимодействий и аминокислотных остатков, их обеспечиваю-
щих, дает возможность целенаправленно менять устойчивость межмолекулярных комплексов.
В данной работе на примере никазы Nt.BspD6I продемонстрировано влияние гидрофобных взаи-
модействий на способность белка к олигомеризации и необходимость химической и геометриче-
ской комплементарности интерфейсных поверхностей при образовании устойчивых гомокомплек-
сов.
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В основе механизма объединения субъединиц
в единую функциональную структуру лежат
принципы молекулярного распознавания. Физик
Г.Р. Крейн (H.R. Crane) сформулировал два
принципа межмолекулярного узнавания еще до
открытия атомной структуры первых биомолекул
[1]. Согласно этим принципам, биомолекулы вза-
имодействуют через интерфейсные поверхности,
обеспечивающие связь с необходимым субстра-
том, формируя множество слабых взаимодей-
ствий, таких как образование водородной связи,
электростатические и гидрофобные взаимодей-
ствия. Образующиеся комплексы могут суще-
ствовать долгое время, если интерфейсные по-
верхности имеют геометрическое соответствие и
комплементарность химических групп [2, 3]. Ес-
ли эти принципы нарушаются, то образующийся
комплекс будет слабым и сможет существовать
непродолжительное время.

Эти же принципы обеспечивают прочность и
гомокомплексов. Стереохимическое соответ-
ствие является одним из ключевых параметров
для белок-белковых взаимодействий [4, 5]. Даже
при отсутствии электростатической и гидрофоб-
ной комплементарности белки, имеющие геомет-
рическую комплементарность, могут образовы-
вать комплексы [6]. 

На процесс образования гомокомплексов бел-
ка могут оказывать влияние и мутации опреде-
ленных аминокислотных остатков в молекуле
белка. Например, точечная мутация в положении
Glu6 в b-цепи гемоглобина A на Val6 в гемоглоби-
не S способствует его агрегации и приводит к сер-
повидно-клеточной анемии [7]. Поэтому иссле-
дование влияния определенных остатков на про-
цесс олигомеризации является актуальной
задачей.

В данном сообщении представлены сведения о
влиянии цистеинов на процесс олигомеризации
никующей эндонуклеазы Nt.BspD6I (никазы).
Цистеиновые остатки в белковых молекулах со-
ставляют не более 1.9% от общего содержания
аминокислотных остатков (а.о.). Однако в ре-
зультате высокой реакционной способности
тиольных групп цистеинов эти остатки часто вхо-
дят в состав активных центров ферментов. 

Объектами исследования в работе, представ-
ленной в этой статье, является никаза Nt.BspD6I,
которая была найдена в термофильном штамме
Bacillus species D6 [8], и ее мутантные формы, по-
лученные методом сайт-направленного мутаге-
неза. Cогласно кристаллическим структурам ни-
казы дикого типа [9], Сys-free-никазы [10] и S11C
Cys-free-никазы [11], установленным методом
рентгеноструктурного анализа с высоким разре-
шением (1.8–1.9 Å), в молекуле никазы присут-
ствуют четыре цистеиновых остатка (Cys11,Сокpащение: а.о. – аминокислотные остатки.
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Cys160, Cys508 и Cys578), которые не образуют
дисульфидные связи и не входят в активный
центр никазы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Методика выделения и очистки никазы дико-
го типа и ее мутантных форм детально представ-
лена в работах [10–12]. Основные этапы методи-
ки представлены ниже. 

Образцы никаз нарабатывали в экспрессион-
ном штамме E. coli BL21(DE3)/pRARE-M.SscL1I,
содержащем ДНК-метилтрансферазу, которая
защищает ДНК от гидролиза никазой. Биомассу
выращивали в среде LB, содержащей 40 мкг/мл
канамицина и 10 мкг/мл хлорамфеникола в тече-
ние 3 ч при 37°С до оптической плотности
Аλ590 = 0.6 О.Е. Потом культуру охлаждали до
20°С. Индукцию проводили добавлением ИПТГ
до концентрации 1 мМ. Биомассу нарабатывали
при 20°С в течение ночи до поздней логарифми-
ческой фазы при интенсивной аэрации и осажда-
ли центрифугированием при 18000 g, 30 мин при
4°С (центрифуга CR 22GIII, Hitachi, Япония).
Осадок ресуспендировали при 4°С в буфере
(0.02 M K-фосфатный буфер, pH 7.5, 7 мM β-мер-
каптоэтанола, 1 мM ЭДТА), содержащем 1 мM
фенилметилсульфонилфторида. Клетки разру-
шали ультразвуком до снижения оптической
плотности в 10 раз при помощи дезинтегратора
УЗД-1 У4.2 (СССР) и центрифугировали (18000 g,
30 мин, 4°C). Полученный лизат очищали в два
этапа при помощи колоночной хроматографии
низкого давления с использованием прибора Bio-
Logic LP System (Bio-Rad, США). Сначала ис-
пользовали афинную хроматографию на Ni-NTA-
agarose (QIAGEN, Германия), а потом фракции,
содержащие никазу, наносили на колонку с фос-
фоцеллюлозой Р11 (Whatman, США). Фракции с
максимальной концентрацией никазы переводи-
ли в буфер для хранения (10 мM Трис-HCl,
pH 7.5, 150 мM KCl, 0.1 мM ЭДТА, 0.1 мM дитио-
треитола, 50% глицерина (v/v)). 

Идентификацию олигомерных форм никазы
проводили с помощью электрофореза в нативных
условиях [13]. Образцы белка смешивали с загру-
зочным буфером (10 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 15%
глицерина, 1% Кумасси бриллиантового синего
G-250) и анализировали в 8%-м полиакриламид-
ном геле (75 : 1), содержащем 200 мМ Трис-HCl
(pH 8.8), в течение 40 мин. Катодный буфер со-
держал 100 мМ гистидина (pH 8.0) и 0.02% Кумас-
си бриллиантового синего G-250, анодный
буфер – 100 мМ Трис-HCl (pH 8.8). 

Для поиска участков на поверхности молекулы
никазы, склонных к агрегации, был использован
Aggrescan3D (A3D) (https://bitbucket.org/lcbio/ag-
grescan3d), автономный мультиплатформенный
пакет Python [14]. Это один из хорошо зарекомен-
довавших себя прогностических инструментов,
который позволяет обнаруживать пространствен-
но-соседние аминокислоты, склонные к агрега-
ции [15, 16]. Он может работать как в статиче-
ском, так и в динамическом режиме. В качестве
входных данных требуется только файл PDB
структуры белка. 

Aggrescan3D использует экспериментально
полученную шкалу внутренней склонности к аг-
регации для природных аминокислот и проеци-
рует эту шкалу на трехмерную структуру белка.
Внутренняя склонность к агрегации каждой кон-
кретной аминокислоты в белке модулируется ее
специфическим структурным контекстом.
Склонность к агрегации рассчитывается для сфе-
рических областей с центром на каждом остатке
углерода Cα. Это обеспечивает уникальное струк-
турно скорректированное значение агрегации
(показатель A3D, Aggrescan 3D score) для каждой
аминокислоты в структуре [16]. По умолчанию
для идентификации остатков, участвующих в
формировании участков, склонных к агрегации,
Aggrescan3D использует радиус сферы 10 Å. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ.
Ранее было показано, что никаза Nt.BspD6I

дикого типа (далее wt-никаза) при концентраци-
ях белка ниже 50 мкг/мл существует в форме мо-
номера, а при концентрациях выше 50 мкг/мл об-
разует олигомерные гомокомплексы, преимуще-
ственно гомодимеры [17]. Белок-белковые
гомокомплексы классифицируют по аффинно-
сти на облигатные и не облигатные [18]. Гомо-
комплексы никазы не являются облигатными,
так как при концентрациях ниже 50 мкг/мл моле-
кулы никазы являются стабильными в форме мо-
номера. 

Нами показано, что замена всех цистеиновых
остатков (11, 160, 508 и 578) на серин в молекуле
никазы усиливает ее способность к олигомериза-
ции по сравнению с wt-никазой [10]. Возможной
причиной усиления олигомеризации Сys-free-
никазы являются конформационные изменения
в области N-концевого домена, индуцированные
заменой цистеинов. Возвращение Cys11 из Сys-
free-никазы наоборот привело к потере способ-
ности S11C Cys-free-никазы к олигомеризации
[11], что является, вероятно, следствием конфор-
мационных изменений в области межмолекуляр-
ных контактов, обеспечивающих олигомериза-
цию молекул никазы. 
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Авторы работы [17] на основании электроста-
тического поля молекулы никазы представили
модель гомодимера wt-никазы, в которой взаи-
модействуют положительно заряженная область
одной молекулы никазы с отрицательно заряжен-
ной областью другой молекулы. Известно, что
олигомеры, образующиеся в результате элек-
тростатических взаимодействий между субъ-
единицами, при высоких концентрациях соли не-
стабильны [19, 20]. В данной работе была иссле-
дована устойчивость олигомерных комплексов
wt-никазы при разных концентрациях соли
(рис. 1). Как видно из рис. 1, гомокоплексы ника-
зы стабильны и при высоких концентрациях KCl.

На основании этих данных следует, что в оли-
гомеризацию никазы, кроме электростатических
взаимодействий, заметный вклад вносят и гидро-
фобные взаимодействия, что препятствует разру-
шению олигомеров никазы в присутствии высо-
ких концентраций соли. 

Структуры wt-никазы BspD6I (PDB ID:
2EWF), Cys-free BspD6I (PDB ID: 5LIZ) и S11C
Cys-free BspD6I (PDB ID: 5LIQ) никаз были про-
анализированы в статическом режиме на предмет
обнаружения областей, склонных к агрегации, с
учетом окружающих а.о. в радиусе 10 Å. Выбор
этих структур обусловлен тем, что Cys-free-ника-
за олигомеризуется значительно сильнее wt-ни-
казы, а S11C Cys-free-никаза не олигомеризуется
вовсе. Кроме того, повышенная олигомеризация
Cys-free-никазы вызывала заметное снижение ее
ферментативной активности по сравнению с ни-
казой дикого типа в два раза, а с S11C Cys-free-ни-
казой – в 16 раз [10, 11]. A3D-анализ кристалличе-
ских структур молекул wt- и мутантных форм ни-
казы в одинаковой ориентации выявил область,
склонную к агрегации (рис. 2). Как видно из
рис. 2, область, склонная к агрегации, изменяет
свою геометрию и размер в зависимости от пол-
ного отсутствия цистеинов или возвращения од-
ного из цистеинов (Сys11) в молекуле никазы.
Никаза дикого типа демонстрирует среднее поло-
жение между Cys-free- и S11C Cys-free-никазами
по размеру гидрофобного участка и степенью

гидрофобности а.о., ее образующих. Остатки,
входящие в область, склонную к агрегации, в Cys-
free-никазе имеют ярко красный цвет, что отра-
жает их высокую величину гидрофобности. Этот
факт согласуется с ранее установленной нами по-
вышенной олигомеризацией Cys-free-никазы по
сравнению с дикой никазой. 

В S11C Cys-free-никазе гидрофобный участок
в позиции « front» заметно меньший по размеру,
чем в Cys-free-никазе. При этом в позиции «back»
в S11C Cys-free-никазе отсутствует область,
склонная к агрегации. Полученные данные отра-
жают низкую вероятность олигомеризации моле-
кул S11C Cys-free-никазы, что и наблюдалось при
исследовании функциональной активности ни-
казы, зависящей от степени ее олигомеризации
[11]. 

В табл. 1 представлены величины оценки гид-
рофобности/гидрофильности а.о. в области,
склонной к агрегации, в структурах молекул ис-
следованных никаз. 

В молекуле Cys-free-никазы область, склонная
к агрегации, включает шесть гидрофобных а.о.
(Leu53, Pro54, Gln55, Phe56, Leu57, Gly 58), при-
надлежащих L1-петле в N-концевом узнающем
домене никазы. Как видно из рис. 2, размер этой
области в позициях «front» и «back» достаточно
большой и включает те же а.о. и с той же степенью
гидрофобности. В случае wt-никазы область,
склонная к агрегации, также включает шесть гид-
рофобных а.о., четыре из которых те же, что и в
Cys-free-никазе (Leu53, Phe56, Leu57, Gly 58), но
с более низкой величиной оценки гидрофобно-
сти. Еще два остатка Ala66 и Phe67 в wt-никазе,
входящие в область, склонную к агрегации, от-
сутствуют в Cys-free-никазе. Остаток Phe67 при-
сутствует в S11C Cys-free-никазе, но его величина
гидрофобности почти в четыре раза выше, чем в
wt-никазе. Следует отметить, что остатки Pro54 и
Gln55 в дикой никазе гидрофильные, а замена
всех цистеинов на серин индуцирует конформа-
ционные изменения в области этих остатков та-
ким образом, что эти остатки становятся гидро-
фобными. 

Рис. 1. Олигомерный состав wt-никазы с концентрацией 3 мкМ при разных концентрациях  KСl.    Цифры слева: 1 −
мономер, 2 − димер, 3 − тример; БСA – бычий сывороточный альбумин. Электрофорез проведен в 8 %-м  нативном
полиакриламидном геле.
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Рис. 2. Визуализация оценки гидрофобности аминокислотных остатков, наложенной на структуру
А-цепей wt-, Cys-free- и S11C Cys-free-никаз. «Front» и «back» – область, склонная к агрегации. Остатки,
склонные к агрегации (гидрофобные), окрашены в градиенты красного цвета; растворимые остатки
(гидрофильные) окрашены в градиенты синего цвета. Чем ярче цвет, тем больше величина оценки
гидрофобности/гидрофильности. Белым цветом окрашены остатки, не влияющие на агрегацию и
имеющие оценку гидрофобности, равную нулю или около нуля. 

В S11C Cys-free-никазе гидрофобный участок
включает только три а.о., причем только два из
них (Phe56 и Leu57) те же, что и в Cys-free-никазе,
а третий (Phe67) отсутствует в ней, но присутству-
ет в никазе дикого типа. Сопоставление величин
гидрофобности а.о., представленное в табл. 1, по-
казало, что замена всех цистеинов на серин при-
водит к повышению гидрофобности всех остат-
ков, образующих область, склонную к олигоме-
ризации никазы. Возвращение одного цистеина
(Cys11) сопровождается уменьшением величины
гидрофобности Phe56 в 2 раза по сравнению с ве-

личиной гидрофобности этого остатка в Cys-free-
никазе. Гидрофобный Gly58 с возвращением
Cys11 становится гидрофильным. 

Совокупность представленных данных по изу-
чению гидрофобных взаимодействий, а также ин-
терфейсной поверхности взаимодействующих
молекул объясняет нестабильность межмолеку-
лярного комплекса S11C Cys-free-никазы. Отсут-
ствие олигомеров в S11C Cys-free-никазе объяс-
нимо снижением числа гидрофобных остатков,
способных к агрегации, и величины их гидрофоб-
ности (табл. 1). 
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ВЫВОДЫ
Представленные результаты исследования

позволяют сделать следующие выводы. 
1. Гидрофобные взаимодействия обеспечива-

ют устойчивость гомокомплексов никазы. 
2. Анализ кристаллических структур никазы

дикого типа и ее мутантных форм с использова-
нием Aggrescan3D выявил в молекуле никазы гид-
рофобную область, склонную к агрегации, в L1
петле N-концевого узнающего домена. Замена
всех цистеинов на серин в молекуле никазы уве-
личивает гидрофобную область, тем самым повы-
шая способность к олигомеризации белка. 

3. Установлено, что характер олигомеризации
никазы определяется изменением геометрии гид-
рофобной области, склонной к агрегации. Чем
больше гидрофобная область и выше величина
гидрофобности аминокислотных остатков, ее об-
разующих, тем выше способность белка к олиго-
меризации. 
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Knowledge of the nature of intermolecular interactions and amino acid residues unveiling their origin is nec-
essary to enable alteration of the stability of intermolecular complexes. In this work, using Nt.BspD6I nickase
as an example, it was shown that hydrophobic interactions have an influence on the protein’s ability to oligo-
merization and that chemical and geometric complementarity of external surfaces is a necessary condition for
the formation of stable homo complexes.
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Некоторые аспекты терапевтического действия катехинов связаны с их влиянием на отложение
фибрилл коллагена в тканях. Предполагается, что этот процесс находится под контролем сигналь-
ной и регуляторной систем клеток, на которые воздействуют катехины, при этом нельзя исключать
прямого взаимодействия полифенолов со структурными белками. В настоящей работе мы исследо-
вали непосредственное влияние (+)-катехина и эпигаллокатехин галлата на формирование фиб-
рилл коллагена in vitro. Используя турбидиметрию, дифференциальную сканирующую калоримет-
рию и просвечивающую электронную микроскопию мы показали, что (+)-катехин ускоряет обра-
зование фибрилл коллагена I типа, при этом образующиеся фибриллы имеют специфическую для
этого белка структуру и термическую стабильность, тогда как эпигаллокатехин галлат в концентра-
ции 10 мкМ ингибирует фибриллогенез. Полученные результаты расширяют наши представления о
возможных механизмах терапевтического действия катехинов, демонстрируя возможность прямого
взаимодействия (+)-катехина и эпигаллокатехин галлата с мономерами и фибриллами коллагена, и
могут быть полезны при разработке новых препаратов, содержащих эти растительные полифенолы
или их синтетические аналоги. 

Ключевые слова: коллаген, фибриллы, полифенолы, флавоноиды, катехин, эпигаллокатехин галлат.

DOI: 10.31857/S0006302924040038,  EDN: NIACQU

Растительные полифенолы, поступающие в
организм человека с пищей, оказывают значи-
тельный терапевтический эффект благодаря ан-
тиоксидантной, антигипертензивной, противо-
воспалительной, иммуномодулирующей, проти-
вомикробной и противовирусной активности, а
также обладают противораковым, нейропротек-
торным и кардиопротекторным действием [1, 2].
Растительные продукты, такие как чай, содержат
множество полифенольных соединений, в том
числе катехинов, принадлежащих к семейству
флавоноидов и обладающих высоким терапевти-
ческим потенциалом [3, 4]. Катехины оказывают
антиканцерогенное действие на многие виды
опухолей [5]. Они подавляют пролиферацию,
рост раковых клеток и метастазирование, улуч-

шают иммунитет, проявляют синергизм с други-
ми противораковыми препаратами [6]. Кроме то-
го, известно, что катехины могут снижать уровень
холестерина в крови [7], предотвращать развитие
сердечно-сосудистых заболеваний, а также бо-
лезней Паркинсона и Альцгеймера [8, 9].

Влияние катехинов на формирование фиб-
рилл коллагена является одним из важных аспек-
тов их воздействия на ткани. Этот эффект может
быть обусловлен действием на клеточные сиг-
нальные системы, вовлеченные в регуляцию об-
разования или разрушения фибрилл коллагена в
тканях [10]. Тем не менее ранее нами была пока-
зана возможность прямого влияния флавоноидов
на формирование фибрилл коллагена из мономе-
ров этого белка in vitro [11, 12]. Было обнаружено,
что в зависимости от количества гидроксильных
групп в молекуле, особенно в кольце B, флавоно-
иды могут ускорять или подавлять процесс фиб-
риллогенеза [11].

Сокращения: ЭГКГ – эпигаллокатехин галлат, tlag –
продолжительность лаг-фазы, Dмин и Dмакс –
минимальный и максимальный уровни оптической
плотности, ΔD – разность значений оптической плотности
(ΔD = Dмакс – Dмин).

УДК 577.322.23
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В представленной работе мы исследовали вли-
яние (+)-катехина (рис. 1) и его производного,
эпигаллокатехин галлата (ЭГКГ), на формирова-
ние фибрилл коллагена I типа. Выбор указанных
соединений обусловлен их присутствием в еже-
дневном рационе человека [13, 14], а также тем
фактом, что ЭГКГ обладает высоким сродством к
молекулам коллагена [14].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экстракция коллагена и образование фибрилл.
Коллаген выделяли из сухожилий хвостов моло-
дых самцов крыс линии Вистар (массой 45 г) в со-
ответствии с описанной ранее методикой [11, 12].
Сухожилия тщательно промывали дистиллиро-
ванной водой, переносили в 0.2 М уксусную кис-
лоту и инкубировали при 4°С в течение несколь-
ких суток. Затем раствор нейтрализовали гидрок-
сидом аммония до рН 7.0, после чего добавляли
96%-й холодный этиловый спирт при постоян-
ном перемешивании. Все процедуры проводили
при температуре 4°С. Через 2 ч раствор центрифу-
гировали 30 мин при 5000 об/мин, осадок снова
ресуспендировали в 0.2 М уксусной кислоте и
оставляли на 12 ч при 4°С. Полученный раствор
центрифугировали при 140000 g для удаления
фрагментов клеток, а супернатант, содержащий
мономеры коллагена, использовали в дальней-
ших экспериментах. Для инициации образования
фибрилл аликвоту раствора мономеров коллагена
переносили в раствор, содержащий 35 мМ
Na2HPO4 и 145 мМ NaCl. Значение pH получен-
ного после смешивания раствора составляло 7.4.
Концентрация белка в рабочих растворах состав-
ляла 0.2 мг/мл. 

Турбидиметрия. Как описано ранее [11, 12], из-
менения оптической плотности растворов колла-
гена,  сопровождающие процесс фибриллогенеза,
регистрировали с помощью спектрофотометра
Specord M-40 (Carl Zeiss Jena, Германия), исполь-
зуя кварцевую спектрофотометрическую кювету
объемом 2 мл. Измерения осуществляли на длине
волны 313 нм в фосфатно-солевом растворе сле-
дующего состава: Na2HPO4 – 35 мМ, NaCl –
145 мМ, pH 7.4. Запись значений оптической
плотности осуществляли с шагом 15 с при помо-
щи программного обеспечения спектрофотомет-
ра. Построение кривых и расчет параметров осу-
ществляли с помощью программного обеспече-
ния OriginLab Pro (OriginLab Corp., США).

Дифференциальная сканирующая микрокалори-
метрия. Термограммы плавления образцов колла-
гена записывали с помощью дифференциального
адиабатического сканирующего микрокалори-
метра ДАСМ-4 (ИБП РАН, Пущино, Россия).
Все измерения проводили в фосфатно-солевом
растворе следующего состава: Na2HPO4 – 35 мМ,
NaCl – 145 мМ, pH 7.4 при скорости нагрева
1°С/мин. Термограммы анализировали с помо-
щью программного обеспечения OriginLab Pro.

Электронная микроскопия. Для визуализации
структуры фибрилл коллагена I типа, спонтанно
формирующихся при комнатной температуре в
присутствии катехинов, использовали метод про-
свечивающей электронной микроскопии. Образ-
цы коллагена в фосфатно-солевом растворе, со-
став которого указан выше, после суточной инку-
бации при комнатной температуре наносили на
микроскопические сеточки, покрытые формва-
ровой пленкой. Окраску проводили сначала 1%-м
раствором уранилацетата, затем 1%-м раствором
фосфовольфрамата натрия. Время воздействия

Рис. 1. Структурные формулы (+)-катехина (а) и эпигаллокатехин галлата (б).
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каждого реагента составляло 2–3 мин. Образцы
визуализировали с помощью электронного мик-
роскопа JEM-100B (JEOL, Япония) при увеличе-
нии 30000×.

РЕЗУЛЬТАТЫ

(+)-Катехин и ЭГКГ противоположным образом
влияют на процесс фибриллогенеза. Известно [11,
12], что при переносе кислого раствора мономе-
ров коллагена (рН 3.0) в нейтральный буфер
(рН 7.4) происходит образование фибрилл, кото-
рое может быть зафиксировано по увеличению
оптической плотности растворов при длине вол-
ны 313 нм. Эти изменения позволяют исследовать
динамику процесса фибриллогенеза. 

Было обнаружено, что кривая роста оптиче-
ской плотности имеет форму сигмоиды (рис. 2а,
кривые 1–4) и может быть разделена на три фазы:
лаг-фазу, фазу роста и фазу насыщения, или пла-
то (рис. 2в). Лаг-фаза сопровождается небольшим
увеличением оптической плотности раствора; на
этапе роста происходило значительное увеличе-
ние оптической плотности раствора; фаза насы-
щения (плато) — это время, когда достигается
максимальная оптическая плотность раствора
коллагена и формируются стабильные фибрил-
лярные структуры [15].

Мы измеряли продолжительность лаг-фазы
(tлаг) и амплитуды изменения оптической плот-
ности ΔD = Dмакс – Dмин. Сигмоидальная форма
кривых сохраняется в присутствии (+)-катехина
(рис. 2а, кривые 2–4). При этом увеличение кон-
центрации данного агента сопровождается
уменьшением обеих измеряемых величин (ΔD и
tлаг) (рис. 2б,г). В присутствии ЭГКГ изменения
оптической плотности были значительно мень-
шими (рис. 2а, кривые 5–7). При этом оптиче-
ская плотность возрастала экспоненциально
(рис. 2д) и не могла быть разделена на этапы, как
это было сделано в случае сигмоидального роста.
Экспоненциальную кривую мы характеризовали
значением максимально достижимой оптической
плотности (Dмакс), которое мы рассчитывали пу-
тем аппроксимации экспериментальных данных
уравнением асимптоты (y = Dмакс – bcx), где ко-
эффициенты b и c определяют форму кривой
(рис. 2д). Было установлено, что с увеличением
концентрации ЭГКГ значения ΔD уменьшались
(рис. 2е).

(+)-Катехин и ЭГКГ повышают термостабиль-
ность формирующихся в их присутствии агрегатов
коллагена. Влияние флавоноидов на термоста-
бильность предварительно сформированных
фибрилл коллагена I типа изучали методом диф-
ференциальной сканирующей микрокалоримет-
рии. Известно [11, 16], что мономеры коллагена,

находящиеся в кислой среде (рН 3.0), плавятся
при температуре около 40°C. Мы обнаружили,
что фибриллы коллагена, спонтанно образующи-
еся из мономеров при переносе раствора в ней-
тральную среду (рН 7.4), имели более высокую
температуру плавления – около 50°C (рис. 3, тер-
мограммы 1 и 2 соответственно). При формиро-
вании фибрилл в присутствии (+)-катехина или
ЭГКГ температура плавления повышалась при-
мерно до 55°C (рис. 3, термограммы 3 и 4).

ЭГКГ, в отличие от (+)-катехина, способствует
формированию агрегатов коллагена с нерегулярной
структурой. При использовании метода электрон-
ной микроскопии нами было установлено, что
контрольные образцы коллагена в нейтральной
среде (рис. 4а) содержали многочисленные пучки
фибрилл с поперечной полосатостью с периодом
порядка  65–67 нм, что соответствует литератур-
ным данным [11, 12, 17, 18]. Аналогичная полоса-
тость, но с периодом примерно на 7% больше,
присутствовала в фибриллах коллагена, образо-
ванных в присутствии (+)-катехина (рис. 4б). До-
бавление ЭГКГ предотвращало формирование
фибрилл – большая часть белка представляла со-
бой аморфную массу (рис. 4в). При этом наблю-
даемые редкие фибриллы сохраняли поперечную
полосатость с периодом примерно на 5% боль-
шим, чем в контроле.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Известно, что в кислой среде коллаген, полу-

ченный из тканей животных, диссоциирует на от-
дельные белковые молекулы. Когда раствор кол-
лагена переносится в нейтральную или слабоще-
лочную среду, мономерные молекулы образуют
пучки поперечно-полосатых фибрилл, которые
можно наблюдать с помощью электронного
микроскопа [11, 12, 17–19]. Как отмечено выше,
кривая, отражающая изменение оптической
плотности растворов коллагена в процессе фиб-
риллогенеза, имеет сигмоидальную форму и раз-
делена на лаг-фазу (резкое увеличение оптиче-
ской плотности раствора), фазу роста, во время
которой происходит значительное увеличение
оптической плотности раствора, и фазу насыще-
ния (достигается максимальная оптическая плот-
ность раствора), в ходе которой завершается фор-
мирование структуры фибрилл. Турбидиметри-
ческие исследования показывают (рис. 2), что
(+)-катехин ускоряет образование фибрилл, о
чем свидетельствует сокращение продолжитель-
ности лаг-фазы (рис. 2е). Сокращение tлаг можно
определить как ускорение формирования фиб-
рилл коллагена [11]. Лаг-фаза соответствует ста-
дии нуклеации, во время которой, в результате аг-
регации отдельных молекул, образуются димеры
коллагена [15]. Предположительно, уменьшение
продолжительности лаг-фазы объясняется тем,
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Рис. 2. Влияние катехинов на изменение оптической плотности раствора при формировании фибрилл коллагена.
(а, в, д) – Кривые оптической плотности растворов коллагена и их анализ: (а) – кривая 1 – контрольный образец,
кривая 2 – образец в присутствии 10 мкМ катехина, кривая 3 – образец в присутствии 50 мкМ катехина, кривая 4 –
образец в присутствии 100 мкМ катехина, кривая 5 – образец в присутствии 1 мкМ ЭГКГ, кривая 6 – образец в
присутствии 10 мкМ ЭГКГ и кривая 7 – образец в присутствии 50 мкМ ЭГКГ; (в) – анализ сигмоидальной кривой
оптической плотности, кривая разделена на лаг-фазу (характеризуется временем tлаг и минимальной оптической
плотностью Dмин), фазу роста и плато (характеризуется максимальной оптической плотностью Dмакс); (д) – анализ
экспоненциальной кривой оптической плотности, кривая характеризуется параметром ΔD. (б, г, е) – Результаты
анализа кривых изменения оптической плотности: представлены значения ΔD (б) и tлаг (г) под действием
(+)-катехина, а также изменения ΔD под действием ЭГКГ (е).
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что молекулы (+)-катехина способны влиять пре-
имущественно на начальный этап формирования
фибрилл – этап нуклеации.

Молекулы ЭГКГ совершенно иначе влияют
на процесс образования фибрилл коллагена, по-
давляя этот процесс в самом начале (рис. 1г, кри-
вые 5, 6 и 7). В присутствии ЭГКГ кривая роста
оптической плотности раствора коллагена не
имела сигмоидальной формы. Напротив, этот
процесс носил экспоненциальный характер. Это

предполагает возможность существования раз-
личных вариантов взаимодействия белковых мо-
лекул в этих условиях.

Дифференциальная сканирующая калоримет-
рия показывает значительное, примерно на 10–
11°C, увеличение термостабильности фибрилл
коллагена по сравнению с раствором его мономе-
ров в кислой среде (рис. 3), что коррелирует с дан-
ными предыдущих исследований [11, 16]. Даль-
нейшее повышение термостабильности фибрилл
коллагена почти на 5°C наблюдалось в присут-
ствии 10 мкМ (+)-катехина. Примечательно, что
агрегаты коллагена с нерегулярной структурой,
образующиеся в присутствии 10 мкМ ЭГКГ, име-
ют аналогичные термические свойства. Это ука-
зывает на то, что повышенная термостабильность
коллагена в присутствии катехинов связана не
только с фибриллярной структурой этого белка.
Повышение термостабильности образующихся
агрегатов коллагена, в том числе фибрилл, пред-
положительно, можно объяснить образованием
при участии катехинов прочных поперечных свя-
зей между белковыми молекулами.

Электронная микроскопия показывает, что в
присутствии (+)-катехина образуются попереч-
но-полосатые фибриллы, аналогичные тем, что
наблюдаются в контрольных образцах. На микро-
фотографии (рис. 4а,б) видны фибриллы с перио-
дом около 64–67 нм, характерные для коллагена
[20]. Это подтверждает предположение о том, что
белковые агрегаты, формирование которых реги-
стрировалось методом турбидиметрии, действи-
тельно являются фибриллами.

В отличие от (+)-катехина, ЭГКГ подавляет
образование фибрилл в аналогичных или даже

Рис. 3. Термограммы плавления коллагена, получен-
ные методом дифференциальной сканирующей ка-
лориметрии: термограмма 1 – мономер коллагена,
pH 3.0; термограмма 2 – фибриллярный коллаген,
рН 7.4, инкубация 1 ч; термограмма 3 – фибриллы
коллагена формировались в присутствии 10 мкМ
(+)-катехина, инкубация 1 ч; термограмма 4 – фиб-
риллы коллагена формировались в присутствии
10 мкМ ЭГКГ, инкубация 1 ч.

Рис. 4. Просвечивающая электронная микроскопия фибрилл коллагена. (а) – Пучки поперечно-полосатых фибрилл
в контрольном препарате коллагена. (б) – Аналогичные фибриллы образовывались в присутствии 10 мкМ
(+)-катехина. (в) – В присутствии 10 мкМ ЭГКГ большая часть материала была аморфной (отмечено звездочкой).
Однако в этом препарате встречались и одиночные поперечно-полосатые фибриллы (отмечено стрелками).
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более низких концентрациях. Об этом свидетель-
ствуют не только небольшие значения ΔD, на-
блюдаемые в турбидиметрическом исследовании,
но и данные электронной микроскопии, показы-
вающие, что большая часть белка имеет аморф-
ную структуру, тогда как фибриллярный колла-
ген встречается очень редко (рис. 4в). Турбиди-
метрический анализ также показывает, что в
присутствии ЭГКГ кривые изменения оптиче-
ской плотности растворов имеют форму экспо-
нент и, следовательно, не имеют лаг-фазы, в тече-
ние которой, как известно, происходит линейная
агрегация мономеров коллагена, предшествую-
щая образованию фибрилл [15, 21]. 

Фибриллярный коллаген обеспечивает меха-
ническую прочность тканям человека и живот-
ных. Ингибирующее действие ЭГКГ на отло-
жение коллагена может способствовать ремоде-
лированию тканей во время заживления
диабетических ран [22], терапии сердечно-сосу-
дистой дисфункции [23], гиперплазии предста-
тельной железы [24] и фиброза печени [25]. Он
может значительно предотвратить повреждение
легких, воспаление и окислительный стресс [26].
Было показано, что ЭГКГ может служить пер-
спективным агентом при создании лекарствен-
ных средств для предотвращения развития гипер-
трофированных шрамов [27], способный ингиби-
ровать рост и вызывать уменьшение размеров
келоидной ткани [28]. Терапевтический эффект
ЭГКГ может обеспечиваться присутствием в мо-
лекуле катехоловой группы. Например, синтети-
ческие соединения, такие как полимерные гели,
содержащие боковые группы катехолов, могут,
подобно ЭГКГ, уменьшать отложение коллагена
в тканях и оказывать противовоспалительное
действие [29]. В настоящее время получены дока-
зательства того, что обнаруженное действие
ЭГКГ может быть опосредовано влиянием на
клеточные сигнальные системы, например пути
AKT/mTOR [26], ERK1/2 [30], TGF-β/Smad [31]
или RunX2/Col IV [32]. Однако в представленной
работе мы показали, что при концентрации
ЭГКГ, равной 1 мкМ, наблюдается ингибирова-
ние образования коллагеновых фибрилл. Извест-
но, что концентрация катехинов в крови челове-
ка, выпивающего одну чашку чая, составляет
около 0.5 мкМ [33], что близко к уровню ЭГКГ,
способного ингибировать образование коллаге-
новых фибрилл в наших экспериментах. Можно
предположить, что ЭГКГ способен в том числе и
напрямую, без участия клеточных регуляторных
систем, влиять на образование фибрилл in vivo.
Поэтому мы призываем к дальнейшему рассмот-
рению возможности прямого влияния ЭГКГ на
отложение коллагена как одного из механизмов
терапевтического действия этого препарата.

ВЫВОДЫ
Представленная работа посвящена изучению

влияния катехинов чая на формирование фиб-
рилл коллагена из мономеров этого белка. Обна-
руженное нами ускорение образования фибрилл
в присутствии (+)-катехина и ингибирование
этого процесса ЭГКГ в концентрациях, близких к
физиологическим, расширяют наши представле-
ния о механизмах терапевтического действия
этих веществ в случае патологий, ассоциирован-
ных с изменением структуры, свойств и содержа-
ния фибриллярного коллагена в тканях. Мы по-
лагаем, что в дополнение к главному тренду в ис-
следованиях участия клеточных сигнальных
систем во взаимодействии фибрилл коллагена с
клетками тканей, следует уделить также внима-
ние изучению прямого влияния различных аген-
тов, включая ЭГКГ и других природных полифе-
нольных соединений, на образование фибрилл
коллагена в тканях. Полученные в этих исследо-
ваниях данные могут быть использованы для со-
здания новых фармакологических средств для
профилактики и лечения широкого спектра забо-
леваний.
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 Effects of Catechins on the Formation of Collagen Fibrils in vitro
 Yu.S. Tarahovsky*, **, S.G. Gaidin**, and Yu.A. Kim**
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Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia
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Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Some aspects of therapeutic action of catechins are associated with their effects on the deposition of collagen
fibrils in tissues. It is assumed that this process is controlled through signaling and regulatory pathways in cells
that catechins affect, however, the direct interactions of polyphenols with structural proteins cannot be ex-
cluded. The present work investigates the direct effect of (+)-catechin and epigallocatechin gallate on the for-
mation of collagen fibrils in vitro. Turbidimetty, differential scanning calorimetry and transmission electron
microscope data showed that (+)-catechin accelerates the formation of type I collagen fibrils, and the result-
ing fibrils have a protein-specific structure and thermal stability, while epigallocatechin gallate at a concen-
tration of 10 μM inhibits fibrillogenesis. The results obtained expand our understanding of the potential
mechanisms of therapeutic action of catechins demonstrating the possibility of a direct interaction of (+)-
catechin and epigallocatechin gallate with collagen monomers and collagen fibrils and these findings may be
useful in the development of new drugs containing these plant polyphenols or their synthetic analogues.

Keywords: collagen, fibrils, polyphenols, flavonoids, catechin, epigallocatechin gallate



БИОФИЗИКА, 2024, том 69, № 4, с. 715–722

715

ИННОВАЦИОННЫЕ БИОФИЗИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ К ЭКСТРАКЦИИ 
КВЕРЦЕТИНА ИЗ РАСТИТЕЛЬНОЙ КЛЕТКИ

© 2024  г.    А.Г. Погорелов*, #, Л.Г. Ипатова*, А.И. Панаит*, 
А.А. Станкевич*, А.К. Юнусова*, В.Н. Погорелова*

*Институт теоретической и экспериментальной биофизики РАН,
Институтская ул., 3, Пущино Московской области, 142290, Россия

#E-mail: agpogorelov@rambler.ru
Поcтупила в pедакцию 08.02.2024 г.

Поcле доpаботки 15.06.2024 г.
Пpинята к публикации 19.06.2024 г.

Предложен метод экстракции кверцитина из растительной клетки, основанный на сочетанном дей-
ствии ультразвука и метастабильной фракции водного раствора. Такая обработка вызывает более 
эффективное выделение цитоплазматической компоненты за счет травления и/или механического 
разрушения оболочки растительной клетки. Окисленная фракция раствора обладает наиболее вы-
раженными экстрагирующими свойствами, но воздействует на кверцетин, окисляя хромофорную 
часть молекулы. По критерию сохранности пигмента лучшей экстрагирующей средой является вос-
становленная фракция воды. Для анализа образцов экстракта использовали аналитические 
методы: UV-Vis-спектрометрию, гель электрофорез белков, 1Н-ЯМР-спектрометрию и QCM-
взвешивание, а также сканирующую электронную микроскопию.

Ключевые слова: кверцетин, электрохимически активированный водный раствор, ультразвуковая экс-
тракция, UV-Vis-спектрометрия, гель электрофорез белков, сканирующая электронная микроскопия. 

Кверцетин и его производные обладают рядом
полезных качеств, включая антиоксидантные
свойства [1–4]. Физиологическая активность де-
лает эту группу флавоноидов востребованной для
целей медицины, производства функциональных
пищевых продуктов и косметических препаратов,
что заставляет искать источники натурального
кверцетина. Высокое содержание данного веще-
ства находят в слое шелухи лука (ШЛ), который
формируют отмершие клетки [5]. Промышлен-
ная переработка этого овоща сопровождается на-
коплением больших объемов отходов в виде ШЛ.
Их рациональное использование в качестве вто-
ричного сырья позволит производить продукцию
с добавленной стоимостью и к тому же снизить
нагрузку на окружающую среду [6].

Натуральные вещества выделяют из отходов
переработки растительного сырья посредством
экстракции, и кверцетин не является исключени-
ем [7, 8]. С этой целью применяют, как правило,
органические растворители, а также обработку
сырья водной средой, нагретой до высокой тем-

пературы, и/или с экстремально измененным
значением рН [9]. Такие сложные подходы разра-
ботаны в связи с необходимостью разрушить цел-
люлозную стенку растительной клетки. При этом
происходит изменение молекулы экстрагируемо-
го вещества и, следовательно, непрогнозируемое
изменение ее свойств, а также привнесение тех-
нологических примесей в целевой продукт.

Показано, что фракции электрохимически ак-
тивированного водного раствора (ЭХАР), прояв-
ляя псевдоферментативную активность, расщеп-
ляют растительные полисахариды [10]. Это поз-
воляет нам предложить ЭХАР в качестве
«зеленой» альтернативы химическим агентам, ис-
пользуемым для экстракции веществ из расти-
тельного сырья. Метастабильные фракции ЭХАР
(анолит, католит) обладают еще одним полезным
свойством: восстанавливаясь со временем до во-
ды, они не содержат загрязняющих ингредиен-
тов, которые зачастую экологически небезопас-
ны и трудно удаляются из экстракта.

В данном исследовании в качестве фактора,
усиливающего эффект ЭХАР, использовали воз-
действие ультразвуком. Такой технологический
прием отличается простотой, низкой стоимостью
и экологичностью [11–14]. Стимулирующee дей-

Сокращения: ШЛ – шелуха лука, ЭХАР – электрохимиче-
ски активированный водный раствор, ОВП – окислитель-
но-восстановительный потенциал. 
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ствие ультразвука на процесс экстракции обу-
словлено наличием интенсивного перемешиваю-
щего потока, уменьшением вязкости экстрагиру-
ющей жидкости и возникновением кавитации.
Таким образом, цель данного исследования со-
стояла в изучении экстракции кверцетина из рас-
тительной клетки в результате сочетанного дей-
ствия метастабильной фракции ЭХАР и ультра-
звука, которые относят к «зеленым» физическим
воздействиям.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Подготовка препарата. В эксперименте срав-

нивали эффективность экстракции кверцетина
из ШЛ в воду или фракции ЭХАР. Для экспери-
мента использовали питьевую воду из городского
водопровода со значением кислотности (рН) 7.2 и
окислительно-восстановительным потенциалом
(ОВП), равным 360 мВ. Анолит и католит получа-
ли посредством коммерческого электролизера
СТЕЛ-Универсал (ООО «ИЭСТ», Москва). Зна-
чение рН водного раствора регистрировали с по-
мощью прибора HI98120 (Hanna, Германия), а
ОВП – ST20R (Ohaus, Китай). Показатели вод-
ных фракций следующие: анолит – рН 2.2 и
ОВП – 800 мВ, католит – рН 8.2 и ОВП – 800 мВ.
Для экстракции готовили фрагменты образца
размером 5×5 мм, которые помещали в экстраги-
рующую водную среду в отношении 1 : 100 (по ве-
су) с последующей их обработкой в течение 40
мин ультразвуком. Взвесь частиц из полученного
экстракта осаждали центрифугированием при
800 g, после чего супернатант пропускали через
фильтр с эффективным размером поры 0.2 мкм.
Полученный раствор анализировали посред-
ством UV-Vis-спектрометрии, гель-электрофоре-
за белков, ЯМР-спектрометрии и микровзвеши-
вания сухого остатка. Тонкий рельеф поверхно-
сти образца изучали с помощью сканирующей
электронной микроскопии.

UV-Vis-спектрометрия. Эффективность экс-
тракции оценивали посредством анализа спек-
тров поглощения водных экстрактов. Кварцевую
кювету заполняли 4 мл анализируемого раствора,
оптическую плотность которого регистрировали
на спектрофотометрe UV-2401PC (Shimadzu,
Япония). Для спектрометрии в UV-диапазоне
экстракт ШЛ желтого цвета разбавляли в 20 раз. В
качестве сравнения использовали кварцевую кю-
вету, наполненную водой, анолитом или католи-
том, для экстрактов, приготовленных на воде или
соответствующих фракциях ЭХАР.

Гель-электрофорез белков. В качестве разделя-
ющий основы брали 10%-й акриламидный гель
(акриламид : бисакриламид в отношении 37 : 1) на
буферном растворе следующего состава: 0.375 М
Трис-НCl (рН 8.8), 0.1% персульфата аммония,
0.1% додецилсульфата натрия, 0.01% TEMED.

В составе фокусирующего 5%-го акриламидного
геля уменьшили концентрацию Трис-НCl до
0.125 М (рН 6.8). Буфер для электродов содержал
0.025 М Трис-НCl (рН 8.3) и 0.19 М глицина. Об-
разцы экстрактов разводили в лизирующем буфе-
ре (2% додецилсульфата натрия, 10% глицерина,
5% 2-меркаптоэтанола, 0.004% бромфенолового
синего, 0.063 М Трис-НCl, рН 6.8), далее кипяти-
ли на водяной бане в течение 5 мин. По мере
остывания до комнатной температуры 20 мкл
препарата вносили в ячейку пластины акрила-
мидного геля, где при 20 мА проводили электро-
форез в течение 2 ч. Разделенные на геле белки
прокрашивали красителем Кумасси R-250, а их
массу нормировали с помощью молекулярных
маркеров (Thermo Fisher Scientific Baltics, Литва).

1H-ЯМР-спектрометрия. В исследуемый экс-
тракт ШЛ объемом 570 мкл добавляли 30 мкл
фосфатного буферного раствора, содержащего
тетраметилсилан и D2O. Регистрацию 1H-ЯМР-
спектров проводили при температуре 298 К на
спектрометре AVANCE III 600 (Bruker, Германия)
с рабочей частотой 598.95 МГц (по протонам).
Спектры экстрактов ШЛ регистрировали с помо-
щью стандартных импульсных последовательно-
стей, имеющихся в библиотеке программы zg и
zgpr. Для улучшения отношения сигнал/шум на-
капливали 256 сканов. Калибровку спектров осу-
ществляли по тетраметилсилану (водные раство-
ры), их сравнение проводили в области 7–8 ppm,
регистрируя сигналы от ароматических колец, ха-
рактерных для группы флавоноидов.

Сканирующая электронная микроскопия. Нали-
чие механических повреждений в оболочке рас-
тительной клетки изучали с помощью сканирую-
щей электронной микроскопии. Для этого фраг-
мент ШЛ трижды отмывали в дистиллированной
воде, сушили в струе инертного газа (N2) и крепи-
ли серебряным клеем на поверхность держателя
образцов электронного микроскопа. Затем в сре-
де аргоновой плазмы на поверхность препарата
напыляли слой платины, используя установку
JFC-1600 (JEOL, Япония). Тонкую структуру ре-
льефа изучали в сканирующем электронном мик-
роскопе JSM-6390A (JEOL, Япония) при ускоря-
ющем напряжении 20 кВ в режиме вторичных
электронов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
UV-Vis-спектрометрия экстракта. В данной ра-

боте регистрируют спектры поглощения экстрак-
тов, извлеченных посредством обработки образ-
цов ШЛ ультразвуком в воде или фракциях ЭХАР
(рис. 1).

Спектры поглощения водных экстрактов для
ШЛ желтого цвета (рис. 1a,б) и бесцветного об-
разца (рис. 1в,г) были получены после 40 мин об-



БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

ИННОВАЦИОННЫЕ БИОФИЗИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ 717

работки ультразвуком. Общему содержанию ор-
ганических компонент в растворе соответствует
интенсивность неспецифического спектра по-
глощения в UV-диапазоне с пиком на линии в об-
ласти 220 нМ. Анализ таких спектров, получен-
ных для экстракта окрашенной ШЛ (рис. 1a), ука-
зывает на анолит как наиболее эффективный
экстрагирующий агент. Отметим, что наличие
кверцитина в ШЛ увеличивает в десятки раз оп-
тическую плотность экстракта, если сравнивать с
препаратом непигментированного образца
(рис. 1в).

Цвет служит визуальным критерием наличия в
ШЛ кверцетина – пигмента, содержащего хромо-
форную группу, которая окрашена в желто-оран-
жевом диапазоне. По этой причине в спектре по-
глощения водного раствора кверцетина присут-
ствует характерный пик в области 490 нМ, что
позволяет оценить полноту извлечения целевого
продукта. Относительно низкий уровень спектра
поглощения в видимой области для экстракта на
анолите (рис. 1б) следует интерпретировать с уче-
том физико-химических свойств этой фракции
водного раствора. Дело в том, что анолит обладает
аномально высоким ОВП, что вызывает окисле-

ние кверцетина и, как следствие, уменьшение ин-
тенсивности характерного пика поглощения. Как
и для спектра поглощения в UV-диапазоне, опти-
ческая плотность спектров поглощения в види-
мой области для экстракта ШЛ желтого цвета
(рис. 1б) в десятки раз выше, чем такого спектра у
препарата, полученного из непигментированного
образца (рис. 1г). Таким образом, во всем диапа-
зоне длин волн интенсивность спектра поглоще-
ния экстракта формирует преимущественно ком-
понента, которая обусловлена содержанием в
растворе кверцитина.

В видимой области спектра поглощения на
пик пигмента (490 нМ) накладывается фон, кото-
рый формирует боковое плечо UV-спектра. Дру-
гими словами, спектр поглощения натурального
кверцетина представляет собой суперпозицию
характерного спектра и фона. Однако, учитывая
преобладающий вклад пигмента во всем диапазо-
не длин волн, значение оптический плотности
экстракта на длине волны 490 нМ характерного
пика можно использовать для сравнения анали-
зируемых препаратов. Это утверждение коррект-
но, по крайней мере, для водной среды, в которой
не окисляется хромофорная часть пигмента. Для

Рис. 1. Спектры поглощения экстрактов шелухи лука, полученных после 40 мин обработки ультразвуком в воде,
анолите или католите: (а) – UV-спектры экстрактов шелухи желтого цвета, разбавленных в 20 раз; (б) – спектры в
видимой области для тех же, но неразбавленных экстрактов; (в) – UV-спектры неразбавленных экстрактов для
неокрашенного образца; (г) – спектры тех же экстрактов в видимой области.
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ШЛ желтого цвета, например, отношение содер-
жания кверцетина в экстракте на воде и на като-
лите равно значению 0.89.

При рассмотрении UV-спектров поглощения
экстрактов (рис. 1б) видна зависимость их формы
от экстрагирующей среды, что обусловлено, воз-
можно, модификацией части выделенного веще-
ства. Учитывая то, что носителем хромофорной
части природного кверцетина является (гли-
ко)пептид, изменение свойства этой молекулы
может показать метод гель-электрофореза, дета-
лизирующего белковую композицию экстракта.

Гель-электрофорез и 1H-ЯМР-спектрометрия
экстракта. Данные электрофореза белков в экс-
тракте ШЛ желтого цвета в воду и водные фрак-
ции ЭХАР представлены на рис. 2.

Для неокрашенного геля (рис. 2a) только на
полосе, соответствующей 40 мин экстракции, ло-
кализован желтый пигмент с молекулярной мас-
сой между 17 и 26 кДа, соответствующий кверце-
тину. Эффект особенно выражен для образца в
католите, но слабо визуализируется для экстракта
ШЛ в анолите. Отметим, что для этого экстракта
кроме основной полосы визуализируется слабо-
окрашенное пятно розового цвета (не показано),
свидетельствующее о наличии дополнительной
группы пигментов. Этот результат согласуется с
предположением о модификации кверцетина под
действием окисленной фракции ЭХАР и, следо-
вательно, изменении спектральных характери-
стик экстракта.

На рис. 2б показан тот же гель, но после окра-
шивания Кумасси R-250, из которого следует

совпадение полос пигмента и белка. Это наблю-
дение подтверждает сопряжение хромофорной
части с пептидом в структуре молекулы натураль-
ного кверцетина. В структуре окрашенного геля
(рис. 2б) отсутствуют дополнительные полосы,
возможно, из-за недостаточной чувствительно-
сти используемой версии метода. В экстракте, со-
ответствующем 20 мин воздействия, метод гель-
электрофореза не регистрирует наличие цветного
рефлекса (рис. 2a), при том что в экстракте при-
сутствует белок (рис. 2б). По-видимому, количе-
ства вещества в этом препарате не достаточно для
визуализации хромофорной составляющей.

Результаты ЯМР-спектрометрии приведены
на рис. 2в. Анализ полученных 1H-ЯМР-спектров
указывает на то, что при экстракции в случае ка-
толита появляются дополнительные сигналы в
области ароматических соединений. Однако при
интерпретации данных ЯМР-спектрометрии сле-
дует принимать во внимание то, что класс соеди-
нений, содержащих в структуре молекулы арома-
тические кольца, не ограничен только кверцети-
ном и его производными, хотя это вещество и
вносит основной вклад в состав исследуемых экс-
трактов.

Сканирующая электронная микроскопия. Эф-
фективность экстракции из растительного сырья
обусловленa полнотой разрушения целлюлозной
оболочки растительной клетки. Эффект фракций
ЭХАР изучали с помощью сканирующей элек-
тронной микроскопии, исследуя сохранность
тонкой структуры ШЛ (рис. 3).

Рис. 2. Гель-электрофорез белков, содержащихся в экстракте шелухи лука желтого цвета после 20 и 40 мин обработки
ультразвуком в католите, анолите или воде: (а) – неокрашенный гель, (б) – тот же гель, окрашенный Кумасси R-250, (в) –
1H-ЯМР-спектры тех же экстрактов после 40 мин обработки ультразвуком. М – маркер молекулярной массы, кДа.
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Рис. 3. Изображения поверхности шелухи лука желтого цвета после 40 мин экстракции ультразвуком: (a) и (б) –
образец выдержан 40 мин в воде без обработки ультразвуком, (в) и (г) – результат обработки ультразвуком в воде; (д) и
(е) – результат обработки ультразвуком в анолите; (ж) и (з) – результат обработки ультразвуком в католите.
Микрофотографии получены посредством сканирующей электронной микроскопии в режиме вторичных
электронов.
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На рис. 4 приведены микрофотографии препа-
ратов ШЛ желтого цвета, полученных после
40 мин обработки ультразвуком в воде, анолите
или католите, а для сравнения – изображение по-
верхности препарата, который выдержан в воде,
но без воздействия ультразвуком. При малом уве-
личении (450×) видны контуры отдельных кле-
ток, формирующих поверхностный сухой слой
лука. Анализ изображений, снятых при высоком
увеличении, показывает наличие механических
дефектов на поверхности клетки после обработки
ШЛ в среде водных фракций ЭХАР. Кроме того,
видна тонкая клеточная структура, что свидетель-
ствует об удалении целлюлозной оболочки. Та-
ким образом, ультразвуковая обработка в католи-
те и анолите обеспечивает более полное механи-
ческое разрушение структуры ШЛ, что является
условием эффективной экстракции цитоплазма-
тической компоненты растительной клетки.

QCM-взвешивание сухого остатка экстракта.
Данный метод гравиметрии востребован в случае,
когда объема анализируемого раствора недоста-

точно, чтобы выпариванием получить сухое ве-
щество в количестве, необходимом для его анали-
тического взвешивания. Метод QCM-взвешива-
ния ранее был апробирован для определения веса
сухого остатка в объеме 2 мкл [10]. В основе лежит
регистрация изменения резонансной частоты
кварцевого кристалла после нанесения на его по-
верхность пленки (осадка) [15, 16]. Особенности
определения веса с помощью рассматриваемого
гравиметрического подхода поясняет рис. 4.

Концентрация веществ, указанная на диа-
грамме (рис. 4г), рассчитана для соответствующе-
го водного раствора после 40 мин экстракции.
Для того чтобы выполнить пересчет на сухой вес
исходного образца, следует учесть разбавление
ШЛ в экстрагирующей среде. Отметим, что
QCM-взвешивание не обладает избирательно-
стью, т.е. определяется суммарный вес всех неле-
тучих компонентов, содержащихся в исследуе-
мой жидкости. Другими словами, микровзвеши-
вание дублирует спектрометрию в области
неспецифических UV-спектров. Действительно,

Рис. 4. Особенности QCM-микровзвешивания с помощью кварцевого резонатора сухого остатка, содержащегося в
2 мкм капле водного экстракта: (а) – блок-схема QCM-прибора; (б) – изменение со временем резонансной частоты
кварцевого кристалла при высыхании капли водного раствора, нанесенной на его поверхность, показаны начало и
завершение испарения воды; (в) – калибровочная линия зависимости смещения (Df) резонансной частоты (в Гц)
кварцевого кристалла от веса сухого остатка, содержащегося в капле эталонного водного раствора; (г) – вес сухого
остатка в капле (2 мкм) экстракта шелухи лука желтого цвета после 40 мин обработки ультразвуком в католите,
анолите или воде.
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результаты QCM-измерения (рис. 4г) согласуют-
ся с данными спектрометрии (рис. 1a,в) и под-
тверждают заключение о том, что для ШЛ анолит
наиболее эффективен как экстрагирующий
агент, хотя в экстракте на католите лучше сохра-
няется цвет пигмента и, следовательно, молекула
кверцетина (рис. 1б).

Завершая обсуждение результатов, можно сде-
лать следующие выводы. Сочетанное действие
фракций ЭХАР и ультразвука улучшает выделе-
ние веществ из растительной клетки шелухи лука,
что подтверждено разными методами после срав-
нительного изучения полученных экстрактов.
Обработка в католите и анолите вызывает более
полное удаление и/или разрушение оболочки
растительной клетки и, в результате, более эф-
фективную экстракцию цитоплазматической
компоненты растительной клетки. Действие
окисленной фракции ЭХАР неоднозначно, так
как анолит обладает наиболее выраженными экс-
трагирующими свойствами, но при этом меняет
свойства кверцетина, окисляя хромофорную
часть молекулы. По критерию сохранности пиг-
мента лучшим экстрагирующим раствором явля-
ется восстановленная фракция ЭХАР – католит.
Это важный фактор, учитывая то, что экстракт
шелухи лука востребован как натуральный краси-
тель в промышленных объемах для пищевых тех-
нологий при производстве продуктов и полуфаб-
рикатов питания [17, 18].
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 Innovative Biophysical Approaches for Quercetin Extraction from Plant Cells
 A.G. Pogorelov*, L.G. Ipatova*, A.I. Panait*, A.A. Stankevich*,

A.K. Yunusova*, and V.N. Pogorelova*

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

The method for the extraction of quercetin from plant cells with the use of ultrasound in combination with
metastable fraction from aqueous solution is proposed. The procedure enabled more efficient isolation of the
cytoplasmic part due to etching and/or mechanical destruction of the cell membrane. The oxidized water
fraction has the most pronounced extracting properties, but changes the properties of quercetin by oxidizing
the chromophore part of the molecule. According to the criterion of pigment preservation, the best extraction
solution is the reduced water fraction. To analyze the extract samples the following analytical methods were
used: UV-Vis spectrometry, protein gel electrophoresis, 1H-NMR spectrometry, and QCM weighing, as well
as scanning electron microscopy.

Keywords: quercetin, electrochemically activated aqueous solution, ultrasonic extraction, UV-Vis spectrometry,
protein gel electrophoresis, scanning electron microscopy
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Бесконтактная атомно-силовая микроскопия, разновидность сканирующей зондовой микроско-
пии, в последние два десятилетия активно используется для изучения гидратированных биомоле-
кул. В частности, как показывает анализ современной литературы, она является весьма перспектив-
ной в исследовании адсорбированных биомакромолекул и биомакромолекулярных комплексов на
границе раздела фаз или на поверхности мембран. В настоящем мини-обзоре описываются основы
данного метода, его применение для биомолекул, обсуждаются требования к методу и возможности
его расширения за счет дополнительной обработки полученных экспериментальных данных с по-
мощью теоретического анализа, молекулярного моделирования или машинного обучения.

Ключевые слова: гидратированные биомолекулы, бесконтактная атомно-силовая микроскопия, молеку-
лярное моделирование, машинное обучение.
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Сканирующая зондовая микроскопия являет-
ся уникальным методом, позволяющим получать
изображения поверхности и проводить изучение
ее локальных свойств в широких диапазонах па-
раметров состояния. Создание сканирующего
зондового микроскопа [1] стало эпохальным со-
бытием и было удостоено Нобелевской премии,
так как оно позволило получать эксклюзивные
данные о структуре поверхности, молекулярных
и атомарных особенностей адсорбированных мо-
лекул и агрегатов с очень высокой степенью раз-
решения. В свою очередь, атомно-силовая мик-
роскопия (АСМ) является одним из перспектив-
ных направлений сканирующей зондовой
микроскопии, которая позволяет определять ре-
льеф изучаемой поверхности с субнанометровым
разрешением. Изначально метод был разработан
для определения упругих деформаций зонда при
силовом контакте с образцом, а возможности ди-

намического режима обсуждались сугубо теоре-
тически [2]. Только спустя некоторое время, с на-
чала двухтысячных, исследования поверхности в
динамическом режиме обрели популярность и
стали массовыми (см., напр., монографию [3]).
Отметим, что для биологических систем динами-
ческий режим имеет определенные преимуще-
ства, так как позволяет проводить исследования в
широком диапазоне параметров состояния при
физиологических условиях. Особую роль для ис-
следования биологических систем играют бес-
контактный и полуконтактный режимы работы
АСМ. При работе в этих режимах не оказывается
разрушающего воздействия на образец. В отли-
чие от рентгеноструктурного анализа бесконтакт-
ная АСМ (БАСМ) не требует кристаллизации об-
разцов, а в отличие от ЯМР-спектроскопии – не
имеет ограничений при исследовании био-
объектов массой свыше 50 кДа. Так же, как и не-
которые другие методы, используемые для изуче-
ния биологических объектов, например, элек-
тронная микроскопия, БАСМ не требует нанесе-
ния на поверхность проводящего материала, ко-
торый часто деформирует образец. При этом
БАСМ имеет ряд преимуществ перед электрон-
ной микроскопией. Например, с его помощью
допускается работа как в воздухе, так и в жидко-

Сокращения: АСМ – атомно-силовая микроскопия,
БАСМ – бесконтактная атомно-силовая микроскопия,
ЧМ – частотная модуляция, ЭМП – электронно-механи-
ческий привод, КСР – кривая «сила–расстояние», теория
ДЛФО – теория Дерягина–Ландау–Фервея–Овербека,
STA – simple tip approximation, MDFF – молекулярная ди-
намика с дополнительной подгонкой (molecular dynamics
flexible fitting). 
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стях. В последнем случае возможно проводить
исследования при физиологических условиях
(pH, температура, физиологические концентра-
ции ионов и т.д.). Тем не менее, при использова-
нии БАСМ важно учитывать и ограничения мето-
да. Существует довольно большое число обзоров,
посвященных применению метода АСМ для ис-
следования биологических систем (см., напри-
мер, обзор [4]). Но все они, как правило, посвя-
щены экспериментальным особенностям прове-
дения АСМ экспериментов с биообъектами,
описывают детали приготовления образцов, на-
несения их на подложку, а также детали проведе-
ния спектроскопических измерений или получе-
ния изображений биомакромолекул. 

В отличие от этих монографий, в данном ми-
ни-обзоре будут описаны не только основы мето-
да БАСМ, возможности его применения для
биомолекул, но и обсуждены требования и воз-
можности расширения метода за счет дополни-
тельной обработки полученных эксперименталь-
ных данных с помощью моделирования. Кратко
будет изложено не только то, что можно наблю-
дать и измерять с помощью БАСМ, а также какие
возможности дает комбинация этих эксперимен-
тальных данных с моделированием и методами
машинного обучения. В части 1 приведено описа-
ние экспериментальной установки для проведе-
ния БАСМ. Ряд иллюстративных примеров по
визуализации белков, ДНК, вирусов представлен
в части 2. В части 3 кратко описаны основные тео-
ретические и численные подходы для моделиро-
вания данных, полученных с помощью БАСМ, и
возможности обработки этих данных с использо-
ванием методов машинного обучения. 

1. ОПИСАНИЕ МЕТОДА АТОМНО-
СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ

Существует довольно большое разнообразие
экспериментальных установок для проведения
БАСМ. Сюда входят как различные модифика-
ции измерения разницы потенциалов между зон-
дом и образцом, так и установки для определения
силового взаимодействия. Последние можно раз-
делить на два основных типа − с частотной и ам-
плитудной модуляцией. В работе АСМ выделяют
три основных режима работы: контактный, полу-
контактный и бесконтактный режимы. На рис. 1
показаны области работы трех режимов. 

В контактном режиме определяются механи-
ческие деформации биообъекта, а в полуконтакт-
ном и бесконтактном – изменение частоты или
амплитуды колебаний зонда, так как зонд не ка-
сается образца. Полуконтактный или бескон-
тактный режимы работы – это динамический ре-
жим работы. Как в контактном, так и в бескон-
тактном режиме можно водить зонд как в
латеральном, так и в вертикальном направлении.

Мы здесь опишем установку с частотной модуля-
цией (ЧМ). Детали описания других установок,
включая различные комбинации БАСМ с тун-
нельной и сканирующей микроскопией, можно
найти в работе [5]. Общий вид ЧМ-БАСМ уста-
новки представлен на рис. 2. 

Сама установка включает электронно-механи-
ческий привод (ЭМП), к которому крепится
упругая консоль (кантилевер). На конце кантиле-
вера крепится ультратонкий нанозонд с характер-
ными размерами закругления 1–50 нм. Характер-
ный коэффициент жесткости зонда варьируется в
пределах 10–3–10 Н/м. У самого кантилевера
имеется светоотражающая панель, на которую
подается сигнал от лазерного диода. Кантилевер
подвергается периодическому механическому
возмущению с постоянной амплитудой. После
того, как сигнал поступает на фотодетектор, он
усиливается и далее поступает в систему автома-
тического управления сигналом, работающую в
системе обратной связи, и в электронный блок
для сравнения с предыдущим значением сигнала.
Система автоматического управления сигналом
включает предварительный усилитель, автомати-
ческую регулировку усиления и пропорциональ-
ный интегрально-дифференциальный регулятор.
После фотодетектора сигнал поступает на пред-
варительный усилитель, который необходим для
того, чтобы увеличить уровень сигнала для доста-
точной обработки. Автоматическая регулировка
усиления требуется для поддержки выходного
сигнала с постоянной амплитудой с помощью

Рис. 1. Схема работы АСМ и характерная кривая 
«сила–расстояние», на которой показаны области 
применения режимов: контактный (синие символы), 
полуконтактный (желтые символы) и бесконтактный 
(красные символы) режимы.
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электронного усилителя с автоматической под-
держкой. Пропорциональный интегрально-диф-
ференциальный регулятор представляет собой
устройство в управляющем контуре с обратной
связью, которое необходимо для того, чтобы фор-
мировать управляющий сигнал. Это происходит
следующим образом: сигнал поступает на компа-
ратор, где сравнивается с заранее выборным зна-
чением. Таким образом, мы получаем сигнал
ошибки и подаем его на ЭМП. 

Суть работы БАСМ заключается в следующем.
При движении ЭМП над образцом меняется си-
ла, действующая на кантилевер со стороны образ-
ца, что, в свою очередь, приводит к сдвигу частот-
ного отклика сигнала, который регистрируется
фотодетектором. Измеряя этот сдвиг, можно
определить изменение силы, действующей на на-
нозонд. В динамическом режиме работы канти-
левер при сканировании образца совершает коле-
бания, близкие к резонансу. Примеры изменения
силы и частоты показаны на рис. 3 [6], а именно,
результаты измерений в контактном (а, б) и бес-
контактных (в, г) режимах. Режим (а, в) – это ре-
гистрация латеральной силы, которая позволяет
создавать двумерное изображение образца, ре-
жим (б, г) – это регистрация кривых «сила–рас-
стояние» (КСР). 

Отметим также важную особенность проведе-
ния ЧМ-БАСМ в жидкости. На рис. 4 показано
сравнение КСР в воде и в воздухе [7]. 

Причина этих различий – высокая вязкость
жидкости, в результате чего можно существенно
изменить частоту колебаний нанозонда. С учетом
того, что резонансная кривая в жидкости за счет
сил вязкости в десятки раз уже, чем в воздухе, ха-
рактерный масштаб регистрируемых сил можно
снизить до пиконьютонов, а характерное разре-
шение можно увеличить до долей нанометра. 

2. ПРИМЕРЫ ПРИМЕНЕНИЯ БАСМ
ДЛЯ БИОМОЛЕКУЛ

Изучение ДНК. Исследованию ДНК, адсорби-
рованной на различных подложках, посвящено
довольно большое число работ (см., например,
работы [8–11]). Это достаточно удобный объект
для изучения, что обусловлено двумя факторами.
Во-первых, это простота нанесения ДНК на под-
ложку, что обусловлено высокой адгезией ДНК к
полярным и слабозаряженным подложкам. Во-
вторых, большая длина ДНК и специфичность ее
конформации позволяют легко отличить ДНК в
процессе визуализации от любых других адсорби-
рованных примесей или комплексов. В качестве
примера приведем работу [8], в которой исследо-
ватели визуализировали ДНК и распределение
заряда на поверхности ДНК (рис. 5). Заметим, что
БАСМ позволяет определить не только тип кон-
формации ДНК (рис. 5), но и детали гидратации
ее различных участков. Так, на рис. 5б показано
отличие профиля ДНК в B- и Z-конформациях, а
на рис. 5д темные участки на ДНК соответствуют
повышенной плотности воды в большом желобе
ДНК.

Авторами работы [9] было обнаружено, что
наиболее высокой плотностью гидратная оболоч-
ка ДНК обладает вблизи желобков ДНК. Исполь-
зование специального протокола экспериментов,
позволяющего получать конформации адсорби-
рованной ДНК с аномально высокой длиной пер-
систенции [10], также дает возможность визуали-
зировать не только саму ДНК, но и образование
комплексов «ДНК-белок» [10]. Помимо визуали-
зации, БАСМ позволяет оценить отдельные мо-
лекулярные характеристики. Например, авторы
работы [11] определили среднюю плотность по-
верхностного заряда ДНК на основе анализа
КСР. Используя аналитическое решение уравне-
ния Пуассона–Больцмана и эмпирические оцен-
ки заряда зонда, они нашли, что эта плотность со-
ставляет порядка 0.11 Кл·м–2. Авторам работы [8]
удалось определить, что распределение заряда на
ДНК достаточно неоднородно и зависит как от
растворителя, так и от конформации ДНК. Для

Рис. 2. Схема установки ЧМ-БАСМ. ПУ – предвари-
тельный усилитель, АРС – автоматическая регули-
ровка усиления, ЛД – лазерный диод, ФД – фотоде-
тектор, ФАПЧ – фазовая автоподстройка частоты,
ПИД – пропорциональный интегральный диффе-
ренциальный регулятор, ЭМП – электронно-меха-
нический привод. Адаптировано с разрешения из
[T. Fukuma, Y. Ueda, Sh. Yoshioka, and H. Asakawa,
Phys. Rev. Lett. 104, 016101, 2010]. Copyright (2010)
American Physical Society.
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Рис. 3. Принцип регистрации кривых: (а) – типичная квазистатическая кривая боковой силы, (б) – типичная
квазистатическая кривая (СР), (в) – типичная кривая динамической боковой силы, (г) – типичная динамическая
кривая (СР). Воспроизведено из работы [6] с разрешения издательства John Wiley & Sons, Inc. (2022).

Рис. 4. Кривые «сила–расстояние» в воздухе (а) и в жидкостях (б). Воспроизведено из работы [7] с разрешения
издательства John Wiley & Sons, Inc. (2012).

Z- и B-форм они определили, что эта плотность
составляет 0.116 и 0.163 Кл·м–2 соответственно.

Получение изображения хромосом. Другим ин-
тересным объектом приложения БАСМ является
визуализация хромосом. Так, авторы работы [12],
используя метод полуконтактной АСМ, получи-
ли их изображения (рис. 6). Кроме того, они смо-

делировали аналогичные изображения на основе
данных кривых «расстояние–сила» и упрощен-
ных моделей хромосомы как полимерной цепоч-
ки, а зонда – как незаряженной сферической ча-
стицы. Сравнение полученных результатов пока-
зывает удивительное совпадение изображений
(рис. 6).
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Гидратированные мембранные белки. Метод 
БАСМ обладает столь высокой степенью разре-
шения, что позволяет определять не только кон-
формацию гидратированных биомолекул, но и 
структурные особенности их гидратации. В рабо-
те [13] методом атомно-силовой микроскопии 
были изучены молекулы воды, связанные со 
структурированными мембранными белками 
(рис. 7). Авторы проводили изучение молекуляр-
ной структуры гидратированных нативных мем-
бранных участков, состоящих из белков протон-
ной помпы. На рис. 7 показаны БАСМ-изобра-
жения трансмембранных белков как в попереч-
ном, так и в продольном сечениях. 

Можно отчетливо различить как тримеры бел-
ков, так и структуру гидратной оболочки белков.
Полезно сопоставить эти данные (рис. 7a,б) с мо-
лекулярной структурой тримера (рис. 7г). Видно,
что БАСМ позволяет визуализировать особенно-
сти структуры гидратной оболочки и определить
влияние молекулярной организации образца
(белкового тримера) на распределение молекул
воды.

Другим ярким примером является определе-
ние распределения электрического поля, созда-
ваемого белками в трансмембранном канале [14].
Для этого авторы использовали изображения

Рис. 5. В-ДНК и Z-ДНК, исследованные с помощью БАСМ: (а) – изображение плазмидной B- и Z-ДНК в 50 мМ
растворе NiCl2; (б) – усредненный профиль поперечного сечения вдоль линии А–В; (в) – увеличенное изображение
области, обозначенной белым сплошным прямоугольником; (г) – усредненный профиль поперечного сечения вдоль
оси спирали ДНК; (д) – увеличенное изображение области, обозначенной белым пунктирным прямоугольником;
(е) – усредненный профиль поперечного сечения вдоль оси спирали ДНК. Адаптировано из работы [8] с разрешения
издательства Springer Nature (2019). 
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тримера нативного порина OmpF с разрешением
0.5 и 0.1 нм по горизонтали и вертикали соответ-
ственно (см. рис. 3 из работы [14]). Используя по-
лученные данные о структуре белков и парамет-
ризируя заряд атомов на основе силового поля

CHARMM [15], авторы рассчитали электростати-
ческий потенциал, создаваемый белками. Чис-
ленное моделирование показало [14], что измере-
ния воспроизводятся с высокой степенью точно-
сти при включении в расчеты АСМ-зонда. Мы

Рис. 6. (а) – Модель и АСМ-изображения хромосомы, (б) – увеличенное изображение выделенных квадратами
областей. Адаптировано с разрешения из [12]. Copyright (2019) American Chemical Society. 

Рис. 7. БАСМ-изображения трансмембранных белков. (a) и (б) – Двумерные изображения цитоплазматической
стороны мембраны, включающей трансмембранные белковые тримеры. Последние выделены белыми кружками;
(a) – расстояние между зондом и мембраной 0.8 нм, (б) – 1.5 нм. (в) – Двумерное изображение КСР; (г) –
молекулярная структура тримера. Адаптировано с разрешения из работы [13]. Copyright (2022) American Chemical So-
ciety. 
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считаем, что этот метод открывает новые возмож-
ности для изучения электростатического потен-
циала поверхностей нативных белков.

Исследование электростатики вируса. Еще од-
ним ярким примером использования БАСМ яв-
ляются исследования вирусов и их вирусных обо-
лочек. Адсорбированные на подложке вирусы,
будучи достаточно большими объектами, легко
идентифицируются с помощью БАСМ, и их визу-
ализация не представляет большого труда
(рис. 8). Как и для ДНК, для вирусов разработана
методика измерения распределения электроста-
тического поля на основе КСР. В работе [16] для
изучения зарядов отдельных вирусов в жидкой
среде измеряли электростатическую силу между
вирусной частицей и зондом атомно-силового
микроскопа. Данные силовой спектроскопии ад-
сорбированных головок бактериофага φ29 и зре-
лых вирионов и аденовируса были использованы

для получения изображений плотности заряда
каждого вируса. Было установлено, что различия
в плотности заряда между вирусными частицами
согласуются с теоретическими оценками, полу-
ченными на основе рентгеноструктурных данных
о структуре вирусов. Следует отметить, что метод
АСМ позволяет определить не только полный за-
ряд вируса, но и распределение заряда на поверх-
ности вирусных оболочек. Для этого авторы рабо-
ты [17] использовали нанозонд, функционализи-
рованный либо заряженной (NH3

+), либо
гидрофобной (CH3) группой. Измеряя взаимо-
действия между зондом и вирусом и определяя
разницу между этими взаимодействиями для ука-
занных двух типов зондов, авторы смогли опреде-
лить и построить 3D-картину распределения гид-
рофобных и заряженных участков на поверхно-
сти капсида вирусов. Заряд рассчитывали при
нейтральном pH, включая только аминокислоты

Рис. 8. Внутренний (Qin) и внешний (Qout) заряды аденовируса (а) и капсида MVM (б), полученные путем БАСМ.
Адаптировано из работы [16] с разрешения издательства RCS Pub (2015).
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внутри внутренней поверхности вируса. По-
скольку эти поверхности не определены одно-
значно, их соответствующий радиус Rin (Rout) ва-
рьируется, что приводит к разным значениям
внутреннего (красного) и внешнего (синего) об-
щего заряда (рис. 8).

Полный заряд определялся как сумма двух
этих зарядов. Радиус внутренней и внешней по-
верхности варьировали от их значений на полу-
ширине полной ширины (FWHM) распределения
массовой плотности капсидов: Rin = 34.3 нм,
Rout = 42.4 нм для аденовируса и Rin = 7.79 нм,
Rout = 12.5 нм для MVM. Метод оказался настоль-
ко точным, что удалось также определить разницу
в распределении зарядов в случае замены запол-
ненной оболочки на пустой капсид [17]. 

3. ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ОЦЕНКИ 
И МОДЕЛИРОВАНИЕ

Аналитические оценки. Как было показано вы-
ше, в большинстве случае при исследовании био-
молекул методом БАСМ, удается либо визуализи-
ровать биомолекулы на подложке, либо получить
двумерные или трехмерные КСР. Однако для ко-
личественной оценки последних необходимо
проводить теоретические расчеты. Наиболее по-
пулярным подходом для таких оценок является
теория Дерягина–Ландау–Фервея–Овербека
(ДЛФО) [18] или ее расширенная версия [19], ко-
торая часто используется для оценки стабильно-
сти коллоидных систем. В рамках этой теории
предполагается, что сила взаимодействия Ftot
двух коллоидных наночастиц включает три ос-
новных вклада: 

Ftot = Fedl + Fvdw + FNDLVO, (1)

где первый член – сила электростатического вза-
имодействия, второй вклад обусловлен ван-дер-
ваальсовыми взаимодействиями, а последний
вклад рассматривается лишь в расширенной вер-
сии (ДЛФО) и учитывает все прочие типы взаи-
модействий. Первый вклад можно рассчитать пу-
тем численного решения уравнения Пуассона–
Больцмана. Этот вклад определяется через по-
верхностный потенциал и зависит от ионной си-
лы раствора. Во многих случаях вместо поверх-
ностного потенциала используют электрокине-
тический потенциал наночастиц (дзета-
потенциал) [20], так как последний может быть
измерен экспериментально. В случаях, когда за-
ряд распределен равномерно по поверхности, а
геометрия взаимодействующих объектов доста-
точно проста (например, «плоскость–плос-
кость», «сфера–плоскость» или «сфера–сфера»)
возможна аналитическая оценка этого вклада.
Аналогичные оценки можно получить и для
вклада ван-дер-Ваальса Fvdw. Примеры таких оце-

нок даны в работах [20, 21]. Последний вклад
(FNDLVO) может включать различные типы взаи-
модействий, обусловленные сольватационными,
поляризационными и стерическими эффектами.
Как правило, оценка этого вклада является эмпи-
рической и аппроксимируется экспоненциаль-
ной зависимостью от расстояния [22]. Заметим,
что на расстояниях, превышающих 5–10 нм, по-
следними двумя вкладами в выражении (1) мож-
но пренебречь, тогда задача редуцируется к оцен-
ке энергии электростатических взаимодействий.
В случае, когда плотность поверхностного заряда
биомолекулы на порядок и более превышает ана-
логичную зарядовую плотность нанозонда, оцен-
ку плотности поверхностного заряда можно по-
лучить путем сравнения выражения (1) с экспе-
риментальными данными КСР [8]. Однако в
общем случае для оценки плотности поверхност-
ного заряда биомолекул требуются данные о рас-
пределении заряда на поверхности зонда.
Для этого проводятся дополнительные экспери-
менты, которые позволяют оценить этот заряд
[23, 24]. 

Заметим, что, хотя теория ДЛФО и позволяет
оценить ряд характеристик биомолекул, многие
ее положения (например, о равномерном распре-
делении заряда на поверхности, описании жид-
кости как бесструктурной полярной среды и т.д.)
игнорируют большое число аспектов, связанных
с молекулярной структурой, как жидкости, так и
взаимодействующих нанообъектов. 

Оценки, полученные с помощью приближенных
уравнений молекулярных жидкостей. Альтернати-
вой теории ДЛФО являются методы теории жид-
костей, основанные на аппарате функций рас-
пределения, поскольку они учитывают детальную
молекулярную структуру биомолекулы и нано-
зонда, а также рассматривают жидкость как ста-
тистическое распределение частиц (атомов, мо-
лекул или ионов). В этом случае сила взаимодей-
ствия F(RΩ) между нанозондом и биомолекулой,
определяется как производная от потенциала
средней силы W(RΩ):

(2)

В свою очередь, потенциал средней силы
W(RΩ) можно разделить на два вклада: U(RΩ) –
потенциал прямого взаимодействия между зон-
дом и биомолекулой и избыточный химический
потенциал ΔA(RΩ), определяемый работой, кото-
рую надо выполнить, чтобы переместить зонд из
бесконечности в положение, которое характери-
зуется как координатами R, так и относительной
ориентацией зонда Ω: 

W(RΩ) = U(RΩ) + ΔA(RΩ). (3)
В общем случае для определения W(RΩ), как и

для ΔA(RΩ), необходим расчет бинарной функ-

( ) ( )= − .
dW R

F R
dR

Ω
Ω
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ции распределения на основе теории интеграль-
ных уравнений жидкости [25–37], что требует
очень больших вычислительных ресурсов из-за
наноскопических размеров биокомплекса и зон-
да. Поэтому для оценки (3) обычно используют
два дополнительных приближения. Избыточный
химический потенциал ΔA(RΩ) считают в при-
ближении бесконечного разбавления и выражают
через атомные плотности ρi(r), определяя распре-

деление i-х атомов молекул растворителя (s) во-
круг растворенного вещества:

(4)

где N − общее число молекул растворителя, xsi −
их мгновенные положения.

В результате ΔA(RΩ) определится как:

(5)

где Χ(r) – обобщенная восприимчивость чистого
раствора. В свою очередь, эти атомные плотности
могут быть вычислены путем решения системы
нелинейных интегральных уравнений (см. детали
в работе [38]) на основе модели взаимодействую-
щих силовых центров (RISM) [39–41]. В качестве
примера таких расчетов приведем работу [42]. В
этой работе были смоделированы КСР и силовые
карты измерений атомно-силовой микроскопии
для гипотетических наноструктур в водной среде
с использованием метода 3D-RISM (рис. 9).

Исследователями были выявлены различные
особенности силы взаимодействия. Например,
было показано, что направления сил в жидкости
противоположно направлению сил в вакууме. На
основании этих особенностей и распределения
величины плотности воды по периферии нано-
структур, полученного с помощью теории 3D-
RISM, была обнаружена тесная корреляция меж-
ду свободной энергией системы и распределени-
ем плотности воды вокруг нанозонда. Отметим,

что, хотя метод 3D-RISM позволяет достаточно
эффективно оценивать F(RΩ) в зависимости от
состава растворителя, он требует в качестве вход-
ных параметров данные о молекулярной структу-
ре как биомолекулы, так и нанозонда. Однако для
последнего структура чаще всего неизвестна. 

Применение метода молекулярной динамики.
Другим примером моделирования кривых «сила-
расстояние» является использование метода мо-
лекулярной динамики. Как уже было указано вы-
ше, для расчета сил взаимодействия необходимо
явное определение молекулярной структуры и
силовых параметров для нанозонда. Однако в са-
мой простой версии (simple tip approximation –
STA) в качестве нанозонда можно рассматривать
саму молекулу растворителя. В этом случае задача
существенно упрощается и сводится к расчету
функции распределения молекул растворителя, а
сила определяется как [43]: 

( )
=

= −
1

ρ   δ( ),
N

i si
s

xr r

( ) ( ) ( ) ( )−Ω = −   − −
1

1 1 2 2 1 2Δ ρ ρ , ,i ij j
iJ

A R r X r r R r d dr rΩ

Рис. 9. Двумерное изображение КСР на неоднородной и однородной гидратированных подложках. Слева
схематически показаны молекулярные структуры соответствующих подложек. Адаптировано с разрешения из работы
[M. Harada and M. Tsukada, Phys. Rev. B., 82, 035414 (2010)]. Copyright (2010) American Physical Society.
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(6)

где ρo(R) – функция распределения атомов кис-
лорода, ρ – средняя плотность воды. В отличие от
расчетов по формуле (2) расчеты в приближении
STA в десятки раз менее затратны, так как расче-
ты по формуле (2) требуют термодинамического
интегрирования. В работе [44] проведено сравне-
ние сил взаимодействия, полученное как по фор-
муле (2), так и по формуле (6). Расчеты проводили
для нанозонда, расположенного на границе раз-
дела неорганического минерала (флюорита) и во-
ды (рис. 10). На рис. 10 показано также сравнение
с экспериментальными данными. 

Хотя приведенные расчеты показывают хоро-
шую корреляцию, существуют физические при-
чины наблюдаемых расхождений между STA и
экспериментом. Это связано с тем, что модель
STA не рассматривает реальный зонд и, как след-
ствие, не рассматривает образование гидратной
структуры вокруг зонда. Последний может суще-
ственно искажать гидратную структуру образца, а
интерференция этих гидратных структур усили-
вается по мере уменьшения расстояния между
зондом и образцом. 

Моделирование для улучшения качества изобра-
жений. Моделирование также активно использу-
ется для улучшения качества АСМ-изображения.
Одним из способов улучшения является молеку-
лярная динамика с дополнительной подгонкой
(molecular dynamics f lexible fitting – MDFF) [45].
Это расширение метода молекулярной динами-
ки, в котором для определения равновесной
структуры в потенциальную энергию взаимодей-
ствия, определяемую стандартными силовыми
параметрами, добавляется дополнительный по-
тенциал, который учитывает экспериментальные
данные. Для этого вводится дополнительный по-
тенциал VAFM, который учитывает разницу между

( )

( )
= −

oρ
ln

ρ ,

R
d

F R kT
dR

моделированием и экспериментом (детали см. в
[46]). В работе [46], где исследовался миозин, ме-
няющий свое химическое состояние, было опре-
делено конформационно отличное состояние для
каждого АСМ-изображения миозина, связанного
с актиновой нитью, в двух конформационных со-
стояниях «вниз–вверх» и «вниз–вниз». Затем для
ранее полученного АСМ-изображения миозина,
связанного с актиновой нитью, исследователи
выполнили MDFF-моделирование. Сравнивая
результаты подгонки, они сделали вывод о его
конформационном и химическом состояниях по
АСМ-изображению. На рис. 11 представлено
сравнение изображения и моделирования с гиб-
кой подгонкой, из которого можно сделать вы-
вод, что метод MDFF может давать существенное
увеличение разрешения изображений в том слу-
чае, если конформационные изменения при на-
ложении на АСМ-изображения относительно не-
велики или выбор таких изменений заранее пред-
определен. 

Другим широко распространенным методом
обработки АСМ-изображений является подход
на основе сверточных нейронных сетей [47]. Идея
последних заключается в комбинации сверточ-
ных и субдискретизирующих слоев. Как правило,
для обучения используется метод обратного рас-
пространения ошибки. Заметим, что этот метод
очень часто используется для распознавания
изображений. Примеры использования этого ме-
тода для улучшения качества АСМ-изображений
представлены в работе [48]. Однако до сих пор
применение метода ограничивается изображени-
ями очень небольших молекул, так как с увеличе-
нием числа атомов вариабельность конформаций
резко возрастает. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В представленном обзоре кратко рассмотрены
возможности БАСМ для исследования биологи-

Рис. 10. Экспериментальные и рассчитанные КСР, определенные по положению Ca на границе раздела «флюорит–
вода». Адаптировано из работы [44] с разрешения издательства RCS Pub (2016).
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ческих образцов. Приведенные примеры показы-
вают, что БАСМ является эффективным методом
для исследования адсорбированных биомакро-
молекул и биомакромолекулярных комплексов
на границе раздела фаз или на поверхности мем-
браны. По существу, у метода нет ограничений по
объектам: это могут быть как небольшие биомо-
лекулы (олигопептиды), так и комплексы, вклю-
чающие миллионы атомов (вирусы и вирусные
оболочки). Основное достоинство метода в том,
что он является неразрушающим и позволяет ис-
следовать биологические образцы при физиоло-
гических условиях (температура, pH, концентра-
ция ионов и т.д.). При этом метод обеспечивает
субнанометровое разрешение не только для са-
мих образцов, но и структуры гидратной оболоч-
ки биомолекулы. В определенных случаях (на-
пример, для сильнозаряженных объектов) с по-
мощью БАСМ можно получить не только
изображение образца с субнанометровым разре-
шением, но и определить его отдельные характе-

ристики (распределение заряда по поверхности,
гидрофильность или гидрофобность той или
иной аминогруппы и т.д.). Для дальнейшего раз-
вития этого метода требуется интеграция БАСМ с
различными методами моделирования и машин-
ного обучения.  Однако количество таких работ
пока невелико. В первую очередь, проблемой яв-
ляется отсутствие информации о детальной моле-
кулярной структуре зонда. Во-вторых, существу-
ют проблемы с наноскопическими размерами как
образцов, так и АСМ зонда, что приводит к тому,
что моделирование этих объектов с учетом всех
атомных деталей чрезвычайно затратно. Поэтому
особую роль в моделировании БАСМ должны иг-
рать как приближенные теории (ДЛФО, 3D-
RISM), так и методы машинного обучения. Об-
сужденные выше примеры показывают, что удач-
ная комбинация БАСМ с этими подходами явля-
ется скорее искусством, чем универсальным спо-
собом, тем не менее, перспективность этого
направления не вызывает сомнений. 

Рис. 11. MDFF-моделирование актин-миозинового комплекса в состоянии «вниз–вверх». (а) – Экспериментальное
изображение, используемое в качестве эталона (масштабная линейка – 10 нм, цветовая полоса в нм). (б) – Временная
зависимость изменения сходства между эталоном и результатами моделирования для десяти независимых запусков
моделирования. Траектория, включающая наибольшее значение, окрашена в красный цвет. (в) – ACM-изображение
с наибольшим сходством. (г) – Молекулярная модель структуры актин-миозинового комплекса, с наибольшим
сходством наложенная на эталон. Воспроизведено из работы [46] с разрешения издательства Frontiers Media S.A.
(2022).
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 Noncontact Atomic Force Microscopy for Studying Biomolecules in Liquids
 T. Mamedov*, A. Shvirst*, M.V. Fedotova**, and G.N. Chuev*

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

**G.A. Krestov Institute of Solution Chemistry, Russian Academy of Sciences, Akademicheskaya ul. 1, Ivanovo, 153045 Russia

Noncontact atomic force microscopy, a type of scanning probe microscopy, has been actively used in the last
two decades to study hydrated biomolecules. Analysis of modern literature shows that noncontact atomic
force microscopy is a very promising method for studying adsorbed biomacromolecules and biomacromolec-
ular complexes at the membrane interface or surfaces. This mini-review describes the foundations of this
method, its application to biomolecules, discusses the requirements for the method and the possibility of its
extension through additional processing of the obtained experimental data using theoretical analysis, molec-
ular modeling or machine learning.

Keywords: hydrated biomolecules, noncontact atomic force microscopy, molecular modeling, machine learning
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ВЛИЯНИЕ TRO19622 (ОЛЕСОКСИМA) НA ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ 
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TRO19622 (олесоксим, холестерин-подобный цитопротектор) – экспериментальный препарат, раз-
работанный для потенциальной терапии ряда неизлечимых дегенеративных заболеваний. Основ-
ной молекулярной мишенью данного соединения в клетке служат пориновые белки внешней мито-
хондриальной мембраны, которые выполняют ключевую роль в регуляции обмена метаболитами
между митохондриями и остальной частью клетки. Нарушения активности данных каналов может
вызывать развитие митохондриальной дисфункции в здоровых клетках. В работе проведена оценка
основных показателей функционирования митохондрий и индекса жизнеспособности клеток в
культурах после их инкубации с TRO19622. Установлено, что TRO19622 в концентрациях 15–
30 мкМ ингибирует скорости фосфорилирующего и разобщенного дыхания изолированных мито-
хондрий (состояния 3 и 3UDNP) при использовании сукцината в качестве субстрата, однако не вли-
яет на ферментативную активность комплексов I–IV дыхательной цепи. Показано, что TRO19622
в исследуемых дозах не влияет на скорость образования H2O2 в митохондриях и параметр кальцие-
вой емкости, отражающий резистентность органелл к открытию кальций-зависимой неспецифиче-
ской поры. Инкубация фибробластов кожи человека и клеток аденокарциномы молочной железы
(MCF-7) с 30 мкМ TRO19622 в течение 48 ч не оказывает влияния на продукцию активных форм
кислорода и жизнеспособность клеток. Обсуждаются механизмы действия TRO19622 на систему
окислительного фосфорилирования и перспективы использования данного митохондриально-на-
правленного терапевтического агента.

Ключевые слова: VDAC, митохондрии, митохондриальное дыхание, окислительное фосфорилирование,
АФК, жизнеспособность клеточных культур.

DOI: 10.31857/S0006302924040068,  EDN: NHRMXT

Работа клеток в нормальных условиях зависит
от скоординированного обмена метаболитами
между клетками и внутриклеточными структура-
ми. Митохондрии играют центральную роль в ре-
гуляции метаболизма клеток. Они обеспечивают
клетки энергией, высвобождаемой в результате
окисления субстратов в ходе реакций окисли-
тельного фосфорилирования, и участвуют в це-
лом ряде других жизненно важных процессов, та-
ких как кальциевая сигнализация, клеточный
цикл, коммуникация между органеллами, кле-

точная дифференцировка, пролиферация и за-
программированная гибель. Таким образом, ми-
тохондрии часто выступают как ключевой центр,
определяющий судьбу клетки при физиологиче-
ских и патологических состояниях [1–3]. 

Ключевыми белками внешней митохондри-
альной мембраны, обеспечивающими транспорт
большинства водорастворимых метаболитов (вклю-
чая молекулы АТФ, АДФ и т.д.) и ионов, являют-
ся потенциал-зависимые ионные каналы (VDAC),
или порины. Это группа порообразующих белков
с β-баррельной структурой, кодируемых тремя
разными генами у эукариот и имеющих молеку-
лярную массу 30–35 кДа [4]. Все три изоформы
VDAC-каналов экспрессируются в разных тканях

Сокращения: VDAC – потенциал-зависимые ионные кана-
лы, MPTP – кальций-зависимая неселективная порa (mi-
tochondrial permeability transition pore), АФК – активные
формы кислорода. 
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и играют важную роль в энергетическом метабо-
лизме клеток. В полностью открытом состоянии
VDAC-каналы имеют диаметр 2.5–3.0 нм и про-
пускают основные метаболиты и анионы, тогда
как в закрытом состоянии диаметр поры сокра-
щается до 1.8 нм и их транспорт резко снижается,
но ускоряется транспорт ионов кальция в 4−10
раз. Такие изменения в активности VDAC проис-
ходят при модуляции мембранного потенциала
на внешней мембране митохондрий (переход от 0
мВ к ± 20−40 мВ) или действии ряда соединений-
эффекторов, способных изменять потенциал-за-
висимые характеристики каналов [5]. Хотя за-
крытие VDAC может способствовать установле-
нию стабильного состояния и предотвращению
изменения объема митохондриального матрикса
за счет подавления транспорта одновалентных
ионов, чрезмерное накопление ионов Са2+ спо-
собно вызвать открытие кальций-зависимой не-
селективной поры (mitochondrial permeability
transition pore, MPTP) в митохондриях и запу-
стить программируемую клеточную гибель [6]. 

Исследования продемонстрировали, что
VDAC1- и VDAC2-каналы участвуют в регуляции
митохондриального апоптоза, вступая во взаимо-
действие с белками семейства Bcl2, обладающи-
ми как про-, так и антиапоптотической активно-
стью. VDAC1 способен образовывать во внешней
мембране олигомерные поры, через которые про-
исходит выход проапоптотических белков. Также
предполагается, что VDAC1 играет важную роль в
активации и стабилизации пор, образованных
белками Bax, что приводит к высвобождению
проапоптотических факторов и запуску апоптоза.
В то же время обнаружено, что взаимодействие с
VDAC2 подавляет олигомеризацию белка Bak и
апоптоз [7]. Недавно было установлено, что
VDAC3 участвует в регуляции образования актив-
ных форм кислорода и контроле качества мито-
хондрий. Убедительные доказательства важной
роли VDAC в регуляции митохондриальной
функции и метаболизма позволяют рассматри-
вать модуляцию активности данных белков как
потенциальную стратегию для коррекции нару-
шений энергетического обмена при различных

патологиях, таких как сахарный диабет, онколо-
гические, нейродегенеративные и другие заболе-
вания [8].

TRO19622 (олесоксим), холестерин-подобное
синтетическое соединение – это эксперимен-
тальный препарат, который был разработан для
потенциальной терапии ряда неизлечимых деге-
неративных заболеваний нервно-мышечной си-
стемы, включая боковой амиотрофический скле-
роз, спинальную мышечную атрофию и другие
(рис. 1) [9]. Исследования показали, что основ-
ной цитопротекторный эффект TRO19622 связан
с его взаимодействием с VDAC-белками мито-
хондрий. Было установлено, что ингибирование
активности VDAC при помощи TRO19622 оказы-
вает нейропротекторное действие за счет подав-
ления избыточного транспорта ионов кальция в
митохондрии и предотвращения гибели нейро-
нов. TRO19622 прошел доклинические испыта-
ния и продемонстрировал нейропротекторные
свойства в моделях дегенеративных заболеваний
[10]. Однако клинические испытания 3-й фазы
были прекращены, а эффективность этого соеди-
нения и безопасность для человека не была под-
тверждена. Также на данный момент отсутствуют
комплексные исследования механизмов дей-
ствия данного ингибитора на функционирование
митохондрий, включая параметры энергетиче-
ского, ионного и окислительного обмена в этих
органеллах.

В связи с этим целью данной работы было изу-
чение влияния TRO19622 на основные показате-
ли функционирования митохондрий и индекс
жизнеспособности культивируемых клеток. Мы
оценили способность TRO19622 оказывать влия-
ние на биоэнергетические функции изолирован-
ных митохондрий, митохондриальный мембран-
ный потенциал, ферментативную активность
комплексов митохондриальной дыхательной це-
пи, скорость образования пероксида водорода в
митохондриях и восприимчивость этих органелл
к открытию кальций-зависимой неселективной
поры, участвующей в выходе ионов кальция и ак-
тивации апоптоза. Кроме того, мы исследовали
действие TRO19622 на продукцию активных

Рис. 1. Структура TRO19622.
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форм кислорода и жизнеспособность клеток ли-
нии MCF-7 (аденокарциномы молочной железы)
и фибробластов кожи человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реактивы и материалы. В работе использовали

соединение TRO19622 (Tocris bioscience, Ref.
2906, Bio-Techne SAS, Франция). KCl, HEPES,
АДФ и остальные реактивы были приобретены у
фирмы-производителя Sigma-Aldrich (США), ес-
ли не указано иначе. В серии контрольных экспе-
риментов вместо TRO19622 добавляли 1 мкл рас-
творителя (диметилсульфоксид). Концентрация
диметилсульфоксида в пробах не превышала
0.1%.

Условия культивирования клеток и определение
их жизнеспособности. Клеточная линия аденокар-
циномы молочной железы человека MCF-7 была
получена из Российской коллекции клеточных
культур (Институт цитологии РАН, Санкт-Пе-
тербург, Россия). Фибробласты кожи человека,
полученные из участка кожи здоровых доноров
(n = 3), были получены из биобанка Института
регенеративной медицины Московского государ-
ственного университета имени М.В. Ломоносова,
идентификатор коллекции: MSU_FB
(https://human.depo.msu.ru). Клетки культивиро-
вали в среде DMEM с низким содержанием глю-
козы (#11885084, Gibco, США), содержащей 10%
фетальной бычьей сыворотки (#SH30071.02HI,
HyClone, США), 1% раствора противогрибкового
антибиотика (Pen/стрептококк/фунгизон)
(#SV30079.01, HyClone, США) и 1 мг/мл инсули-
на (MCF-7).

Для оценки жизнеспособности клетки трижды
промывали сбалансированным солевым раство-
ром Хэнкса и инкубировали с 5 мкМ пропидий йо-
дида (λex = 493 нм, λem = 636 нм) и 5 мкг/мл краси-
теля Hoechst 33342 (λex = 361 нм, λem = 497 нм) при
37°C [11]. 

Продукцию активных форм кислорода (АФК)
в клетках измеряли с помощью флуоресцентного
красителя 2',7'-дихлордигидрофлуоресцеинди-
ацетата (λex = 490 нм, λem = 520 нм). Клетки в экс-
периментальных группах инкубировали с 20 мкМ
красителя в течение 30 мин при 37°C [11]. Не ме-
нее 200–400 клеток из разных полей зрения было
проанализировано для каждого образца.

Уровни флуоресценции определяли с помо-
щью системы визуализации клеток Evos Floid
(Thermo Fisher Scientific, США), а дальнейший
анализ данных проводили с использованием про-
граммного обеспечения Image J2 (Национальный
институт здравоохранения, Бетесда, США).

Выделение митохондрий и оценка их функцио-
нальной активности. Митохондрии были выделе-
ны из ткани печени крыс самцов линии Wistar ме-

тодом дифференциального центрифугирования,
как описано ранее [12]. Буфер для гомогенизации
содержал 70 мМ сахарозы, 210 мМ D-маннита,
1 мМ ЭДТА и 10 мМ HEPES/KOH (рН 7.4). По-
следующее центрифугирование проводили в том
же буфере, за исключением того, что вместо
ЭДТА использовали 100 мкМ ЭГTA. Полученные
суспензии содержали 60–70 мг митохондриаль-
ного белка/мл. Концентрацию белка в суспензии
митохондрий определяли по методу Брэдфорда,
используя обезжиренный бычий сывороточный
альбумин в качестве стандарта. 

Измерение поглощения кислорода изолиро-
ванными митохондриями проводили полярогра-
фическим методом в герметичной термостатиру-
емой ячейке объемом 1 мл с постоянным переме-
шиванием магнитной мешалкой с помощью
респирометра Oxygraph Plus (Hansatech Instru-
ments Ltd., Великобритания) [13]. Среда инкуба-
ции содержала 130 мМ KCl, 5 мМ NaH2PO4 и
10 мМ HEPES/KOH (рН 7.4). В работе использо-
вали 2.5 мм глутамата калия + 2.5 мМ малата ка-
лия или 5 мМ сукцината калия (в присутствии
1 мкМ ротенона) в качестве физиологических
субстратов окисления для комплексов I и II дыха-
тельной цепи соответственно. Cкорость погло-
щения кислорода регистрировались в последова-
тельных метаболических состояниях митохон-
дрий: а) скорость фосфорилирующего дыхания
после добавки 200 мкМ АДФ (состояние 3);
б) скорость дыхания после завершения фосфори-
лирования (состояние 4); в) максимальная ско-
рость дыхания в присутствии разобщителя –
50 мкМ 2,4-динитрофенола (состояние 3UDNP).
Данные параметры в их комбинации позволяют
получить оценку состояния биоэнергетики изо-
лированных митохондрий.

Мембранный потенциал митохондрий (ΔΨ)
оценивали с помощью флуоресцентного зонда
сафранина O (длина волны возбуждения 520 нм;
длина волны излучения 580 нм) с использовани-
ем спектрофлуориметра Panorama Fluorat-02
(«Люмекс», Россия) [14]. Инкубационная среда
содержала 210 мМ D-маннита, 70 мМ сахарозы,
10 мкМ ЭГТА и 10 мМ HEPES/KOH (рН 7.4). В
качестве субстратов дыхания использовали
2.5 мМ глутамата + 2.5 мМ малата калия или 5 мМ
сукцината калия в присутствии 1 мкМ ротенона.
Сафранин О добавляли в среду в концентрации
10 мкМ. Концентрация митохондриального бел-
ка в кювете составляла 0.5 мг/мл.

Активность комплексов электрон-транспорт-
ной цепи (I, II, III, IV) оценивали по скорости
специфических окислительно-восстановитель-
ных реакций в соответствии с ранее описанными
протоколами [15, 16] с помощью планшетного
ридера Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific,
США). Анализ проводили на предварительно
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разрушенных путем трехкратного заморажива-
ния/оттаивания (–20/+30°С) митохондриях, сус-
пендированных в 10 мМ Трис-HCl-буфере
(pH 7.6). Концентрация митохондриального бел-
ка в пробах составляла 50 мкг/мл.

Скорость образования пероксида водорода в
митохондриях измеряли с помощью флуорес-
центного зонда Amplex Red (длины волн возбуж-
дения 560 нм; длина волны излучения 590 нм) на
планшетном ридере Tecan Spark 10M (Tecan
Group Ltd., Швейцария) при 37°C [14]. Митохон-
дрии в концентрации 0.15 мг/мл инкубировали в
среде, содержащей 70 мМ сахарозы, 210 мМ
D-маннита, 1 мМ KH2PO4, 10 мкМ ЭГТА,
1 Ед./мл пероксидазы хрена, 10 мкМ Amplex Red,
10 мМ HEPES/KOH (pH 7.4). Регистрировали из-
менение флуоресценции в течение 3 мин. Коли-
чество образовавшегося пероксида водорода рас-
считывали по калибровочной кривой [14].

Концентрацию ионов кальция в среде опреде-
ляли с использованием индикатора Арсеназо III
при длинах волн 675–685 нм на планшетном ри-
дере Spark 10M (Tecan Group Ltd., Швейцария)
[17]. Митохондрии в концентрации 0.5 мг/мл ин-
кубировали в среде, содержащей 70 мМ сахарозы,
210 мМ D-маннита, 5 мМ сукцината калия, 1 мМ
KH2PO4, 1 мМ ротенона, 10 мМ ЭГТА, 10 мМ
HEPES/KOH (pH 7.4). Затем в пробу последова-
тельно добавляли CaCl2 (10 мкМ) до полного вы-
хода ионов из митохондрий вследствие открытия
МРТP-поры. Общее количество Ca2+, внесенно-
го в митохондрии до открытия МРТP-поры, рас-
сматривали как показатель кальциевой емкости
митохондрий и выражали в нмолях Ca2+/мг ми-
тохондриального белка.

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческий анализ данных проводился с использова-
нием программного обеспечения GraphPad Prism
версии 8.4 (GraphPad Software Inc., США). Дан-
ные представлены как среднее значение ± стан-
дартная ошибка среднего (n = 3–6). Для проверки
нормальности распределения данных использо-
вался тест Шапиро–Уилка. В случае нормального
распределения значений применяли однофак-
торный дисперсионный анализ ANOVA с после-
дующим множественным сравнением групп по
критерию Тьюки. Различия между группами рас-
ценивали как статистически значимые при значе-
нии p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

TRO19622 не оказывает влияния на продукцию
активных форм кислорода и жизнеспособность кле-
ток линии MCF-7 и фибробластов кожи человека. В
настоящей работе было исследовано влияние
TRO19622 на продукцию активных форм кисло-
рода и жизнеспособность клетoк аденокарцино-
мы молочной железы линии MCF-7 и первичной
культуры фибробластов кожи человека. Стоит от-
метить, что, согласно литературным данным, ис-
пользуемая концентрация данного агента состав-
ляет 0.1–10 мкМ [10]. Можно видеть, что
TRO19622 в концентрациях 0.1–30 мкМ (48 ч ин-
кубации) не влияет на жизнеспособность клеток
линии MCF-7 и фибробластов кожи человека
(рис. 2). Параллельно с этим, TRO19622 в кон-
центрации 30 мкМ достоверно не влиял на про-
дукцию АФК в раковых клетках линии MCF-7 и в
фибробластах кожи человека, хотя наблюдался
тренд к увеличению их продукции (рис. 3).

Рис. 2. Влияние 30 мкМ TRO19622 на жизнеспособность опухолевых клеток молочной железы линии MCF-7 (а) и
первичной культуры фибробластов кожи человека (HF) (б). Результаты представлены в виде средних значений ±
± стандартная ошибка среднего (n = 4).
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TRO19622 вызывает ингибирование окисли-
тельного фосфорилирования в изолированных ми-
тохондриях. В работе была проведена оценка вли-
яния TRO19622 на биоэнергетические параметры
изолированных митохондрий. В табл. 1 представ-
лены данные о влиянии TRO19622 на параметры
дыхания и окислительного фосфорилирования
изолированных митохондрий печени крыс в при-
сутствии субстратов комплексов I и II дыхатель-
ной цепи (2.5 мМ глутамата + 2.5 мМ малата ка-
лия или 5 мМ сукцината калия соответственно).
Можно видеть, что TRO19622 дозозависимо сни-
жает скорости АДФ-стимулированного (состоя-
ние 3) и разобщенного (состояние 3UDNP) дыха-
ния митохондрий при окислении сукцината в ка-
честве физиологического субстрата. Параллельно

наблюдалось снижение коэффициента дыхатель-
ного контроля, отражающего степень сопряже-
ния митохондриального дыхания и окислитель-
ного фосфорилирования. Так, TRO19622
(30 мкМ) снижал этот параметр на 24% при окис-
лении сукцината. При этом TRO19622 в исследу-
емых концентрациях не влиял на скорость мито-
хондриального дыхания в состоянии покоя
(состояние 4), а также на скорость митохондри-
ального дыхания при окислении субстратов ком-
плекса I.

На рис. 4 приведены данные о влиянии
TRO19622 на митохондриальный мембранный

Рис. 3. Оценка влияния TRO19622 (30 мкМ) нa уро-
вень образования АФК в первичной культуре фиб-
робластов кожи человека (HF) и опухолевых клеток
молочной железы линии MCF-7. Результаты пред-
ставлены в виде средних значений ± стандартная
ошибка средней (n = 5).

Рис. 4. Типичные кинетические кривые интенсивно-
сти флуоресценции сафранина О, которые отражают
изменение мембранного потенциала изолированных
митохондрий в присутствии субстратов комплекса I
(2.5 мМ глутамата калия + 2.5 мМ малата) (пунктир-
ная линия) или субстратов комплекса II (5 мМ сукци-
ната калия в присутствии 1 мкМ ротенона) (сплош-
ная линия). Добавки: 15 мкМ TRO19622, 50 мкМ
ДНФ. Показаны типичные кривые (n = 5).

Таблица 1. Влияние TRO19622 на параметры дыхания изолированных митохондрий в разных метаболических
состояниях

TRO19622, мкM
Скорость митохондриального дыхания, 

нмоль O2·мин−1·мг−1 белка Дыхательный контроль 
(V3/V4)Состояние 3 Состояние 4 Состояние 3UDNP

Сукцинат калия + ротенон
0 70.3 ± 3.6 24.4 ± 1.2 72.6 ± 2.8 2.9 ± 0.2
15 61.8 ± 3.5* 25 ± 1.2 65 ± 1.3* 2.5 ± 0.1*
30 58.2 ± 3.5* 25.6 ± 1.0 62.8 ± 0.3* 2.2 ± 0.1*

Глутамат + малат калия
0 45.3 ± 1.8 12 ± 2.5 51.5 ± 1.8 3.9 ± 0.1
15 42.3 ± 0.7 11.3 ± 0.5 51.9 ± 2.7 3.9 ± 0.2
30 42.6 ± 0.5 11.4 ± 0.8 47.8 ± 2.6 3.8 ± 0.3

Примечание. Результаты представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего (n = 5); * – p < 0.05 – различия 
достоверны относительно контрольных значений (0 мкМ TRO19622).
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потенциал, оцененный с помощью флуоресцент-
ного зонда сафранина О. Две последовательные
добавки 15 мкМ TRO19622 не приводили к изме-
нению мембранного потенциала митохондрий,
окисляющих глутамат/малат или сукцинат калия
в качестве субстратов дыхания.

Далее мы оценили действие TRO19622 на фер-
ментативную активность комплексов I, II, III и IV
дыхательной цепи в изолированных митохондри-
ях. Как показано в табл. 2, TRO19622 не оказывал
влияние на активность митохондриальных ком-
плексов I−IV в исследуемых концентрациях.

TRO19622 не приводит к гиперпродукции H2O2
и снижению резистентности митохондрий к откры-
тию кальций-зависимой неселективной поры. Из-
вестно, что модуляция активности VDAC может
способствовать усилению продукции активных

форм кислорода и открытию кальций-зависимой
неселективной МРТ-поры [5]. В связи с этим в
следующей части работы мы оценили влияние
TRO19622 на продукцию H2O2 и параметр каль-
циевой емкости изолированных митохондрий.

Как показано на рис. 5, инкубация митохон-
дрий с TRO19622 в концентрациях 15–30 мкМ не
приводила к повышению скорости образования
H2O2, вне зависимости от используемого суб-
страта дыхания.

На рис. 6 показано, что 30 мкМ TRO19622 не
вызывал снижения параметра кальциевой емко-
сти митохондрий. Результаты свидетельствуют о
том, что TRO19622 в используемой концентрации
не влияет на резистентность митохондрий к от-
крытию МРТ-поры.

Таблица 2. Влияние TRO19622 на ферментативную активность изолированных комплексов дыхательной цепи

TRO19622, мкM Ферментативная активность, % от контроля

Комплекс I Комплекс II Комплекс III Комплекс IV

0 100 ± 3.5 100 ± 4.2 100 ± 3.4 100 ± 3.3

15 95.4 ± 3.3 101.5 ± 7 96.0 ± 1.5 89.7 ± 3

30 96.7 ± 3.3 110.9 ± 6.4 102.4 ± 2.8 96.0 ± 6.3

Примечание. В отсутствие TRO19622 (контроль, 0 мкМ) ферментативная активность комплексов I–IV составляла 25 ± 1,
614 ± 10, 743 ± 14, 340 ± 30, 1016 ± 25 нмоль·мин−1·мг−1 белка соответственно. Значения активности в отсутствие TRO19622
были приняты за 100%. Результаты представлены в виде средних значений ± стандартная ошибка среднего (n = 3–5).

Рис. 5. Влияние TRO19622 на генерацию митохондриями печени крыс H2O2, окисляющего сукцинат (5 мМ) в
присутствии ротенона (а) и 2.5 мМ глутамата калия + 2.5 мМ малата калия (б). Инкубационная среда содержала
210 мM маннитола, 70 мM сахарозы, 1 мM KH2PO4, 10 мкM ЭГТА и 10 мM HEPES–KOH, pH 7.4. Результаты
представлены в виде средних значений ± стандартная ошибка среднего (n = 5).
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ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время регуляция активности

VDAC является одним из важнейших механизмов
метаболического перепрограммирования клеток,
а также рассматривается в качестве перспектив-
ного терапевтического подхода при многих забо-
леваниях [2, 3]. Показано, что ингибирование
олигомеризации VDAC1 во внешней мембране
митохондрий предотвращает инициацию апопто-
за [2]. С другой стороны, эффекторные молеку-
лы, закрывающие VDAC, могут, наоборот, вызы-
вать избыточное накопление ионов Ca2+ в мито-
хондриальном матриксе, открывать МРТ-пору и
вызывать гибель клетки. Баланс этих разнона-
правленных процессов зависит от концентрации
регуляторных молекул и определяет их использо-
вание при различных патологических состояниях
[18].

Обнаружено, что TRO19622 (олесоксим) обла-
дает цитопротекторным действием за счет подав-
ления избыточного транспорта ионов кальция в
митохондрии и предотвращения гибели клеток в
моделях бокового амиотрофического склероза,
болезни Альцгеймера, сахарного диабета и других
[10]. Исследования показали, что терапевтиче-
ский эффект TRO19622 может быть опосредован
его взаимодействием с VDAC каналами внешней
мембраны митохондрий. Однако недавние
клинические испытания выявили негативные по-
бочные эффекты этого препарата. Мы предполо-
жили, что TRO19622, вероятно, способствует раз-
витию дисфункции митохондрий в клетках, осо-
бенно при его избыточном накоплении. В данной
работе мы исследовали, может ли TRO19622 нега-
тивно влиять на функциональную активность

изолированных митохондрий и митохондриаль-
ных ферментов, а также жизнеспособность кле-
точных культур.

Наши данные показывают, что TRO19622 ока-
зывает дозозависимое торможение скорости по-
требления кислорода изолированными митохон-
дриями в фосфорилирующем состоянии V3 при
окислении субстрата комплекса II (сукцинатде-
гидрогеназы) сукцината. Наряду с этим,
TRO19622 подавляет скорость ДНФ-стимулиро-
ванного (разобщенного) дыхания и параметр ды-
хательного контроля, что указывает на снижение
максимальной окислительной мощности мито-
хондрий и эффективности окислительного фос-
форилирования. Полученные данные свидетель-
ствуют о том, что TRO19622 способен сам по себе
подавлять процесс синтеза АТФ в митохондриях
при окислении сукцината, но не субстратов ком-
плекса I (NADH:убихинон-оксидоредуктазы)
глутамата и малата. Обнаруженная нами суб-
страт-специфическая регуляция митохондриаль-
ного дыхания с помощью TRO19622 может быть
связанa с разной эффективностью транспорта
протонов и электронов от субстратов FAD- и
NADH-зависимых дегидрогеназ. Известно, что
окисление сукцината митохондриями может ге-
нерировать более высокую протон-движущую
силу для синтеза АТФ в дыхательной цепи, чем
окисление NADH-зависимых субстратов (глута-
мата и малата) [19]. Кроме того, ингибиторы
VDAC каналов существенно подавляют транс-
порт анионных метаболитов, таких как АТФ и
АДФ в митохондриальный матрикс [10, 18]. Это
может способствовать подавлению процесса
окислительного фосфорилирования с участием
сукцинатдегидрогеназы, локализованной на
внутренней поверхности внутренней митохон-
дриальной мембраны. 

С другой стороны, анализ активности ком-
плексов дыхательной цепи в присутствии
TRO19622 показал, что данное соединение не
оказывает непосредственного влияния на катали-
тические свойства комплексов I−IV электрон-
транспортной цепи. Кроме того, TRO19622 не
вызывает изменения мембранного потенциала
внутренней митохондриальной мембраны. От-
сутствие деполяризующего эффекта TRO19622
при использовании субстратов комплексов I и II
электрон-транспортной цепи позволило нам
предположить, что мишенями данного соедине-
ния могут являться как VDAC-каналы, транспор-
тирующие фосфонуклеотиды, так и, возможно,
FoF1-АТФ-синтетаза или ферменты цикла Креб-
са в матриксе митохондрий.

Рис. 6. Оценка действия TRO19622 на параметр
кальциевой емкости митохондрий печени крыс.
Результаты представлены в виде средних значений ±
стандартная ошибка среднего (n = 4).
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Ранее было показано, что накопление
TRO19622 в митохондриях может ингибировать
клеточную гибель посредством его взаимодей-
ствия с белками, участвующими в индукции
MPT-поры. Считалось, что это свойство лежит в
основе нейро- и кардиопротекторных свойств
TRO19622. Вместе с тем, мы не обнаружили уве-
личение параметра кальциевой емкости мито-
хондрий печени в присутствии TRO19622. Кроме
того, в работе не обнаружено усиление генерации
пероксида водорода при инкубации митохондрий
с данным соединением. Эти наблюдения нахо-
дятся в соответствии с литературными данными о
том, что TRO19622, в отличие от циклоспорина А,
практически не влиял на параметры образования
MPT-поры в митохондриях [2].

Наши данные также свидетельствуют о том,
что TRO19622 в исследуемых концентрациях
не влияет на индекс жизнеспособности и продук-
цию активных форм кислорода в клетках линии
MCF-7 и первичной культуры фибробластов ко-
жи человека. Стоит отметить, что в работе мы ис-
пользовали достаточно высокие концентрации
данного агента (30 мкМ) со временем инкубации
48 ч. Все это позволяет говорить об отсутствии не-
гативного токсического действия TRO19622 на
клеточные культуры в исследуемых условиях. По-
добные наблюдения TRO19622 были отмечены
также и для других клеточных культур при сход-
ных экспериментальных условиях [2, 5]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе мы продемонстрировали,
что митохондриально-направленное соединение
TRO19622 в концентрациях до 30 мкМ (при дей-
ствующих концентрациях около 10 мкМ) может
оказывать ингибирующее действие на биоэнерге-
тические параметры митохондрий, окисляющих
сукцинат. Недавние данные указывают на то, что
сукцинат накапливается в клетках при целом ряде
патологических состояний, включая рак, воспа-
ление, эпилепсию, ишемию и другие, что может
вызывать его неконтролируемое окисление и ме-
таболическое перепрограммирование [19–21].
Согласно литературным данным, TRO19622 яв-
ляется относительно новым терапевтическим
агентом (в том числе взаимодействующим с
VDAC), однако его клинические испытания для
лечения нервно-мышечных заболеваний потер-
пели неудачу [22, 23]. Полученные нами данные
углубляют представления о механизме действия
данного соединения на функциональное состоя-
ние митохондрий и клеток и могут быть исполь-
зованы для дальнейшей разработки перспектив-
ных соединений, способных целенаправленно

модулировать работу биоэнергетического аппа-
рата клетки.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ
Работа выполнена при финансовой поддержке

Российского научного фонда (грант 20-15-
00120-П).

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ
Авторы заявляют об отсутствии конфликта

интересов.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Настоящая работа не содержит описания ис-

следований с использованием людей и животных
в качестве объектов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Kim J., Gupta R., Blanco L. P., Yang S., Shteinfer-

Kuzmine A., Wang K., Zhu J., Yoon H. E., Wang X.,
Kerkhofs M., Kang H., Brown A. L., Park S.-J., Xu X.,
Rilland E. Z., Kim M. K., Cohen J. I., Kaplan M. J.,
Shoshan-Barmatz V., and Chung J. H. VDAC oligo-
mers form mitochondrial pores to release mtDNA frag-
ments and promote lupus-like disease. Science, 366
(6472), 1531 (2019). DOI: 10.1126/science.aav4011

2. Shoshan-Barmatz V., Maldonado E. N., and Krelin Y.
VDAC1 at the crossroads of cell metabolism, apoptosis
and cell stress. Cell Stress, 29, 1 (1), 11–36 (2017).
DOI: 10.15698/cst2017.11.104

3. Shoshan-Barmatz V. and Golan M. Mitochondrial
VDAC1: function in cell life and death and a target for
cancer therapy. Curr. Med. Chem., 19 (5), 714 (2012).
DOI: 10.2174/092986712798992110

4. Belosludtseva N. V., Dubinin M. V., and Beloslud-
tsev K. N. Pore-forming vdac proteins of the outer mi-
tochondrial membrane: regulation and pathophysio-

5. Varughese J. T., Buchanan S. K., and Pitt A. S. The role
of voltage-dependent anion channel in mitochondrial
dysfunction and human disease. Cells, 10 (7), 1737
(2021). DOI: 10.3390/cells10071737

6. Ott M., Robertson J. D., Gogvadze V., Zhivotovsky B.,
and Orrenius S. Cytochrome c release from mitochon-
dria proceeds by a two-step process. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 99 (3), 1259–1263 (2002).
DOI: 10.1073/pnas.241655498

7. Tsujimoto Y. and Shimizu S. The voltage-dependent
anion channel: an essential player in apoptosis. J.  Bio-
chimie, 84 (2–3), 187–193, (2002).
DOI: 10.1016/s0300-9084(02)01370-6

8. Yang M., Camara A. K. S., Aldakkak M., et al. Identity
and function of a cardiac mitochondrial small conduc-
tance Ca2+-activated K+ channel splice variant.

logical role. Biochemistry (Moscow), 89 (6), 1061 
(2024). DOI: 10.1134/S0006297924060075



БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

ВЛИЯНИЕ TRO19622 (ОЛЕСОКСИМA) НA ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ 745

Biochim. Biophys. Acta – Bioenergetics, 1858 (6), 442
(2017). DOI: 10.1016/j.bbabio.2017.03.005

9. Tricaud N., Gautier B., Berthelot J., Gonzalez S., and
Hameren G. V. Traumatic and diabetic schwann cell
demyelination is triggered by a transient mitochondrial
calcium release through voltage dependent anion chan-
nel 1. Biomedicines, 10 (6), 1447 (2022). 
DOI: 10.3390/biomedicines10061447 

10. Bordet T., Berna P., Abitbol J.-L., and Rebecca M. P.
Olesoxime (TRO19622): a novel mitochondrial-target-
ed neuroprotective compound. Pharmaceuticals (Ba-
sel), 3 (2), 345–368 (2010). DOI: 10.3390/ph3020345 

11. Serov D., Tikhonova I., Safronova V., and Astashev M.
Calcium activity in response to nAChR ligands in mu-
rine bone marrow granulocytes with different Gr-1 ex-
pression. J. Cell Biol. Int., 45 (7), 1533–1545 (2021).
DOI: 10.1002/cbin.11593

12. Dubinin M. V., Nedopekina D. A., Ilzorkina A. I., Se-
menova A. A., Sharapov V. A., Davletshin E. V., Miki-
na N. V., Belsky Y. P., Spivak A. Yu., Akatov V. S., Be-
losludtseva N. V., Jiankang L., and Belosludtsev K. N.
Conjugation of triterpenic acids of ursane and oleanane
types with mitochondria-targeting cation F16 synergis-
tically enhanced their cytotoxicity against tumor cells.
Membranes, 13 (6), 563 (2023). 
DOI: 10.3390/membranes13060563

13. Belosludtsev K. N., Belosludtseva N. V., Kosareva E. A.,
Talanov E. Y., Gudkov S. V., and Dubinin M. V.
Itaconic acid impairs the mitochondrial function by the
inhibition of complexes II and IV and induction of the
permeability transition pore opening in rat liver mito-
chondria. Biochimie, 176, 150–157 (2020). 
DOI: 10.1016/j.biochi.2020.07.011

14. Belosludtseva N. V., Starinets V. S., Semenova A. A.,
Igoshkina A. D., Dubinin M. V., and Belosludtsev K. N.
S-15176 Difumarate salt can impair mitochondrial
function through inhibition of the respiratory complex
III and permeabilization of the inner mitochondrial
membrane. Biology (Basel), 11 (3), 380 (2022). 
DOI: 10.3390/biology11030380

15. Dubinin M. V., Semenova A. A., Nedopekina D. A.,
Davletshin E. V., Spivak A. Y., and Belosludtsev K. N.
Mitochondrial dysfunction induced by F16-betulin
conjugate and its role in cell death initiation. Mem-
branes, 11 (5), 352 (2021). 
DOI: 10.3390/membranes11050352

16. Spinazzi M., Casarin A., Pertegato V., Salviati L., An-
gelini C. Assessment of mitochondrial respiratory chain
enzymatic activities on tissues and cultured cells. Na-
ture Protoc., 7 (6), 1235–1246 (2012). 
DOI: 10.1038/nprot.2012.058

17. Belosludtsev K. N., Dubinin M. V., Talanov E. Yu.,
Starinets V. S., Tenkov K. S., Zakharova N. M., and
Belosludtseva N. V. Transport of Ca2+ and Ca2+-de-
pendent permeability transition in the liver and heart
mitochondria of rats with different tolerance to acute

hypoxia. Biomolecules, 10 (1), 114 (2020). 
DOI: 10.3390/biom10010114

18. Verma A., Shteinfer-Kuzmine A., Kamenetsky N., Pit-
tala S., Paul A., Crystal E. N., Ouro A., Chalifa-
Caspi V., Pandey S. K., Monsonego A., Vardi N.,
Knafo S., and Shoshan-Barmatz V. Targeting the over-
expressed mitochondrial protein VDAC1 in a mouse
model of Alzheimer's disease protects against mito-
chondrial dysfunction and mitigates brain pathology.
Transl. Neurodegener., 11 (1), 58 (2022). 
DOI: 10.1186/s40035-022-00329-7

19. Mookerjee S. A., Gerencser A. A., Watson M. A., and
Brand M. D. Controlled power: how biology manages
succinate-driven energy release. Biochem. Soc. Trans.,
49 (6), 2929–2939 (2021). DOI: 10.1042/BST20211032

20. Martin J. L., Costa A. S. H., Gruszczyk A. V.,
Beach T. E., Allen F. M., Prag H. A., Hinchy E. C.,
Mahbubani K., Hamed M., Tronci L., Nikitopou-
lou E., James A. M., Krieg T., Robinson A. J.,
Huang M. M., Caldwell S. T., Logan A., Pala L., Hart-
ley R. C., Frezza Ch. , Saeb-Parsy K., and Murphy M. P.
Succinate accumulation drives ischaemia-reperfusion
injury during organ transplantation. Nature Metab., 1,
966–974 (2019). 
DOI: 10.1038/s42255-019-0115-y

21. Chouchani E. T., Pell V. R., Gaude E., Aksentijević D.,
Sundier S. Y., Robb E. L., Logan A., Nadtochiy S. M.,
Ord E. N. J., Smith A. C., Eyassu F., Shirley R.,
Hu Ch.-H., Dare A. J., James A. M., Rogatti S., Hart-
ley R. C., Eaton S., Costa A. S. H., Brookes P. S., Da-
vidson S. M., Duchen M. R., Saeb-Parsy K.,
Shattock M. J., Robinson A. J., Work L. M.,
Frezza Ch., Krieg T., and Murphy M. P. Ischaemic ac-
cumulation of succinate controls reperfusion injury
through mitochondrial ROS. Nature, 515 (7527), 431–
435 (2014). DOI: 10.1038/nature13909

22. Bordet T., Buisson B., Michaud M., Drouot C.,
Galéa P., Delaage P., Akentieva N. P., Evers A. S.,
Covey D. F., Ostuni M. A., Lacapère J. J., Massaad C.,
Schumacher M., Steidl E. M., Maux D., Delaage M.,
Henderson C. E., and Pruss R. M. Identification and
characterization of cholest-4-en-3-one,oxime
(TRO19622), a novel drug candidate for amyotrophic
lateral sclerosis. J. Pharmacol. Exp. Ther., 322 (2), 709–
720 (2007). DOI: 10.1124/jpet.107.123000

23. Muntoni F., Bertini E., Comi G., Kirschner J., Lusa-
kowska A., Mercuri E., Scoto M., Ludo van der Pol W.,
Vuillerot C., Burdeska A., El-Khairi M., Fontoura P.,
Ives J., Gorni K., Reid C., and Fuerst-Recktenwald S.
Long-term follow-up of patients with type 2 and non-
ambulant type 3 spinal muscular atrophy (SMA) treat-
ed with olesoxime in the OLEOS trial. Neuromusc. Dis-
orders, 30 (12), 959–969 (2020). 
DOI: 10.1016/j.nmd.2020.10.008



746

БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

ИЛЬЗОРКИНА и др.

 Effect of TRO19622 (Olesoxime) on the Functional Activity 
of Isolated Mitochondria and Cell Viability

 A.I. Ilzorkina*, **, N.V. Belosludtseva*, **, A.A. Semenova*, M.V. Dubinin*, and K.N. Belosludtsev*
*Mari State University, pl. Lenina 1, Yoshkar-Ola, 424000 Russia

**Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

TRO19622 (olesoxime), a cholesterol-like cytoprotector, is an experimental drug developed as a potential
treatment for a range of incurable degenerative diseases. Recent studies have shown that the main molecular
targets of this compound in the cell are porins of the outer mitochondrial membrane, which play a crucial
role in regulating the exchange of metabolites between mitochondria and the rest of the cell. Disruption of
this channel activity may lead to mitochondrial dysfunction in healthy cells. In this study, key indicators of
mitochondrial function and the viability of cells in cultures after incubation with TRO19622 were assessed. It
was found that TRO19622 at 15–30 μM concentrations inhibits the coupled and uncoupled respiration rates
in isolated mitochondria (state 3 rate and 3UDNP) with succinate as substrate, but does not affect the enzy-
matic activity of respiratory chain complexes I–IV. It was shown that TRO19622 at the studied doses has no
effect on the rate of H2O2 formation in mitochondria and the calcium retention capacity index, which reflects
the resistance of the organelles to the calcium-dependent nonspecific pore opening. Incubation of human
skin fibroblasts and mammary adenocarcinoma cells (MCF-7) with 30 μM TRO19622 for 48 h has no impact
on ROS production and cell viability. How TRO19622 works in the oxidative phosphorylation system and
therapeutic prospects for using this mitochondrial-targeted agent are discussed.

Keywords: VDAC, mitochondria, mitochondrial respiration, oxidative phosphorylation, ROS, cell viability
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Обсуждаются существующие представления о молекулярных механизмах патологической гипер-
возбудимости и синхронизации нейронных сетей при эпилептогенезе, включая калиевую, ГАМК-,
мембранную (клеточную) и синаптическую (сетевую) модели. В фокусе таких моделей – нарушение
баланса между возбуждением и торможением с вовлечением многочисленных положительных и от-
рицательных обратных связей в нейронных сетях. В работе рассматриваются современные пред-
ставления о: 1) надежности динамических систем с большим числом отрицательных обратных свя-
зей и 2) вырожденности, т.е. способности разнородных элементов (каналов, токов) замещать друг
друга, как основе устойчивого функционирования гипервозбудимых сетей при каналопатиях и ги-
перэкспрессии различных каналов. В работе предлагается возможный механизм спонтанного
возникновения судорожной активности и накопления калия в межклеточном пространстве, осно-
ванный на активации калием и кальцием группы катионных каналов (HCN, Kir2.x, hERG, Nav1.х и
ВКСа), обеспечивающий надежность и высокую чувствительность эпилептиформной активности к
внешним и внутренним факторам за счет вырожденности и формирования группы петель положи-
тельных обратных связей.
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ПАТОЛОГИЧЕСКАЯ 
ГИПЕРВОЗБУДИМОСТЬ 

И СИНХРОНИЗАЦИЯ НЕЙРОННЫХ СЕТЕЙ

Гипервозбудимость и синхронизация ней-
ронных сетей являются важными признаками
ряда заболеваний, таких как эпилепсия, болезнь
Альцгеймера, травматические повреждения
мозга, мигрень, инсульт и др. [1–5]. Клиниче-
ским проявлением патологической гипервозбу-

димости являются судороги. При генетически
определенной или приобретенной эпилепсии,
носителями которой являются более 70 млн че-
ловек, рецидивирующие приступы судорог не
только ухудшают качество жизни, но и являются
маркерами и драйверами необратимых дегенера-
тивных процессов в мозге. Молекулярные меха-
низмы спонтанного возникновения, поддержа-
ния и завершения судорожной активности (ик-
тогенеза) изучены недостаточно. 

Сокращения: BF – пачечные режимы, SLE – эпилептиформная активность, PFL – положительная обратная связь, NFL –
отрицательная обратная связь, Nav – потенциал-зависимые натриевые каналы, Cav – потенциал-зависимые кальциевые
каналы, ГАМК – гамма-аминомасляная кислота, АМПА – α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовая кисло-
та, Kv – потенциал-зависимые калиевые каналы, KCC2 – калий-хлорный переносчик 2 типа, NFAT – ядерный фактор ак-
тивации Т-лимфоцитов, NFκB – ядерный фактор «каппа-би», BNDF – нейротрофический фактор головного мозга,
HCN – нуклеотид-зависимые каналы, активируемые гиперполяризацией, НМДА – N-метил-D-аспартат, Kir – калиевые
каналы входящего выпрямления, hERG – калиевые каналы «human ether-a-go-go related gene», PI3K – липидкиназа фос-
фатидилинозитол-3-киназа, PKG – протеинкиназа G, RyR – рианодиновый рецептор, AKT – киназа AKT, NOS – синтаза
оксида азота, sGC – цитоплазматическая гуанилатциклаза, cGMP – циклический гуанозинмонофосфат, ARC – АДФ-ри-
бозилциклаза, cADPr – циклическая АДФ-рибоза, ВК – кальций-активируемые калиевые каналы большой проводимо-
сти, NCXrev – натрий-кальциевый обменник в инвертированном режиме, CaМKII – кальций/кальмодулин-зависимая
протеинкиназа II, АС9 – аденилатциклаза 9, cAMP – циклический аденозинмонофосфат, PKA – протеинкиназа А.

УДК 616.8-092, 612.06, 612.82
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На клеточном уровне гипервозбудимость ха-
рактеризуется ионным дисбалансом, связанным
с накоплением калия ([К+]o) в межклеточном
пространстве, а также натрия, кальция и хлора
([Na+]i, [Ca2+]i, [Cl–]i) в цитоплазме клеток мозга
[6–9]. Повторяющиеся приступы могут приво-
дить к переформатированию нейронных сетей
вследствие гибели нейронов и стволовых клеток,
нарушениям нейрогенеза, активации реактивной
микроглии, развитию воспаления, изменениям
экспрессии и ковалентной модификации различ-
ных ионных каналов и транспортеров [4]. 

Ключевым элементом патологической гипер-
возбудимости является переход от тонических ре-
жимов к генерации устойчивых пачечных режи-
мов (burst firing – BF), для которых характерна ге-
нерация высокочастотных потенциалов действия
на фоне плато деполяризации с амплитудой депо-

ляризации до 30 мВ (рис. 1а) и высокоамплитуд-
ными изменениями [Са2+]i в подавляющем числе
нейронов сети [1, 6, 10, 11].

Следует отметить, что в норме (например, в
кортексе, стриатуме, таламусе) BF-режимы игра-
ют важную роль в декодировании сигналов, пере-
даче сенсорной информации, синаптической
пластичности и других процессах [1, 12]. Однако,
по-видимому, параметры таких режимов (напри-
мер, амплитуда деполяризации во время плато,
частота, количество потенциалов действия в пач-
ке) являются «щадящими», что позволяет избе-
жать существенного нарушения ионного гомео-
стаза, которое наблюдается при эпилептиформ-
ной активности (seizure-like events – SLE).
В настоящее время этот вопрос остается откры-
тым.

Рис. 1. (а) – Пример пачечной активности нейрона гиппокампа в срезе мозга мыши, возникшей при
увеличении [K+]o до 8.5 мМ. (б, в, г) – Примерные (качественные) вольт-амперные характеристики
каналов HCN, hERG и Kir2.x соответственно, характеризующие влияние [K+]o на входящие и выходящие
токи. Положительный ток означает выход K+ из клетки, отрицательный – вход K+ в клетку. Канал HCN
помимо Na+ проводит также K+. (д) – Схема взаимодействия рассматриваемых в статье токов,
участвующих в эпилептиформной активности, учитывающая положительные обратные связи, которые
показаны пунктирными стрелками. Подробное объяснение в тексте.
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ЛЕЧЕНИЕ ЭПИЛЕПСИИ

Лечение эпилепсии является симптоматиче-
ским, направлено в основном на подавление су-
дорожной активности и эффективно лишь на
ранних стадиях заболевания. До 30% пациентов
резистентны к такому лечению [13–15]. В фокусе
лечения – подавление возбуждения (положитель-
ных обратных связей – PFL) и усиление тормо-
жения (отрицательных обратных связей – NFL) в
гипервозбудимых нейронных сетях. Основными
мишенями зарегистрированных препаратов яв-
ляются потенциал-зависимые натриевые (Nav) и
кальциевые (Cav) каналы, агонисты тормозных
ГАМКА-рецепторов (ГАМК – гамма-аминомас-
ляная кислота), антагонисты возбуждающих
АМПА-рецепторов (АМПА – α-амино-3-гидрок-
си-5-метил-4-изоксазолпропионовая кислота) и
модуляторы синаптической передачи. Некоторые
неспецифические препараты, такие как вальпро-
евая кислота, являются сильными гепатотокси-
нами. 

К настоящему времени выявлены сотни генов,
которые могут быть вовлечены в патогенез эпи-
лепсии, индукцию патологической гипервозбу-
димости и «переформатирования» нейронных се-
тей, включая более 20 генов калий-проводящих
каналов [16–20], изменение экспрессии или регу-
ляции которых также может играть важную роль в
формировании гипервозбудимости и BF-режи-
мов. Однако в числе противосудорожных препа-
ратов нет препаратов, действие которых направ-
лено на модуляцию активности калий-проводя-
щих каналов. Ретигабин, агонист канала Kv7.x
(опосредующего М-ток), допущенный к приме-
нению в США и Европе в 2011–2012 гг., снят с
производства ввиду побочных эффектов и низко-
го спроса [21]. Поэтому выявление вклада таких
каналов в индукцию эпилептиформной активно-
сти имеет важное фундаментальное значение и
высокую медицинскую значимость. В тренде ис-
следований последних лет находится поиск эф-
фективных модуляторов (активаторов и ингиби-
торов) нейронального калий-хлорного перенос-
чика 2 типа (KCC2) для лечения разных типов
эпилептогенеза [22, 23]. 

НАРУШЕНИЕ ИОННОГО ГОМЕОСТАЗА 
И МОДЕЛИ ПАТОЛОГИЧЕСКОЙ 

ГИПЕРВОЗБУДИМОСТИ

Дисбаланс ионов при эпилептиформной актив-
ности. В экспериментах на животных и на срезах
мозга in vitro показано [6–9], что на клеточном
уровне переход от покоя к гипервозбуждению
нейронных сетей приводит к существенному из-
менению трансмембранного градиента основных
ионов, включая Na+, K+, Ca2+, Cl–, H+ и HCO3

–.

Этот ионный дисбаланс, в частности, характери-
зуется увеличением концентрации К+ ([К+]o) в
межклеточном пространстве с 3–4 мМ до 12 мМ
(в 3–4 раза), сопряженным с ростом внутрикле-
точной концентрации Na+ – с 10 мМ до 30–
40 мМ (в 3–4 раза), Cl– – с 5–6 мМ до 25 мМ (в 5–
6 раз), Ca2+ – с 50–70 мкМ до 700 мкМ (в 10 раз)
[6, 9].

Устойчивый рост средней внутриклеточной
концентрации Ca2+ во время SLE может быть
триггером, запускающим иммунные и воспали-
тельные каскады с участием ядерного фактора ак-
тивации Т-лимфоцитов (NFAT), ядерного факто-
ра «каппа-би» (NFκB), нейротрофического фак-
тора головного мозга (BNDF) и других факторов,
приводящиx к последующему переформатирова-
нию нейронных сетей. Изменение [К+]o, [Na+]i и
[Cl–]i может быть как следствием, так и причиной
гипервозбудимости нейронных сетей (см. ниже).

Механизмы гипервозбудимости (модели и гипо-
тезы). За последние 50 лет предложено несколько
основных моделей, объясняющих механизмы ик-
тогенеза и BF-режимов, включая калиевую,
ГАМК-, мембранную (клеточную) и синаптиче-
скую (сетевую) модели.

1. В калиевой модели [24–26] рост [К+]o рас-
сматривается как причина патологической ги-
первозбудимости нейронных сетей, приводящая
к образованию положительной обратной связи в
сети.

Гипотеза о роли К+ в индукции гипервозбуж-
дения сети (potassium accumulation hypothesis)
была предложена в 1970 году [25], когда было
установлено, что К+ накапливается в межклеточ-
ном пространстве в период судорожной активно-
сти в области гипервозбуждения нейронов. Эта
гипотеза постулировала возникновение в ней-
ронной сети PFL, основанной на том, что увели-
чение [K+]о вызывает уменьшение равновесного
калиевого потенциала (Er) в соответствии с зако-
ном и уравнением Нернста, сдвигая потенциалы
реверсии различных калиевых токов вправо, что
вызывает деполяризацию нейронов. Повышение
возбудимости и увеличение частоты импульсной
активности нейронов в свою очередь еще больше
увеличивает [K+]о и приводит к гипервозбужде-
нию сети [24–26].

Эксперименты на животных и опыты in vitro
свидетельствуют в пользу такого механизма. По-
казано, что патологическое гипервозбуждение
можно индуцировать: введением КCl в желудоч-
ки мозга животных [27]; перфузией срезов гиппо-
кампа раствором, содержащим 8 мМ KCl [7–9, 24,
28, 29]; аппликацией 6–8 мМ KCl или NH4Cl в
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нейроглиальные культуры [11, 30, 31]. Помимо
влияния на потенциалы реверсии различных ка-
лиевых токов, увеличение [K+]о деполяризует по-
тенциал реверсии и увеличивает проводимость
нуклеотид-зависимых каналов, активируемых
гиперполяризацией (HCN-каналов), опосредую-
щих входящий Na+/K+-ток (Ih-ток) [32], способ-
ствуя активации сети. Однако механизмы, обес-
печивающие увеличение [K+]o, изучены недоста-
точно.

Некоторые авторы связывают рост [K+]o с на-
рушением К+-буферной функции астроцитов
[33], тогда как другие объясняют рост [K+]o акти-
вацией переносчика KCC2 пирамидных нейро-
нов избытком [Cl–]i, входящего через ГАМКА-за-
висимые каналы при активации быстрых тормоз-
ных ГАМК-интернейронов [7, 22, 23, 26, 34, 35].
Возможное участие калий-проводящих каналов с
входящим и выходящим выпрямлением (in-
ward/outward rectifiers) в регуляции гомеостаза
[K+]о не рассматривается.

2. В ГАМК-модели нарушение баланса между
возбуждением и торможением, т.е. баланса поло-
жительных и отрицательных обратных связей
(PFL/NFL) в нейронной сети, связывают: 1) со
снижением тормозной активности ГАМК-интер-
нейронов вследствие их гибели в процессе
эпилептогенеза [36, 37]; 2) с инверсией соответ-
ствующих хлорных токов при низкой активности
калий-хлорного переносчика KCC2 глутаматэр-
гических пирамидных и других нейронов, воз-
можной при некоторых типах эпилепсии [22, 38];
3) с первичной парадоксальной активацией быст-
рых ГАМК-интернейронов, вызывающей накоп-
ление внутриклеточного Cl–, последующий рост
[K+]o (с участием переносчика КСС2) и гиперак-
тивацию сети с участием [K+]o-зависимой PFL
[35, 39]. Механизм (3) представляет собой расши-
рение калиевой модели. Однако остается откры-
тым вопрос о триггерах, вызывающих активацию
ГАМК-интернейронов в условиях in vivo. 

Блокада ГАМКА-рецепторов и Kv-каналов или
активация АМПА-рецепторов в экспериментах
in vivo, на срезах мозга или культурах путем при-
менения эксайтотоксичных веществ типа бику-
кулина, 4-аминопиридина, пилокарпина или ка-
иновой кислоты, которые приводят к развитию
SLE [11, 29, 30, 40], подтверждает возможность
реализации ГАМК-модели, учитывающей нару-
шение баланса PFL/NFL в нейронных сетях.
Следует отметить, что введение, например, бику-
кулина (блокатора тормозных ГАМКА-рецепто-
ров) или каиновой кислоты (агониста возбужда-
ющих АМПА-рецепторов) приводит к генерации

двух различных типов паттернов электрической
активности в гиппокампе, что может свидетель-
ствовать о вовлечении в процессы эпилептогене-
за различных конфигураций нейронных сетей
[41].

3. В мембранной (клеточной) модели [24, 26,
38, 42–45] доминирование возбуждения (PFL)
обусловлено появлением групп пейсмейкерных
глутаматэргических нейронов, способных в пато-
логических условиях спонтанно генерировать
BF-режимы (intrinsic BF cells). Такие пирамид-
ные и гранулярные клетки обнаружены как в мо-
делях эпилептогенеза у животных [24, 44–47], так
и у пациентов с эпилепсией [48]. Число таких кле-
ток в поле СA1 и зубчатой извилине гиппокампа в
процессе эпилептогенеза у животных увеличива-
лось от 5–10% до 50% [47]. Однако конфигурации
катионных каналов (токов), обеспечивающие
устойчивое функционирование пейсмейкерных
клеток при «переформатировании» нейронных
сетей, пока не установлены.

4. В синаптической (сетевой) модели генера-
ция BF-режимов является системным эффектом,
связанным с суммированием входных сигналов
на синапсах дендритов, имеющих необходимую
(но какую?) конфигурацию ионотропных глута-
матэргических (АМПА-, каинатных и НМДА-) и
ГАМК-эргических (ГАМКA-) рецепторов, кана-
лы которых проводят Na+, Ca2+ и Cl– соответ-
ственно [8, 26, 42, 43]. Такое суммирование может
происходить, например, на дендритах пирамид-
ных клеток полей СА1–СА3 и гранулярных клет-
ках зубчатой извилины гиппокампа, клеток моз-
жечка и таламуса.

Таким образом, представленные выше данные
свидетельствуют о том, что различные модели
(механизмы) не исключают, а, наоборот, могут
дополнять друг друга, обеспечивая вариабель-
ность механизмов эпилептогенеза.

Математические модели и вырожденность дина-
мических систем. Гипотезу о роли калия в индук-
ции SLE подтверждают также результаты анализа
математических моделей. К настоящему времени
предложены десятки математических моделей
различной сложности, описывающих как один
нейрон, так и сеть, включающую группы пира-
мидных клеток и интернейронов, в которых [K+]o
используется как медленная переменная или па-
раметр, изменение которого обеспечивает би-
фуркации всех известных режимов (бистабиль-
ность, тонические, BF-режимы и др.) [7, 26, 49–
55]. В моделях может учитываться диффузия ка-
лия из внеклеточной среды в межклеточное про-
странство [56] и/или его активный транспорт в
астроциты [55]. Однако в таких математических
моделях различные ионные токи описываются
феноменологически (в приближении Ходжкина–
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Хаксли), что не всегда позволяет определить
вклад конкретных ионных каналов. Неудиви-
тельно, что модели разного уровня сложности,
включающие несколько системных PFL, описы-
вают сходный набор динамических свойств. 

Характерный пример неоднозначности реше-
ния приведен в работе [57], в которой проведено
сравнение BF-режимов в моделях одинаковой
размерности, учитывающих 8 проводимостей (gL,
gKd, gKCa, gA, gNa, gCaT, gCaS, gH). На рис. 2 этой ра-
боты показано, что одинаковые BF-режимы на-
блюдаются в этих моделях при вариации величин
gmax на порядок, т.е. при разных конфигурациях
входящих и выходящих токов в системе.

Следуя определению, введенному Дж. Эдель-
маном в 2001 г. [58], такое свойство биологиче-
ских динамических систем называют вырожден-
ностью (degeneracy). Вырожденность – способ-
ность разнородных элементов выполнять в опре-
деленных условиях одну и ту же функцию,
замещая друг друга. Применительно к катион-
ным каналам вырожденность – это функцио-
нальное перекрытие соответствующих токов,
имеющих сходство вольт-амперных и временных
характеристик, которое может играть важную
роль как в нормальных условиях, так и при эпи-
лептогенезе [57, 59, 60]. Поэтому, оставаясь в рам-
ках конкретной модели, невозможно категорич-
но утверждать, что выбранная конфигурация то-
ков (или проводимостей) соответствует данным
in vivo и in vitro. 

В важных многолетних исследованиях меха-
низмов SLE, которые проводились группами
М. Баженова [54] и М. Де Куртиса [34] и сочетали
экспериментальные исследования и анализ мате-
матических моделей, показано, что первичная
активация импульсной активности тормозных
интернейронов приводит к росту [К+]о с последу-
ющей активацией импульсной активности воз-
буждающих пирамидных клеток и гиперактива-
цией сети с участием [К+]о-зависимой PFL. Од-
нако рост [К+]о и формирование системной PFL
группа Баженова связывает с функционировани-
ем переносчика КСС2, а группа Де Куртиса – с
выходящим калиевым током. Принимая логику
вырожденности биологических систем, можно
допустить реализацию обоих механизмов при
эпилептогенезе различной этиологии.

НАДЕЖНОСТЬ И ВЫРОЖДЕННОСТЬ 
КАК ОСНОВА УСТОЙЧИВОГО 

ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ 
ГИПЕРВОЗБУДИМЫХ НЕЙРОННЫХ СЕТЕЙ

Надежность, вырожденность и отрицательные
обратные связи. Нейронные сети представляют
собой открытые динамические системы с боль-

шим числом положительных и отрицательных
обратных связей [61–63], играющих важную роль
в генерации разнообразных ритмических процес-
сов в мозге в норме и при различных патологиях
[64]. Такие динамические системы являются на-
дежными. Применительно к физическим дина-
мическим системам понятие надежности было
введено Г. Боде в 1945 г. [65]. Надежность (robust-
ness) означает способность динамической систе-
мы выполнять заданную функцию в условиях ме-
няющихся внутренних и внешних параметров.
Понятие грубости, введенное А.А. Андроновым и
Л.С. Понтрягиным в 1937 г. [66], соответствует
надежности поведения динамической системы в
ε-окрестности изменения параметров системы.
В физических (технических) системах надеж-
ность обеспечивается дублированием элементов
(блоков) системы и наличием петель NFL. Стаби-
лизация отношения «вход–выход» при измене-
нии параметров системы лучше обеспечивается в
многоконтурных системах управления с семей-
ствами вложенных петель NFL, охватывающих
ненадежные элементы [67]. 

В биологических системах вместо дублирова-
ния используется вырожденность, которая вме-
сте с многочисленными NFL обеспечивает на-
дежность – устойчивость функционирования си-
стемы [68–71]. Например, в стабилизации рН
крови участвуют три системы с перекрывающи-
мися функциями (вырожденность) и собствен-
ными петлями NFL, в совокупности обеспечива-
ющие надежность системы. Сходным образом
устроена система стабилизации уровня глюкозы в
крови натощак. Ковалентная модификация и
эпигенетический контроль приводят к значи-
тельным изменениям активности белков метабо-
лических и сигнальных систем и различных ион-
ных каналов (т.е. параметров систем), адаптируя
клетки разных типов к меняющимся условиям
среды. Надежность в условиях таких вариаций
параметров и обеспечивается вырожденностью и
многочисленными контурами петель NFL. 

Вырожденность в мозге может реализоваться
на: 1) клеточном уровне (морфологическая из-
менчивость и вариабельность проводимостей ка-
налов), 2) уровне нейронных сетей (вариабель-
ность синаптических контактов и пластичность)
и 3) системном уровне (нейрогуморальные свя-
зи), обеспечивая, таким образом, при эпилепто-
генезе разнообразие вариантов гипервозбудимо-
сти нейронных сетей и надежность функциони-
рования системы [72, 73]. Морфологическая
изменчивость и вариабельность проводимостей
каналов, наблюдающиеся при переходе от одной
клетки к другой, благодаря свойству вырожден-
ности обеспечивают сходство ответов таких кле-
ток, т.е. устойчивость функционирования ней-
ронных сетей в норме и при патологии [73].
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ГАЛАШИН и др.

О роли петель положительной обратной связи.
Хорошо известно, что многочисленные эндоген-
ные ритмические процессы в организме поддер-
живаются благодаря функционированию петель
положительной обратной связи (PFL) [74–77].
Кроме того, как показывает анализ математиче-
ских моделей, сочетание перекрывающихся пе-
тель NFL и РFL также может способствовать уси-
лению устойчивости и надежности системы [75–
78]. И, что не менее важно, PFL могут повысить
чувствительность динамических систем к сигна-
лам внутри петли [74, 75]. Таким образом, сочета-
ние устойчивости функционирования и высокой
чувствительности может достигаться в системе с
семейством вложенных петель PFL. Представ-
ленный ниже пример демонстрирует такое свой-
ство сигнальной системы адипоцитов с участием
липидкиназы (PI3K), протеинкиназы G (PKG),
рианодинового рецептора (RyR) и Са2+. В экспе-
риментах на культурах адипоцитов с использова-
нием ингибиторного анализа, ПЦР-анализа и
иммунохимии показано, что сигнальная цепочка
PI3K → AKT → NOS → sGC → cGMP → PKG → ARC →
→ cADPr → RyR → Ca2+ → AKT представляет собой
устойчивый и чувствительный многопетлевой ге-
нератор, способный генерировать ритмические
процессы при действии группы пептидных гор-
монов, ацетилхолина и норадреналина [79]. Од-
нако чувствительность системы к гормонам воз-
растает на порядок при их комбинированном
действии, что сторонним наблюдателем может
рассматриваться как синергия, а не усиление сиг-
нала внутри петли. Разрыв одной или двух петель
PFL (введение ингибиторов киназ) слабо влияет
на функцию такой системы. Очевидно, что сход-
ные эффекты могут реализоваться и в других ор-
ганах и тканях.

Представляется вероятным, что такой прин-
цип организации управления – с многоконтур-
ным сочетанием NFL/PFL – имеет место в
нейронных сетях при эпилептогенезе. При пере-
ходе от нормы к патологическому процессу про-
исходит переформатирование динамической си-
стемы – изменяется структура ее управления с
участием многочисленных прямых и обратных
связей. 

Забытые и игнорируемые петли положительной
обратной связи. Активация калием калий-проводя-
щих каналов с входящим и выходящим выпрямлени-
ем (HCN, Kir2.x, hERG). Примерные вольт-ампер-
ные характеристики каналов HCN (Ih-ток), Kir2.x
(IK1-ток) и hERG (Kv11.x, IKr-ток) показаны на
рис. 1б–г. Видно, что эти каналы проводят кати-
оны в обоих направлениях и активируются вне-
клеточным калием (К+

о) [80–85]. Активация ка-
лием выхода калия из клетки соответствует воз-
никновению трех PFL (PFL1: К+

о → HCN → К+
о;

PFL2: К+
о → Kir2.x → К+

о; PFL3: К+
о → hERG →

→ К+
о). Таким образом, можно предположить,

что калий-активируемый выход калия из клетки
может быть источником и причиной накопления
К+

о в период индукции SLE. Сходная форма
вольт-амперных характеристик свидетельствует
о том, что входящие, а также выходящие токи для
этих каналов могут замещать друг друга (при уве-
личении экспрессии одного канала и уменьше-
нии экспрессии другого – вырожденность).
Сходство большинства электрических характери-
стик каналов HCN и Kir2.x показано в работе [60].
Существующие данные об изменении экспрес-
сии этих каналов при эпилептогенезе различной
этиологии противоречивы [16–19]. 

Кальций-активируемый BK-канал (BKCa, IBK).
Активация кальцием потенциал-зависимого
кальций-активируемого калиевого канала боль-
шой проводимости (BK-канала) также приводит
к выходу К+ из нейронов, что может способство-
вать росту [К+]о и может рассматриваться как
новая PFL в сети: Са2+

i → BK → К+
о → Na+

i →
NCXrev → Са2+

i. Данные об изменении экспрес-
сии  ВК-каналов при  эпилептогенезе  также про-

Nav1.х канал и его петли PFL. К концу ХХ века
стало ясно, что в инициацию судорожной актив-
ности и распространяющейся депрессии может
быть вовлечен медленно инактивирующийся или
неинактивирующийся (постоянный, персисти-
рующий – persistent) деполяризующий входящий
натриевый ток INaP. Последующие исследования
показали, что при эпилепсии разной этиологии
экспрессия каналов Nav1.1–1.3 уменьшается. Од-
нако падение амплитуды быстрого тока оказыва-
ется сопряженным с увеличением постоянного
тока INaP [86]. В 2000 г. Дж. Сомьен и М. Мюллер
показали, что оба тока – быстрый и постоянный –
активируются К+

о. Авторы предположили, что
активация INaP посредством К+

о представляет
еще одну PFL в нейронных сетях [28]. Однако эта
очевидная обратная связь, включающая ось К+

о →
→ INaP → Na+

i → К+
о, до сих пор не оценена долж-

ным образом. Такой ток учитывается практиче-
ски во всех математических моделях, но его акти-
вация посредством К+

о не рассматривается. В
2017 г. на мышах-мутантах с эпилепсией было
обнаружено, что активация кальцием кальмоду-
лин-зависимой киназы CaМKII приводит к фос-
форилированию каналов Nav1.х и к активации то-
ка INaP [87]. Учитывая, что в начале SLE имеет ме-

тиворечивы, хотя преимущественно имеет место 
увеличение экспрессии этих каналов [16–19].
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сто многократный рост [Na+]i и [Ca2+]i в
нейронах, можно полагать, что еще одна PFL с
участием оси Са2+

i → CaМKII → INaP → Na+ →
→ NCXrev → Са2+

i может быть вовлечена в поддер-
жание BF-режимов и гиперактивности нейрон-
ных сетей. Обе PFL показаны на рис. 1д. Петля с
участием CaМKII, основанная на ковалентной
модификации каналов Nav1.х, является медлен-
ной, поскольку реализуется на минутном интер-
вале времени. Аденилатциклаза 9 (АС9) также
активируется кальцием [88], что может приводить
к последующей активации протеинкиназы А
(Са2+

i → АС9 → cAMP → PKA). Мишенями
CaМKII и РКА являются различные каналы и
транспортеры в нейронах. Поэтому можно допу-
стить формирование ещё нескольких медленных
петель PFL, вовлеченных в переформатирование
нейронных сетей при эпилептогенезе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, суммируя существующие дан-

ные о роли К+
о в индукции SLE и возможных ме-

ханизмах, вызывающих увеличение его концен-
трации, мы предлагаем потенциальный меха-
низм, основанный на известной регуляции
калием и кальцием группы катионных каналов
(HCN, Kir2.x, hERG, BKCa, Nav1.х), позволяю-
щий:

1. Обеспечить надежность и высокую чувстви-
тельность SLE к внешним и внутренним факто-
рам за счет вырожденности (способности различ-
ных токов замещать друг друга) и наличия в си-
стеме группы петель положительной обратной
связи (избыточность), основанных преимуще-
ственно на активации ряда катионных каналов
внеклеточным калием.

2. Объяснить рост [К+]о в межклеточном про-
странстве при SLE, запускающий гиперактива-
цию нейронной сети, активацией калием выбро-
са калия группой катионных каналов с потенци-
ал-зависимостью либо прямым и обратным
выпрямлением.

В настоящее время вопрос об участии различ-
ных NFL в стабилизации работы нейронных се-
тей остается открытым. Представляется вероят-
ным, что при эпилептогенезе в нейронных сетях
может иметь место принцип организации управ-
ления с многоконтурным сочетанием NFL/PFL.
При переходе от нормы к патологическому про-
цессу происходит переформатирование динами-
ческой системы – изменяется структура ее управ-
ления с участием многочисленных прямых и об-
ратных связей. Поэтому в фокусе исследований
механизмов патологических процессов должны

быть не только доступные методы «омикс», но и
теоретический и экспериментальный анализ ме-
няющейся структуры управления в системе с уча-
стием многочисленных NFL/РFL.
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 Evolution of Ideas about the Mechanisms of Neuronal Network Hyperactivation 
and Burst Firing in Epilepsy. Contribution of Potassium-Induced Activation 

of Potassium-Conducting Channels to Network Hyperactivation
 A.S. Galashin*, M.V. Konakov*, and V.V. Dynnik*

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

This review discusses the current understanding of the molecular mechanisms of pathological hyperexci-
tation and synchronization of neuronal networks in epileptogenesis, including potassium, GABA, membrane
(cellular), and synaptic (network) models. The focus of these models is the disturbance of the balance be-
tween excitation and inhibition involving multiple positive and negative feedback loops (PFL/NFL) in neu-
ronal networks. This paper considers current ideas about (1) the robustness of dynamical systems with many
NFLs, and (2) degeneracy, i.e., the ability of heterogeneous elements (channels, currents) to replace each
other, as the basis for the stable functioning of hyperexcited networks in channelopathies and ion channel hy-
perexpression.  In this work, a potential mechanism of spontaneous seizure onset and potassium accumula-
tion in the intercellular space is proposed; it is based on potassium- and calcium-induced activation of a
group of cation channels (HCN, Kir2.x, hERG, Nav1.x, and BKCa) and ensures the robustness and high sen-
sitivity of epileptiform activity to external and internal factors due to degeneracy and PFLs formation.

Keywords: epilepsy, robustness and degeneracy in neuronal networks, hyperactivation and burst firing, К+- and
Са2+-activated potassium-conducting channels
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Известно, что центральная нервная система
взрослых млекопитающих имеет очень ограни-
ченные возможности для регенерации при ней-
родегенеративных заболеваниях и травмах. Это
обусловлено тем, что зрелый мозг содержит пре-
имущественно постмитотические нейроны, не
способные к дальнейшему делению. Кроме того,
глиальные клетки продуцируют разнообразные
молекулы, ингибирующие рост аксональных от-
ростков нейронов. Трансплантация незрелой
нервной ткани или нейральных прогениторных
клеток является перспективным биотехнологиче-
ским подходом для замещения погибших клеток
и восстановления нарушенных функций мозга.
Следует отметить, что трансплантированные
нейроны дифференцируются и функционируют в
необычном для себя гуморальном и тканевом
микроокружении зрелого мозга. Нейробиологи-
ческая основа трансплантационной терапии за-
ключается в способности как эмбриональных,
так и зрелых клеточных элементов нервной си-
стемы к высокой морфофункциональной пла-
стичности и возможности изменяться под воз-

действием новых факторов окружающей среды.
Процесс нейропластичности имеет множествен-
ные формы и включает в себя структурные, функ-
циональные и молекулярные механизмы [1, 2].
Важным компонентом нейропластичности явля-
ется пластичность синаптических связей. Благо-
даря синаптической пластичности транспланти-
рованные клетки функционально интегрируются
в нервную систему реципиента. В связи с этим
очень актуальным является вопрос о степени спе-
цифичности формируемых в условиях транс-
плантации синаптических взаимодействий, так
как оптимальная работа мозга зависит от точно-
сти нейрональных связей.

Многие исследователи считают, что при
трансплантации, также как в онтогенетическом
синаптогенезе, существует выcокая степень спе-
цифичности нервных связей и что только гомото-
пическая донорская ткань может обеспечить до-
статочное выживание трансплантированных кле-
ток и оптимальную интеграцию с мозгом [3–5]. В
то же время в других работах показано, что в ней-
ротрансплантатах формируются не только типич-
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ные для данной области мозга синаптические
связи, но и атипичные функциональные контак-
ты [6]. Мы ранее с помощью флуоресцентного
трейсера продемонстрировали возможность ин-
нервации нейронов в интраокулярных транс-
плантатах гиппокампа периферическими нерва-
ми, врастающими вдоль кровеносных сосудов из
радужной оболочки глаза. При этом электронно-
микроскопические исследования показали, как
периферические волокна, выходя из периваску-
лярных пространств, лишались шванновских
оболочек и образовывали абсолютно неспецифи-
ческие синаптические контакты с дендритами и
дендритными шипиками гиппокампа [7]. 

Целью настоящей работы была оценка степе-
ни специфичности или неспецифичности фор-
мирующихся синаптических контактов при гете-
ротопической трансплантации гиппокамповой
формации в соматосенсорную область неокор-
текса. Эти отделы мозга в норме не контактируют
ни анатомически, ни функционально.  Специаль-
ной задачей было определение уровня воспроиз-
ведения структурной организации функциональ-
ных контактов и их отклонений от нормы в усло-
виях трансплантации. Для этого очень
подходящим субмикроскопическим объектом яв-
ляются гигантские синапсы гиппокамповой фор-
мации. Они обладают уникальными ультраструк-
турными характеристиками и их можно иденти-
фицировать среди других типов синапсов без
дополнительной нейрохимической обработки.
Используя электронную микроскопию, исследо-
вание позволяет выявить субклеточные механиз-
мы, обеспечивающие взаимную адаптацию пре-
и постсинаптических компартментов в неспеци-
фических синаптических контактах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Опыты проведены на крысах породы Вистар,

содержащихся в условиях институтского вива-
рия. Для трансплантации использовали эмбрио-
нальные закладки гиппокампальной области
мозга от 18−19-суточных плодов крыс. Самке-до-
нору под общим нембуталовым наркозом (30–
40 мг/кг веса, внутрибрюшинно) делали кесарево
сечение, извлекали плод, под стереомикроско-
пом выделяли необходимый материал и хранили
в охлажденной среде Игла. В качестве реципиен-
тов служили крысы-самцы той же породы, кото-
рые при трансплантации в мозг также были глу-
боко наркотизированы нембуталом. Животных
(n = 5) закрепляли в стереотаксическом аппарате,
с помощью бормашины в черепе делали отвер-
стие диаметром 2–3 мм над первичной сомато-
сенсорной корой и с помощью вакуумного насоса
отсасывали небольшой объем ткани мозга. В по-
лученную ямку помещали кусочек (примерно
1 мм3) донорской эмбриональной ткани и закры-

вали кровеостанавливащей губкой. Через 4 меся-
ца после операции животных-реципиентов снова
подвергали анестезии и готовили для последую-
щего свето- и электронно-микроскопического
исследования нейротрансплантатов. Изучение
цитоархитектоники нейротрансплантатов вы-
полняли на окрашенных крезилвиолетом гисто-
логических срезах (метод Ниссля). Для электрон-
ной микроскопии животных с интрамозговыми
нейротрансплантатами подвергали транскар-
диальной перфузии сначала физиологическим
раствором (10 мин), а затем 2.5%-м раствором
глутарового альдегида на 0.1 М фосфатном буфе-
ре (30 мин). После декапитации препарировали
мозг, выделяли трансплантаты с прилежащими к
ним областями неокортекса, дополнительно до-
фиксировали погружением в тот же фиксатор (2–
3 ч) и обрабатывали 1.0%-м раствором четырех-
окиси осмия. Дальнейшую обработку материала,
обезвоживание в серии спиртов и абсолютном
ацетоне, а также заливку в эпоксидную смолу
Эпон 812 проводили по стандартной методике.
Ориентацию блоков и выбор участков для деталь-
ного изучения осуществляли на полутонких сре-
зах, окрашенных смесью метиленовой сини и бу-
ры. Ультратонкие срезы, полученные на ультра-
томе фирмы LKB (Швеция), контрастировали
уранилацетатом и цитратом свинца и исследова-
ли в электронном микроскопе JEM-100B (JEOL,
Япония).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Цитоархитектоника и синаптическая организа-

ция нейротрансплантатов гиппокамповой форма-
ции. При предварительном визуальном и гисто-
логическом анализе неокортикальные транс-
плантаты гиппокамповой формации были
обнаружены у всех оперированных животных.
Трансплантаты обычно заполняли всю операци-
онную ямку и немного возвышались над поверх-
ностью мозга реципиента (рис. 1а). На гистологи-
ческих срезах хорошо распознавались области,
занятые трансплантированной тканью и неокор-
тексом реципиента, а также граница между ними.
В интерфазе обнаруживались области полного
слияния тканей и участки, где трансплантаты и
мозг были разделены глиальным рубцом. Внутри
трансплантатов четко идентифицировались ней-
роны и глиальные клетки. Цитоархитектониче-
ская организация различалась в разных транс-
плантатах: в некоторых образцах нейроны были
распределены хаотично, в других – наблюдались
большие участки, занятые характерными для гип-
покамповой формации in situ клеточными слоями
пирамидных и гранулярных нейронов (рис. 1б).

Ультраструктура нейронов и синаптических
окончаний в трансплантатах визуально соответ-
ствовала аналогичным электронно-микроскопи-
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ческим изображениям в зрелом мозге. Большин-
ство из них имели классические формы и разме-
ры от 0.5–0.8 мкм до 1.0 мкм в диаметре. Важно,
что распределение функционально разных си-
напсов по сома-дендритной поверхности нейро-
нов имело достаточно высокую степень специ-
фичности. Как и в гиппокамповой формации
in situ, тормозные синаптические контакты, име-
ющие симметричные активные зоны, локализо-
вались на поверхности перикарионов нейронов
или стволов дендритов, а возбуждающие синап-
сы, характеризующиеся асимметричными актив-
ными зонами, располагались на дендритных ши-
пиках (рис. 2). По-видимому, это обусловлено
тем, что донорские нейрональные предшествен-
ники на 18–19 сутки эмбрионального развития,
помещенные в среду зрелого мозга реципиента,
реализуют свою генетически детерминирован-
ную программу дифференцировки в определен-
ные типы синапсов. Известно, что пре- и постси-
наптические белковые комплексы существуют в
нейронах задолго до формирования истинных
синаптических контактов. От молекулярного со-
става этих белковых комплексов зависит возбуж-
дающий или тормозной характер зарождающихся
синапсов [8, 9]. В то же время в данной экспери-
ментальной ситуации предположение о высокой
специфичности синаптических контактов внутри
трансплантированной нервной ткани может быть
в полной мере справедливо только для тормозных
аксональных систем трансплантатов. Несмотря

на воспроизведение структурных особенностей
аксо-шипиковых синаптических контактов, их
функциональная специфичность не так одно-
значна. Не исключено, что многие аксо-шипико-
вые возбуждающие синапсы в трансплантатах
формируются с несвойственными им в норме
нейронами, т.к. в гиппокампе in situ на дендрит-
ных шипиках заканчиваются внешние эфферент-
ные аксональные системы [10, 11]. Возможно, что
в процессе дальнейшего развития нейротранс-
плантатов часть таких неспецифических синап-
тических контактов устраняется или замещается
при подрастании более функционально адекват-
ных аксонов. Действительно, ранее мы показали,
что трансплантированная ткань в течение дли-
тельного времени после операции продолжает ре-
организацию нейрональных сетей и сохраняет
нестабильное морфофункциональное состояние
[12]. 

Среди синапсов классической формы и разме-
ров (0.5–1.0 мкм) в нейротрансплантатах гиппо-
камповой формации выделялись гигантские си-
наптические окончания, образованные аксонами
гранулярных нейронов зубчатой фасции. Эти
уникальные синаптические комплексы иденти-
фицировали благодаря известным данным лите-
ратуры об их больших аксональных терминалях и
сложной ультраструктурной организации синап-
тического аппарата [13, 14]. В мозге in situ аксоны
гранулярных нейронов (так называемые мши-
стые волокна) собираются в пучки, следуют к
проксимальным отделам апикальных дендритов
пирамидных нейронов поля СА3 и последова-
тельно образуют с ними функциональные синап-
тические комплексы, формируя отдельный слой
(str. lucidum) гиппокампа.

Рис. 1. Гетеротопический трансплантат гипокампо-
вой формации в соматосенсорной области неокор-
текса крысы (4 мес. после операции): (а) – общий вид
нейротрансплантата (Т); (б) – гистологический срез
(окраска по Нисслю) через трансплантат (Т) и сосед-
ний неокортекс мозга реципиента (Н). Область
трансплантата обозначена пунктирной линией. Мас-
штаб 1.0 мм.

Рис. 2. Ультраструктура нейротрансплантата гипо-
камповой формации. Я – ядро гранулярного нейро-
на; стрелки указывают на синаптические контакты.
Масштаб 1.0 мкм.
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Внутри нейротрансплантатов аксональные
терминали мшистых волокон, как и в гиппокампе
in situ, достигали 3–5 мкм в поперечнике. Гигант-
ские бутоны содержали характерный для них в
норме набор синаптических везикул. В основном
они были заполнены малыми светлыми пузырь-
ками (30–40 нм в диаметре), которые образовы-
вали выраженные скопления около активных
зон. Большие (80–120 нм) электронно-плотные
везикулы наблюдались значительно реже и, как
правило, располагались экстрасинаптически. Из
литературы известно, что основным трансмитте-
ром гигантских синапсов является глутамат, со-
держащийся в малых везикулах, а в больших
электронно-плотных пузырьках хранятся нейро-
пептидные ко-трансмиттеры, которые модулиру-
ют синаптическую передачу [15]. Гигантские си-
напсы в нейротрансплантатах воспроизводили
характерный для них в норме интратерминаль-
ный способ формирования множественных си-
наптических активных зон с дендритными шипи-
ками. Однако многие из контактирующих денд-
ритных шипиков были только частично
инвагинированы в пресинаптическую терминаль
(рис. 3). Аксо-шипиковые активные зоны имели
асимметричный вид из-за выраженных постси-
наптических уплотнений и по общепринятой
классификации соответствовали химическим
возбуждающим контактам.

Как и в гиппокамповой формации in situ, тер-
минальные бутоны мшистых волокон помимо си-
наптических активных зон дифференцировали
другой тип мембранных специализаций – сим-
метричные адгезивные соединения с поверхно-
стью стволов дендритов. От активных зон их от-
личало то, что со стороны пресинапса около них
всегда отсутствовали синаптические везикулы.
Таким образом, субмикроскопический анализ
гигантских синаптических окончаний аксонов
гранулярных нейронов в неокортикальных
трансплантатах гиппокамповой формации пока-
зал, что они в высокой степени воспроизводили

свои детерминантные ультраструктурные при-
знаки. Однако следует отметить, что в трансплан-
тированной донорской ткани изначально присут-
ствовала естественная (адекватная) постсинапти-
ческая мишень мшистых волокон (пирамидные
нейроны гиппокампа), и для них сохранялась
возможность формировать синаптические кон-
такты на специфических постсинаптических ми-
шенях. Поэтому изучение способности мшистых
волокон иннервировать несвойственные им в
норме нейрональные элементы выполняли при
микроскопии соседнего с нейротрансплантатами
неокортекса.

Ультраструктурный анализ возможности неспе-
цифических синаптических взаимодействий между
гранулярными нейронами гиппокамповой формации
и несвойственными им в норме постсинаптическими
мишенями в неокортексе. Границу между нейро-
трансплантатами и мозгом реципиента иденти-
фицировали светомикроскопически на полутон-
ких срезах и на разных уровнях подвергали
ультраструктурному исследованию с целью обна-
ружения прорастающих через нее отростков
нервных и глиальных клеток. В участках интер-
фазы, где наблюдалось полное слияние нейропи-
лей трансплантата и неокортекса, определить
принадлежность отростков нервных клеток к той
или другой области не представлялось возмож-
ным. Однако в областях с четко выраженным гли-
альным окружением трансплантированной ткани
встречались поперечные и продольные пучки ак-
сонов и дендритов, которые следовали между
трансплантатами и соседним неокортексом. В
таких пучках всегда наблюдались отростки фиб-
розных астроцитов и группы плотно сгруппиро-
ванных тонких (0.08–0.10 мкм в диаметре) неми-
елинизированных аксонов, морфологически ана-
логичных мшистым волокнам гиппокамповой
формации (рис. 4). Присутствие астроцитарных
отростков в составе прорастающих аксонов и
дендритов предполагает, что они участвовали в
ориентации нервных волокон и в афферентно-
эфферентных взаимодействиях нейротрансплан-
татов с мозгом реципиента. Известно, что в про-
цессе естественного развития головного мозга
млекопитающих глиальные клетки и их отростки
служат направляющим субстратом для организа-
ции функциональных связей [16].

Исследование соседнего с нейротранспланта-
тами соматосенсорного неокортекса реципиента
было проведено с целью поиска гигантских синап-
тических терминалей, контактирующих с неспеци-
фическими нейрональными мишенями. Наблю-
даемые в неокортексе синаптические окончания,
отвечающие по размерам и другим морфологиче-
ским признакам гигантским синапсам гиппокам-
повой формации, часто были сгруппированы во-
круг некоторых перикарионов и крупных денд-

Рис. 3. Гигантская синаптическая терминаль слож-
ной конфигурации в нейротрансплантате; стрелки
указывают на синаптические активные зоны с голов-
ками дендритных шипиков. Масштаб 0.5 мкм.
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ритных стволов. Казалось, что отдельные
гигантские профили являются последовательны-
ми расширениями одного и того же мшистого во-
локна (рис. 5). По везикулярному составу абер-
рантные терминали не отличались от таковых в
самих нейротрансплантатах и содержали тот же
набор синаптических и пептидергических вези-
кул. Однако при детальном рассмотрении было
отмечено, что в контактах с неспецифическими
нейрональными мишенями около активных зон
часто концентрировались не только малые си-
наптические везикулы, но и большие пузырьки с
электронно-плотной сердцевиной. Это перерас-
пределение пептид-содержащих везикул из экс-
трасинаптических локусов к активным зонам в
неспецифических синаптических контактах сви-
детельствует об участии нейропептидных меха-
низмов в адаптации пре- и постсинаптических
партнеров друг к другу.

При формировании активных зон гигантские
терминали, так же как внутри самих нейротранс-
плантатов, использовали дендритные шипики.
Однако в этом случае дендриты и их выросты
принадлежали пирамидным нейронам неокор-
текса. Большинство дендритных шипиков мор-
фологически не отличалось от классических гри-
бовидных форм. Они были заполнены волокни-
сто-зернистым содержимым и некоторые из них
содержали шипиковый аппарат. В то же время у
части шипиков были разветвленные головки, а
поперечные срезы через них имели сложные кон-
фигурации. Такая форма шипиков не типична
для пирамидных нейронов неокортекса, но ха-
рактерна для постсинаптических дендритов в зо-
не окончаний мшистых волокон в гиппокампе
in situ. В некоторых дендритных выростах присут-

ствовали рибосомы, полисомы и цистерны эндо-
плазматического ретикулума. Из данных литера-
туры известно, что появление в шипиках орга-
нелл, ответственных за биосинтез белка,
свидетельствует об их пластической нейрохими-
ческой реорганизации [17]. По-видимому, под-
растающие из нейротрансплантатов мшистые во-
локна запускают синтетические процессы и ин-
дуцируют образование более подходящих для
себя постсинаптических микроструктур.

Аберрантные терминальные гигантские буто-
ны в неокортексе, несмотря на образование си-
наптических контактов с несвойственными им
нейрональными мишенями, воспроизводили ха-
рактерные для этого типа синапсов адгезивные
соединения puncta adherentia с мембраной стволов
дендритов. От активных зон их отличало то, что
со стороны пресинапса около них всегда отсут-
ствовали синаптические везикулы, но концен-
трировались митохондрии. Такая форма симмет-
ричных аддгезивных комплексов является уни-
кальной для гигантских синапсов гиппокампа и
имеет специальное название puncta adherentia [13].
Если для пресинаптических компартментов ги-
гантских синапсов в неокортексе, принадлежа-
щих донорским гранулярным клеткам, такие
скопления адгезивных молекул являлись типич-
ными, то формирование симметричных скопле-
ний со стороны неокортикальных дендритов
было индуцировано подрастающими из транс-
плантатов аксонами. Часто концентрация адгези-
онных комплексов puncta adherentia наблюдалась
в местах отрастания дендритных выростов, что
предполагает их участие в генезе дополнительных
дендритных шипиков и эктопических аксо-ши-
пиковых активных зон.

Рис. 4. Пучок нервных волокон, проникающий через
границу между нейротрансплантатом и мозгом
реципиента: а – астроцитарные отростки, г –
глиальные клетки на границе между трансплантатом
и мозгом, д – дендриты, м – мшистые волокна.
Масштаб 1.0 мкм.

Рис. 5. Группа гигантских терминалей мшистых воло-
кон (гт), образующих неспецифические синаптиче-
ские контакты с дендритными шипиками (указаны
стрелками) и адгезивные соединения типа puncta ad-
herentia (звездочки) с поверхностью дендрита; м –
преснаптические митохондрии. Масштаб 0.5 мкм.
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Ранее предполагали, что адгезивные контакты
в гигантских синапсах гиппокамповой формации
выполняют исключительно механическую функ-
цию и служат для прикрепления большой терми-
нали к постсинаптическому дендриту [13]. В
настоящее время определен сложный нейрохи-
мический состав puncta adherentia, свидетельству-
ющий об их вовлеченности в координацию струк-
турных и функциональных процессов в синапсах.
В них найдена синаптическая адгезионная моле-
кула S-SCAM, обычно входящая в состав незре-
лых синаптических контактов мшистых волокон
и участвующая в рекрутировании из цитоплазмы
глутаматных рецепторов [18, 19]. В организацию
puncta adherentia входят также кадгерин-катени-
новая и нектин-афадиновая адгезивные системы,
которые также играют ключевые роли в развитии
и пластической реорганизации нервной системы
[20, 21]. При формировании неспецифических
функциональных связей при гетеротопической
нейротрансплантации симметричные адгезион-
ные контакты могут обеспечивать трансмембран-
ную координацию и участвовать во взаимной
структурно-химической интеграции чужеродных
синаптических партнеров. При этом доминирую-
щая роль в инициировании данных процессов
принадлежит пресинаптическим компонентам
аксонов донорских гранулярных клеток, что со-
гласуется с положениями других авторов [22, 23].
Итак, сравнительное исследование гигантских
синапсов мшистых волокон, проникающих из
трансплантатов гиппокамповой формации в мозг
реципиента, показало сохранение их детерми-
нантной структурной организации при контактах
с несвойственными им нейрональными мише-
нями.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты проведенного ультраструктурного
анализа синаптической организации в гетерото-
пических нейротрансплантатах гиппокамповой
формации, развивающихся в течение 4 месяцев в
соматосенсoрной области неокортекса крыс, по-
казали, что трансплантированные нейроны обра-
зуют как специфические, так и неспецифические
синаптические связи. Однако степень структур-
но-функциональной специфичности синаптиче-
ских контактов, сформированных в самой транс-
плантированной ткани и в соседнем неокортексе,
существенно различалась. Процесс синаптогене-
за в трансплантатах носил преимущественно спе-
цифический характер, что, по-видимому, объяс-
няется высоким уровнем коммитированности до-
норских эмбриональных клеток. Это было выра-

жено в дифференцировке характерных для
гиппокамповой формации типов синаптических
активных зон и топографически правильном рас-
положении тормозных, возбуждающих и гигант-
ских синапсов на сома-дендритной поверхности
нейронов.

В мозге реципиента вопрос о степени специ-
фичности аксональных связей, проецирующихся
из трансплантатов гиппокамповой формации,
был изучен на системе мшистых волокон грану-
лярных нейронов и их гигантских синаптических
окончаниях. Показано, что они проникают через
интерфазу «трансплантат–мозг» и формируют
синаптические контакты с несвойственными им
в норме нейронами неокортекса. При этом си-
наптические терминали сохраняют свои детерми-
нантные структурные характеристики, но моди-
фицируют нейротрансмиттерный паттерн, пере-
распределяя нейропептидные гранулы к
активным зонам. В постсинаптических дендритах
неокортекса они индуцируют образование до-
полнительных дендритных шипиков и специфи-
ческих для гигантских синапсов адгезивных кон-
тактов типа puncta adherentia.

Таким образом, нейрональные предшествен-
ники в условиях гетеротопической нейротранс-
плантации при отсутствии адекватных постси-
наптических нейронов-мишеней способны адап-
тировать свой синаптический аппарат и
формировать неспецифические функциональ-
ные связи.
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 Degree of Specificity of the Synaptic Contacts during Neurotransplantation
 Z.N. Zhuravleva*

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Transplantation of immature neural tissue is a promising biotechnological approach for restoring damaged
brain circuitry. The success of transplantation therapy depends on implementation of the genetic program of
differentiation of donor neural progenitors and the accuracy of neural connections both in the grafts them-
selves and in the recipient’s brain. The aim of this work was to study the degree of specificity of synaptic con-
nections during transplantation of the hippocampal formation into the neocortex of rats. Electron microsco-
py was used in this study, and after analysis of the obtained images it was found that specific forms of synaps-
es, which were topographically correctly located on the neuronal soma-dendritic surface, were
predominantly differentiated in the grafts. The axons of the grafted neurons growing into the recipient's brain
formed synaptic connections with neurons that were unusual for them normally. During the formation of
nonspecific axonal connections, they modified the composition and distribution of neurotransmitter vesicles
in presynaptic terminals, and also induced structural and chemical reorganization in postsynaptic dendrites.

Keywords: heterotopic neurotransplants, hippocampal formation, neocortex, ultrastructure, synaptic contacts,
specificity
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Митохондриальные ингибиторы ротенон, родамин 123 и краситель янус зеленый В изучаются в на-
стоящее время с целью разработки фармакологических средств, вызывающих митохондриальную
дисфункцию и апоптоз. Поскольку нарушение работы митохондрий связано с продукцией актив-
ных форм кислорода, то представляется актуальным сопоставить индуцированные этими вещества-
ми повреждения ДНК клеток асцитной карциномы Эрлиха и мышиного лимфолейкоза Р388 с та-
ковыми после воздействия известного индуктора активных форм кислорода – ионизирующего
(рентгеновского) излучения. Уровень ДНК-повреждений оценивали щелочным вариантом метода
ДНК-комет. Индуцированный ротеноном уровень повреждений ДНК был сравним с таковым при
4 Гр в обоих типах клеток. Пострадиационная инкубация уменьшала уровень ДНК-повреждений,
что свидетельствовало о репарации ДНК. Обработка клеток асцитной карциномы Эрлиха родами-
ном 123 с последующей отмывкой от него не вызывала этого увеличения, однако облучение в дозе
4 Гр в присутствии родамина 123 индуцировало увеличение уровня повреждений ДНК, которое су-
щественно уменьшалось после часовой инкубации. Можно полагать, что предварительная обработ-
ка клеток ротеноном или родамином 123, нарушая работу митохондрий, способствовала сохране-
нию целостности ядерной ДНК в облученных клетках. Воздействие януса зеленого В вызывало уве-
личение повреждений ДНК и гибель клеток. Исходя из щелочной версии метода ДНК-комет,
можно считать индуцированные этими соединениями повреждения одно-, двунитевыми разрыва-
ми и щелочелабильными (апуриновыми/апиримидиновыми) сайтами в ДНК. 

Ключевые слова: асцитная карцинома Эрлиха, мышиный лимфолейкоз Р388, ротенон, родамин 123, янус
зеленый В, метод ДНК-комет.
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Для оценки работы митохондрий традицион-
но применяются ингибиторы, такие как ротенон,
родамины (в частности, родамин 123) и янус
зеленый В. Ротенон является одним из нейроток-
синов окружающей среды, известен как пести-
цид, инсектицид и рыбий яд [1, 2]. Ротенон –
сложный изофлавоноид (органическое гетеро-
пентациклическое соединение), встречающийся
в корнях и стеблях ряда растений, является спе-
цифическим ингибитором тканевого дыхания:

воздействует на комплекс I, подавляет электрон-
транспортную цепь митохондрий. В результате
образуются генотоксические/цитотоксические
активные формы кислорода (АФК). В экспери-
ментах при подкожном введении крысам ротено-
на было показано, что в продукции АФК в ткани
головного мозга задействован и комплекс II ды-
хательной цепи митохондрий [3]. В эксперимен-
тах на клеточном и субклеточном уровне показа-
но, что ротенон индуцирует продукцию АФК как
в изолированных митохондриях из клеток HL-60,
так и в культивируемых клетках, что в конечном
итоге приводит к дисфункции митохондрий и
апоптозу. Это подтверждается фрагментацией
ДНК, высвобождением цитохрома с и активно-

Сокращения: АФК – активные формы кислорода, RH-123 –
родамин 123, JGB – янус зеленый B (Janus Green B),
АКЭ – асцитная карцинома Эрлиха, PBS – фосфатно-со-
левой буфер.
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стью каспазы 3 [4]. В экспериментах in vitro с ис-
пользованием ооцитов свиньи было показано,
что обработка ротеноном снижала соотношение
активных митохондрий к общему количеству ми-
тохондрий, снижала продукцию АТФ и повыша-
ла продукцию АФК; полагают, что митохондри-
альная дисфункция, вызванная ротеноном, уве-
личивала и митофагию [5]. Помимо нарушений
работы митохондрий, ротенон вызывает анома-
лии других субклеточных органоидов, нарушения
в работе клеточных мембран, изменение профиля
метилирования ДНК, способствует индукции
ферроптоза, некроптоза [6–8]. Анализ флуорес-
центных изображений выявил чувствительность
органелл к ротенону в следующем порядке: мик-
ротубулярный цитоскелет, митохондриальная
сеть, эндоплазматический ретикулум, аппарат
Гольджи и лизосомальная сеть [9]. Индуцирован-
ная ротеноном цитотоксичность используется
для создания животных моделей – аналогов забо-
леваний человека [10–13]. Его воздействие на
живые организмы рассматривают как общую экс-
периментальную модель для исследования ос-
новных механизмов, ведущих к болезни Паркин-
сона, и для оценки новых потенциальных мето-
дов лечения этого заболевания. [14–17]. Кроме
того, ротенон пытаются использовать в качестве
фармакологического средства из-за его способ-
ности ингибировать комплекс I в митохондриях
опухолевых клеток [18, 19], а также он применяет-
ся для изучения старения клеток человека [20]. 

Родамин 123 (RH-123) представляет собой ка-
тионный флуоресцентный краситель, который
используется для специфической маркировки
дышащих митохондрий и мониторинга их функ-
ции. Краситель распределяется по внутренней
мембране митохондрий в соответствии с отрица-
тельным мембранным потенциалом. Потеря по-
тенциала приводит к потере красителя и, следо-
вательно, к потере интенсивности флуоресцен-
ции [21, 22]. Если в ранних работах RH-123
использовали в качестве специфического зонда
для определения местонахождения и изменений в
распределении митохондрий в клетке [23], то в
более поздних его пытались использовать для
обогащения гемопоэтических стволовых клеток
животных, выявления длительно репопулирую-
щих гемопоэтических стволовых клеток человека
в популяции Lin-CD34+CD38- [24–26], для ис-
следования процессов мембранного транспорта
[27], для изучения биораспределения RH-123, ме-
ченого по углероду (11С), в тканях грызунов при
его внутривенном введении [28]. Кроме того, в
настоящее время RH-123 и его производные ис-
следуются в качестве терапевтических средств,
нацеленных на митохондрии, а также для изуче-
ния лекарственной устойчивости, поскольку бы-
ло обнаружено, что RH-123 связывается с не-
сколькими сайтами белка множественной лекар-

ственной устойчивости – MRP1 [29–32]. При
этом RH-123 предлагают использовать не только
в качестве собственно лекарственного средства,
но и для адресной доставки в митохондрии ле-
карств, содержащихся в липосомах с поверхно-
стью, модифицированной RH-123-коньюгиро-
ванным полимером [33]. В экспериментах in vitro
на различных типах клеток было обнаружено, что
RH-123 не токсичен при его кратковременном
применении. Однако при непрерывном воздей-
ствии был обнаружен цитотоксический эффект
RH-123 в отношении клеток карциномы по срав-
нению с нормальными эпителиальными клетка-
ми [34]. В результате исследований большого ко-
личества природных агентов, которые способны
воздействовать на митохондрии и проявлять про-
тивоопухолевую активность, появился термин
«митоканы» (mitocans). Митоканами называют
категорию лекарств, которые точно нацелены на
митохондрии раковых клеток. Вызывая наруше-
ние работы митохондрий, эти вещества способны
вызывать клеточный стресс в раковых клетках и,
в конечном итоге, митотохондриально-опосредо-
ванный апоптоз. В зависимости от способа дей-
ствия митоканов их делят на восемь классов. По
этой классификации RH-123 относят к 6-му клас-
су – липофильные катионы, нацеленные на внут-
реннюю мембрану (Lipophilic Cations Targeting the
Inner Membrane) [35].

Янус зеленый B (JGB – Janus Green B) – орга-
ническое водорастворимое соединение, наджиз-
ненный (supravital) липофильный катионный
краситель, относящийся к диазотированным
сафранинам, поглощается и восстанавливается
метаболически активными митохондриями. Ци-
тологическое исследование показало, что JGB
может восстанавливаться как в митохондриаль-
ной, так и в немитохондриальной частях клетки
[36]. Он используется для оценки чистоты, це-
лостности и метаболической активности мито-
хондрий, клеточной жизнеспособности [37–40],
для анализа ДНК [41], для выявления разнообра-
зия митохондрий, новых типов клеток и новых
структур в тканях и сосудах [42–45], в качестве
антимитохондриального фактора для поиска ле-
карственных средств, способных воздействовать
на внутриклеточных паразитов [46, 47], для иден-
тификации микроорганизмов [48]. 

Несмотря на то, что цитотоксичность этих со-
единений для клеток млекопитающих известна
давно [11, 35, 49–51], все же они представляют со-
бой важный класс субклеточных зондов и позво-
ляют исследовать клеточные процессы в реаль-
ном времени с минимальным влиянием на них.
Кроме того, в последнее время они исследуются
как в качестве возможных терапевтических
средств, так и базиса для создания на их основе
фармакологических препаратов, применяемых
для лечения онкологических заболеваний [18, 19,
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30, 32]. Следствием их избирательного влияния
на митохондрии являются развитие митохондри-
альной дисфункции и продукция АФК. Мито-
хондрии являются самым богатым источником
АФК, так как они потребляют примерно 80% мо-
лекулярного кислорода во время окислительного
фосфорилирования [52, 53]. Воздействие АФК
приводит к повреждению митохондриальной
ДНК, поскольку непосредственная близость к
местам продукции АФК делает митохондриаль-
ную ДНК особенно восприимчивой к поврежде-
ниям. Митохондрии в клетке обычно располага-
ются вблизи органоидов, потребляющих большое
количество АТФ, – элементов цитоскелета и
ядра. Митохондриальная дисфункция может в
значительной степени способствовать наруше-
нию окислительно-восстановительных реакций в
клетке и повреждению ядерной ДНК. В настоя-
щей работе представлялось актуальным выявить
индуцированные ротеноном, RH-123 и JGB по-
вреждения ДНК клеток асцитной карциномы Эр-
лиха (АКЭ) и мышиного лимфолейкоза Р388 и
сопоставить их с таковыми после воздействия из-
вестного индуктора активных форм кислорода –
ионизирующего излучения. В качестве положи-
тельного контроля (источник АФК) использова-
ли воздействие рентгеновского излучения на эти
клетки. Известно, что при облучении фотонами
(гамма- или рентгеновское излучение) основное
повреждающее действие на ДНК и другие биоло-
гические молекулы оказывают АФК, образующи-
еся при радиолизе воды. Кроме того, ионизирую-
щее излучение также вызывает развитие мито-
хондриальной дисфункции и производство АФК
митохондриями на протяжении пострадиацион-
ного периода [52, 54]. Однако АФК образуются и
в ходе нормальных клеточных метаболических
процессов (в основном это O2•– и H2O2), что
приводит к обширной депуринизации и в мень-
шей степени депиримидинизации в ДНК интакт-
ных клеток [52]. Индуцированные физико-хими-
ческими факторами повреждения ДНК представ-
лены более разнообразным и высоким уровнем
повреждений ДНК: одно- и двунитевыми разры-
вами, модификацией оснований или их утратой и
сшивками. Исходя из этого, в настоящей работе
для определения уровня повреждений ДНК ис-
пользовали щелочную версию метода ДНК-ко-
мет (comet assay). Этот метод позволяет выявлять
одно- и двунитевые разрывы и реализованные в
разрывы при высоком рН щелочелабильные
(апуриновые/апиримидиновые) сайты в ДНК
[55].

Цель работы: выявить индуцированные RH-
123, ротеноном и JGB уровни повреждений ядер-
ной ДНК клеток асцитной карциномы Эрлиха и
мышиного лимфолейкоза Р388 и сопоставить их с

таковыми при воздействии рентгеновского излу-
чения. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные и клетки. Использовали инбредных

мышей-самцов линии DBA 2 (окраска шерсти –
ослабленный коричневый) массой примерно 19–
20 г, полученных из НПП «Питомник лаборатор-
ных животных» ФИБХ РАН (Пущино, Москов-
ская область), и белых аутбредных мышей-сам-
цов линии SHK массой примерно 24–30 г, содер-
жащихся в стандартных условиях вивария
ИТЭБ РАН. 

Клетки лимфолейкоза Р388 (клетки Р388), по-
лученные из Лаборатории окислительного стрес-
са ИТЭБ РАН, выращивали в брюшной полости
мышей-самцов DBA 2, прививали внутрибрю-
шинно 2·106 клеток на мышь. Через 7 суток после
прививки мышей умерщвляли методом церви-
кальной дислокации, клетки извлекали из брюш-
ной полости, трижды промывали средой RPMI
1640 (Sigma Chem. Co., США) и подсчитывали в
камере Горяева. 

Клетки асцитной карциномы Эрлиха (клетки
АКЭ), полученные из лаборатории клеточной ин-
женерии ИТЭБ РАН, поддерживали путем еже-
недельной внутрибрюшинной перевивки
(107 клеток в 0.5 мл физиологического раствора)
мышам-самцам SHK. Через 7 суток после при-
вивки мышей умерщвляли методом цервикаль-
ной дислокации, клетки извлекали из брюшной
полости, трижды промывали раствором Хенкса и
подсчитывали в камере Горяева. 

Облучение. Суспензии клеток АКЭ или Р388
были облучены на рентгеновской установке
РУТ-250-15-1 в ЦКП «Источники излучений»
ИБК РАН (Пущино, Московская область)
при мощности дозы 1.12 Гр/мин, напряженности
200 кВ, силе тока 20 мА, фильтры 1 мм Al и
1 мм Cu, фокусное расстояние 37 см. Дозиметрию
проводили по методу Фрике в присутствии бен-
зойной кислоты и с помощью дозиметра VA-J-18
(RFT, Германия). 

Эксперименты с ротеноном. К клеткам Р388
или АКЭ перед облучением добавляли 0.04% ро-
тенона (Sigma Chem. Co., США), разведенного в
этаноле (конечная концентрация этанола –
0.1%). Клетки Р388 облучали в дозах 2, 4 и 8 Гр на
льду, без добавления сыворотки, чтобы избежать
ее радиозащитного эффекта. После облучения
перед инкубацией добавляли 10% эмбриональной
телячьей сыворотки. Клетки Р388 с 0.04% ротено-
на, не подвергавшиеся облучению, инкубировали
во льду до момента приготовления слайдов. Клет-
ки АКЭ облучали в дозе 4 Гр при комнатной тем-
пературе, также без добавления сыворотки. По-
сле облучения перед инкубацией добавляли 10%
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сыворотки. Клетки АКЭ с 0.04% ротенона, не
подвергавшиеся облучению, инкубировали при
комнатной температуре до момента приготовле-
ния слайдов. После облучения все клетки инку-
бировали в присутствии ротенона при 37°С при
постоянном перемешивании.

Эксперименты с родамином 123. К клеткам
АКЭ перед облучением добавляли 0.025% RH-123
(Sigma Chem. Co., США), разведенного в этаноле
(конечная концентрация этанола – 0.02%), инку-
бировали 15 мин при 37°С, затем трижды отмыва-
ли фосфатно-солевым буфером (PBS) и облучали
при комнатной температуре в дозе 4 Гр. После об-
лучения часть проб инкубировали в PBS, рН 7.2,
при 37°С, без добавления сыворотки. 

Эксперименты с красителем JGB. К клеткам
АКЭ добавляли 0.005% JGB (Sigma Chem. Co.,
США), растворенного в PBS, инкубировали раз-
ное время при 37°С в PBS.

Оценка количества клеток с поврежденной мем-
браной/мертвых. Количество мертвых клеток
оценивали с использованием трипанового сине-
го, как указано в работе [56], или пропидиум
иодида.

Метод ДНК-комет. Вначале предметные стек-
ла погружали в раствор 1%-й нормальной агарозы
и высушивали. На эти стекла наносили слой той
же 1%-й агарозы со стандартной температурой
плавления и инкубировали в холодильнике до ее за-
твердевания (5–7 мин). Для приготовления ага-
розных слайдов клетки разводили до концентра-
ции 1·106 кл/мл. Суспензию клеток смешивали с
равным объемом 1%-й легкоплавкой агарозы (Sigma
Chem. Co., США), приготовленной на буфере PBS
(136.7 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl, 8.1 мМ Na2HPO4,
1.5 мМ KH2PO4, рН 7.2). Агарозу расплавляли при
70°С и инкубировали при 37°С (конечная темпера-
тура получаемой смеси агарозы с клетками 20–
22°С). Смесь (15 мкл) наносили на приготовлен-
ный агарозный слой. После охлаждения и засты-
вания содержащей клетки агарозы на ее поверх-
ность наносили новый слой 0.5%-й легкоплавкой
агарозы. Слайды помещали в лизирующий рас-
твор (2.5 моль/л NаС1, 0.1 моль/л ЭДТА,
0.01 моль/л Трис-НСl, рН 10.0, 1% Тритона Х-100)
при 4°С на 20–24 ч. Затем их инкубировали в те-
чение 20 мин в щелочном растворе «А»
(0.3 моль/л NаОН, 0.001 моль/л ЭДТА, рН > 13),
далее переносили в электрофоретическую камеру
SE-1/S-1N (ООО «Компания Хеликон», Москва,
Россия) и подвергали электрофорезу в свежей пор-
ции раствора «А» в течение 20 мин при 4°С, объем
буфера 250 мл, напряжение 27 В, сила тока 260–
270 мА (напряженность электрического поля
2 В/см). После электрофореза слайды трижды
промывали дистиллированной водой и окраши-
вали в течение 1 ч в PBS, содержащем 2.0 мкг/мл
этидиум бромида. Слайды анализировали под

флуоресцентным микроскопом ЛЮМАМ И-3
(«ЛОМО», Санкт-Петербург, Россия). Захват
изображений проводили цифровым фотоаппара-
том CoolPix 995 (Nikon, Япония) с последующей
передачей изображений в компьютер. Обработку
изображений выполняли с помощью специали-
зированного программного обеспечения с реали-
зованными алгоритмами расчета стандартных
параметров комет [57]. Для оценки уровня повре-
ждений ДНК использовали параметр
«процентная доля ДНК в хвосте кометы» (per cent
of DNA in a comet tail – %TDNA). Для каждой экс-
периментальной точки анализировали по 3 слай-
да, фотографируя не менее чем по 50 клеток на
слайд, согласно работе [58]. 

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз проводили с использованием t-критерия
Стьюдента (р ≤ 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Воздействие ротенона на клетки Р388 вызывает 
повреждение ядерной ДНК; ротенон не препятству-
ет репарации ДНК в пострадиационном периоде. 
В предварительном исследовании определили за-
висимость «доза-эффект» при воздействии рентге-
новского излучения на клетки Р388. На рис. 1а 
показан уровень повреждений ДНК (%TDNA) 
клеток P388, измеренный сразу после облучения 
клеточной суспензии в дозах 2–8 Гр. 

Видно, что с ростом дозы увеличивался
%TDNA, который при 8 Гр достоверно отличался
от контроля (р < 0.05). На рис. 1б показано изме-
нение количества поврежденных/мертвых клеток
сразу после облучения (окрашивание выявляет
клетки с поврежденной мембраной). Наблюда-
лась лишь тенденция увеличения количества по-
врежденных клеток с ростом дозы, достоверных
отличий от контроля не обнаружено. Исходя из
дозовых зависимостей, в дальнейших экспери-
ментах клетки облучали в дозе 4 Гр. Окрашивание
интактных клеток трипановым синим или пропи-
диум иодидом показало, что для клеток Р388
предпочтительна среда RPMI 1640, тогда как
клетки АКЭ более стабильны и в течение экспе-
римента могут храниться в растворе Хенкса или в
PBS. 

На рис. 2а показан %TDNA клеток P388, облу-
ченных в дозе 4 Гр и инкубированных после облу-
чения в течение 0.5–1.5 ч в среде RPMI 1640 с сы-
вороткой. Облучение проводили на льду. Видно,
что воздействие рентгеновского излучения вызы-
вало существенное увеличение уровня %TDNA,
который через 0.5 ч после облучения уменьшался.
%TDNA в пробе «4 Гр» достоверно отличался от
такового в пробе «без облучения_1.5 ч» (p = 0.02).
Поскольку %TDNA в пробе «4 Гр_0.5 ч» досто-
верно не отличался от таковoго в пробе
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«4 Гр_1.5 ч», то в дальнейших экспериментах
клетки после облучения инкубировали в течение
0.5 ч. На рис. 2б показано изменение %TDNA
клеток P388, облученных в дозе 4 Гр в присут-
ствии 0.04% ротенона (проба «ROT»). Видно, что
при добавлении ротенона к необлученным клет-
кам %TDNA увеличивался почти до уровня, на-
блюдающегося при 4 Гр. Отличия между
пробами «4 Гр» и «ROT» статистически недосто-

верны. При добавлении к клеткам ротенона и по-
следующем их облучении %TDNA также увели-
чивался. Пробы «4 Гр» и «ROT + 4 Гр» достоверно
отличались от контроля (p = 0.02 и p = 0.04 соот-
ветственно). После облучения клеточные суспен-
зии были инкубированы в среде RPMI 1640 с
сывороткой в присутствии ротенона. %TDNA
в пробе «ROT + 4 Гр_0.5 ч» существенно умень-

Рис. 1. Уровень повреждений ДНК (%TDNA) и количество поврежденных клеток мышиного лимфолейкоза P388:
(а) – уровень повреждений ДНК клеток P388, измеренный сразу после облучения клеточной суспензии в дозах 2–8 Гр
(* – р ≤ 0.05); (б) – количество клеток с поврежденной мембраной, окрашенных пропидиумиодидом, определенное
сразу после облучения; достоверных отличий от контроля не обнаружено. Приведены средние значения ±
± стандартное отклонение (M ± SD).

Рис. 2. Уровень повреждений ДНК (%TDNA) клеток мышиного лимфолейкоза P388, облученных и/или
обработанных ротеноном (ROT). (а) – Уровень повреждений ДНК клеток P388, облученных в дозе 4 Гр и
инкубированных после облучения 0.5–1.5 ч в среде RPMI 1640 с сывороткой; проба «4 Гр» достоверно отличается от
«0 Гр_1.5 ч» (* – р < 0.05); (б) – уровень повреждений ДНК клеток P388, облученных в дозе 4 Гр в отсутствие и в
присутствии 0.04% ротенона. Клеточные суспензии инкубированы в среде RPMI 1640 с сывороткой в присутствии
ротенона; пробы «4 Гр», «ROT» и «ROT + 4 Гр» достоверно отличались от контроля (* – р ≤ 0.05). Приведены средние
значения ± стандартное отклонение (M ± SD).
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шался по сравнению с «ROT + 4 Гр» и был срав-
ним с контрольным. 

При оценке количества мертвых клеток, где
оценивали клетки с поврежденной цитоплазма-
тической мембраной, обнаружено, что их количе-
ство было сопоставимо с контрольным уровнем
во всех вариантах экспериментов с ротеноном.
Общее количество клеток в пробах также не изме-
нялось.

Воздействие ротенона на клетки асцитной кар-
циномы Эрлиха вызывает повреждение ядерной
ДНК. На рис. 3 показан %TDNA клеток АКЭ, об-
лученных в дозе 4 Гр в присутствии 0.04% ротено-
на. Облучение проводили при комнатной темпе-
ратуре. После облучения клетки были инкубиро-
ваны в растворе Хенкса с сывороткой. 

Видно, что воздействие рентгеновского излу-
чения на клетки АКЭ вызывало существенное
увеличение %TDNA. %TDNA в пробе «4 Гр» до-
стоверно отличался от такового в пробе «0 Гр»
(p = 0.003). В процессе пострадиационной инку-
бации %TDNA снижался. Уже через 0.5 ч после
облучения наблюдалось уменьшение %TDNA
примерно до уровня пробы «0 Гр_0.5 ч». Добавле-
ние ротенона приводило к увеличению %TDNA
как в необлученных, так и в облученных клетках;
%TDNA во всех этих пробах достоверно отлича-
лись от контроля. Отличия %TDNA между проба-
ми «4 Гр» и «ROT», а также между «ROT» и
«ROT + 4 Гр» статистически недостоверны. По-
лучасовая инкубация не выявила разницы между
пробами «ROT _0.5 ч» и «ROT + 4 Гр_0.5 ч»,

%TDNA в этих пробах был сопоставим с таковым
в пробе «ROT + 4 Гр». 

Воздействие родамина 123 на клетки асцитной
карциномы Эрлиха вызывает повреждение ядерной
ДНК; родамин 123 способствует репарации ДНК в
пострадиационном периоде. В следующей серии
экспериментов после 15 мин инкубации клеток
АКЭ с 0.025% RH-123 их трижды промывали PBS.
Поскольку в этих экспериментах облучение про-
водили при комнатной температуре, клетки с
RH-123, не подвергавшиеся облучению, также
находились при 20°С до момента приготовления
слайдов. На рис. 4 показан %TDNA клеток АКЭ,
обработанных и не обработанных RH-123 и облу-
ченных в дозе 4 Гр. 

Видно, что кратковременная обработка клеток
RH-123 с последующей отмывкой от него не ска-
зывалась на величине %TDNA, она была сопоста-
вима с таковой в контроле («0 Гр»). В пробе «4 Гр»
наблюдалось существенное увеличение %TDNA,
достоверно отличающееся от контроля (p = 0.017).
В пробах «4 Гр_0.5 ч» и «RH-123 + 4 Гр_0.5 ч» так-
же наблюдался повышенный и достоверно отли-
чающийся от контроля %TDNA (p = 0.02 и
p = 0.01 соответственно). В случае предваритель-
ной обработки RH-123 и последующем облуче-
нии %TDNA оставался высоким, достоверные
отличия между пробами «4 Гр» и «RH-123 + 4 Гр»
не обнаружены. Получасовая пострадиационная
инкубация существенно не снижала %TDNA как
в присутствии RH-123, так и в его отсутствие. По
завершении часовой инкубации %TDNA сни-
жался, в пробе «RH-123  + 4 Гр» он достоверно от-
личался от такового в пробе «RH-123  + 4 Гр_1 ч»
(p = 0.04) и был сопоставим с контрольным. 

Обработка красителем JGB клеток асцитной
карциномы Эрлиха вызывает повреждения ядерной
ДНК. На рис. 5а показан % TDNA клеток АКЭ,
инкубированных с 0.005% JGB. Как видно из это-
го рисунка, с увеличением времени инкубации
увеличивался и % TDNA; все пробы достоверно
отличались от контроля (р < 0.05). На рис. 5б по-
казан %TDNA клеток АКЭ, облученных в дозе
4 Гр или обработанных JGB. После инкубации с
JGB (15 мин, 37°С) клетки были трижды отмыты
PBS и инкубированы в течение 1 ч. Видно, что об-
работка JGB вызывает увеличение % TDNA, со-
поставимое с 4 Гр. Пробы «4 Гр» и «JGB_1 ч» до-
стоверно отличались от контроля (р < 0.05). При
оценке количества мертвых клеток (клеток с по-
врежденной мембраной) обнаружили, что через
15 мин инкубации с JGB обнаруживалось при-
мерно 45–46% погибших клеток, а через 60 мин –
примерно 60%. 

Рис. 3. Уровень повреждений ДНК (%TDNA) клеток
АКЭ, облученных в отсутствие и в присутствии 0.04%
ротенона (ROT). Ротенон был добавлен непосред-
ственно перед облучением. Клеточные суспензии
после облучения были инкубированы в растворе
Хенкса с сывороткой в присутствии ротенона; все
пробы, за исключением пробы «0 Гр_0.5 ч», достовер-
но отличались от контроля (* – р ≤ 0.05). Приведены
средние значения ± стандартное отклонение
(M ± SD).
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ОБСУЖДЕНИЕ

Повреждения ДНК являются биологическим
индикатором таких процессов, как окислитель-
ный стресс, репарация ДНК и клеточная гибель.
Как видно из рис. 2 и 3, в результате обработки
ротеноном клеток Р388 и АКЭ в них регистриро-
вался повышенный уровень повреждений ДНК,
что согласуется с литературными данными.
Так, на модели астроцитоподобных клеток
было показано, что воздействие ротенона приво-
дило к снижению выживаемости, увеличению

уровня свободных радикалов и повреждению
ДНК [59]. Очевидно, что увеличение %TDNA в
клетках Р388 и АКЭ в результате обработки роте-
ноном обусловлено воздействием АФК. Наблю-
даемый %TDNA был сравним с таковым при 4 Гр
(рис. 1–3). Основное генотоксическое действие
рентгеновского излучения также опосредовано
атаками АФК [52]. Если клетки облучали при
0°С, то, в основном, регистрировались индуциро-
ванные облучением повреждения ДНК. Если же
клетки облучали при комнатной температуре или

Рис. 4. Уровень повреждений ДНК (%TDNA) клеток АКЭ, обработанных или не обработанных RH-123 и облученных
в дозе 4 Гр. Уровень повреждений ДНК в пробах «4 Гр», «4 Гр_0.5 ч» и «RH-123 + 4 Гр_0.5 ч» достоверно отличался от
контроля (* – p = 0.017, 0.02 и 0.01 соответственно). По завершении часовой инкубации уровень повреждений ДНК в
пробе «RH-123 + 4 Гр» достоверно отличался от такового в пробе «RH-123 + 4 Гр_1 ч» (# – p = 0.04) и был сопоставим
с контрольным уровнем. Приведены средние значения ± стандартное отклонение (M ± SD).

Рис. 5. Уровень повреждений ДНК (% TDNA) клеток асцитной карциномы Эрлиха, обработанных 0.005% JGB (а) или
облученных в дозе 4 Гр (б). Клетки в пробе «JGB_1 ч» перед часовой инкубацией были отмыты фосфатно-солевым
буфером. Пробы «4 Гр» и «JGB_1 ч» достоверно отличались от контроля (* р < 0.05). Приведены средние значения ±
± стандартное отклонение (M ± SD).
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инкубировали при 37°С после облучения, то в
этом случае регистрировались как возникшие в
результате облучения или обработки ротеноном
повреждения ДНК, так и разрывы, вызванные ра-
ботой репарационных нуклеаз в эти временные
интервалы, что может характеризоваться более
высоким %TDNA. Следует отметить, что в облу-
ченных клетках АКЭ величина %TDNA при 4 Гр
выше, чем в клетках Р388. Возможно, это связано
как с клеточными различиями, так и с тем, что
облучение клеток АКЭ проводили при комнат-
ной температуре, а клеток Р388 – на льду. И в
клетках Р388, облученных на льду, и в клетках
АКЭ, облученных при комнатной температуре,
по окончании получасового пострадиационного
периода наблюдалось уменьшение %TDNA, что
может свидетельствовать о репарации индуциро-
ванных повреждений ДНК. В обработанных ро-
теноном и/или облученных клетках Р388 и АКЭ
регистрировали высокий %TDNA, сравнимый с
таковым при 4 Гр, что свидетельствует о том, что
последующее за обработкой ротеноном облуче-
ние не вызывает заметного увеличения %TDNA.
По-видимому, предрадиационная обработка ро-
теноном препятствует продукции АФК митохон-
дриями в облученной клетке; либо выбранные
сроки наблюдений и ограничения метода не поз-
воляют выявить существенный вклад облучения в
уровень повреждений ДНК. В процессе постра-
диационной инкубации клеток Р388 наблюдалась
эффективная репарация ДНК, тогда как в клетках
АКЭ – лишь тенденция к восстановлению ДНК.
Так, получасовая инкубация клеток АКЭ не вы-
явила разницы между пробами «ROT_0.5 ч» и
«ROT + 4 Гр_0.5 ч», %TDNA в этих пробах был
сопоставим с таковым в пробе «ROT + 4 Гр»
(рис. 3). По-видимому, различие в репарации
ДНК в обработанных ротеноном и инкубирован-
ных после облучения клетках Р388 и АКЭ может
быть объяснено спецификой этих клеточных ли-
ний. Клетки Р388 представлены двумя типами
клеток, в то время как среди клеток АКЭ различа-
ют до 6−7 типов клеток с разным количеством
хромосом [60, 61]. Можно полагать, что кратко-
временное воздействие ротенона вызывало изме-
нение работы митохондрий, которое снижало эф-
фекты воздействия рентгеновского излучения на
митохондрии. Возможно также, что либо сам ро-
тенон, окисляясь, либо ротенон-индуцирован-
ные кислородные радикалы, взаимодействуя с
продуктами радиолиза воды, уменьшали уровень
радиационно-индуцированных АФК. Эти дан-
ные, взятые вместе, могут свидетельствовать о
том, что ротенон, нарушая работу митохондрий,
способствует сохранению целостности ДНК в об-
лученных клетках. 

Известно, что ротенон обладает высокой гид-
рофобностью и легко проникает через клеточную
мембрану без помощи специфических транс-

портных механизмов [1]. RH-123 по молекуляр-
ной массе близок к ротенону и, являясь катион-
ным красителем, тоже легко проникает в клетку.
Было показано, что RH-123 проникает в клетки в
дозозависимой манере и удерживается в клетках
(даже после нескольких промывок), также было
обнаружено его пролонгированное удерживание
в митохондриях ряда трансформированных опу-
холевых клеточных линий и опухолей [30, 49, 62,
63]. Исходя из приведенных литературных дан-
ных, демонстрирующих удерживание этого кра-
сителя в разных клетках, в следующих экспери-
ментах клетки АКЭ после обработки RH-123 три-
жды промывали PBS. Обнаружено, что обработка
клеток RH-123 с последующей отмывкой не вы-
зывала увеличения %TDNA как сразу, так и через
30 мин инкубации в PBS. Облучение клеток в дозе
4 Гр вызывало увеличение %TDNA (рис. 4). В
этих экспериментах %TDNA облученных клеток
АКЭ был выше, чем таковой на рис. 3, что можно
объяснить разной средой, в которой облучали эти
клетки: на рис. 4 клетки отмывали PBS и облуча-
ли в этом же буфере без каких-либо органических
добавок, являющихся радиопротектором, как,
например, глюкоза в растворе Хенкса. Репарация
ДНК также была менее эффективна, заметное
снижение %TDNA наблюдалось лишь через 1 ч
пострадиационной инкубации. Обработка клеток
RH-123 перед облучением не сказывалась на ве-
личине %TDNA, однако обнаруживались разли-
чия %TDNA в пострадиационном периоде. Исхо-
дя из того, что RH-123 пролонгированно удержи-
вается в митохондриях, очевидно, что оставшееся
после промывок некоторое количество RH-123 в
клетках влияло на уровень повреждений ДНК в
пострадиационном периоде: %TDNA в пробе
«RH-123 + 4 Гр_0.5 ч» оказался выше, чем в пробе
«4 Гр_0.5 ч», хотя достоверные различия между
соответствующими величинами %TDNA не были
обнаружены. Возможно, что увеличение %TDNA
обусловлено не только удержанием красителя в
клетках, но и его возможной модификацией, по-
добно тому, как это было выявлено на обработан-
ных RH-123 клетках глиомы: было обнаружено,
что в результате модификаций молекулы родами-
на возникают флуоресцентные производные с
меньшей молекулярной массой; авторы полага-
ют, что длительное удержание красителя и
его производных может быть причиной подавле-
ния функций митохондрий и, в конечном итоге,
гибели клеток [63]. Через 1 ч %TDNA в пробе
«RH-123  + 4 Гр_1 ч» был существенно ниже, чем
в пробе «4 Гр_1 ч», и был сравним с контрольным,
что свидетельствует об эффективной репарации
ДНК в клетках, предварительно обработанных
RH-123 (рис. 4). Ротенон в клетках Р388 также не
препятствовал репарации ДНК: %TDNA в пробе
«ROT + 4 Гр_0.5 ч» существенно уменьшался по
сравнению с «ROT + 4 Гр» и был сравним с кон-
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трольным (рис. 2). Можно полагать, что предва-
рительная обработка клеток RH-123, как и в слу-
чае обработки клеток ротеноном, нарушая работу
митохондрий, способствует сохранению целост-
ности ядерной ДНК в облученных клетках.

JGB также оказывает генотоксическое дей-
ствие на клетки АКЭ: уже через 15 мин инкубации
регистрируется существенное увеличение
%TDNA. Уменьшение %TDNA через 1 ч на кри-
вой (рис. 5а), по-видимому, обусловлено потеря-
ми фрагментов ДНК и находится за пределами
чувствительности метода. В случае, когда обрабо-
танные JGB клетки были трижды отмыты PBS и
инкубированы в течение 1 ч, наблюдалось увели-
чение %TDNA, сопоставимое с таковым при 4 Гр.
При оценке количества мертвых клеток обнару-
жили, что уже через 15 мин инкубации с JGB ре-
гистрируется большая доля погибших клеток, что
свидетельствует о высокой цитотоксичности
JGB. Очевидно, что цитотоксичность JGB обу-
словлена тем, что он взаимодействует со многими
клеточными компонентами, существенно нару-
шая работу различных процессов в клетке. Так,
было показано, что JGB может восстанавливаться
как в митохондриальной, так и в немитохондри-
альной частях клетки, он адсорбируется на мно-
гих белках и клеточных фракциях, включая кол-
лаген, сывороточный альбумин, митохондрии и
ультрамикросомы [36, 64]; кроме того, было по-
казано, что in vitro JGB взаимодействует с двуце-
почечной ДНК, а также с двуцепочечной поли(А)
со значительным нарушением ее вторичной
структуры [41, 65]. Таким образом, JGB более ге-
нотоксичен/цитотоксичен, чем ротенон и
RH-123. 

Исходя из представленных результатов, видно,
что предварительная обработка клеток ротено-
ном или RH-123, нарушая работу митохондрий,
способствовала сохранению целостности ядер-
ной ДНК в облученных клетках. Воздействие JGB
вызывало существенное увеличение %TDNA, со-
поставимое с таковым при облучении в дозе 4 Гр,
и гибель клеток. Можно полагать, что вызванные
этими митохондриальными ингибиторами по-
вреждения ДНК являются разрывами и щелоче-
лабильными (апуриновыми/апиримидиновыми)
сайтами в ДНК, поскольку использовался щелоч-
ной вариант метода ДНК-комет, позволяющий,
как известно [66], регистрировать всю сумму этих
повреждений.
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 Rotenone, Rhodamine 123 and Janus Green Induce Damage to Nuclear DNA 
in Ascites Tumor Cells from Mice, Rotenone and Rhodamine 

in X-Irradiated Cells Contribute to the Maintenance of Genome Integrity  

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Rotenone, Rhodamine 123, and Janus green B, inhibitors of mitochondria function, are currently investigat-
ed to create pharmacological agents that induce mitochondrial dysfunction and apoptosis. Since impaired
mitochondrial function is associated with overproduction of reactive oxygen species, it seems relevant to
compare DNA damage induced by the said inhibitors in Ehrlich ascites carcinoma cells and murine lympho-
cytic leukemia P388 and DNA damage induced by the direct effect of ionizing radiation (X-rays) that induces
an increase of reactive oxygen species. The alkaline comet assay was used for measuring the level of DNA
damage. The level of Rotenone-induced DNA damage was comparable to that one induced by very low-dose
radiation (4 Gy) for both cell types. Post-irradiation incubation of cells led to a reduction in the level of DNA
damage, indicating that damage to DNA is repaired. Treatment of  Ehrlich ascites carcinoma cells with
Rhodamine 123 and subsequent washing them for removal of excess dye did not cause an increase in the level
of DNA damage, however, exposure to very low dose radiation (4 Gy) in the presence of Rhodamine 123 in-
duced an increase in the level of DNA damage, which was significantly reduced after 1-hour incubation. It
can be assumed that pre-treatment of cells with Rotenone or Rhodamine 123 that disrupt mitochondrial
function contributed to the maintenance of the integrity of nuclear DNA in irradiated cells. Exposure to Janus
green B caused an increase in the level of DNA damage and cell death. The alkaline comet assay revealed that
damage induced by these compounds can be considered single- and double-strand breaks and alkali-labile
(apurinic/apyrimidinic) sites in DNA. 

Keywords: Ehrlich ascites carcinoma, murine lymphocytic leukemia P388, Rotenone, Rhodamine 123,
Janus green B, comet assay
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Анализируется гипотеза о сохранившейся способности разных специализированных клеток
млекопитающих защитить себя от летальных повреждений, используя защитный, атавистический
механизм клеточной де-дифференцировки. Развитие такой защиты сопровождается переходом
дифференцированных клеток от митохондриального, кислород-зависимого типа метаболизма на
восстановительный, кислород-независимый метаболизм (называемый эффектом Варбурга). Этот
переход позволяет повысить порог клеточной устойчивости к гибели от гипоксии, а также может
индуцировать появление фетальных маркеров, характерных для клеточной де-дифференцировки.
На примере развития двух патологий (сердечной недостаточности и диабета 2 типа), в данной
работе представлены данные, подтверждающие существованиe такого механизма и пути его
возможной коррекции. 

Ключевые слова: эффект Варбурга, де-дифференцировка, самозащита клеток.
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создавшей метод тестирования
эффекта Варбурга в одиночных клетках.

В течение всей жизни организму и его клеткам
приходится приспосабливаться к непрерывно ме-
няющимся условиям среды. С этой точки зрения
вся жизнь – постоянная адаптация, приспособле-
ние, а все изменения в организме – приспособи-
тельные. Однако при этом организм поддержива-
ет постоянство внутренней среды (гомеостаз) и
сохраняет выживаемость и функциональную ак-
тивность многих его специализированных кле-
ток. Как же адаптируются разные клетки к дей-
ствию многочисленных, постоянно меняющихся
факторов? Как сохраняют необходимое для жиз-
ни относительное постоянство внутренней сре-
ды? В процессе эволюции развивались различные
пути и способы адаптации. Один из путей адапта-
ции – это отсутствие реакции клеток (например,
к некоторым видам микробов). Однако к боль-
шинству повреждающих факторов клетки могут
приспосабливаться при помощи защитных реак-

ций на эти раздражители. Такой ответ организма
может быть активным, ликвидирующим действие
раздражителя. Другой защитный ответ – это мо-
билизация эндогенных стволовых клеток с целью
репарации клеточных повреждений; или времен-
ная приостановка функционирования специали-
зированных клеток (де-дифференцировка), пу-
тем перевода их на энергосберегающий режим
работы, обычно характерный для незрелых эм-
бриональных клеток. Такие клетки способны вы-
живать при недостатке кислорода и питания, т.е.
в неблагоприятных условиях внешней среды.
Предполагается, что такой механизм активирует-
ся, если локальные стволовые клетки поврежде-
ны и не могут участвовать в восстановлении по-
вреждений [1]. Как осуществляется метаболиче-
ская саморегуляция де-дифференцированных
клеток и к каким последствиям для организма
она может привести? 
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ЭФФЕКТ ВАРБУРГА, 
ДЕ-ДИФФЕРЕНЦИРОВКА – ЗАЩИТНЫЙ 

ОТВЕТ КЛЕТОК НА ПОВРЕЖДЕНИЯ

Автоматическое регулирование постоянства 
внутренней среды и энергоснабжения зрелых ор-
ганов осуществляется, главным образом, с помо-
щью митохондрий. Именно митохондрии явля-
ются центром метаболической интеграции, кон-
тролирующим тесную взаимосвязь между 
уровнем энергоснабжения клеток, необходимым 
для выполнения специфических функций зрелых 
клеток, и их устойчивостью к гибели от гипоксии. 
Однако такую способность приобретают лишь 
митохондрии дифференцированных клеток 
взрослого организма. К таким долгоживущим 
клеткам прежде всего относятся кардиомиоциты, 
нейроны и бета-клетки поджелудочной железы. 
Важно отметить, что в период своего эмбрио-
нального развитии эти же клетки, будучи незре-
лыми, поддерживают свой энергетический го-
меостаз за счет гликолиза и обладают относитель-
ной устойчивостью к гипоксии. Гликолиз также 
активирован и в агрессивных, низкодифферен-
цированных раковых клетках, которые способны 
выживать даже в условиях аноксии и при этом со-
храняют устойчивость к повреждающему дей-
ствии химиотерапии, радиации и ультрафиолето-
вого света [2]. Парадоксально, но в этих незрелых 
клетках гликолиз также активирован и в присут-
ствии кислорода, что сопровождается превраще-
нием глюкозы в лактат и его секрецией во внекле-
точную среду. Поэтому такой тип гликолиза был 
назван «oxygen-independent glycolysis» («aerobic 
glycolysis» или «pseudohypoxia»). Этот эффект был 
впервые открыт более 100 лет тому назад О. 
Варбургом при изучении агрессивных раковых 
клеток и поэтому он ранее рассматривался как 
основной «маркер рака» и широко известен как 
«эффект Варбурга» [3]. Уже позднее было уста-
новлено, что эффект Варбурга не характерен для 
высокодифференцированных и доброкачествен-
ных опухолей [4] и поэтому, может рассматри-
ваться лишь как маркер агрессивности и устойчи-
вости раковых клеток. Более того, эффект Вар-
бурга был обнаружен и в различных нормальных, 
узкоспециализированных клетках, сопровожда-
ющих развитие таких патологий как сердечная 
недостаточность [5], диабет [6], синдром Дауна 
[7], атеросклероз [8] и ряд других заболеваний. 
Тот факт, что эффект Варбурга индуцируется в 
исходно высокоспециализированных клетках 
при развитии самых разных патологий, позволяет 
предположить, что переход дифференцирован-
ных клеток с окислительным типом энергоснаб-
жения на кислород-независящий метаболизм, 
отражает общий самозащитный ответ клеток на 
повреждения. В результате такого временного пе-
рехода клетки с эффектом Варбурга хотя и утра-
чивают  временно свою специфическую  функци-

ональную активность, но приобретают способ-
ность выживать в неблагоприятных условиях.
Такая повышенная выживаемость клеток дости-
гается благодаря метаболическим изменениям,
запускаемых эффектом Варбурга, в частности со-
зданием вокруг клеток защитной среды с высо-
ким уровнем лактата, который поддерживает по-
вышенную клеточную устойчивость к апоптозу
[9]. Эффект Варбурга также индуцирует антиок-
сидантную защиту клеток, стимулируя синтез
глутатиона [10] и поддерживая повышенный уро-
вень восстановленного NAD(Р)H [2]. Такой тип
метаболизма создает благоприятные условия для
синтеза липидов и их аккумуляции в форме ли-
пидных гранул, поддерживающих пролиферацию
и репарацию клеток [11]. Иными словами, от не-
гативного действия разных повреждений, диффе-
ренцированные клетки могут защитить себя тор-
можением функциональной активности и повы-
шением устойчивости к окислительному стрессу
и гипоксии. 

ЭФФЕКТ ВАРБУРГА, КЛЕТОЧНАЯ
ДЕ-ДИФФЕРЕНЦИРОВКА И СЕРДЕЧНАЯ 

НЕДОСТАТОЧНОСТЬ

Взрослое сердце долго считали полностью
дифференцированным органом, рост и восста-
новление которого полностью зависит от генети-
ки и метаболического состояния, исходно зало-
женных до рождения кардио-миоцитов. Однако
работы последнего десятилетия показали, что в
ответ на повреждения даже зрелые кардиомиоци-
ты могут активировать эффект Варбурга не толь-
ко для своего выживания и пролиферации, но и,
возможно, для репарации сердечной ткани [12].
При этом важно отметить, что незрелые кардио-
миоциты эмбриона постоянно используют эф-
фект Варбурга для своего выживания и пролифе-
рации. После рождения плода и его дальнейшего
развития зрелые кардиомиоциты переходят на
митохондриальный тип метаболизма и утрачива-
ют способность к пролиферации, регенерации, а
также устойчивость к гипоксии. Однако в ответ
на кратковременную ишемию зрелые кардио-
миоциты могут отвечать де-дифференцировкой,
в них реактивируется эффект Варбурга, наблюда-
ется экспрессия фетальных маркеров, повышает-
ся порог устойчивости к повреждающему дей-
ствию острой гипоксии [13], в частности, благо-
даря активации анти-апоптозного пути [14]. В
данной ситуации эффект Варбурга ведет себя как
«двуликий Янус»: с одной стороны, повышает по-
рог устойчивости де-дифференцированных кар-
диомиоцитов, к повреждающему действию ише-
мии [15]; а с другой стороны – снижает сократи-
тельную активность сердечной мышцы, что
повышает риск развития хронической сердечной
недостаточности. Возможен ли полный или ча-
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стичный возврат де-дифференцированных кар-
диомиоцитов в исходное функционально актив-
ное состояние, по аналогии с тем, как это проис-
ходит у животных, сохранивших способность к
регенерации? Известно, что в организмах, спо-
собных к регенерации, кардиомиоциты перехо-
дят из своего дифференцированного состояния в
менее зрелое состояние (т.е. де-дифференциру-
ются), что позволяет происходить пролиферации
и регенерации. Важно отметить, что стимуляция
де-дифференцировки кардиомиоцитов у взрос-
лого человека способствует функциональному и
морфологическому улучшению работы сердеч-
ной мышцы после инфаркта миокарда [13], что
подчеркивает важность механизма де-дифферен-
цировки как адаптационной, защитной реакции
в восстановлении работы сердца.

ЭФФЕКТ ВАРБУРГА, КЛЕТОЧНАЯ 
ДЕ-ДИФФЕРЕНЦИРОВКА И ДИАБЕТ 

Сахарный диабет – это хроническое эндо-
кринное заболевание, характеризующееся повы-
шением содержания глюкозы в крови и наруше-
нием работы поджелудочной железы и ее гормо-
нов, в частности, инсулина. Установлено, что
инсулин синтезируется зрелыми β-клетками под-
желудочной железы, где он упаковывается в гра-
нулы и секретируется в кровь, что стимулирует
утилизацию глюкозы мышечными и жировыми
клетками и в итоге приводит к снижению уровня
глюкозы в крови. В процессе эмбриогенеза зре-
лые β-клетки поджелудочной железы происходят
из эмбриональных стволовых клеток в результате
сложного клеточного процесса, называемого
дифференцировкой. Интересно, что клеточная
дифференцировка не является однонаправлен-
ным процессом. Все больше данных свидетель-
ствует о том, что при определенных стрессовых
состояниях (таких как гипергликемия, воспале-
ние, ацидоз) зрелые β-клетки могут в различной
степени терять свой дифференцированный фено-
тип и клеточную идентичность и регрессировать в
менее дифференцированное, фетально-подобное
состояние [16]. Это состояние называется де-
дифференцировкой, его рассматривают как важ-
ный фактор, способствующий потере функцио-
нальной массы β-клеток при сахарном диабете.
Де-дифференцировка β-клеток сопровождается:
1) подавлением активности генов, контролирую-
щих ключевые факторы созревания, секреции
инсулина и метаболизма глюкозы; 2) усилением
активности генов незрелых клеток-предшествен-
ников, способствуя их выживанию в неблагопри-
ятных условиях [17]. Такие де-дифференциро-
ванные β-клетки обладают сниженной секрецией
инсулина, достаточной для повышения уровня
глюкозы в крови [18]. Такая гипергликемическая
ситуация, если ее не контролировать, снижает в

зрелых β-клетках уровень окисленного никотин-
амиддинуклеотида (NAD) и приводит к перепро-
изводству его восстановленной формы (NADH),
тем самым создавая окислительно-восстанови-
тельный дисбаланс NADH/NAD [19], повышаю-
щий клеточную выживаемость, но содействую-
щий переходу на кислород-независимый тип ме-
таболизма, т.е. эффект Варбурга [20]. Важно
отметить, что такой NADH/NAD-дисбаланс мо-
жет также вызвать метаболический стресс, часто
наблюдаемый уже в период, предшествующий
развитию диабета [21]. Иными словами, псевдо-
гипоксия смещает метаболизм в дифференциро-
ванных β-клетках с митохондриального окисли-
тельного фосфорилирования на аэробный глико-
лиз, характерный для эмбриональных и де-диф-
ференцированных β-клеток [20]. В зависимости
от потребности организма именно митохондрии в
нормальных зрелых β-клетках вырабатывают
энергию, необходимую для поддержания синтеза
и секреции инсулина [18]. Попадая в неблагопри-
ятные условия среды, зрелые β-клетки вынужде-
ны приостановить работу митохондрий и перейти
на кислород-независящий тип метаболизма, ха-
рактерный для незрелых β-клеток. С одной сто-
роны, такой переход помогает незрелым β-клет-
кам выжить и сохранить потенциальную способ-
ность к созреванию (без значительной потери
популяции β-клеток в поджелудочной железе). С
другой стороны, этот результат достигается ценой
снижения секреции инсулина в кровь, что повы-
шает риск развития хронической инсулиновой
недостаточности, гипергликемии, если своевре-
менно не произойдет повторное «созревание» де-
дифференцированных β-клеток. 

Остается открытым вопрос, возможен ли воз-
врат де-дифференцированных β-клеток в исход-
ное дифференцированное состояние? На разных
экспериментальных моделях диабета была выяв-
лена четкая корреляция между прогрессией диа-
бета и увеличением активности альдегиддегидро-
геназы (aldehyde dehydrogenase 1 isoform A3 –
ALHD1A3). Установлено, что ALHD1A3 – мар-
кер де-дифференцированных β-клеток [21]. Ге-
нетическое и фармакологическое ингибирование
ALHD1A3 фермента у мышей с диабетом сопро-
вождалось увеличением секреции инсулина и
снижением уровня глюкозы в крови, что можно
рассматривать как частичное восстановление
дифференцировки и функциональной активно-
сти в некоторых β-клетках при диабете [20]. Дру-
гой способ положительного воздействия на диа-
бет – это ограничение калорий [23]. При таком
воздействии у мышей с диабетом 2 типа экспрес-
сия ALHD1A3 подавлялась, а уровень маркеров
дифференцировки β-клеток, наоборот, повы-
шался [24]. Такая диета представляется физиоло-
гически целесообразной, так как диабет 2 типа
часто развивается на фоне избыточного питания,
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а больные с такой формой диабета имеют лишний
вес. Помимо ALHD1A3, был выявлен и другой
маркер де-дифференцировки – гастрин, извест-
ный также как эмбриональный маркер поджелу-
дочной железы. При исследовании больных с
диабетом 2 типа было обнаружено, что β-клетки
человека экспрессируют гастрин. При нормали-
зации уровня глюкозы, в частности, с помощью
нейропептидов, этот маркер незрелых клеток
уже не обнаруживался, что позволило авторам
предположить обратимое перепрограммирование
де-дифференцированных клеток в более зрелые
β-клетки [25].

ДЕ-ДИФФЕРЕНЦИРОВКА – 
АТАВИСТИЧЕСКИЙ ЗАЩИТНЫЙ ОТВЕТ 

КЛЕТОК НА НЕГАТИВНОЕ ВЛИЯНИЯ 
ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ?

Эмбриологам хорошо известен процесс бла-
стогенеза – возникновение нового организма из
комплекса соматических клеток. Этот процесс
распространен, в частности, среди низкооргани-
зованных беспозвоночных организмов, которые
могут пребывать как в активных, так и в покоя-
щихся стадиях своего развития. Покоящиеся бла-
стогенные структуры возникают из различных
тканей, общая черта которых – низкая степень
дифференцированности составляющих их кле-
ток. Как и агрессивные раковые опухоли, покоя-
щиеся бластогенные структуры имеют более про-
стое строение по сравнению с большинством дру-
гих тканей организма, в котором они возникают
[26]. К основным проявлениям де-дифференци-
ровки в раковых опухолях следует отнести подав-
ление аэробного обмена, переход на древний кис-
лород-независящий путь окисления углеродов
(эффект Варбурга), амебоидное движение рако-
вых клеток и обретение ими способности перено-
сить аноксию [2]. Клетки покоящихся стадий
беспозвоночных обладают такими же свойства-
ми, они также устойчивы к обезвоживанию и пе-
реохлаждению. Важно отметить, что именно де-
дифференцировка обеспечивает жизнеспособ-
ность покоящихся стадий первичноводных бес-
позвоночных и асцидий в неблагоприятных усло-
виях, а при переходе из активного в покоящееся
состояние де-дифференцированные клетки как
бы «омолаживаются», в то время как малоустой-
чивые к вредным факторам среды высокодиффе-
ренцированные клетки распадаются, а их продук-
ты распада индуцируют де-дифференцировку
[26]. В попытке повысить свою выживаемость в
неблагоприятных условиях среды, современные
позвоночные организмы также сохранили спо-
собность к переходу своих высокоспециализиро-
ванных клеток в де-дифференцированное, эм-
брионально-подобное состояние. Остается от-
крытым вопрос: какие сигнальные молекулы,

образующиеся при гибели высокочувствитель-
ных клеток, способны вызывать де-дифференци-
ровку? Среди претендентов на эту роль особое
внимание заслуживают простагландины (извест-
ные сигнальные липидные молекулы), которые
могут образовываться при утилизации макрофа-
гами погибающих апоптозных клеток [27]. Важно
отметить, что простагландины Е2 также способ-
ны вызывать де-дифференцировку, в частности в
малых мышечных клетках [28]. При этом проста-
гландины Е2 обладают способностью «запускать»
репарацию и регенерацию в разных высокоспе-
циализированных органах, в частности, таких как
сердце, кожa, почки и другиe органы [29].

O ДВОЙСТВЕННОЙ РОЛИ 
ДЕ-ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ 

И ЕЕ ПОСЛЕДСТВИЯХ 

Многоклеточные организмы используют раз-
ные адаптационные механизмы защиты от ле-
тальных повреждений, в частности, амфибии мо-
гут полностью регенерировать утраченный орган,
используя механизм обратимого перехода «де-
дифференцировки – ре-дифференцировки» кле-
ток, тогда как многие животные и человек не об-
ладают такой способностью. Хотя адаптация к
повреждающим факторам осуществляется на раз-
ных уровнях систем организма, однако именно
специализированные клетки млекопитающих ча-
стично сохранили потенциал отвечать клеточной
де-дифференцировкой в ответ на повреждения, а
также индуцировать эффект Варбурга, повышаю-
щий выживаемость таких клеток (рис. 1). Каков
физиологический смысл такого ответа и каковы
его последствия? Анализ вышеприведенных ли-
тературных данных подтверждает правомерность
гипотезы о сохранении у специализированных
клеток млекопитающих (таких, как кардиомио-
циты и β-клетки поджелудочной железы) способ-
ности сохранить атавистический механизм де-
дифференцировки, наблюдаемый у беспозвоноч-
ных организмов. Этот защитный механизм поз-
воляет де-дифференцированным клеткам вре-
менно выжить в условиях хронической гипоксии
и гипергликемии. Более того, при благоприятных
условиях де-дифференцированные β-клетки
смогли сами восстановить свои утраченные
функции, например, восстановить секрецию ин-
сулина в β-клетках [30]. Иными словами, де-диф-
ференцированные β-клетки сохранили потенци-
альную способность к ре-дифференцировке и
репарации повреждений, полученных при ги-
пергликемии, т.е. к восстановлению специализи-
рованных функций, присущих зрелым β-клет-
кам. Остается открытым вопрос: способны ли де-
дифференцированные кардиомиоциты к восста-
новлению своих утраченных функций? Известно,
что сердце взрослых млекопитающих утратило
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способность к регенерации, тогда как сердце нео-
натальной мыши может регенерировать, но толь-
ко в течение первой недели жизни. Был иденти-
фицирован белок неонатального внеклеточного
матрикса  агрин (agrin), который отвечает за та-
кую неонатальную регенерацию [31]. Тимозин-β4
и протимозин-α также могут содействовать нео-
натальной регенерации, наблюдаемой в ответ на
ишемические повреждения сердца взрослой мы-
ши [32]. При этом тимозин-β4 и протимозин-α
относятся к тем белкам, которые максимально
секретируются тимусом именно в неонатальный
период развития. Эти наблюдения позволяют пред-
положить, что для восстановления части утрачен-
ных тканеспецифических функций де-дифферен-
цированные клетки использую другую программу

репарации, отличную от программы неонаталь-
ной регенерации, для активизации которой тре-
буются особые метаболические условия и эмбри-
ональные факторы, отсутствующие в зрелых тка-
нях, что в итоге и блокирует процесс их
восстановления. Основные различия между эти-
ми двумя программами суммированы в табл. 1,
созданной на основе данных, представленных в
работе [33]. Обращает на себя особое внимание
тот факт, что, помимо отсутствия эмбриональных
факторов в поврежденных зрелых тканях, в них
также индуцируется воспалительный ответ, от-
ветственный за накопление коллагена и образо-
вание рубца. Принято считать, что существуют
две основные стадии воспаления: 1) цитотокси-
ческая стадия воспаления, которая необходима

Рис. 1. В ответ на неблагоприятные условия микроокружения зрелые/дифференцированные клетки могут переходить
в де-дифференцированное состояние, основные свойства которого присущи незрелым, эмбрионально-подобным
клеткам.

Таблица 1. Эмбриональные и зрелые ткани для восстановления раневых повреждений используют две разные
программы, обладающие рядом специфических особенностей 

№ Особенности восстановления раневых 
повреждений в эмбриональных тканях 

Особенности восстановления раневых повреждений 
в зрелых тканях 

1 Эмбриональные раны быстро закрываются 
благодаря сокращению и сборке актина

У взрослых животных, раны быстро закрываются 
благодаря свертыванию крови

2 Количество клеток воспаления минимально Количество клеток воспаления увеличено

3
Низкий уровень хемотаксических сигналов, не 
обеспечивает мобилизации фибробластов и 
формирование коллагенового рубца 

Высокий уровень хемотаксических сигналов, 
обеспечивает эффективную мобилизацию 
фибробластов и накопление коллагена

4 Отсутствие гранулярной ткани и отложений 
коллагена в форме рубца

Формирование гранулярной ткани – результат 
пролиферации фибробластов, синтеза коллагена и 
внеклеточного матрикса

5 Основные ростовые факторы (↓TFβ1/2, ↑TGFβ3, 
↑IGF-1, ↑PDGF, ↑гиалуроновая кислота [33])

Основные ростовые факторы (↑TFβ1/2, ↓TGFβ3, 
↓IGF-1, ↑PDGF, ↓гиалуроновая кислота [33])
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чтобы ликвидировать инфекцию и очистить ра-
невое повреждения; 2) стадия воспалительной ре-
парации, которая важна, чтобы восстановить по-
врежденную ткань и завершить воспалительный
ответ. Однако в случае развития хронического
воспалительного ответa нарушается взаимокон-
троль между этими стадиями [34], что приводит к
накоплению факторов воспаления, которые сами
могут функционировать как индукторы повре-
ждения, способные как активировать эндогенные
стволовые клетки [35], так и вызывать де-диффе-
ренцировку клеток. Как результат, повышается
риск развития новообразований именно в этих
локальных зонах [1]. Сходное состояние «незажи-
вающий раны» может также вызывать конфликт
между этими двумя программами, развиваю-
щимися в здоровых тканях, окружающих опу-
холь, и самой опухолью [33]. Хирурги знают, что
«здоровую» ткань, окружающую опухоль, необхо-
димо удалить, иначе не будет заживления опера-
ционного шва из-за хронического воспаления.
Таким образом, состояние де-дифференцировки
может вызывать как положительные послед-
ствия, содействуя репарации поврежденных тка-
ней, так и негативные последствия, если отсут-
ствуют факторы и метаболические условия, без
которых программа репарации не может быть вы-
полнена.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В настоящее время накопилась немало данных
о том, что традиционный взгляд на клеточную
дифференцировку как на однонаправленный и
необратимый путь не всегда верен, так как мно-
гие дифференцированные клетки обладают пла-
стичностью и сохранили атавистическую способ-
ность к де-дифференцировке, как часть самоза-
щитной реакции органа на повреждение. При
этом де-дифференцированные клетки приобре-
тают устойчивость к повреждениям благодаря
переходу из окислительного на восстановитель-
ный тип метаболизма (эффект Варбурга), что
позволяет им выжить в неблагоприятных услови-
ях. Приобретенные де-дифференцированными
клетками свойства характерны также и для эм-
бриональных клеток (рис. 1), которые могут эф-
фективно дифференцироваться в эмбриональных
условиях, участвуя в неонатальной регенерации в
отсутствиe воспалительного ответа. Такой тип ре-
генерации не наблюдается в высокодифференци-
рованных тканях взрослых организмов, которые
используют другую стратегию восстановления
повреждений, где воспаление играет важную роль
(табл. 1) и де-дифференцированные клетки вы-
нуждены находиться в зоне локального воспале-
ния. Какова судьба этих клеток, могут ли они ре-
дифференцироваться, находясь в условиях воспа-
ления зрелых тканей, или, напротив, этот про-

цесс заблокирован, так как воспаление индуци-
рует де-дифференцировку? Какие эндогенные
факторы контролируют эти процессы? Пока нет
ответов на эти вопросы. Несмотря на большие
пробелы в наших знаниях, мы имеем ряд фактов,
из которых начинает складываться общая карти-
на путей самозащиты дифференцированных ор-
ганов и клеток от повреждений in vivo. Поэтому
изучение роли этого защитного механизма долж-
но дать в будущем новые возможности для лучше-
го понимания и лечения разных заболеваний.
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 Adaptive Self-Defense of Mature Cells against Damage Is Based on the Warburg 
Effect, De-Differentiation of Cells and Resistance to Cell Death

 P.M. Schwartsburd*
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Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

This review analyzes the hypothesis of the preserved ability of various specialized mammalian cells to protect
themselves from lethal injury by enacting a protective atavistic mechanism of cell dedifferentiation. The de-
velopment of such protection is accompanied by a transition of differentiated cells from the mitochondrial
oxygen-dependent type of metabolism to regenerative oxygen-independent metabolism (called the Warburg
effect). This transition allows cells to increase the resistance to cell death from hypoxia, and can also induce
the emergence of fetal markers characteristic of cell dedifferentiation. This paper, exemplified by the devel-
opment of two pathologies (heart failure and type 2 diabetes), presents the findings that confirm the existence
of such a mechanism and ways of its possible correction.
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Обзор посвящен современным представлениям о параптозе, как одном из типов регулируемой
клеточной гибели, в сравнении с другими типами клеточной гибели. Параптоз – это форма
клеточной гибели, вызываемая стрессом эндоплазматического ретикулума, сопровождающимся
накоплением в нем поврежденных или неправильно свернутых белков, обширной
неаутофагической вакуолизацией цистерн эндоплазматического ретикулума и, в ряде случаев,
митохондрий, с последующими повреждениями митохондрий, цитоскелета и гибелью клеток.
Знание о молекулярных механизмах параптоза представляет интерес для лечения онкологических
заболеваний, резистентных к апоптоз-индуцирующим агентам.

Ключевые слова: клеточная гибель, апоптоз, некроз, параптоз.
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Бурное развитие молекулярной биологии в XX
веке привело к тому, что в конце его последней
декады остро встал вопрос классификации форм
или типов клеточной гибели, к которым относи-
ли некроз, коагуляционный некроз, аутолиз,
физиологическую гибель клеток, запрограмми-
рованную гибель клеток, хроматолиз (первое на-
звание апоптоза, появившееся в 1914 г.), карио-
рексис, кариолизис и три механизма самоубий-
ства клеток – при помощи лизосом, свободных
радикалов и путем апоптоза [1]. Наличие такого
списка, в котором один и тот же процесс имел не-
сколько наименований, уже являлось показате-
лем необходимости систематизации в этой обла-
сти. По морфологическим критериям процесс
клеточной гибели делился на апоптоз, как форму
программируемой или регулируемой клеточной
гибели, характеризующейся сморщиванием ци-
топлазмы, кариорексисом, фрагментацией хро-

матина, и некроз, как форму нерегулируемой
клеточной гибели, для которой, напротив, было
характерно цитоплазматическое набухание и от-
сутствие фрагментации хроматина. Накопленные
факты часто не соответствовали этой упрощен-
ной схеме и вызывали путаницу при диагностике,
например, в патологоанатомических исследова-
ниях. Многие авторы отмечали, что вторичный
некроз является завершением любой формы кле-
точной гибели [1]. Для того чтобы систематизи-
ровать накопленные знания в этой области, Об-
щество токсикологической патологии (STP,
https://www.toxpath.org/) создало Комитет по но-
менклатуре клеточной гибели (Nomenclature
Committee on Cell Death – NCCD) [2]. За прошед-
шее время было получено много новых данных о
клеточной гибели, путях ее реализации и значе-
нии в биологии и медицине. Среди новых типов
клеточной гибели отдельное место занимает па-
раптоз, связанный с развитием стресса эндоплаз-
матического ретикулума (ЭПР) и вакуолизацией
цитоплазмы неаутофагической природы, проис-
ходящий без активации каспаз, без фрагментации
хроматина, отличающийся от других известных
типов гибели клеток. Параптоз вызывается це-
лым рядом фармакологических агентов, физиче-
ских факторов и природных субстанций, наблю-
дается при фотодинамической терапии и ряде за-
болеваний. Параптоз активирует Т-клеточный

Сокpащения: NCCD – Комитет по номенклатуре клеточ-
ной гибели, ЭПР – эндоплазматический ретикулум,
PCD – программируемая гибель клеток, RCD – регулиру-
емая гибель клеток, MPT – переход проницаемости мито-
хондриальной мембраны, DAMP – молекулярный фраг-
мент (паттерн), ассоциированный с повреждениями,
UPR – unfolded protein response (ответ на неверно собран-
ные белки), LDCD – лизосомо-зависимая гибель клеток,
АФК – активные формы кислорода, ERAD – endoplasmic-
reticulum-associated protein degradation (деградация белков,
зависимая от эндоплазматического ретикулума).

УДК 576.38
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иммунитет и может реализоваться в случаях раз-
вития лекарственной устойчивости к апоптоз-
индуцирующим агентам [3–14]. Данный обзор
посвящен обсуждению параптоза как одного из
путей регулируемой клеточной гибели.

ЭВОЛЮЦИЯ КЛАССИФИКАЦИИ ФОРМ 
КЛЕТОЧНОЙ ГИБЕЛИ

Первоначальные рекомендации NCCD отно-
сились к гистологическим образцам и были при-
званы устранить путаницу в употреблении терми-
нов «апоптоз» и «некроз» в токсикологических
исследованиях. В рекомендациях Комитета по
номенклатуре клеточной гибели от 1999 г. некроз
признавался генерализованной формой, которой
заканчивается любой тип гибели клеток. При
этом отмечалось, что тип некроза может быть он-
котическим или апоптотическим, а также сме-
шанным [2]. 

В 2005 году NCCD выпустил очередные реко-
мендации, касающиеся определения сути и меха-
низмов клеточной гибели. Было дано четкое
определение погибшей клетки: «клетку следует
считать погибшей, если соблюдается любой из
следующих молекулярных или морфологических
критериев: 1) клетка утратила целостность плаз-
матической мембраны, определяемой витальны-
ми красителями; 2) клетка, включая ее ядро, под-
верглась полной фрагментации на отдельные тела
(которые часто называют «апоптотическими те-
лами»); и/или 3) погибшая клетка (или ее фраг-
менты) были поглощены соседней клеткой in vivo».
Таким образом, «мертвые клетки» отличаются от
«умирающих клеток», находящихся в процессе
клеточной гибели, которая может происходить
различными путями [15]. Были охарактеризованы
известные на тот момент способы клеточной ги-
бели, включая апоптоз, который не всегда требует
активации каспаз и сопровождается фрагмента-
цией ДНК и клетки, аутофагию, некроз и онкоз,
при этом NCCD рекомендовал ограничить ис-
пользование термина «онкоз», поскольку его
проявления частично совпадают с некрозом. Бы-
ли также охарактеризованы митотическая ката-
строфа, аноикис, эксайтотоксичность и валлери-
анская дегенерация, характерные для нервной
системы, и корнификация (специфическая, от-
личная от апоптоза, форма программированной
гибели клеток, происходящая в эпидермисе) с
уточнением, что для описательных форм гибели
еще предстоит уточнить молекулярные механиз-
мы. В рекомендациях 2005 г. NCCD в качестве об-
щей политики вместо формализации номенкла-
туры призвал поощрять использование функцио-
нальных терминов, например, вместо термина
«аутофагия» – «везикулярное перераспределение
LC3» или «наличие двухмембранных микровези-
кул». Отмечалось, что апоптоз не эквивалентен

программируемой клеточной гибели (PCD) в це-
лом, поэтому термины «программируемая кле-
точная гибель» и «случайная гибель клеток» не-
точны и должны быть заменены на «гибель кле-
ток в процессе развития», «гибель клеток,
вызванная этопозидом», «гибель клеток, вызван-
ная осмотическим шоком», «гибель, вызванная
повторным замораживанием и оттаиванием»,
что, конечно, трудно признать удачным. 

В 2009 г. NCCD сделал ряд критических заме-
чаний по поводу разделения многообразия форм
клеточной гибели на апоптоз, аутофагию и не-
кроз, а также наименования этих форм клеточной
гибели как type I, type II и type III cell death [16].
Рекомендации NCCD расширили список ати-
пичных форм клеточной гибели включением па-
раптоза, пироптоза, энтоза и пиронекроза. При
определении типа гибели NCCD рекомендовал
использовать биохимические и молекулярно-ге-
нетические критерии взамен морфологических.
NCCD вновь призвал избегать использования
обобщенных наименований («процент апоптоза»
и т.д.), предлагая вместо этого использовать более
точные описательные выражения («процент кле-
ток с конденсированными ядрами», «процент
клеток с фрагментацией ДНК»), а выводы отно-
сительно характера клеточной гибели подкреп-
лять как минимум двумя методами. Комитет от-
метил, что номенклатура гибели клеток будет
считаться полезной только в том случае, если она
предсказывает возможности фармакологическо-
го/генетического модулирования (индуцирова-
ния или ингибирования) гибели клеток и/или ес-
ли она предсказывает последствия гибели клеток
in vivo в отношении воспаления и распознавания
клетками иммунной системы.

В рекомендациях 2012 г. была сделана попытка
расширить набор поддающихся оценке количе-
ственных биохимических критериев в классифи-
кации клеточной гибели. Например, некроптоз
был охарактеризован как RIP1- и/или RIP3-регу-
лируемый некроз. Список форм клеточной гибе-
ли, которые предстоит охарактеризовать более
подробно, был расширен за счет НЕТоза, парта-
натоза, однако пиронекроз и параптоз были ис-
ключены [17]. Для физиологических случаев кле-
точной гибели, которые происходят в контексте
эмбрионального/постэмбрионального развития
и тканевого гомеостаза, было предложено ис-
пользовать термин «программируемая гибель»
(PCD). Термин «регулируемая гибель» (RCD),
независимо от того, запрограммирована ли она
или вызвана экзогенными воздействиями, ис-
пользуется при наличии специального молеку-
лярного механизма ее реализации, который мо-
жет быть ингибирован с помощью фармакологи-
ческих и/или генетических манипуляций.
Клеточную гибель под действием значительного
внешнего стресса (при многократном заморажи-
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вании-оттаивании, высоких концентрациях про-
оксидантов и т.д.), при котором не успевает ини-
циироваться молекулярная программа гибели,
было рекомендовано обозначать как «случайную»
клеточную гибель (accidental cell death). Обычно
она имеет морфологические признаки некроза и
не может быть ингибирована фармакологически
и/или генетически. 

В 2015 г. NCCD выпустил рекомендации, при-
званные помочь различать существенные и до-
полнительные аспекты гибели клеток. Было от-
мечено, что фармакологические или генетиче-
ские вмешательства способны изменить ход
генетически программированных типов гибели в
ходе физиологических процессов (PCD). Инги-
бирование RCD зачастую лишь меняет кинетику
процесса и его биохимические и морфологиче-
ские проявления и переключают один тип гибели
на другой. Таким образом, эффективная защита
может быть достигнута лишь на ранних этапах
инициации гибели, когда адаптивные системы
клетки еще функционируют [18]. Это может вы-
звать дополнительные трудности при установле-
нии типа клеточной гибели. Большое внимание
NCCD уделил адаптивному ответу на стресс и
точке невозврата, предположив, что падение
АТФ и редокс-дисбаланс составляют общую для
всех RCD характеристику клеточной гибели. По-
скольку при энтозе было показано, что погло-
щенная клетка остается жизнеспособной и может
выйти наружу и продолжать существовать, в
определение погибшей клетки было внесено
уточнение. NCCD рекомендовал считать погиб-
шими только клетки, которые либо демонстриру-
ют потерю избирательной проницаемости плаз-
матической мембраны, либо подверглись полной
фрагментации. 

В 2018 году NCCD выпустил очередные реко-
мендации, где была дана характеристика таких
форм клеточной гибели, как апоптоз, запускае-
мый внутри клетки (митохондриальный путь
инициации, intrinsic), рецептор-опосредованный
(extrinsic) апоптоз, некроз, вызванный открыти-
ем митохондриальной поры (MPT-induced necro-
sis), некроптоз, ферроптоз, пироптоз, партанатоз,
энтотическая гибель клеток, НЕТотическая ги-
бель клеток, лизосомо-зависимая гибель клеток,
аутофагия-зависимая гибель клеток, иммуноген-
ная гибель клеток, а также были охарактеризова-
ны не являющиеся гибелью клеточное старение и
митотическая катастрофа [19]. 

В 2023 г. NCCD уделил большое внимание
апоптозу и его месту в гомеостазе организма в
условиях болезней, а также роли каспаз в регуля-
ции этих процессов. Было отмечено, что MPT-
вызванный некроз, некроптоз, ферроптоз, пи-
роптоз, партанатоз, энтотическая гибель клеток,
НЕТотическая гибель клеток, лизосомо-зависи-

мая гибель клеток и аутофагия-зависимая гибель
клеток включают точно установленные на моле-
кулярном уровне события и, следовательно, ими
можно манипулировать с помощью фармаколо-
гических или генетических вмешательств. Сиг-
нальные пути идентифицированных в последние
годы алкалиптоза [20], купроптоза [21] и
ПАНоптоза (включающего одновременную акти-
вацию пироптоза, апоптоза и некроптоза), их
значение для здоровья и болезней находятся в
стадии изучения [22]. Отметим, что ряд авторов
отрицает деление клеточной гибели на множе-
ство подтипов (которых насчитывается, по их
словам, более 30). Они считают, что с точки
зрения органов и тканей имеется только два вида
физиологического процесса гибели – апоптоз и
клеточное старение, и два патологических про-
цесса – некроз и стресс-индуцированная гибель,
а все прочие представляют собой подварианты
различных сочетаний в определенных физиоло-
гических или патологических условиях [23]. Од-
нако это влечет за собой необходимость подраз-
деления на подтипы клеточной гибели, и поэтому
большинство исследователей предпочитает поль-
зоваться номенклатурой NCCD.

На настоящий момент имеются несколько
различных способов классификации форм кле-
точной гибели: по морфологическим признакам,
по биохимическим критериям (участие протеаз),
по функциональным аспектам (случайная или
программируемая, физиологическая или патоло-
гическая) и по иммуногенности (иммуногенная
или нет) [16]. Так, например, неапоптотическую
клеточную гибель делят на каспаза-зависимую
(например, корнификация и пироптоз) и незави-
симую от каспаз [14]. Самая широко применяе-
мая классификация – это разделение на програм-
мируемую, регулируемую и случайную гибель
вследствие воздействия стимулов, превосходя-
щих возможности защитных систем клетки. При
этом регулируемая гибель, в том числе и програм-
мируемая гибель, представляющая собой част-
ный случай RCD в физиологических условиях,
осуществляется определенными молекулярными
посредниками через сигнальные каскады с уни-
кальными биохимическими, функциональными
и иммунологическими последствиями [18, 22, 24].
Иногда некоторые авторы выделяют непрограм-
мируемую клеточную гибель, вызываемую нару-
шениями клеточного гомеостаза (нарушениями
регуляции ионных потоков, редокс баланса, на-
рушениями работы лизосом) – это эксайтоток-
сичность, ферроптоз и лизосомальная гибель
клеток [25]. Отметим, что эксайтотоксичность,
ранее признаваемая форма гибели нервных кле-
ток [15] под воздействием нейромедиаторов, спо-
собных гиперактивировать NMDA- и AMPA-ре-
цепторы, в последней классификации NCCD
(2023 г.) отсутствует [22]. Иммуногенная клеточ-
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ная гибель выделялась ранее в отдельный тип
[16], но теперь понятно, что она представляет со-
бой любой тип гибели клеток, вызывающий им-
мунный ответ [24]. Иммунный ответ стимулиру-
ется выделением связанных с повреждением мо-
лекулярных паттернов (DAMPs), к которым,
например, относится АТФ, мочевая кислота,
ДНК, белки теплового шока. Это активирует
дендритные и другие иммунные клетки и имеет
большое значение в предотвращении метастази-
рования опухолевых клеток. В последней класси-
фикации NCCD [22] иммуногенная клеточная
гибель не упоминается, как и некоторые другие,
которые ранее выделяли в отдельный тип гибели.
Это, в частности, аноикис (апоптозоподобная ги-
бель, вызываемая откреплением клеток от суб-
страта), а также метуоз, форма гибели клеток с
образованием множественных заполненных жид-
костью вакуолей из макропиносом и эндосом в
цитоплазме клетки (отсюда и название, «метуо»
на греческом означает «пить до опьянения»), в
результате чего клетка разбухает и гибнет. Метуоз
описан в множестве устойчивых к апоптозу рако-
вых клеток после введения индольных производ-
ных халкона, а также в глиобластоме при овер-
экспрессии Ras [26]. Для этой формы гибели ха-
рактерно отсутствие блеббинга и конденсации
хроматина, а фрагментация ДНК не обязательно
имеет место, и активация каспаз не является не-
обходимой. Точный механизм этого типа гибели
не установлен. 

Далее кратко охарактеризованы формы не-
апоптотической регулируемой гибели по послед-
ней классификации NCCD [22].

КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
НЕАПОПТОТИЧЕСКИХ ФОРМ 

РЕГУЛИРУЕМОЙ КЛЕТОЧНОЙ ГИБЕЛИ

Некроз, вызванный MPT (циклофилин D-опо-
средованный некроз). Термин MPT относится к
формированию неизбирательно проницаемой
поры митохондриальной мембраны, что приво-
дит к быстрой диссипации Δψm, набуханию и ги-
бели митохондрий. Точный механизм возникно-
вения некроза, вызванного MPT, неясен, но счи-
тается, что в нем участвует, в частности,
циклофилин D, поскольку ингибиторы цикло-
филина D защищают от триггеров некроза, вы-
званного MPT. Несмотря на наличие слова «не-
кроз», это тоже форма RCD, которая обычно про-
является некротическим морфотипом. Она
инициируется, в частности, тяжелым окисли-
тельным стрессом и характеризуется высоким
уровнем цитозольного Ca2+. 

Некроптоз – литический тип клеточной гибе-
ли, облигатно зависимой от рецептор-взаимодей-
ствующей серин/треонин-протеинкиназы 3

(RIPК3) и MLKL (mixed-lineage kinase domain-like
pseudokinase, доменоподобная псевдокиназа ки-
назы смешанного происхождения) [19]. Рецепто-
ры гибели (Toll, TRAILR, TNFR1, FasL) после ре-
акции с лигандами запускают деубиквитинирова-
ние RIPК1. Если каспаза-8 инактивирована, то
RIPК1 фосфорилирует RIPК3 (отметим, что
активация RIPK3 может также происходить неза-
висимо от RIPK1), начинается сборка амилоидо-
подобного комплекса некросомы, фосфорилиро-
вание псевдокиназы MLKL, которая транслоци-
руется к цитоплазматической мембране и
формирует в ней пору. При этом происходит на-
бухание ядра и других цитоплазматических орга-
нелл клетки, которая таким образом приобретает
некротические черты. При дальнейшем разрыве
цитоплазматической мембраны высвобождается
ее содержимое, включая DAMP, что способствует
воспалению и приводит к активации иммунного
ответа. RIPK3 также способствует воспалению во
время некроптоза независимо от образования
клеточных пор посредством неканонической ак-
тивации NF-κB, интерлейкинов IL-1β и IL-18
[27]. Некроптоз можно ингибировать некроста-
тином (ингибитором RIPK1), протеинфосфата-
зой 1B, которая дефосфорилирует RIPK3, и авро-
ра A-киназой, которая ингибирует взаимодей-
ствия RIPK1–RIPK3, а также ингибитором
RIPK3 GSK’872 и ингибитором MLKL некро-
сульфонамидом [27]. Не все типы клеток экс-
прессируют RIPK3, и в этих клетках ингибирова-
ние каспаз просто предотвращает гибель клеток,
опосредованную внеклеточными лигандами.
NCCD считает, что митохондрии не вносят суще-
ственный вклад в этот процесс [4, 18, 19, 28], од-
нако обнаружено, что, например, в ходе TNFR1-
опосредованного некроптоза взаимодействие
между митохондриями и лизосомами играет важ-
ную роль в реализации гибели [29]. Некроптоз
происходит в хондроцитах человека в процессах
роста костей. Он участвует в формировании па-
тологических признаков при ишемическом по-
вреждении тканей и развитии нейродегенератив-
ных, вирусных и онкологических заболеваний
[30]. Описаны несколько случаев псевдоне-
кроптотической гибели с участием MLKL, но не
RIPK3, или RIPK3, но не MLKL [19]. Это указы-
вает на многообразие форм, типов, подтипов ги-
бели клеток. 

Пироптоз – это литическая форма регулируе-
мой гибели клеток, инициируемая в ответ на мо-
лекулярные паттерны, ассоциированные с пато-
генами (PAMP) или повреждениями клеток или
внеклеточного матрикса (DAMP), которые запус-
кают сборку инфламмасом (пироптосом). Мор-
фологически пироптоз характеризуется фрагмен-
тацией ДНК, имеющей случайный характер, и
конденсацией хроматина, несколько отличной от
апоптоза [19]. При пироптозе образуются пузыр-
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чатые выпячивания мембраны, подобные апоп-
тотическим блеббам и тельцам, и последующий
ее разрыв не имеет такого взрывоподобного вида,
как при некрозе [10]. Ключевыми молекулами яв-
ляются связанные с инфламмасомами каспаза-1
или -11/4/5, осуществляющие расщепление и ак-
тивацию белков семейства гасдерминов (GSDM).
В некоторых случаях показано, что для образова-
ния пироптосомы необходим выход катепсина В
из дестабилизированных лизосом [31]. Каспаза-1
активируется инфламмасомой и индуцирует со-
зревание интерлейкинов IL-1β и IL-18, с участи-
ем каспаз снимается репрессия с цитозольного
белка гасдермина GSDMD, который связывается
в мембране клетки с фосфатидилинозитолфосфа-
том и фосфатидилсерином, формируя гасдерми-
новую пору [32]. Существует также каспаза-3-за-
висимый путь, где каспаза-3, активируемая хи-
миотерапевтическими препаратами или потерей
ДНК, отщепляет N-концевой фрагмент GSDME,
что, в свою очередь, опосредует пироптоз в клет-
ках с высокой экспрессией GSDME аналогично
GSDMD [10]. Далее происходит разбухание клет-
ки, нарушение барьерной функции плазматиче-
ской мембраны и гибель с выходом интерлейки-
нов из клетки, запускающим иммунную реак-
цию. Первоначально предполагалось, что
пироптоз характерен лишь для моноцитов и мак-
рофагов, однако сейчас установлено, что он мо-
жет иметь место и в клетках немоноцитарных ли-
ний. Этот тип гибели обнаружен при инфекциях,
в случаях нейродегенеративных, раковых и ауто-
иммунных заболеваний [30]. 

НЕТотическая гибель клеток — литическая
клеточная гибель, форма суицида нейтрофилов,
вызываемого бактериальным липополисахари-
дом (ЛПС). При активации нейтрофилов в ответ
на чужеродный агент из ЭПР высвобождаются
ионы кальция, стимулирующие образование
НАДФН-оксидазного комплекса, генерируются
активные формы кислорода (АФК), образуются
нейтрофильные гранулы, состоящие из антимик-
робных цитотоксических ферментов, гистонов и
деконденсированного хроматина (NET – нейтро-
фильные внеклеточные ловушки-сети). АФК,
продуцируемые митохондриями, также могут за-
пустить этот тип активации нейтрофилов. NET с
участием пептидил-аргининдезаминазы 4 вызы-
вают разрушение ядерной мембраны и формиро-
вание гасдермин Д-зависимой поры плазматиче-
ской мембраны, что приводит к гибели клетки.
Избыточный НЕТоз встречается при волчанке,
сепсисе, ревматоидном артрите и онкологиче-
ских заболеваниях, таким образом, представляя
собой одну из центральных проблем иммуноло-
гии [30, 33].

Ферроптоз – зависимая от ионов железа форма
регулируемой клеточной гибели, не связанная с
активацией каспаз, при этом избыток внешнего

железа не обязателен [34]. Этот тип гибели акти-
вируется при ингибировании цистин-глутамат-
ного обменника эрастином, действии бутионин
сульфоксимина, снижающего уровень внутри-
клеточного глутатиона, медицинских препара-
тов, например, сорафениба и сульфасалазина, и
RAS-селективной летальной малой молекулы 3
[35, 36]. Ферроптоз может быть инициирован
трансферрином и глутамином при дефиците ами-
нокислот в плазме крови, а также оверэкспресси-
ей трансферринового рецептора TFRC в клетках с
мутацией RAS. Он имеет место при гибели рако-
вых клеток, при нейротоксичности, нейродегене-
ративных заболеваниях, острой почечной недо-
статочности, лекарственной гепатотоксичности,
ишемии/реперфузии печени и сердца и актива-
ции Т-клеточного иммунитета [37]. При фер-
роптозе происходит угнетение синтеза внутри-
клеточного глутатиона и зависимой от него глута-
тионпероксидазы 4, что вызывает повреждение
всей антиоксидантной защиты клетки и является
главным критерием ферроптоза на молекулярно-
биохимическом уровне [34]. Главной морфологи-
ческой особенностью ферроптоза является смор-
щивание митохондрий с уплотнением, уменьше-
нием или даже исчезновением крист и разрывом
внешней митохондриальной мембраны. Ядро
остается нефрагментированным, но хроматин
может конденсироваться, и при участии АФК, ге-
нерируемых в реакции Фентона, происходит зна-
чительное перекисное окисление липидов мем-
бран, в том числе митохондриальных. Отмечаются
также признаки UPR (unfolded protein response – от-
вет на неверно собранные белки) и стресса ЭПР
[34]. Хелаторы железа дефероксамин, дексразок-
сан, 2,2-бипиридил, ингибитор МЕК U0126, пе-
рехватчики липофильных радикалов и ингибито-
ры пероксидации липидов, такие как ферроста-
тин-1, липрокстатин-1 или α-токоферол,
подавляют этот тип гибели [35, 36]. Ядерный фак-
тор 2-родственный эритроидному фактору
(NFE2L2), глутатионпероксидаза 4, белок тепло-
вого шока бета-1 также действуют как негативные
регуляторы ферроптоза, снижая поглощение кле-
точного железа, ограничивая выработку АФК и
падение уровня глутатиона соответственно [37].
Ингибиторы каспаз, катепсина и кальпаиновых
протеаз, некроптоза и аутофагии (z-VAD-fmk,
E64d, ALLN, некростатин-1, бафиломицин А1,
3-метиладенин, хлорохин) защитного действия
не оказывают. Следует отметить, что есть работы,
в которых указывается на ингибирование апопто-
за хелаторами железа дефероксамином и фенан-
тролином [38, 39]. Дефероксамин также предот-
вращает H2O2- и артесунат-индуцированную ли-
зосомальную гибель, опосредованную железом,
но не являющуюся ферроптозом [35]. Это указы-
вает, что ингибирующее действие хелаторов не
является критерием, достаточным для характери-
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зации ферроптоза. В некоторых случаях для фер-
роптоза требуется экспрессия катепсина В, а его
ингибирование (с использованием CA-074Me)
или ингибирование H+-АТФазы V-типа (с ис-
пользованием бафиломицина А1) ограничивало
индуцированный эрастином ферроптоз, что дает
основание отнести его к лизосомозависимой ги-
бели клеток [40]. Появились данные об участии
аутофагической машинерии (ATG3, ATG5,
ATG4B, ATG7, ATG13 и BECN1) и накапливании
аутофагосом при ферроптозе [10], о запуске фер-
роптоза ферритинофагией [36], RAB7A-зависи-
мой липофагией, HSP90-ассоциированной ша-
перон-опосредованной аутофагией, что позволи-
ло авторам характеризовать его как зависимую от
аутофагии клеточную гибель [41], в противопо-
ложность точке зрения NCCD [19]. Таким обра-
зом, молекулярные механизмы ферроптоза уста-
новлены еще далеко не полностью.

Аутофагическая гибель клеток биохимически
связана с липидированием легкой цепи 3 ассоци-
ированного с микротрубочками белка 1
(MAP1LC3, или LC3) и деградацией секвестосо-
мы 1 (SQSTM1, известной как p62). NCCD реко-
мендует использовать этот термин только для
случаев RCD, на которые могут повлиять фарма-
кологические или генетические вмешательства,
направленные как минимум на два различных
компонента молекулярного механизма аутофа-
гии. Однако все применяемые ингибиторы ауто-
фагии недостаточно избирательны, например,
хлорохин может ингибировать не только аутофа-
гию, но и TNFR1-зависимый некроптоз [42], а
также экспрессию PARP [43]. Бафиломицин А1
является ингибитором не только V-АТФазы, но и
Ca2+-ATФазы в ЭПР (SERCA), которая является
АТФазой Р-типа [44], и может вызвать каспаза-
независимый апоптоз через транслокацию AIF из
митохондрий в ядро [45]. Широко применяемый
3-метиладенин оказывает независимые от ауто-
фагии эффекты в качестве ингибитора PI3-кина-
зы класса III; все эти эффекты необходимо учи-
тывать при оценке аутофагии [34]. Хотя аутофа-
гия сопровождает RCD в огромном количестве
патофизиологических состояний, гибель клеток
происходит лишь в некоторых случаях [18]. 

Аутоз. В 2013 г. авторами работы [46] был опи-
сан новый тип клеточной гибели, регулируемый
ATG-генами и характеризующийся повышенным
уровнем негативного регулятора аутофагии белка
Rubicon; это приводит к подавлению созревания
и деградации аутофагосом и их чрезмерному на-
коплению на начальной стадии аутоза. Характер-
ны также фрагментация и вакуолизация
ЭПР, умеренная конденсация хроматина и нача-
ло образования перинуклеарной вакуоли за счет
фокального расширения просвета между внут-
ренней и внешней ядерными мембранами, при-

чем в этих регионах перинуклеарного набухания
содержатся органеллы, в частности, митохон-
дрии. В процессе аутоза происходят также изме-
нения ионного транспорта и набухание органелл,
а для его финальной стадии характерно исчезно-
вение всех органелл и образование значительной
по размеру фокальной перинуклеарной вакуоли.
Большую роль в реализации этого типа гибели иг-
рает Na+/K+-АТФаза, ингибиторы которой спо-
собны подавлять аутоз. Отметим, что при аутозе
клетки гибнут, будучи распластанными на вне-
клеточном матриксе [46–48]. In vivo такая форма
гибели обнаружена в мозгу крыс в условиях ише-
мии, при вирусных инфекциях и поражениях пе-
чени [30]. Не все клетки способны активировать
этот тип гибели: например, при ишемии/репер-
фузии почек аутоз происходит в почечных пери-
цитах, но не в клетках канальцев или эндотелия
[48]. Как отмечается в рекомендациях NCCD
(2015 г.), предстоит установить, активируется ли
Na+/K+-ATФаза во всех случаях аутофагии, и при
положительном ответе эти два термина будут си-
нонимами. В противном случае аутоз будет яв-
ляться отдельным случаем клеточной гибели [18].
Большую роль в завершении клеточной гибели,
зависимой от аутофагии (в том числе и аутоза),
играют лизосомы (стадия образования аутолизо-
сомы), без нормального функционирования ко-
торых процесс блокируется. 

Энтотическая гибель клеток – это неавтоном-
ная клеточная гибель, при которой живая клетка
интернализуется соседней клеткой (холтером,
или клеткой-хозяином) [49]. Характерной осо-
бенностью этого процесса, отличающей его от
фагоцитоза, является наличие энтотической ва-
куоли, вовлечение молекул межклеточной адге-
зии (Е-кадгерина, катенина) и активное участие в
процессе со стороны поглощаемой клетки путем
активации ГТФазы RhoA и эффекторных киназ
ROCKI и ROCKII. Судьба поглощенной клетки,
как и клетки-хозяина, варьирует – от гибели до
выживания, хотя по статистике 70% поглощен-
ных клеток все же погибают [50]. Таким образом,
характерной чертой энтоза является появление
структур «клетка-в-клетке», называемых также
«bird eye» или «signet ring cells» («глаз птицы» или
«перстень с печаткой»). Описаны пять последова-
тельных стадий энтоза [51], показана его зависи-
мость от состояния цитоскелета клетки и аппара-
та Гольджи, а также активности лизосом; обнару-
жено также участие в процессе энтоза
компонентов аутофагической машинерии ATG5
и ATG7. Как отмечается в литературе, характер-
ные для энтоза структуры широко распростране-
ны в опухолевых тканях. Считается, что энтоз мо-
жет способствовать прогрессированию опухоли,
т.к. за счет поглощенных клеток клетки-хозяева
получают источник метаболитов и энергии, а по-
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глощенные клетки в случае незавершенного эн-
тоза могут выжить и дать начало рецидиву опухо-
ли. С другой стороны, клеточная гибель в резуль-
тате завершенного энтоза может быть хорошей
(или даже единственной) альтернативой в случае,
когда другие типы гибели заблокированы или не-
возможны по каким-либо причинам. Так, в опу-
холях поджелудочной железы феномен энтоза яв-
ляется показателем пониженного метастазирова-
ния [50]. Инициировать энтоз способных к этому
процессу клеток в условиях in vitro может недоста-
ток глюкозы, открепление клеток от матрикса и
действие некоторых веществ, например, пакли-
таксела или производных дисульфирама [49, 52,
53]. Молекулярный механизмы инициации энто-
за активно изучается.

Лизосомо-зависимая клеточная гибель (LDCD),
согласно рекомендациям NCCD, связана с раз-
рывом лизосомальной мембраны (LMP, lysosomal
membrane permeability) и выходом протеаз (катеп-
синов) в цитозоль при возможном открывании
митохондриальной поры и участии эффекторных
каспаз [19]. Эта формулировка показывает, что
LDCD недостаточно охарактеризована. Вместе с
тем установлено, что биохимический каскад
LDCD отличается от аутофагического. Катепси-
ны B и D, наиболее важные гидролазы лизосом,
сохраняют свою активность и после выхода в ци-
тозоль при физиологическом значении pH [31,
54] и являются главными исполнителями LDCD.
Их ингибирование, стабилизация мембран лизо-
сом за счет изменения содержания холестерина,
повышение эндогенной активности белка тепло-
вого шока Hsp70 подавляет LDCD [19]. Эта фор-
ма гибели имеет место при нейродегенеративных
процессах, воспалении, атрофии различных же-
лез, старении, действии АФК. Активация лизосо-
мального пути клеточной гибели происходит и
при действии лизосомотропных агентов (сфинго-
зина, кальпаинов, ципрофлоксацина, гидрокси-
хлорохина, метилового эфира L-лейцил-L-лей-
цина (LLOMe)). LDCD тесно связана с адаптив-
ным ответом на стресс и различными видами
RCD [10, 19, 31], но механизмы реализации этих
типов отличаются. Так, активация инфламмасо-
мы NLRP3 при пироптозе связана с высвобожде-
нием катепсина B в результате разрушения лизо-
сом, но, в отличие от некроптоза, катепсины дей-
ствуют скорее как инициатор пироптотической
гибели клеток, а не как исполнитель [31]. 

Партанатоз – тип гибели клеток с крупномас-
штабной фрагментацией ДНК, не зависимый от
каспаз и не подавляемый панкаспазными инги-
биторами апоптоза (Z-VAD.fmk или BAF), реали-
зующийся без образования апоптотических телец
и набухания клетки. При наличии повреждений
ДНК поли(АДФ-рибозо)полимераза-1 (PARP-1),
участвующая в репарации ДНК, стимулирует вы-
работку поли(АДФ-рибозы) (PAR). При гиперак-

тивации PARP-1, вызванной масштабными по-
вреждениями ДНК, PAR перемещается из ядра в
цитозоль, попадает в митохондрии и связывается
с AIF (фактором, индуцирующим апоптоз), что
вызывает транслокацию последнего в ядро, акти-
вацию эндонуклеаз, крупномасштабную фраг-
ментацию ДНК (50 КБ), снижение уровня НАД+,
повреждение и гибель клеток. Поскольку AIF че-
ловека имеет сайт связывания с ДНК, высказыва-
лось предположение, что масштабная фрагмента-
ция ДНК является результатом прямого воздей-
ствия [55]. Однако по литературным данным у
мышей, несмотря на отсутствие такого ДНК-свя-
зывающего домена, партанатоз также имеет ме-
сто [55], поэтому обсуждается возможность не-
скольких механизмов его реализации. Так, пока-
зано, что важную роль в партанатозе играет
фактор ингибирования миграции макрофагов,
который является главной нуклеазой, связываю-
щейся с AIF и продуцирующей большие фраг-
менты ДНК, и гексокиназа 1. Обнаружено, что
снижение уровня НАД+ не является критическим
фактором в процессе партанатоза, он может
иметь место при достаточном количестве НАД+.
При этом отсутствие нормальной активности
PARP-1 приводит к отсутствию репарации и ста-
бильности ДНК. Этот тип гибели был обнаружен
при гипоксии, окислительном стрессе, воспале-
нии, гипогликемии, при эксайтотоксичности,
артрите, колите, гибели β-клеток поджелудочной
железы и других патологиях [19, 56]. Специфиче-
ский ингибитор партанатоза – олапариб [57].

Несмотря на призывы NCCD избегать изобре-
тения и использования неологизмов, за послед-
ние несколько лет к списку названий клеточной
гибели добавились новые термины, такие как
ПАНоптоз, оксеиптоз, алкалиптоз, эребоз, куп-
роптоз, дисульфидптоз, которые отсутствуют в
классификации NCCD. 

ПАНоптоз (PANoptosis) – форма гибели, объ-
единяющая черты пироптоза (P), апоптоза (A) и
некроптоза (N), в которой они влияют друг на
друга и регулируют друг друга, причем каждая
форма по отдельности не может полностью объ-
ять все признаки, характерные для ПАНоптоза
[58, 59]. В процессе этого типа гибели, активиру-
емого рецепторами к бактериальным и вирусным
белкам, из белков ZBP1 (Z-DNA-связывающий
белок 1), RIP3, NLRP3, ASC (апоптоз-ассоции-
рованный Speck-подобный белок, содержащий
CARD) и FADD (домен смерти, связанный с Fas),
каспазы-1 и каспазы-8 формируется комплекс
врожденного иммунитета – ПАНоптосома. Как
видно из молекулярного состава, одним из важ-
ных компонентов ПАНоптосомы является ин-
фламмасома, активация которой имеет решаю-
щее значение для пироптоза и ПАНоптоза. Отме-
чается, что этот тип клеточной гибели
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встречается при инфекционных и онкологиче-
ских заболеваниях, что является стимулом для его
дальнейшего исследования. 

Оксеиптоз (oxeiptosis) – название, предложен-
ное для каспаза-независимой невоспалительной
апоптоз-подобной клеточной гибели, осуществ-
ляющейся с активацией сигнального пути
KEAP1/PGAM5/AIFM1. KEAP1 (Kelch-подоб-
ный ECH-ассоциированный белок 1), который
окисляется по С-концевым остаткам цистеина
зависимым от АФК способом, – хорошо извест-
ный сенсор внутриклеточных АФК. Было уста-
новлено, что оксеиптоз может быть индуцирован
различными стимулами, такими как воздействие
озона, H2O2, алкалоидом сангвинарином, при-
родным кумарином аллоимператонином, вирус-
ной инфекцией и наночастицами с 5-фторураци-
лом [30, 60–62]. Макрофаги вызывают оксеиптоз
в клетках мезотелиомы путем ROS-зависимой ак-
тивации PGAM5, митохондриальной серин-
треониновой фосфатазы, которая дефосфорили-
рует AIFM1 по Ser116 [61]. Это считается главным
маркером оксеиптоза [62]. Как известно, актива-
ция сигнального пути KEAP1−NFE2L2 (извест-
ного также как Nrf2) лежит в основе защитной ре-
акции клетки на окислительный стресс [24]. Од-
нако гиперактивированный KEAP1 может
опосредовать H2O2-индуцированный оксеиптоз
независимым от NFE2L2 способом с участием
PGAM5. В отличие от AIFM1-опосредованного
каспаза-независимого апоптоза и партанатоза,
оксеиптоз не требует транслокации AIFM1 из ми-
тохондрий в ядро [60, 63]. При оксеиптозе может
происходить независимая от каспаз фрагмента-
ция ДНК и конденсация хроматина, а также
блеббинг плазматической мембраны, как при
апоптозе [30, 60, 61]. Выработка АФК происходит
при многих патологиях, и известно, что АФК
инициируют также другие типы RCD, например,
апоптоз, некроптоз, ферроптоз [24, 39, 64]. В чем
причина специфичности инициации именно ок-
сеиптоза, пока не установлено, но предполагает-
ся, что понимание роли AIFM1, зависящей от ме-
стоположения и модификации этого белка, мо-
жет помочь в этом вопросе [24]. В настоящее
время нет ясного понимания оксеиптоза как от-
дельной формы клеточной гибели. 

Алкалиптоз (alkaliptosis) – форма регулируемой
гибели (некроза [20]), впервые описанная после
применения опиоидного анальгетика JTC801 [20,
24], эффективно уничтожающего опухолевые
клетки разных тканей (поджелудочной железы,
почек, простаты, кожи и мозга человека). Отме-
чается, что он может быть инициирован ингиби-
рованием зависимой от NF-κB карбоангидразы 9,
играющей роль в регуляции рН-гомеостаза
[20, 30]. ACSS2 (acetate-activating enzyme acetyl-
CoA) – опосредованная продукция ацетил-коэн-

зима А и последующее ацетилирование гистонов
способствовали NF-κB-зависимому подавлению
CA9 [65]. При алкалиптозе не наблюдаются фраг-
ментация или пикнотизация ядер и значительные
морфологические изменения клетки, а время ре-
ализации этой гибели составляет 8–24 ч [20]. За-
щелачивающие агенты также способны вызвать
алкалиптоз. Активация ионных каналов и окис-
лительный стресс при алкалиптозе не были выяв-
лены, но летальное защелачивание цитоплазмы
клеток (рН около 7.8) имело место [20, 65, 66]. Не-
давно было обнаружено, что мишенью для
JTC801 является D1-субъединица V0-ATФазы
клеточных мембран (ATP6V0D1), связанная со
STAT3, но не с карбоангидразой 9. ATP6V0D1-
опосредованное ингибирование STAT3, регули-
рующего рН-гомеостаз и проницаемость мем-
бран лизосом, способствует алкалиптозу in vitro.
ATP6V0D1 также опосредует противоопухолевую
активность JTC801 in vivo [66]. Известные генети-
ческие или фармакологические способы подав-
ления других типов RCD (апоптоза, некроптоза,
ферроптоза, аутофагии) не ингибировали эту ги-
бель. Напротив, применение N-ацетилцистеина
и N-ацетилаланина, снижающих рН среды, и за-
кисление внешней среды другими способами
оказывали защитный эффект [24]. Отметим, что
JTC801 вызывал апоптоз в клетках остеосаркомы.
Является ли алкалиптоз отдельной формой кле-
точной гибели или представляет собой разновид-
ность уже известных, еще только предстоит выяс-
нить. 

Эребоз (erebosis) впервые описан в 2022 г. [67]
как форма физиологической гибели энтероцитов
Drosophila без признаков апоптоза, аутофагии или
некроза. В процессе этой гибели происходит
уплощение ядер и их небольшое увеличение в
размере, изменение структуры хроматина, за-
трудняющее окраску ядерными красителями, а
также уменьшение объема цитоплазмы вокруг яд-
ра, уменьшение числа органелл, потеря тубулина
и компонента нуклеолей фибрилларина, деграда-
ция актина, разрушение цитоскелета и блеббинг
клеточной мембраны, каспаза-независимые раз-
рывы и деградация ДНК на поздней стадии эре-
боза, что приводит к клеточной деградации. Из-
за потери флуоресценции погибающих клеток,
трансфецированных генами GFP и RFP, и слабо-
го окрашивания ядер погибших клеток красите-
лями DAPI или PI этому типу гибели было дано
название эребоз («глубокая тьма»). При этом эре-
бозные клетки нетранскрипционным путем на-
капливают секретируемый клетками-соседями
ангиотензин-превращающий фермент, роль ко-
торого в эребозе пока не установлена. Количество
эребозных клеток в кишечнике сохранялось на
постоянном уровне в течение длительного време-
ни, что может свидетельствовать об их важной
функции, например, барьерной, подобно корни-



794

БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

СОЛОВЬЕВА и др.

фикации кератиноцитов в коже [67]. В связи с
этим авторы предположили, что эребоз участвует
в обновлении поверхностных клеток кишечника
без иммунных реакций. Молекулярные механиз-
мы эребоза находятся в стадии изучения. 

Дисульфидптоз (disulfidptosis), пожалуй, самое
новое слово в терминологии, посвященной кле-
точной гибели [68, 69]. Глюкозное голодание кле-
ток с высокой экспрессией белка SLC7A11 (кото-
рый также известен как xCT, натрий-независи-
мый хлорид-зависимый цистин-глутаматный
антипортер) вызывает истощение НАДФН, обра-
зование аберрантных дисульфидных связей в бел-
ках цитоcкелета, открепление от мембраны и
коллапс фибриллярного актина, сморщивание
клетки и дальнейшую гибель, имеющую ряд от-
личий от апоптоза, некроптоза, аутофагии и фер-
роптоза и не чувствительную к их фармакологи-
ческому и генетическому ингибированию [68].
Восстановители, предотвращающие дисульфид-
ный стресс (дитиотреитол, β-меркаптоэтанол),
полностью подавляли гибель клеток, вызванную
лишением глюкозы на 8–11 ч [68]. Очевидно, что
для выделения этого типа гибели в отдельную ка-
тегорию необходимы дополнительные исследо-
вания. 

Купроптоз (cuproptosis) – также недавно вве-
денный неологизм для независимой от каспаз ги-
бели клеток, которая индуцируется избыточным
уровнем внутриклеточной меди. Это повышение
меди может быть вызвано, в частности, оверэкс-
прессией SLC31A1 (переносчик Cu), нокдауном
трансмембранной АТФазы, выводящей медь из
клетки (ATP7B), экзогенными ионоформи/хела-
торами меди, например, элескломолом или ди-
сульфирамом [21, 70]. Было установлено, что при
действии элескломола ферредоксин-1 (FDX1)
способствует липоилированию дигидролипо-
амид-S-ацетилтрансферазы (DLAT), катализиру-
ет восстановление меди из комплекса «элескло-
мол−Cu2+» до Cu+ и ее высвобождение в мито-
хондриях, что индуцирует зависимую от
дисульфидных связей и ионов Cu+ агрегацию ли-
поилированной DLAT [21, 70]. Это вызывает сни-
жение растворимости DLAT и в дальнейшем при-
водит к митохондриальному протеотоксическому
стрессу, повышению генерации митохондриаль-
ных АФК, потере Fe–S кластерных белков и ги-
бели клеток [30, 70]. При этом типе гибели не вы-
явлены морфологические изменения ядра, вакуо-
лизация цитоплазмы, а известные ингибиторы
апоптоза, АФК-вызванной гибели, некроптоза
или ферроптоза не подавляли купроптоз [21].
Элескломол, применяемый для лечения рака, вы-
зывал купроптоз лишь в присутствии ионов меди,
и это позволяет предположить, что гибель клеток
была вызвана токсичностью меди. Купроптоз
встречается при болезни Вильсона–Коновалова в

клетках печени, мозга и других органов. Токсич-
ность меди была хорошо известна и раньше, од-
нако механизмы, лежащие в ее основе, до сих пор
являются предметом дискуссий. Так, ранее в ряде
работ был сделан вывод о том, что повышенный
уровень меди вызывает апоптоз [70–72]. Учиты-
вая современное развитие классификации форм
клеточной гибели, можно предположить, что не
во всех этих случаях гибель осуществлялась по
классическом апоптотическому пути или же что
при этом апоптоз не являлся единственной фор-
мой гибели. Например, было обнаружено, что в
присутствии дитиокарбаматов (дисульфирама и
других) транспорт меди в клетку увеличивается, в
несколько раз повышается ее внутриклеточный
уровень, начинается генерация АФК, ингибиру-
ется активность 20S-протеасомы, что в итоге ве-
дет к дальнейшей гибели клеток, как предполага-
лось, по типу апоптоза, и именно токсичность
внутриклеточной меди является причиной этого
эффекта. Однако доказательством наличия апо-
птоза здесь служила только активация PARP и
морфология клеточных ядер [71] или экстернали-
зация фосфатидилсерина [72]. В свете современ-
ных представлений наличие апоптоза здесь уже
не представляется однозначным (например, экс-
тернализация фосфатидилсерина и конденсация
хроматина имеют место не только при апоптозе
[17], активация PARP происходит при партанато-
зе, и говорить об апоптозе в этом случае можно
было только как о противоположности некрозу,
что, очевидно, и было сделано авторами). Этот же
вывод о неапоптотическом характере гибели в
присутствии избытка меди сделан в работе [70] и
относительно более современных публикациях
2019–2022 гг. В то же время авторы работы [73]
показали, что повышение уровня меди в клетке в
результате действия ионофоров меди (в том числе
дисульфирама) ингибировало каспазу-3 и инду-
цировало развитие параптозоподобной гибели.
Это еще раз подчеркивает необходимость более
тщательного подхода к вопросу классификации
клеточной гибели. Таким образом, вышеперечис-
ленные новые формы гибели еще недостаточно
охарактеризованы. Будут ли они признаны в
дальнейшем, покажет время, однако очевидно,
что Комитету по классификации клеточной гибе-
ли еще предстоит большая работа по оценке обос-
нованности их выделения в отдельную катего-
рию. 

ПАРАПТОЗ И ПАРАПТОЗОПОДОБНАЯ 
КЛЕТОЧНАЯ ГИБЕЛЬ

Параптоз – форма клеточной гибели, вызыва-
емая стрессом ЭПР, сопровождающимся накоп-
лением в нем поврежденных или неправильно
свернутых белков, обширной неаутофагической
вакуолизацией цистерн ЭПР и, в ряде случаев,
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митохондрий с последующими повреждениями
митохондрий, цитоскелета и гибелью клеток.
Название этой формы гибели означает «рядом с
апоптозом». В 2009 г. параптоз был включен в
список типов RCD [16]. Согласно последующим
рекомендациям NCCD, он не указан в числе ти-
пов клеточной гибели с четко установленным мо-
лекулярным механизмом [17], однако морфоло-
гия и некоторые биохимические особенности за-
ставляют рассматривать его как отдельный тип
RCD. Начиная с 2000 г. накоплено много инфор-
мации о параптозе или параптозоподобной кле-
точной гибели, отличающейся от других извест-
ных форм раздуванием цистерн ЭПР и, в ряде
случаев, митохондрий, для которой не характер-
но участие аутофагической машинерии (накоп-
ление аутофагосом и аутолизосом), активация
каспаз 3/7, блеббинг клеточной мембраны, фраг-
ментация ДНК и ядра и распад клетки на апопто-
тические тельца. Индукторами параптоза могут
быть ультрафиолетовое облучение и радиация [6,
74], а также разнообразные природные субстан-
ции и медицинские препараты: целастрол [75–
77], йессотоксин [78, 79], сапонин гинзенозид
Rh2 [80], хонокиол, токотриенол [8, 81–83]), кур-
кумин и его производные [76, 77], простагландин
J2 [84], лектины (агглютинин зародышей пшени-
цы [85]), ксантоноиды [86], ксантохумол [87],
офиоболин А [88], лоперамид[89], литохолевая
кислота [90], каннабиоиды [91], таксол [92], туни-
камицин [93], разработанный для лечения глиоб-
ластомы препарат озимертиниб [94], произодные
пиразоло[3,4-h]хинолина [95], ионофоры, хела-
торы меди и металлокомплексы [73, 96, 97], ди-
тиокарбаматы и их производные [5, 98, 99] и мно-
гие другие, подробный перечень которых пред-
ставлен в недавно вышедших обзорах [10, 14, 100,
101]. Впервые параптоз был обнаружен при овер-
экспрессии рецепторов IGF1R в опухолевых и
нормальных клетках [102, 103]. В настоящее вре-
мя установлено, что гиперактивация рецепторов
TAJ/TROY/TNFRSF19, EGF, 1-нитропирена,
нейрокинина-1, ваниллоидного рецептора под-
типа 1 (TRPV1) также инициирует этот тип гибе-
ли [14, 104]. Как известно, ЭПР, являющийся ос-
новным местом синтеза и созревания клеточного
белка, высокочувствителен к падению энергизо-
ванности клетки, изменениям уровня внутрикле-
точного Са2+ и редокс-баланса. Установлено, что
дисбаланс в процессах синтеза и созревания бел-
ков вызывает стресс ЭПР и играет главную роль в
инициации параптоза [14, 100]. Такой дисбаланс
может быть вызван ингибированием сериновых
протеаз и других факторов протеостаза под дей-
ствием модуляторов дисульфидных связей, нару-
шениями работы протеасомальной системы клет-
ки, генерацией АФК и общими нарушения
тиольного клеточного гомеостаза [4, 5, 14, 76, 77,
82, 84, 86, 89, 95, 96, 98–100, 105–108]. Это приво-

дит к накапливанию неверно собранных белков в
ЭПР, в ответ на которое в клетке разворачивается
UPR – цепь событий, призванных минимизиро-
вать последствия этих повреждений белков. При
неспособности справиться с увеличивающимся
количеством незрелого белка через механизм
ERAD (механизм удаления несовершенного бел-
ка из ЭПР через убиквитинирование для даль-
нейшего расщепления протеасомой) в ЭПР раз-
вивается осмотический шок, и его везикулы на-
бухают вследствие поступления воды из
цитоплазмы [4, 76, 99, 109], в результате чего воз-
растает плотность цитозоля и ядра, происходят
нерегулярные разрывы ДНК, повреждаются и
сам ЭПР, и митохондрии, и цитоскелет, в конеч-
ном счете клетка погибает. В процессах UPR и
ERAD участвует множество белков, переносчи-
ков и регуляторов, их повреждение на любом эта-
пе может привести к остановке всего процесса
удаления незрелого белка. Так, ингибирование
SH-групп белков под действием производных ди-
сульфирама ингибирует каспазы [73, 110] и мно-
гие другие ферменты клетки, а ингибирование
деубиквитиназ препятствует расщеплению де-
фектных убиквитинированных белков протеасо-
мой и приводит к развитию стресса ЭПР и парап-
тозу клеток [98, 99]. Стресс ЭПР может быть так-
же следствием нарушения ионного клеточного
гомеостаза. Например, параптоз происходит
при активации хлоридного внутриклеточного ка-
нала-1 CLIC1 [111], высокопроводимых Са-зави-
симых К+-каналов [105, 112], а также при их инги-
бировании офиоболином А [88]. Как правило,
при параптозе имеет место активация семейства
митоген-активируемых протеинкиназ (MAPK)
[9, 14, 82, 103, 104]. Известно, что эти сигнальные
каскады участвуют в программах выживания и
пролиферации клеток. Однако было установле-
но, что одна из киназ этого семейства ERK-2 фос-
форилирует каспазу-9 по Thr125, что ингибирует
апоптоз и, вероятно, является способом пере-
ключить гибель на путь параптоза [103, 113]. Вза-
имодействие JNK-1 с МАРК может быть еще од-
ним таким способом [103]. Отметим, что не для
всех клеток характерно участие каспазы-9 в па-
раптозе, например, ее расщепление при приме-
нении YRL1091 (производного пиразоло[3,4-
h]хинолина) обнаружено в клетках MDA-MB-
231, но не в MCF-7 [95]. Таким образом, ее про-
цессинг не обязателен для параптоза [14]. Для па-
раптоза характерно высвобождение Са из ЭПР
через IP3- или рианодиновые рецепторы, что мо-
жет приводить к его входу в митохондрии через
митохондриальнй Са-унипортер с их последую-
щей вакуолизацией [14, 108, 114, 115], поврежде-
нию митохондрий и генерации АФК [14, 116]. Об-
суждается роль MAMS (мембран, связанных с
митохондриями) в этом процессе [14, 114, 116].
Ингибитором параптоза является многофункци-
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ональный адаптерный белок AIP-1/Alix, препят-
ствующий фосфорилированию МАРК [14, 30,
103]. Его ингибирование, вызванное YRL1091,
приводит к инициации параптозной гибели в
клетках MDA-MB-231 и MCF-7 [95]. Несмотря на
общие черты, присущие гибели клеток в выше-
указанных случаях, в зависимости от стимула и
типа клеток имеется и ряд различий. Например,
авторы работы [92] показали, что таксол в высо-
ких дозах вызывает параптоз, независимый от
MEK, JNK и P38. Обнаружены активация в па-
раптозоподобной гибели сигнального пути
PI3K/AKT/mTOR [74, 82, 109] и связанный с
mTOR независимый от аутофагии процессинг
LC3В при параптозе, необходимый для образова-
ния цитоплазматических вакуолей [9, 82, 95, 109,
117]. При параптозе в некоторых случаях наблю-
дается ингибирование аутофагии через повре-
ждение лизосомальных функций [9, 98, 109], хотя
описана и активация протективной аутофагии
[85, 118]; очевидно, ингибирование аутофагии
может иметь место и после первоначальной ее ак-
тивации при истощении ресурсов клетки [109].
При ингибировании валозин-содержащего белка
VCP/p97, участника ERAD, транскрипционный
фактор ATF4 усиливает параптоз через DDIT4
(DNA damage-inducible transcript 4) и
mTORC2/Akt сигнальный путь [119]. Образование
вакуолей из митохондрий также не является стро-
го обязательной чертой параптоза, который во
многих случаях происходит только с вакуолиза-
цией ЭПР [74, 81, 82, 84, 87, 92, 98, 106, 109]. Не-
которые авторы предполагают, что это может
быть связано с необходимостью активизации
ERK2 и JNK для вакуолизации ЭПР, тогда как
разбухание митохондрий связано только с актив-
ностью ERK2 [120]. Генерация АФК также не все-
гда имеет место при параптозе [4, 96, 98, 106], но
внешний окислительный стресс способен ини-
циировать параптоз. Авторы работы [105] обнару-
жили, что гибель клеток глиомы mM-CSF T9,
подкожно привитых мышам, запускалась по па-
раптозоподобному пути под действием АФК, ге-
нерируемых нейтрофилами, и в этом случае па-
раптоз сопровождался оверэкспрессией белков
теплового шока. Вследствие такого разнообразия
сигнальных путей клеточную гибель, связанную с
вакуолизацией ЭПР, стали называть параптозо-
подобной (PLCD). В ряде работ отмечается, что
некоторые агенты могут инициировать и парап-
тоз, и другие формы клеточной гибели в зависи-
мости от условий воздействия. Так, хонокиол,
гинзенозид Rh2, производные дисульфирама и
усниновой кислоты, фотодинамическая терапия
в зависимости от условий и типа клеток способны
вызвать клеточную гибель путем и параптоза и
апоптоза [14, 80, 81, 115], аутофагии, параптоза, и
апоптоза [6, 75, 121] или параптоза и энтоза [53].
Возможно, это связано с тем фактом, что чув-

ствительность клеток к ряду веществ может ме-
няться в зависимости от фазы клеточного цикла и
связанной с этим различной активностью мета-
болических путей. Важность изучения параптоза
подчеркивается тем, что он происходит в процес-
се развития, при нейродегенерации, различных
заболеваниях – при вирусных инфекциях, глау-
коме [11, 12, 14]. На ксенографтах мышей in vivo
показана инициация параптозной гибели при
действии множества природных субстанций и ме-
таллокомплексов [10, 14, 115]. Потенциальная
значимость параптоза в онкотерапии обнаружена
авторами работы [13]. У мышей с меланомой при
ингибировании PERK запускался SEC61β-инду-
цированный параптоз, что вело к активации про-
тивоопухолевого Т-клеточного иммунитета и вы-
зывало иммуногенную клеточную гибель, благо-
даря чему рост опухоли ослаблялся. Способ
запуска параптоза через гиперактивный Akt, ко-
торый ингибирует отвечающий за протеостаз
VCP и противодействует апоптозу, вызванному
химиотерапией, представляет собой один из воз-
можных терапевтических путей для использова-
ния связанных с Akt уязвимостей в раковых
клетках [119]. Обнаружено, что в клетках трижды
негативного рака молочной железы (с отрица-
тельными результатами иммуногистохимии для
статуса рецептора эстрогена, рецептора прогесте-
рона и статуса рецептора HER2) высокая экс-
прессия TNFRSF19 коррелирует с повышенной
выживаемостью, и показано, что TNFRSF19 че-
рез МАРК-сигнальный путь вызывает в этих
клетках гибель путем параптоза [104]. Выше уже
указывались природные соединения с противо-
опухолевой активностью, вызывающие клеточ-
ную гибель именно путем параптоза – хонокиол,
куркумин и т.д. [76, 77], что может быть использо-
вано в таргетной терапии [30]. Есть все основания
полагать, что эта форма гибели будет четко оха-
рактеризована и принята в классификацию
NCCD.

Представленные в обзоре данные свидетель-
ствуют о продолжении на сегодняшний день ра-
боты по систематизации форм клеточной гибели,
об их разнообразии. При всем многообразии этих
форм можно выделить две группы типов клеточ-
ной гибели: нерегулируемая, или, как ее еще на-
зывают, случайная (accidental), и регулируемая. В
ходе нерегулируемой гибели нарушение избира-
тельной проницаемости плазматической мембра-
ны осуществляeтся столь быстро, что не успевают
запуститься программы, минимизирующие по-
вреждающее действие внутриклеточных компо-
нент погибшей клетки на соседние клетки и тка-
ни. При регулируемой клеточной гибели, которая
вызывается более слабыми повреждающими воз-
действиями, в клетке запускается программа ми-
нимизации повреждающего действия погибаю-
щей клетки на ее окружение. Разнообразие на-
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блюдаемых форм клеточной гибели указывает,
что таких программ много, и фармакологическое
или генетическое ингибирование одной програм-
мы переключает гибель на другой тип [22, 42]. На-
пример, производные дисульфирама ингибируют
апоптоз, но инициируют параптоз [98]. Более то-
го, изменение повреждающего воздействия во
время инициации клеточной гибели может изме-
нить тип клеточной гибели. Так, постоянная ин-
кубация клеток молочной железы человека MCF-
7 с окисленными производными дисульфирама
вызывает у них параптозоподобную гибель, а уда-
ление этих производных во время инициации
клеточной гибели этим агентом переключает па-
раптоз на энтоз [53]. Учитывая тот факт, что все
формы клеточной гибели реализуются в общей
системе внутриклеточной сигнализации, вполне
естественным выглядит предположение о воз-
можности одновременной реализации разных пу-
тей гибели в клетке, хотя зачастую преобладает
один из них. Это предположение подтверждается
тем, что предлагается такая форма клеточной ги-
бели, как ПАНотоз, включающая признаки пи-
роптоза, апоптоза и некроптоза [58, 59]. На воз-
можность одновременной реализации разных
форм клеточной гибели указывает и тот факт, что
при действии пероксида водорода в клетках одно-
временно проявляется апоптоз и, по-видимому,
ферроптоз [39], а кумарин с противоопухолевой
активностью (аллоимператонин) вызывает в
клетках опухоли молочной железы апоптоз, фер-
роптоз и оксеиптоз, ингибируя их рост и инвазию
[62]. Гибель миокардиоцитов при повреждении
митохондрий может осуществляться нескольки-
ми путями (апоптоз, аутофагия, ферроптоз, не-
кроптоз, МРТ-некроз, пироптоз и аутоз) [34]. Та-
кая возможность вызывает вопросы о целесооб-
разности однозначной классификации типов
клеточной гибели. Остается непонятным, сколь-
ко и какие сочетания клеточной гибели могут ре-
ализовываться в клетках одновременно. Это
вполне согласуется с предложениями не делить
регулируемую клеточную гибель на формы, типы
и подтипы, а указывать как RCD с определенны-
ми морфологическими и молекулярными при-
знаками [15, 16]. Однако этих признаков может
быть много, и выходом может быть использова-
ние небольшого количества базовых блоков, при-
знаков, например, апоптозоподобные, парап-
тозоподобные, некропозоподобные, лизосомоза-
висимые и т.п. Такой принцип классификации
также остается пока недостаточно ясным. Все это
свидетельствует о необходимости продолжения
систематизации представления о формах клеточ-
ной гибели, их молекулярных механизмах. Это
направление исследований имеет не только фун-
даментальное, но и прикладное значение для ме-
дицины. 
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The review is devoted to modern ideas about paraptosis, as one of the types of regulated cell death, in com-
parison with other types of cell death. Paraptosis is a form of cell death caused by endoplasmic reticulum
stress, accompanied by an accumulation of damaged or misfolded proteins, extensive non-autophagic vacu-
olation of cisterns of endoplasmic reticulum and, in some cases, mitochondria, with subsequent damage to
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Проведено исследование формирования лекарственной устойчивости клеток острого лимфоидного
лейкоза (клеточные линии Jurkat, MOLT 3, MOLT 4) в высокоплотных клеточных культурах. Пока-
зано, что в высокоплотных культурах клеток острого лимфоидного лейкоза повышается устойчи-
вость к действию химиотерапевтических препаратов относительно клеток, культивируемых в усло-
виях низкой плотности. Результаты исследования механизма повышения лекарственной устойчи-
вости клеток острого лимфоидного лейкоза в высокоплотных клеточных культурах показали, что
повышение лекарственной устойчивости может опосредоваться изменением их пролиферативной
активности. Полученные в работе результаты представляют интерес для разработки стратегии по-
давления лекарственной устойчивости клеток острого лимфоидного лейкоза, зависящей от плотно-
сти клеточной культуры.

Ключевые слова: острый лимфоидный лейкоз, лекарственная устойчивость, высокоплотные культуры,
пролиферативная активность.
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Острый лимфоидный лейкоз (ОЛЛ) – злока-
чественная опухоль лимфоидного ростка гемопо-
этической системы. ОЛЛ является наиболее часто
встречающимся онкологическим заболеванием у
детей – 75% случаев возникают в возрасте до 6 лет
[1–3]. ОЛЛ у младенцев (до 1 года) имеет наихуд-
ший клинический исход, показатели излечения
составляют всего 20–50% [1–3]. 5-летняя выжи-
ваемость для людей в возрасте 20 лет и старше со-
ставляет 20–40%, для людей в возрасте до 20 лет
составляет 65% [1–3]. На данный момент основ-
ным способом лечения ОЛЛ является примене-
ние химиотерапевтических препаратов. Однако
эффективность их применения ограничивается
развитием резистентности к их действию у ОЛЛ-
клеток, главным образом находящихся в нишах
костного мозга [4], что в последующeм определя-
ет рецидив заболевания. Многие исследователи

связывают формирование резистентности у кле-
ток ОЛЛ в нишах костного мозга с условиями
микроокружения и, прежде всего, с клетками
стромы костного мозга, опуская вопрос о взаим-
ном влиянии лейкозных клеток друг на друга [5].
В то же время известно, что озлакачествление
костного мозга сопровождается повышенной
клеточностью, где доля лейкозных бластов может
составлять более 80% от всего клеточного состава
[6]. Показано, что количество лейкозных бластов
может напрямую влиять на эффективность хи-
миотерапии, поскольку цитотоксическая актив-
ность многих химиотерапевтических препаратов
зависит от количества опухолевых клеток [7]. Од-
нако механизмы такой резистентности остаются
крайне мало изученными. В связи с этим целью
данной работы является исследование возмож-
ных механизмов многоклеточной резистентности
клеток ОЛЛ к действию химиотерапевтических
препаратов в высокоплотных культурах. Изуче-
ние механизмов устойчивости клеток ОЛЛ к ин-
дукции клеточной гибели в высокоплотных куль-

Сокращения: ОЛЛ – острый лимфоидный лейкоз, ВПК –
высокоплотная клеточная культура, ЛУ – лекарственная
устойчивость.
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турах важно для создания новых эффективных
способов терапии заболевания и понимания ме-
ханизмов межклеточных коммуникаций в пато-
логически измененном костном мозге.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клеточные культуры. В качестве объекта иссле-

дования в работе использовали клетки острого
лимфоидного лейкоза человека линий Jurkat,
MOLT 3 и MOLT 4, полученные из Всероссий-
ской коллекции клеточных культур (Институт
цитологии РАН, Санкт-Петербург). Клетки куль-
тивировали в среде RPMI 1640/F12 (Sigma-Al-
drich, США) с добавлением 10% эмбриональной
телячьей сыворотки (Gibco, США), 40 мкг/мл
гентамицина сульфата (Sigma-Aldrich, США) при
37°С, в условиях 5%-го содержания СО2 в воздухе.

Клетки высевали в количестве 5·103 в 100 мкл
питательной среды в лунки U-образного 96 лу-
ночного культурального планшета. Через сутки
после посева количество клеток в лунке увеличи-
валось до 1·104 (1·105 кл/мл), и мы использовали
их как культуры низкой плотности. Через 4 и 5 су-
ток культивирования без смены питательной сре-
ды количество клеток в лунке вырастало до 5·104

(5·105 кл/мл) и 1·105 (1·106 кл/мл) соответственно,
формируя трехмерный многоклеточный агрегат
– высокоплотную клеточную культуру (далее
ВПК).

Анализ жизнеспособности. Жизнеспособность
клеток после 24 ч инкубации с химиотерапевти-
ческими агентами (топотекан, цитарабин, этопо-
зид и цисплатин) определяли по отношению ко-
личества живых клеток в опытных и контрольных
(без добавления химиотерапевтическиx агентов)
условиях. Количество живых клеток после инку-
бации с химиотерапевтическими агентами оце-
нивали по интенсивности восстановления реза-
зурина (Sigma-Aldrich, США). Для этого к клет-
кам добавляли резазурин (30 мкг/мл), инкубиро-
вали с красителем в течение 4 ч при 37°С и 5% СО2
в инкубаторе и измеряли интенсивность флуо-
ресценции при длине волны возбуждения 532 нм
и длине волны испускания 590 нм с использова-
нием планшетного спектрофлюориметра Infinite
F200 (Tecan, Швейцария).

Анализ распределения клеток по фазам клеточ-
ного цикла. Для изучения распределения по фазам
клеточного цикла клетки отмывали в фосфатно-
солевом буфере (300 g, 5 мин), фиксировали
70%-м этанолом (24 ч, –20°C). Окрашивание
проводили в течение 15 мин при 37°C в среде сле-
дующего состава: фосфатно-солевой буфер, 0.1%
тритона Х-100, 10 мкг/мл йодида пропидия,
100 мкг/мл РНКазы (Биолот, Россия). Анализ
проводили с помощью проточного цитометра BD

Accuri C6 (BD Bioscience, США). Полученные ре-
зультаты обрабатывали в программе ModFit
LT 4.1.

Анализ митотической активности. Для опреде-
ления митотической активности клетки отмыва-
ли в фосфатно-солевом буфере (300 g, 5 мин),
фиксировали 70%-м этанолом (24 ч, –20°C). За-
тем окрашивали флуоресцентным красителем
bisBenzimide H 33342 в концентрации 1 мкг/мл в
течение 10 мин при комнатной температуре и
проводили подсчет числа митотических клеток с
помощью флуоресцентного микроскопа DM 6000
(Leica, Германия), анализировали не менее
500 клеток.

Статистический анализ. Результаты представ-
ляли в виде среднего ± стандартное отклонение
(M ± SD). Опыты проводили не менее, чем в трех
повторностях (n ≥ 3). Статистическую значи-
мость отличия определяли с использованием дис-
персионного анализа (ANOVA).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

В высокоплотных клеточных культурах повы-
шается устойчивость клеток острого лимфоидного
лейкоза к действию химиотерапевтических препа-
ратов. Нами показано, что у клеток острого лим-
фоидного лейкоза человека линии Jurkat при
культивировании в высокоплотных клеточных
культурах происходит повышение устойчивости
к клеточной гибели, индуцированной действием
химиотерапевтических препаратов. При культи-
вировании клеток Jurkat в течение суток при низ-
кой плотности культуры (1·105 кл/мл) величина
IC50 для топотекана составляла 0.005 ±
0.001 мкМ, этопозида – 0.13 ± 0.06 мкМ, а при
концентрациях цитарабина 26 мкМ количество
живых клеток составляло 60.2 ± 2.5%. На 4-е сут-
ки при культивировании клеток Jurkat при высо-
кой плотности культуры (5·105 кл/мл) величина
IC50 для топотекана составляла 6.1 ± 0.1 мкМ, для
этопозида – 9.2 ± 1.1 мкМ, а при концентрации
цитарабина 26 мкМ число живых клеток состав-
ляло более 80 ± 5%. В свою очередь, при культи-
вировании клеток Jurkat в течение 5 суток при вы-
сокой плотности культуры 1·106 кл/мл с топоте-
каном и цитарабином число живых клеток
составляло более 85 ± 2%, с этопозидом – 60 ± 5%
относительно необработанных клеток (рис. 1). 

Сходное повышение устойчивости к действию
использованных в работе химиотерапевтических
препаратов было показано также и для клеточных
линий ОЛЛ человека MOLT 3 и MOLT 4, культи-
вируемых в культурах высокой плотности
(рис. 2). Исходя из полученных результатов, наи-
более выраженный эффект показали клетки
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Рис. 1. Жизнеспособность клеток Jurkat после 24 ч инкубации с топотеканом, цитарабином и этопозидом,
добавленных к культуре после 1, 2, 3, 4 и 5 суток от момента посева клеток. Данные представлены в виде среднего
значения ± стандартное отклонение (n ≥ 3).

Рис. 2. Жизнеспособность клеток MOLT 3 (а) и MOLT 4 (б) после 24 ч инкубации с топотеканом, цитарабином и
этопозидом, добавленных к культуре через 1, 2, 3, 4 и 5 суток от момента посева клеток. Данные представлены в виде
среднего значения ± стандартное отклонение (n ≥ 3).



808

БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

ШТАТНОВА и др.

Jurkat, поэтому все дальнейшие исследования
проводили именно на этой клеточной линии. 

Повышение лекарственной устойчивость клеток
острого лимфоидного лейкоза Jurkat в высокоплот-
ных клеточных культурах может опосредоваться
изменением их пролиферативной активности. В ря-
де публикаций формирование резистентности у
клеток солидных опухолей (карциномы, сарко-
мы, глиомы и т.д.) в высокоплотных культурах
(конфлюэнт, агрегат, сфероид) к противоопухо-
левым препаратам связывают с выходом клеточ-
ной культуры в стационарную фазу клеточного
цикла и изменением пролиферативной активно-
сти [7, 8]. В связи с этим мы провели исследова-
ние пролиферативной активности клеток ОЛЛ
Jurkat в высокоплотных клеточных культурах.
Пролиферативную активность клеток оценивали
по анализу кривой роста, распределению клеток
по фазам клеточного цикла и митотической ак-
тивности. 

Анализ кривой роста клеточной линии Jurkat
показал, что на 4-е сутки культивирования клет-
ки находятся в экспоненциальной фазе, а на 5-е
сутки выходят в стационарную фазу (рис. 3а). До-
полнительно мы исследовали митотическую ак-
тивность и распределение по фазам клеточного
цикла клеток Jurkat, культивированных в течение
4 суток (далее ВПК-4с) и 5 суток (далее ВПК-5с),
в сравнении с клетками, культивированными при
низкой плотности клеточной культуры. Анализ
распределения клеток по фазам клеточного цикла
показал, что количество клеток в популяции Jur-
kat ВПК-4с уменьшалось в S-фазе с 35.7 ± 1.8% до
24.7 ± 0.6% (р < 0.05) и в G2/М-фазе – с
20.3 ± 1.4% до 17.7 ± 0.19% (р < 0.05), увеличива-
лось в G0/G1-фазе с 43.9 ± 2.4% до 57.6 ± 0,43%
(р < 0.05) и не изменялось в М-фазе относительно

клеток, культивируемых при низкой плотности
культуры. В свою очередь, количество клеток в
популяции Jurkat ВПК-5с увеличивалось в
G0/G1-фазе с 43.9 ± 2.4% до 61.9 ± 1.2% (р < 0.05),
уменьшалось в S-фазе с 35.7 ± 1.8% до 20.5 ± 0.5%
(р < 0.05), не изменялось в G2/М-фазе и снижа-
лось с 3.5 ± 0.4% до 2.6 ± 0.3% в М-фазе относи-
тельно клеток, культивируемых в культуре низ-
кой плотности (рис. 3б). 

Полученные данные указывают на то, что по-
вышение лекарственной устойчивости клеток
Jurkat в высокоплотных клеточных культурах мо-
жет быть связано со снижением их пролифера-
тивной активности. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данном исследовании показана возмож-
ность повышения устойчивости к действию хи-
миотерапевтических препаратов у клеток острого
лимфоидного лейкоза человека в высокоплотных
клеточных культурах. Повышение лекарственной
устойчивость клеток ОЛЛ в высокоплотных кле-
точных культурах может опосредоваться измене-
нием их пролиферативной активности. Выясне-
ние механизмов лекарственной устойчивости,
опосредованной условиями микроокружения,
важно для выявления новых фармакологических
мишеней консервативной терапии направленно-
го действия.
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Рис. 3. Пролиферативная активность клеток Jurkat в высокоплотных клеточных культурах. Кривая роста (а),
распределение по фазам клеточного цикла (б) и митотическая активность (в) клеток Jurkat в культурах низкой и
высокой плотности. Данные представлены в виде среднего значения ± стандартное отклонение (n ≥ 3); * – р < 0.05 в
сравнении с клетками, культивированными 1 сутки.
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 Increased Drug Resistance in Acute Lymphoblastic Leukemia Cells
in Three-Dimensional High-Density Cell Cultures

 D.Yu. Shtatnova*, M.I. Kobyakova*, **, Y.V. Lomovskaya*, E.I. Fetisova*,
K.S. Krasnov*, and R.S. Fadeev*

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

**Research Institute of Clinical and Experimental Lymphology – Branch of the Institute of Cytology and Genetics,
Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, ul. Timakova 2, Novosibirsk, 630117 Russia

In this study, the development process of drug resistance in acute lymphoblastic leukemia cells (Jurkat,
MOLT 3, and MOLT 4 cell lines) was examined in high-density cell cultures. It has been shown that in high-
density cultures of acute lymphoblastic leukemia cells resistance to the action of chemotherapeutic drugs in-
creases comparing to the cells cultured under low-density conditions. The results obtained after investigation
of  the mechanism underlying increased drug resistance in acute lymphoblastic leukemia cells in high-density
cell cultures showed that an increase in drug resistance in high-density cultures of cells can be mediated by a
change in their proliferative activity. These findings can be applied in developing a strategy to overcome drug
resistance in acute lymphoblastic leukemia cells, which depends on the density of the cell culture.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia, drug resistance, high-density cultures, proliferative activity
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За время своего длительного существования ракообразные, несмотря на отсутствие высокоспеци-
фичной адаптивной иммунной системы, как у позвоночных, успешно адаптировались к выжива-
нию в своей естественной среде обитания, богатой микроорганизмами, в том числе благодаря нали-
чию антимикробных пептидов. Один из ценных источников антимикробных пептидов – гепато-
панкреас, представляющий отходы промысла и переработки краба. Методом зимографии и
1H-ЯМР-спектроскопии нами было обнаружено, что в состав экстракта из гепатопанкреаса краба-
стригуна входит небольшой пептид (около 3 кДа), который гидролизует клеточную стенку и поли-
сахарид клеточной стенки M. lysodeikticus. Найденный пептид может представлять интерес для
практического применения. Из гепатопанкреаса камчатского краба с помощью хроматографии на
гепарин-сефарозе был выделен белок (около 14 кДа), который также проявляет активность в отно-
шении клеточной стенки грамположительной бактерии M. lysodeikticus, что было показано метода-
ми зимографии и турбидиметрии.

Ключевые слова: антимикробные белки и пептиды, гепатопанкреас, камчатский краб, краб-стригун.

DOI: 10.31857/S0006302924040136,  EDN: NGFZNR

Рост невосприимчивых к антибиотикам пато-
генов, имеющих механизмы резистентности к су-
ществующим противомикробным препаратам, 
серьезно ограничивают возможности для лечения 
распространенных инфекций, поэтому актуаль-
ной задачей является поиск новых лекарственных 
средств с антибактериальной активностью. В ка-
честве перспективных кандидатов для создания 
таких препаратов могут выступать антимикроб-
ные пептиды (АМП). АМП являются одним из 
основных компонентов врожденной иммунной 
защиты и встречаются во всех царствах: от 
бактерий до млекопитающих. Перспективность 
использо-

вания АМП объясняется их небольшим разме-
ром, системным действием, высоким сродством и
широким спектром активности, устойчивостью к
протеолизу, быстрым подавлением роста бакте-
рий и грибов, ограниченной иммуногенностью и
отсутствием резистентности к ним у бактерий [1].
Многообещающим источником для открытия
биоактивных пептидов являются морские беспо-
звоночные, которые представляют собой пойки-
лотермные организмы, ферменты которых спо-
собны функционировать в широком диапазоне
температур. На данный момент антимикробная
активность была обнаружена у нескольких деся-
тиногих ракообразных, включая омаров, крабов,
креветок и пресноводных раков, как в гемолимфе
или гемоцитах, так и в других органах [2–5]. 

Сокращения: АМП – антимикробный пептид, ГПК – гепа-
топанкреас краба, ЯМР – ядерно-магнитный резонанс. 
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Мощная антимикробная активность у ракооб-
разных объясняется тем, что ракообразные по-
стоянно подвергаются воздействию различных
патогенов. Ведущими молекулярными фактора-
ми врожденной иммунной системы являются ан-
тимикробные белки и пептиды. На данный
момент уже выделено несколько семейств анти-
микробных белков и пептидов (крустины, пене-
идины, антилипополисахаридные факторы, ли-
зоцимы и др.), а также постоянно появляются но-
вые индивидуальные микробные пептиды
ракообразных [6]. 

Одним из источников новых АМП может вы-
ступать гепатопанкреас, пищеварительная железа
членистоногих и моллюсков. Важным фактом яв-
ляется то, что гепатопанкреас представляет собой
отходы промысла крабов [7]. Надо отметить, что
основная доля добычи краба в РФ приходится на
крабов из отряда Decapoda: краба-стригуна опи-
лио (инфраотряд Brachyura) и камчатского краба
(инфраотряд Anomura). Но к настоящему времени
имеется лишь ограниченное число работ, посвя-
щенных изучению ферментов из гепатопанкреаса
этих видов краба, в основном коллагеназ, хитиназ
и протеаз [7–9].

На сегодняшний день АМП камчатского краба
мало изучены. Первые шаги к исследованию ан-
тибактериальной активности в органах камчат-
ского краба были сделаны в работе [10]. В экс-
трактах гемолимфы, гемоцитов, а также некото-
рых тканей камчатского краба была обнаружена и
антибактериальная активность в отношении
грамотрицательных микроорганизмов V. anguil-
larum, E. coli и грамположительных бактерий
C. glutamicum, а также слабая активность в отно-
шении грамположительного микроорганизма
S. aureus. Исследования термостабильности и
устойчивости к протеиназам показали, что анти-
бактериальные факторы из камчатского краба
имеют белковую природу, а также обладают лизо-
цимподобной и гемолитической активностью.

Кроме того, в гемоцитах удалось найти и оха-
рактеризовать три катионных пептида, богатых
цистеином (Cys), названных паралитоцинами 1–
3 [11], и хотя они не проявляли антимикробной
активности в отношении целевых штаммов
E. coli, P. aeruginosa или S. aureus, была обнаруже-
на умеренная антимикробная активность в отно-
шении нескольких штаммов морских микроорга-
низмов. Кроме того, скрининг библиотеки кДНК
выявил последовательность крустина, катионно-
го Cys-богатого белка, в гемоцитах камчатского
краба, кодирующую зрелый пептид из 98 амино-
кислот. Крустин камчатского краба был отнесен
к группе крустинов II типа [12]. 

Гепатопанкреас (ГПК) камчатского краба, со-
держащий огромное количество еще не исследо-
ванных белков и пептидов, может представлять

огромный интерес как источник АМП. Первое
упоминание об антибактериальных свойствах
экстракта из гепатопанкреаса камчатского краба
приводится в работе [10]. Нами в экстракте ГПК
камчатского краба был обнаружен пептид (около
5 кДа) [13], гидролизующий как клеточную стен-
ку M. lysodeikticus, так и полисахарид, входящий в
состав пептидогликана клеточной стенки
M. lysodeikticus. Расщепление полисахарида под-
тверждалось также методом 1H-ЯМР-спектро-
скопии. Анализ антибактериальной активности
полученных экстрактов в отношении грамотри-
цательного микроорганизма E. coli и грамполо-
жительного B. cereus показал, что в присутствии
экстракта пептидов прекращался рост клеток
B. cereus, и на начальном этапе роста сильно за-
медлялся рост E. coli. Эффективность в отноше-
нии грамположительных бактерий был немного
выше по сравнению с лизоцимом. 

Работы, посвященные исследованию АМП
краба-стригуна также немногочисленны. В от-
дельных работах показано, что обработка проте-
азами гомогенатов отходов краба-стригуна опи-
лио, таких, как цефалоторакс, органы пищевари-
тельной системы, приводит к появлению
пептидных фракций с высокой антибактериаль-
ной активностью, особенно в случае гепатопан-
креаса [14, 15]. 

Авторы работы [16] провели тестирование на
антибактериальную активность фракций из гепа-
топанкреаса краба-стригуна, полученных после
его гидролиза с помощью эндопротеазы «Прота-
мекс» и концентрирования твердофазной экс-
тракцией. Было обнаружено, что полученные
фракции проявляли антибактериальную актив-
ность в отношении грамположительной
L. innocua. С помощью масс-спектрометрии были
идентифицированы одиннадцать пептидов (1.0–
2.2 кДа), имеющих по меньшей мере 80% амино-
кислотной гомологии с четырьмя антимикроб-
ными пептидами. Два пептида имели гомологию
с крустин-подобным пептидом черной тигровой
креветки и антимикробным пептидом GAPDH
желтоперого тунца. Также были идентифициро-
ваны пептиды, имеющие гомологию с антибакте-
риальным пептидом Одорранаин-С7 из лягушки
Odorrana grahami и предполагаемым антибактери-
альным пептидом азиатской божьей коровки
Harmonia axyridis. 

В данной работе были выделены экстракты
низкомолекулярных белковых фракций из аце-
тонового порошка гепатопанкреаса краба-стри-
гуна и гепатопанкреаса камчатского краба, по-
лучение которого включало стадию водной экс-
тракции, которая, по нашим предположениям,
позволила бы сохранить максимальное количе-
ство низкомолекулярных белков. Было проведе-
но исследование их активности в отношении
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клеточной стенки грамположительной бактерии
M. lysodeikticus и полисахарида клеточной стен-
ки M. lysodeikticus методами зимографии и
1H-ЯМР-спектроскопии. Методом аффинной
хроматографии экстракта из гепатопанкреаса
камчатского краба на гепарин-сефарозе была
получена фракция белка, для которого также
была оценена антибактериальная активность в
отношении клеточной стенки грамположитель-
ной бактерии M. lysodeikticus.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Для экстракции веществ липид-
ной природы при получении ацетонового порош-
ка гепатопанкреаса использовали ацетон квали-
фикации «осч» и н-бутиловый спирт квалифика-
ции «ч». 

Для экстракции пептидов использовали аце-
тонитрил квалификации «осч», трифторуксусную
кислоту квалификации «ч», дитиотреитол (ДТТ)
(Sigma, США) и муравьиную кислоту квалифика-
ции «ч».

Реактивы для электрофореза: акриламид,
N,N'-метилен-бис-акриламид, аммоний надсер-
нокислый, глицин, глицерин – фирмы Amresco
(США); додецилсульфат натрия  – Fluka (Швей-
цария); тетраметилэтилендиамин, бромфеноло-
вый синий, Кумасси R-250 – Serva (Германия);
β-меркаптоэтанол, трис(гидроксиметил)амино-
метан  – Sigma (США). 

В качестве ЯМР-стандарта использовали
3-триметилсилил-[2,2,3,3-2H4] пропионат натрия
(Sigma, США). Тяжелая вода (D2O, 99.9% дейте-
рирования) была фирмы Sigma (США). 

Остальные химические вещества, используе-
мые в эксперименте, такие как Na2HPO4 и
NaH2PO4, гидроксид натрия, хлорид натрия, аце-
тат натрия, имели квалификацию «чда». 

Получение ацетонового порошка гепатопанкреа-
са камчатского краба. Перед использованием мо-
роженый гепатопанкреас без размораживания
измельчали на куттере, заливали охлажденным до
–20°C ацетоном (соотношение по массе
ГПК : ацетон = 1 : 8 – на 1 кг ГПК 10 л ацетона),
выдерживали 15–20 ч в морозильной камере при
‒20°С и периодическом перемешивании. Затем
суспензию фильтровали на нутч-фильтре через
слой фильтровальной бумаги. Осадок собирали и
повторяли экстракцию охлажденным ацетоном
2–3 раза по 1 ч до полного обесцвечивания филь-
трата. 

Далее осадок заливали охлажденным до –20°C
н-бутанолом (1 : 10) и оставляли при периодиче-
ском перемешивании в морозильной камере на
15–20 ч. Суспензию отделяли от раствора филь-

трованием и промывали охлажденным н-бутано-
лом аналогично обработке ацетоном. 

После экстракции н-бутанолом повторяли об-
работку охлажденным ацетоном до полного уда-
ления следов н-бутанола. 

Промытый обезжиренный осадок белков су-
шили. Сушку выполняли предварительно в ваку-
умном сушильном шкафу ШСВ-45к (Медфиз-
прибор, СССР) для удаления ацетона и оконча-
тельно в лиофильной сушилке Heto FD 8 (Heto-
holten A/s, Дания) в течение 20 ч. Получали лио-
филизированный комплексный ферментный
препарат. 

Для экстракции веществ липидной природы
использовали ацетон квалификации «х.ч.» (ТУ
2633-018-44493179-98) и н-бутиловый спирт ква-
лификации «ч» (ГОСТ 6006-78). 

Получение ацетонового порошка гепатопанкреа-
са со стадией водной экстракции. 500 г гепатопан-
креаса краба были разморожены до температуры
около 0°C и гомогенизированы. Затем к гомоге-
нату был добавлен 1 л дистиллированной воды
(соотношение по массе ГПК и воды = 1 : 2). Смесь
перемешивали в течение 30 мин, переносили в
центрифужные пробирки приблизительно по
250–300 г в каждую и центрифугировали при тем-
пературе 2–4°C в течение 60 мин при
25000 об/мин. Водную фракцию собирали и
сушили в сублиматоре при температуре от –25°C
постепенным повышением до 25°C в течение 20 ч
при вакууме не более 0.6 гПа. Сухой препарат
промывали холодным ацетоном небольшими
порциями 3–4 раза. Промытый препарат сушили
в вакуумном сушильном шкафу при комнатной
температуре в течение 3 ч. 

Получали около 60 г сухого препарата из ГПК
камчатского краба и около 50 г из ГПК краба-
стригуна.

Экстракция низкомолекулярных белковых
фракций из ацетонового порошка гепатопанкреаса.
Образцы экстрактов пептидов из ацетонового по-
рошка гепатопанкреаса крабов получали двумя
способами.

Первый способ был описан в работе [10]. Лио-
филизированные образцы ацетонового порошка
гепатопанкреаса камчатского краба (~100 мг)
экстрагировали 10 объемами (об./об.) 60%
(об./об.) ацетонитрила, содержащего 0.1% три-
фторуксусной кислоты, в течение 24 ч при 4°С.
Супернатант собирали, хранили при 4°С и оста-
ток еще раз экстрагировали в тех же условиях.
Объединенные супернатанты инкубировали при
–20°C в течение 1–2 ч, чтобы образовались две
жидкие фазы – фаза, богатая ацетонитрилом, и
фаза, богатая водой. Две фазы разделяли и храни-
ли в замороженном виде при –20°С. Водный экс-
тракт (нижняя фаза) лиофилизировали и для зи-
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мографии растворяли в 50 мкл натрий-фосфатно-
го буфера (25 мМ Na2HPO4–NaH2PO4, pH 5.5). 

Второй способ основан на методе получения
пептидов для масс-спектрометрического анали-
за, описанного в работе [17]. 

Лиофилизат ацетонового порошка гепатопан-
креаса камчатского краба растворяли при пере-
мешивании в 2 мМ дитиотреитоле, содержащем
0.1% муравьиной кислоты. Раствор центрифуги-
ровали при 10000 g в течение 15 мин при 4°С и от-
бирали  супернатант, обогащенный пептидами,
поскольку низкомолекулярные пептиды и белки
более растворимы в 2 мМ дитиотреитоле, чем вы-
сокомолекулярные. Обогащенный пептидами су-
пернатант лиофилизировали и для зимографии
растворяли в 50 мкл натрий-фосфатного буфера,
pH 5.5.

Зимография в полиакриламидном геле c доде-
цилсульфатом натрия. Зимографию для обнаруже-
ния гидролазной активности в отношении кле-
точной стенки проводили согласно протоколу
[18]. Клеточная стенка M. lysodeikticus была
предоставлена Опытным биотехнологическим
производством ИБХ РАН. Препарат клеточной
стенки M. lysodeikticus получали путем механиче-
ского разрушения клеток, отделения клеточной
стенки на центрифуге, ее промывки и сушки.
Проводили электрофорез [19] полученных экс-
трактов ГПК в 16%-м полиакриламидном геле c
додецилсульфатом натрия, который был
сополимеризован с клеточной стенкой (1 мг/мл).
В качестве положительного контроля использо-
вали лизоцим куриного белка HEWL (0.5 мг/мл)
(Amresco, США). Ренатурацию проводили в бу-
фере (25 мМ Трис-HCl, рН 7.2), содержащем 1%
(об./об.) Тритона Х-100, в течение двух часов при
37°С, последующее окрашивание раствором
0.01%-го метиленового синего с 0.01%-м КОН
проводили в течение 20 мин с последующей от-
мывкой дистиллированной водой в течение 12 ч.
При необходимости гель делили на две части, и
вторую часть окрашивали красителем Кумасси
R-250. Окраску осуществляли согласно процеду-
ре, описанной в работе [18]. Для выявления ак-
тивности при других значениях pH в качестве ре-
натурирующего буфера использовали 25 мМ на-
трий фосфатный буфер (pH 5.5) и 25 мМ Трис-
HCl (рН 9.0), содержащие 1% (об./об.) Тритона
Х-100. О наличии гидролазной активности суди-
ли по отсутствию окраски фона. 

Анализ гидролазной активности образцов пепти-
дов в отношении полисахарида клеточной стенки
M. lysodeikticus методом 1H-ЯМР-спектроскопии.
Полисахарид клеточной стенки был предостав-
лен Опытным биотехнологическим производ-
ством ИБХ РАН. Раствор полисахарида клеточ-
ной стенки получали из препарата клеточной
стенки M. lysodeikticus путем его ферментативной

обработки амидазой и одной стадии хроматогра-
фической очистки. Количество полисахарида из-
меряли антроновым методом определения вос-
станавливающих углеводов (по глюкозе) [20]. Об-
разец содержал полисахарид в концентрации
3.3 мг/мл в буфере, содержащем 20 мМ ацетата
натрия, 0.5 М NaCl, рН 5.5. 

Для оценки гидролазной активности готовили
следующие образцы (общий объем образца –
570 мкл): контроли – полисахарид (180 мкл
полисахарида (3.3 мг/мл), 390 мкл 25 мМ натрий
фосфатного буфера pH 5.5), экстракт ГПК краба-
стригуна, полученный с помощью ацетонитрила
(10 мкл экстракта пептида, 560 мкл 25 мМ натрий
фосфатного буфера, pH 5.5), и реакционную
смесь, содержащую 50 мкл полисахарида
(3.3 мг/мл), 10 мкл экстракта ГПК краба-стригу-
на и 510 мкл 25 мМ натрий фосфатного буфера,
pH 5.5. Контроли и реакционная смесь инкубиро-
вались при 37°C в течение двух суток. Перед
ЯМР-анализом к 570 мкл образцов добавляли
30 мкл стандарта – 4 мМ раствор 3-триметилси-
лил-[2,2,3,3-2H4] пропионата натрия в 1 М фос-
фатном буфере (pH 7.2), содержащем D2O. 

Образцы (600 мкл) помещали в ЯМР-ампулу
диаметром 5 мм. 1D-спектры регистрировали в
ЦКП ИТЭБ РАН на ЯМР-спектрометре AVANCE
III 600 фирмы Bruker (Германия) с рабочей часто-
той по протонам 598.95 МГц с использованием
стандартных импульсных последовательностей
из библиотеки импульсных последовательностей
фирмы Bruker. Все измерения проводили при
температуре 298 К (25°С). Для подавления сигна-
ла от протонов воды использовали метод предва-
рительного насыщения с применением 1D-им-
пульсной последовательности ZGPR. Число на-
коплений составляло от 64 до 1024 сканов, интер-
вал между сканами – 10 с, этого было достаточно
для релаксации протонов. Для исследования ки-
нетики гидролиза спектры регистрировали через
определенные промежутки времени. Отнесение
химических сдвигов проводили по сигналу стан-
дарта при 0.00 м.д., выступающего в качестве
внутреннего образца сравнения. Обработку спек-
тров и вычисление интегралов проводили в про-
грамме TOPSPIN (Bruker). Для подтверждения
результатов использовали спектральную базу
данных программного обеспечения AMIX
(Bruker). 

Аффинная хроматография на гепарин-сефарозе
экстракта низкомолекулярной белковой фракции из
гепатопанкреаса камчатского краба. Для хромато-
графии использовали экстракт ГПК камчатского
краба, полученный способом без стадии водной
экстракции ГПК и выделенный из ацетонового
порошка с помощью ацетонитрила и трифторук-
сусной кислоты. К лиофильно высушенному об-
разцу добавляли 25 мМ натрий фосфатный буфер
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(pH 7.0), центрифугировали при 10000 g в течение
15 мин, супернатант пропускали через фильтр
0.45 мкм и наносили на колонку с гепарин-сефа-
розой (1 мл Heparin SepFast HighRes Column,
BioToolomics, Великобритания), уравновешен-
ной 25 мМ натрий фосфатным буфером (pH 7.0),
промывали этим же буфером. Элюцию осуществ-
ляли градиентом хлорида натрия от 0 до 2 М NaCl.
Хроматографические фракции анализировали на
наличие белка в 16%-м полиакриламидном геле c
додецилсульфатом натрия, активность белка в
отношении клеточной стенки детектировали
методом зимографии [18]. Белковые фракции
сходили с колонки при концентрации NaCl 1.2–
1.7 М. Концентрация очищенного белка была
оценена спектрофотометрически и составила
1.41 о.е./мл.

Турбидиметрический анализ активности в отно-
шении клеточной стенки M. lysodeikticus. Поглоще-
ние суспензии клеточной стенки при 540 нм
(A540 = 1) указывает примерно на 1 мг клеточной
стенки/мл [18]. Очищенную клеточную стенку
0.99 OD540 ресуспендировали в 3 мл буфера, необ-
ходимого для исследования. Конечное поглоще-
ние суспензии при 540 нм составляло 0.33.

К 690 мкл суспензии клеточной стенки добавля-
ли 10 мкл фракции белка, полученной с помощью
аффинной хроматографии на гепарин-сефарозе
(1.41 о.е./мл). В качестве контроля использовали
лизоцим (1 мг/мл), образец которого готовили
таким же способом. Препараты инкубировали
при 37°C. Через определенные промежутки вре-
мени измеряли поглощение при 540 нм во время
инкубации. Турбидиметрический анализ прово-
дили на спектрофотометре UV-2401 (Shimadzu,
Япония).

Статистический анализ. Эксперименты повто-
ряли, самостоятельно осуществляя процесс полу-
чения экстрактов и дальнейший их анализ, более
трех раз.

Статистический анализ и построение графи-
ков проводили в программе Sigma Plot 12.5 (Systat
Software, Германия). Представленные данные
турбидиметрического анализа были получены
путем усреднения результатов трех отдельных
экспериментов. Погрешности представляют со-
бой стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее нами было обнаружено, что в состав

экстракта низкомолекулярной фракции белков,
выделенного из ацетонового порошка гепатопан-
креаса камчатского краба, получение которого не
включало стадию водной экстракции, входит не-
большой пептид (около 5 кДа), который гидроли-
зует как клеточную стенку M. lysodeikticus, так и
полисахарид клеточной стенки M.lysodeikticus, но
не активен в отношении желатина [13].

В данной работе была проведена модифика-
ция метода получения лиофильно высушенного
порошка гепатопанкреаса краба и добавлена ста-
дия водной экстракции, что, исходя из наших
предположений, позволило бы сохранить макси-
мальное количество низкомолекулярных белков,
так как после их экстракции сразу следовала суб-
лимационная сушка, а затем промывка безвод-
ным ацетоном уже высушенного остатка, что ис-
ключало бы возможное растворение низкомоле-
кулярных пептидов в водно-ацетоновом растворе
при обработке влажного ГПК, как осуществля-
лось нами ранее. 

С помощью этого метода были получены об-
разцы ГПК камчатского краба и краба-стригуна.
Методом зимографии был проведен анализ ак-
тивности в отношении клеточной стенки грампо-
ложительной бактерии M. lysodeikticus экстрак-
тов, выделенных из этих образцов с помощью
ацетонитрила и трифторуксусной кислоты, а так-
же с помощью дитиотреитола и муравьиной кис-
лоты. В качестве контроля активности использо-

Рис. 1. Исследование активности экстрактов ГПК
крабов в отношении клеточной стенки M. lysodeikticus
с помощью зимографии (инвертированное фото).
Дорожки: 1 – маркеры молекулярной массы; 2 и 3 –
экстракты ГПК камчатского краба, полученные
соответственно с помощью ацетонитрила и
дитиотреитола, как описано в работе [13]; 4 и 5 –
экстракты ГПК камчатского краба, полученные
соответственно с помощью ацетонитрила и
дитиотреитола, при получении ГПК использовали
стадию водной экстракции; 6 и 7 – экстракты ГПК
краба-стригуна, полученные соответственно с
помощью ацетонитрила и дитиотреитола, при
получении ГПК использовали стадию водной
экстракции. 
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вали экстракты ГПК камчатского краба, полу-
ченные без стадии водной экстракции, как
описано нами ранее [13].

На рис. 1 представлена зимограмма, получен-
ная для препаратов ГПК камчатского краба и
краба-стригуна. Электрофорезный гель содержал
в своем составе клеточную стенку (~1 мг/мл), а
активность определяли по появлению белых
полос в месте расщепления субстрата на зимо-
грамме после ренатурации нанесенных белков
при прокрашивании метиленовым синим. Для
определения молекулярного веса использовали
белковые маркеры с известными значениями мо-
лекулярных весов.

Как видно из рис. 1, модификация метода по-
лучения ГПК камчатского краба с включением
дополнительного этапа водной экстракции при-
водит к исчезновению полос с ферментативной
активностью в области 5 кДа, которые нами де-
тектировались ранее [13], что может быть связано
с их ферментативным гидролизом на стадии вод-
ной экстракции присутствующими в ГПК фер-
ментами. В то же время, в экстракте краба-стри-
гуна, полученном таким способом, обнаружива-
ется активность в этой же области, что
свидетельствует о том, что экстракты краба-стри-
гуна обладают активностью в отношении клеточ-
ной стенки грамположительной бактерии
M. lysodeikticus. Из рис. 2 можно видеть, что пеп-
тид из экстракта ГПК краба-стригуна немного
меньше по размеру пептида с такой же активно-
стью из ГПК камчатского краба. 

Для того чтобы убедиться, что расщепление
клеточной стенки пептидом, входящим в состав
ГПК краба-стригуна, происходит по полисаха-
ридным цепям пептидогликана, как и в случае
камчатского краба [13], было проведено исследо-
вание его активности в отношении полисахарида
клеточной стенки M. lysodeikticus (NAM-NAG) с
помощью 1H-ЯМР-спектроскопии. Анализ про-
водили для экстракта ГПК краба-стригуна, полу-
ченного с помощью ацетонитрила и трифторук-
сусной кислоты.

Были получены протонные ЯМР-спектры ис-
ходного полисахарида, экстракта низкомолеку-
лярной белковой фракции, выделенной ацето-
нитрильным методом, в отсутствие полисахари-
да, и полисахарида после инкубации в течение
двух дней при 37°С с экстрактом пептидов
(рис. 3).

Как видно из приведенных спектров ЯМР
(рис. 3), после инкубации с экстрактом ГПК кра-
ба-стригуна спектр полисахарида существенно
менялся в области связанных ацетильных групп

и области аминогрупп, а также области сахарного
кольца. Для экстракта в отсутствие полисахарида
в этих областях сигналы не наблюдались. Следо-
вательно, ЯМР-спектроскопия подтвердила рас-
щепление полисахарида клеточной стенки экс-
трактом из ГПК краба-стригуна.

Обнаруженная гидролазная активность у пеп-
тидов, входящих в состав ГПК крабов, позволила
предположить, что, вероятно, одним из способов
их выделения может быть аффинная хроматогра-
фия на гепарин-сефарозе, благодаря сродству к
полисахаридам. Нами было проведено хромато-
графическое разделение на гепарин-сефарозе об-
разца экстракта ГПК камчатского краба, полу-
ченного с помощью ацетонитрила и трифторук-
сусной кислоты, как описано нами в работе [13].
Полученные фракции анализировались на актив-
ность с помощью зимографии. К сожалению, раз-
деление предполагаемых пептидов на колонке
осуществить не удалось, но была обнаружена
фракция, содержащая еще один потенциальный
антибактериальный белок с молекулярным ве-
сом, близким к лизоциму. Данный белок сходил
одним пиком и, по всей видимости, также рас-
щеплял клеточную стенку, но по пептидным
фрагментам, поскольку расщепление наблюдали
только в части зимограммы, окрашенной краси-

Рис. 2. Анализ активности экстрактов ГПК крабов в
отношении клеточной стенки M. lysodeikticus с
помощью зимографии. Дорожки: 1 – маркеры
молекулярного веса; 2 – положительный контроль –
лизоцим куриного белка; 3 – экстракт ГПК краба-
стригуна, полученный с помощью ацетонитрила, при
получении ГПК использовали стадию водной
экстракции; 4 – экстракт ГПК камчатского краба,
полученный с помощью ацетонитрила, ГПК
получали без стадии водной экстракции, как описано
в работе [13]. Гель прокрашен метиленовым синим.
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телем Кумасси (рис. 4). Надо отметить, что сам
белок прекрасно прокрашивался метиленовым
синим, в то время как не окрашивался Кумасси.
Такая особенность была обнаружена и у исследу-
емых нами пептидов из ГПК камчатского краба и
краба-стригуна. Исходя из того, что метиленовый
синий – катионный краситель, можно предполо-
жить, что исследуемые нами АМП представляют
собой анионные пептиды, не содержащие арги-

нины, с которыми, в основном, реагирует краси-
тель Кумасси, а также содержат в малом количе-
стве или совсем не содержат гистидин, лизин,
триптофан, тирозин и фенилаланин, с которыми
данная краска также реагирует, хотя и слабее [21].
Следует добавить, что обнаруженный белок с мо-
лекулярной массой 14 кДа не относится к лизоци-
мам, которые хорошо окрашиваются красителем
Кумасси.

Рис. 3. 1H-ЯМР-спектры гидролиза полисахарида клеточной стенки M. lysodeikticus экстрактом из ацетонового
порошка ГПК краба-стригуна при pH 5.5 (представлены разные области спектра, в которых наблюдается изменение
сигналов исходного полисахарида при расщеплении). NAM-NAG – полисахарид, состоящий из ковалентно сшитых
N-ацетилмурамовой кислоты (NAM) и N-ацетилглюкозамина (NAG). 
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Способность белка, выделенного с помощью
гепарин-сефарозы, расщеплять клеточную стен-
ку подтверждали методом турбидиметрии
(рис. 5).

Как видно из полученных результатов инкуба-
ция клеточной стенки при 37°С с выделенным
белком приводит к расщеплению клеточной
стенки, о чем свидетельствует снижение мутно-
сти образца.

Вероятнее всего, обнаруженный белок отно-
сится к эндопептидазам, расщепляющим пепти-
догликан по пептидным фрагментам.

Таким образом, в гепатопанкреасе как камчат-
ского краба, так и краба стригуна присутствуют
пептиды и белки, способные расщеплять клеточ-
ную стенку грамположительных бактерий, что
может свидетельствовать о наличии у них анти-
бактериальной активности, что было показано
нами ранее для пептида из ГПК камчатского кра-
ба [13].

Как известно, АМП могут представлять собой
нативные биоактивные пептиды или пептиды,
полученные из белка-предшественника путем
эндогенного протеолиза. Например, в работе [22]
описан нативный пептид пенаеидин, который
был идентифицирован из гемоцитов морского
ракообразного – белоногой креветки Penaeus van-
namei. У крабов были обнаружены и другие на-
тивные пептиды, богатые гидрофобными амино-
кислотами и обладающие противомикробной ак-
тивностью: тахиплезин у мечехвоста Tachypleus
tridentatus, гиастатин и аразин 1 у краба-паука

Hyas araneus, а также каллинектин у синего краба
Callinectes sapidus [23–26].

В то же время, у берегового краба C. maenas
был найден богатый пролином антибактериаль-
ный пептид, полученный путем эндогенного про-
теолиза [27].

Однако, несмотря на то, что спектр обнару-
женных АМП крабов растет, большинство из них
мало охарактеризовано. Нами в работе в ГПК
краба-стригуна были обнаружены пептиды с мо-
лекулярной массой около 3–5 кДа, расщепляю-
щие полисахаридные фрагменты пептидогликана
и обладающие антибактериальной активностью.
Также в ГПК камчатского краба обнаружен белок
с молекулярной массой около 14 кДа, расщепля-
ющий клеточную стенку, вероятно, путем гидро-
лиза пептидных фрагментов пептидогликана. На-
до заметить, что обнаруженные пептиды, скорее
всего, относятся к анионным АМП.

В работе [15] при масс-спектрометрическом
анализе биомассы краба-стригуна были обнару-
жены гидрофобные АМП, имеющие в своем со-
ставе медь и гликозидную часть. Эти пептиды
имели отрицательный заряд, низкую молекуляр-
ную массу около 800 Да и оказывали антибакте-
риальное действие против грамположительных и
грамотрицательных бактерий. Одна из гипотез
происхождения такого типа пептидов состояла в
том, что они получались из гликозилированных
фрагментов гемоцианина, присутствующего в ге-
молимфе и/или гемоцитах. Гемоцианины извест-
ны как дыхательные белки, которые представля-
ют собой металлопротеины, содержащие два ато-
ма меди, обратимо связывающие одну молекулу
кислорода (О2). Было показано, что некоторые

Рис. 4. Исследование активности белковой фракции,
выделенной методом аффинной хроматографии на
гепарин-сефарозе из гепатопанкреаса камчатского
краба, в отношении клеточной стенки M. lysodeikticus
с помощью зимографии. Дорожки 1 и 2 –
прокрашивание метиленовым синим, дорожки 3–5 –
прокрашивание Кумасси. Дорожки: 1 и 4 – белковая
фракция с гепарин-сефарозы, 2 и 5 – проскок с
колонки с гепарин-сефарозой, 3 – маркеры
молекулярной массы.

Рис. 5. Кинетика расщепления клеточной стенки при
pH 7.0 в присутствии белка из ГПК камчатского
краба, элюированного с гепарин-сефарозы, и
лизоцима куриного белка.
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пептидные фрагменты, образующиеся из С-кон-
цевой части гемоцианина ракообразных, облада-
ют противомикробным действием.

Сравнение по молекулярной массе, заряду и
активности пока не позволило отнести обнару-
женные нами пептиды к ранее известным АМП
крабов. Поэтому предстоит еще дальнейшая ра-
бота по идентификации обнаруженных пептидов
и белка из ГПК камчатского краба, что может
иметь большое значение для расширения списка
известных АМП и решения проблемы с бактери-
альной устойчивостью к противомикробным
препаратам.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Основными промысловыми видами крабов в
России являются камчатский краб (Paralithodes
camtschaticus) и краб-стригун (Chionoecetes opilio).
Несмотря на то, что оба относятся к отряду De-
capoda, краб-стригун является истинным крабом,
в то время как камчатский краб относится к кра-
боидам. К настоящему времени сведения о струк-
туре и функциях бактериолитических ферментов
этих крабов немногочисленны, любые исследо-
вания в этой области представляют научный ин-
терес, так как вносят вклад в пониманиe, каким
образом реализуется у них иммунная защита и ка-
кие белки играют в ней важную роль.

Результаты наших исследований показывают,
что в ГПК камчатского краба и краба-стригуна
присутствуют пептиды (~3–5 кДа), проявляющие
антибактериальную активность благодаря рас-
щеплению полисахарида в пептидогликане кле-
точной стенки бактерий. Кроме того, с помощью
хроматографии на гепарин-сефарозе был выде-
лен белок (~14 кДа), также расщепляющий кле-
точную стенку. Идентификация обнаруженных
АМП, установление механизма расщепления
пептидогликана, подбор оптимальных условий
для их активности требуют дальнейших исследо-
ваний. 

Следовательно, гепатопанкреас камчатского
краба, представляющий собой отходы промысла
крабов, может рассматриваться как источник но-
вых АМП, которые могут стать основой для со-
здания «природных» антибиотиков и помогут в
решении проблемы антибиотикорезистентности
благодаря иному механизму действия на бакте-
рии. АМП краба могут найти множество приме-
нений: в качестве биоконсервантов в пищевых
продуктах, в кормах для животных, а также в ме-
дицинской сфере.
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 Hepatopancreatic Proteins of Snow Crab and Red King Crab with Antibacterial Activity
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Troughout their long history, crustaceans, despite lacking a highly specific vertebrate-like adaptive immune
system, have successfully adapted to living within their environment rich in microorganisms, in part due to
the presence of antimicrobial peptides. One valuable source of antimicrobial peptides is hepatopancreas, a
waste product from crab fishery and its processing. Data from zymogram and 1H NMR spectra showed that
the extract of snow crab hepatopancreas contains a small peptide (about 3 kDa) that hydrolyzes the cell wall
and the cell wall polysaccharide of M. lysodeikticus. The discovered peptide may be of interest for practical
application. A protein (about 14 kDa), isolated from the red king crab hepatopancreas using affinity chroma-
tography on heparin-Sepharose, is also active against the cell wall of the gram-positive bacterium M. lyso-
deikticus, as it was demonstrated with zymography and turbidimetric methods. 

Keywords: antimicrobial proteins and peptides, hepatopancreas, king crab, snow crab
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Обнаружение изменений/новизны окружающей среды имеет базовое значение для адаптивного по-
ведения. Путем сравнения (компарации) текущего контекста с предыдущим, живые организмы мо-
гут делать прогнозы и корректировать свои действия. Механизмы и структуры мозга, участвующие
в функции компарации, пока в достаточной мере не выяснены. Имеющиеся работы подчеркивают
особый вклад гиппокампа в процесс компарации; указывается, что выявление новизны осуществ-
ляется нейронами гиппокампа посредством реализации механизмов совпадения-несовпадения,
или рассогласования. Здесь мы приводим сведения о существующих гипотезах того, как реализуют-
ся эти механизмы, какие еще структуры мозга участвуют в обнаружении несоответствий, как они
связаны с гиппокампом, и какие процессы этому способствуют. Предполагается, в частности, что
не новизна сама по себе, а только та новизна, которая контрастирует с ранее приобретенным опы-
том, инициирует процесс рассогласования. Анализируются доводы о том, что решающую роль в
функционировании гиппокампа как компаратора играет тета-ритм. Тета-осцилляции, вызванные
появлением нового сигнала/изменением обстановки, опосредуют механизм временнóй координа-
ции структур, участвующих в функции сравнения. При компарации тета-ритм функционирует как
активный фильтр: он участвуeт в отборе и пропуске нового сигнала в систему регистрации в гиппо-
кампе. Возрастание тета-осцилляций и их когерентности в структурах мозга, обрабатывающих но-
вую информацию, служит сигналом рассогласования, облегчающим изменение стратегии поведе-
ния. Кроме тета-ритма, гамма-осцилляции также участвуют в компарации: во время генерации те-
та-ритма в префронтальной коре, временнóе совпадение гамма-осцилляций в других областях
мозга с определенной фазой тета-цикла может выполнять функцию компарации во время процесса
запоминания. Глубокое понимание механизмов осуществления компараторной функции и ее нару-
шений может помочь в лечении таких патологий, как шизофрения, болезнь Альцгеймера, височная
эпилепсия и многих других.

Ключевые слова: компарация, септо-гиппокампальная система, поведение, память, детекция новизны,
рассогласование. 

DOI: 10.31857/S0006302924040149,  EDN: NGEUXB

Выживание организма часто зависит от его
способности обнаруживать изменения в окружа-
ющей обстановке и реагировать на неожиданные
и потенциально угрожающие ему события [1–3].
Известно, что у животных существует механизм
для эффективной обработки поступающей ин-
формации и выявления изменений путем сравне-
ния (компарации) особенностей новой обстанов-

ки с предшествующим состоянием среды. Это
позволяет им делать довольно точные прогно-
зы/предсказания относительно того, что случит-
ся вследствие «стандартного» поведения в новом
окружении, и, как следствие, вносить в него не-
обходимые изменения. С помощью механизма
совпадения-несовпадения формируется персо-
нальный опыт, кодируемый и сохраняемый в
эпизодической (автобиографической) памяти
[4–6]. 

Функция компарации, осуществляемая моз-
гом, интенсивно изучается, однако ее механизмы
и структуры, участвующие в ней, пока оконча-
тельно не выяснены. Уникальное анатомическое

Сокращения: МСДБ – медиальное септальное ядро и ядро
диагонального пучка Брока, ЗИ – зубчатая извилина,
ПФК – префронтальная кора, длПФК – дорзолатеральная
префронтальная кора, фМРТ – функциональная магнит-
но-резонансная томография, ЛПП – локальные полевые
потенциалы.

УДК 612.821.6

БИОФИЗИКА CЛОЖНЫX CИCТЕМ

Посвящается памяти заслуженного деятеля науки РФ
Ольги Сергеевны Виноградовой (к 95-летию со дня рождения)
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Рис. 1. Модели компаратора. (а) – Схематическое изображение мозга человека с обозначением основных структур,
участвующих в процессе компарации. (б) – Компаратор в модели Виноградовой. Обозначения: МЭК – медиальная
энторинальная кора, ЛЭК – латеральная энторинальная кора, Пресуб – пресубикулум, Суб – субикулум, ММТ – ме-
диальное мамиллярное тело (часть гипоталамуса), АВТ – антеровентральное ядро таламуса, ЗЛК – задняя лимбиче-
ская кора, ЗИ – зубчатая извилина, МСДБ – медиальная септальная область, ЛС – латеральное септальное ядро,
КШ – коллатерали Шаффера, РФ – ретикулярная формация, мЯШ – медианное ядро шва. Источники – работы [16,
19, 47]. (в) – Компаратор в модели Ньюмана. Обозначения: длПФК – дорзолатеральная префронтальная кора, мПФК
– медиальная префронтальная кора, ЗИ – зубчатая извилина. Источник – работа [6]. Пояснения в тексте.

строение, связи с другими областями мозга и пла-
стические свойства гиппокампа делают его иде-
ально подходящей структурой, выполняющей
сравнение прошлого опыта и реального окруже-

ния (рис. 1а,б). Существуют различные гипотезы,
моделирующие функцию компарации, которые
рассматривают, кроме гиппокампа, и другие
структуры мозга. Относительно центральной об-
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ласти, благодаря которой реализуется механизм
совпадения-несовпадения, в литературе имеются
противоречия.

Известно, что в новой обстановке или при по-
ступлении нового сигнала в гиппокампе генери-
руются тета-осцилляции (сетевая синусоидаль-
ная активность, имеющая частоту от 4 до 12 Гц). В
литературе имеется большой пласт работ, посвя-
щенных механизму происхождения и функцио-
нальному значению тета-ритма; предполагается,
в частности, что ключевую роль в этих процессах
играет часть передне-базального мозга, медиаль-
ная септальная область (медиальное септальное
ядро и ядро диагонального пучка Брока – МСДБ)
(см. работу [7]). Многие исследования о роли те-
та-ритма в работе гиппокампа опираются на осо-
бое значение этой осцилляторной активности в
его компараторной функции. Однако остаются
вопросы, в частности: 1) ограничено ли тета-
диапазоном участие осцилляций в функции
рассогласования, и 2) какую роль играет измене-
ние выраженности ритмической активности в
осуществлении компараторной функции. Выяс-
нение существующих в данном аспекте проблем
имеет большое значение, т.к. снижение спо-
собности выявления изменений/новизны в окру-
жающей среде свидетельствует о когнитивных
отклонениях, приводящих к развитию нейродеге-
неративных заболеваний. Понимание механизма
компарации и его нарушений может помочь в те-
рапии таких патологий, как шизофрения, бо-
лезнь Альцгеймера, височная эпилепсия и др. 

В обзоре обсуждаются нерешенные вопросы и
предложения по дальнейшим исследованиям.

ГИПОТЕЗЫ КОМПАРАТОРНОЙ 
ФУНКЦИИ МОЗГА

В нейрофизиологии использование термина
«компаратор» чаще всего подразумевает клеточ-
ные механизмы, требуемые для сравнения ожида-
емых результатов поведения с его фактическими
результатами [8, 9]. Нейронные компараторы ча-
сто описываются как детекторы совпадения/не-
совпадения, так как они определяют, совпадает
или не совпадает фактическое поведение с ожи-
даемым [10].

В одной из самых ранних работ, имеющих от-
ношение к функции компарации [11], предпола-
галось, что ключевым моментом в поведении жи-
вых организмов является планирование, и что
планирование имеет перспективную направлен-
ность на ожидаемый результат. Согласно автору
этой работы Э. Фон Хольсту (E. Von Holst), фак-
тические результаты запланированного (рефе-
рентного) действия сравниваются в мозге с ожи-
даемыми результатами, закодированными в эф-
ферентной копии; при этом планирование

возможно изменять в том случае, если поведение
не соответствует ожидаемому. 

Термин «компаратор» в физиологии был вве-
ден Дж. Миллером (G.A. Miller) с коллегами в
1960 г. для объяснения того, как организмы ис-
пользуют планирование действий для целена-
правленных движений по когнитивным картам
[12]. Модель, предложенная авторами, явилась
связующим звеном между «когнитивными функ-
циями и действием». 

В России идея компарации развивалась в
60-х годах XX века П.К. Анохиным. Им была
представлена модель планирования поведения,
где подчеркивалась критическая важность ком-
параторной системы для формирования будуще-
го поведения; рассогласование между ожиданием
и реальным результатом, как предполагалось,
приводит к формированию новой программы
действий [13].

Впервые предположение о гиппокампе как
структуре, осуществляющей компараторную
функцию в мозге, была выдвинута О.С. Виногра-
довой в 1970 г. [14]. При регистрации ответов ней-
ронов поля СА3 гиппокампа на натуральные сти-
мулы (звуковые тоны, вспышки, засветку поме-
щения, щелчки и т.д.) у бодрствующих кроликов
ею и ее коллегами было обнаружено, что гиппо-
кампальные нейроны снижали или повышали ча-
стоту разрядов, но при повторном предъявления
стимулов эти реакции затухали; однако измене-
ние параметров стимула приводило к возобнов-
лению реакций. В то же время нейроны входных
структур, как со стороны ствола мозга, так и со
стороны неокортекса, демонстрировали, как пра-
вило, незатухающие или усиливающиеся/форми-
рующиеся по мере повторения сигналов реакции.
Предполагалось, что эти нейроны гиппокампа
детектировали отсутствие «конгруэнтности»,
или соответствия, т.е. наличие рассогласования
(mismatch) между следовой системой (хранящейся
информацией о сигнале) и действительным сти-
мулом. Отсутствие или угасание реакций расце-
нивалось как формирование такого соответствия
(match). Основываясь на таком свойстве гиппо-
кампальных нейронов, Виноградова выдвигала
свою первоначальную гипотезу компаратора как
«детектора новизны» [14, 15]. Позже идея о гип-
покампе как компараторе сенсорных сигналов
несколько раз обновлялась ею [16–19]. В качестве
местоположения компаратора указывалось поле
СА3 гиппокампа: именно в эту область поступают
сигналы по двум входам: с одной стороны, от
ствола мозга, являясь относительно «сырыми», и,
с другой стороны, от неокортекса, уже детально
проанализированные. От коры к гиппокампу сиг-
налы поступают через перфорантный путь (иду-
щий от энторинальной коры) и зубчатую извили-
ну (ЗИ), в то время как от ствола мозга – через ме-
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диальную септальную область: медиальное
септальное ядро и ядро диагонального пучка Бро-
ка (МСДБ) (см. рис. 1а,б). Предполагалось, что
через эти два входа информация поступает в гип-
покамп упорядоченно во времени, а именно, от
энторинальной коры сигналы поступают с неко-
торой задержкой по сравнению с таковыми, по-
ступающими от МСДБ. Такая упорядоченность
осуществляется благодаря тета-ритму, генерируе-
мому в гиппокампе, что облегчает процесс срав-
нения [19] (детали см. в разделе «Тета-осцилля-
ции как инструмент в осуществлении компара-
торной функции»). Система СА3 «открыта»,
когда градуально формирующийся кортикаль-
ный сигнал отсутствует или слаб; она «закрывает-
ся», когда кортикальный сигнал уже оформлен. 

Примерно в то же время, когда О.С. Виногра-
дова создавала свою гипотезу компарации (вто-
рая половина XX века – начало XXI века),
Р. Ньюман (R. Numan) разрабатывал свою кон-
цепцию, основанную на сравнении ожидаемого и
реального результатов поведения, в которой зна-
чительное место также отводилось гиппокампу
[20–22]. Ньюман фокусировал свою гипотезу на
использовании плана действий, который он на-
зывал программой. При этом предполагалось,
что, когда организм взаимодействует с окружаю-
щей обстановкой, механизм оценки эффектив-
ности двигательной программы базируется на об-
ратной связи, извлеченной из результатов реаль-
ных действий. Ньюман полагал, что задний
гиппокамп (дорзальный гиппокамп у не-прима-
тов), дорзолатеральная префронтальная кора
(длПФК, или ее гомолог у не-приматов), а также
МСДБ являются центральными областями этой
системы [6, 21–23]. Его гипотеза постулировала,
что двигательная программа (план действия) со-
ставляется в длПФК, базируясь на текущем кон-
тексте, мотивационном и эмоциональном состо-
яниях организма и на предыдущем опыте, храня-
щемся в памяти. Когда двигательная программа
уже сформирована, длПФК передает эфферент-
ную копию программы (в виде разряда) гиппо-
кампу, где она временно хранится как рабочая па-
мять. Проведенный Ньюманом анализ предпола-
гает, что и длПФК, и гиппокамп хранят рабочую
память для плана действия; при этом гиппокам-
пальная рабочая память служит компаратором,
чья функция − сигнализировать о соответствии
или несоответствии информации, для усиления
или модификации действия. В своей гипотезе
Ньюман расположил компаратор в поле СА1 гип-
покампа: «Область CA1 гиппокампа служит, по
крайней мере частично, ассоциативным компа-
ратором совпадений-несовпадений (associative
match-mismatch comparator)» [23]. При этом он
предполагал, что эфферентная копия, сформиро-
ванная в длПФК и передаваемая в гиппокамп, со-
храняется как рабочая память сначала в поле

СА3, а затем, когда инициируется ответ, эта ко-
пия передается в поле СА1. Таким образом, в гип-
покампе ожидаемый ответ (закодированный в
эфферентной копии) сравнивается с реальным
ответом, извлеченным при реафферентации. Ес-
ли ожидаемый и реальный ответы совпадают,
гиппокамп передает сигнал в длПФК для консо-
лидации текущего плана действия. В случае не-
совпадения, ошибочный сигнал также передается
в длПФК, но при этом возникающий сигнал
ошибки приводит к формированию новой двига-
тельной программы как следствию только что за-
конченного действия. Когда двигательная про-
грамма начинает осуществляться, МСДБ активи-
рует гиппокампальный тета-ритм, что
инициирует реафферентацию (сенсорные изме-
нения, зависящие от ответа), передаваемую гип-
покампу, для сравнения с эфферентной копией
[23] (см. рис. 1в). 

В 1982 г. Дж. Грэй (J.A. Gray) [24] представил
описание компараторной модели, подобной та-
ковой у Ньюмана [21], однако Грей располагал
компаратор в субикулуме (выходной области гип-
покампа). Здесь информация о текущем сенсор-
ном окружении и ожидаемых движениях в нем
извлекалась из сенсорной ассоциативной коры и
префронтальной коры соответственно. Эта ин-
формация передавалась к субикулуму через энто-
ринальную кору. Предсказания об ожидаемых от-
ветах/реакциях в поведении также передавались
к субикулуму от таламуса, цингулума, височной и
префронтальной областей коры. Таким образом,
такой набор входов обеспечивал компаратор сен-
сорной информацией об окружающей обстанов-
ке, текущих и целевых двигательных программах
и об ожидаемом изменении в поведении. Когда
поведенческий акт инициировался, реальный
(зависящий от окружения) ответ передавался че-
рез энторинальную кору к субикулуму для срав-
нения с ожидаемой реакцией. Если наблюдалось
рассогласование между этими входами, ошибоч-
ный сигнал передавался к более высокоуровне-
вым системам (предположительно в ПФК), кото-
рые прекращали или тормозили текущую про-
грамму действия. В случае же совпадения
поддерживалась текущая двигательная про-
грамма. 

И модель Ньюмана, и модель Грэя предпола-
гали, что при компараторной дисфункции (не-
возможности определить несоответствие между
ожидаемой и реальной реакцией в поведении, т.е.
выявить ошибку) будет поддерживаться/сохра-
няться текущий план действия. Это приведет к
возрастанию вероятности неизменности ответа,
что является общим свойством у животных раз-
личных видов с повреждением септо-гиппокам-
пальной системы. Ньюман в 1978 г. предположил
[21], что повреждение септо-гиппокампальной
системы ухудшает поведенческую гибкость как в
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пространственных, так и в непространственных
задачах, если внешние ориентиры, помогающие
изменить поведение, недоступны. Когда же за-
метные внешние сигналы доступны (т.е. в облег-
ченной задаче, где ориентирами являются внеш-
ние «ключи»), животные могут успешно обнару-
живать ошибки и поддерживать поведенческую
гибкость через другие области мозга, даже когда
септо-гиппокампальная система повреждена; по-
ведение в этом случае регулируется сигналами
окружающей среды [25]. Многочисленные экспе-
рименты показали, что повреждение септо-гип-
покампальной системы (МСДБ, свод, гиппо-
камп) не ухудшает выполнение задач, управляе-
мых отчетливыми экстероцептивными
сигналами [26−31], хотя это и не является универ-
сальным (например, см. [32]). 

M. Мозер (M.B. Moser) и Э. Мозер (E.I. Moser)
с коллегами в 2002 г. [33] представили свои дока-
зательства наличия детектора несоответствия и
расположили его в поле CA1 гиппокампа крыс.
Они регистрировали активность отдельных пира-
мидных нейронов в этом поле, а крысы в это вре-
мя учились находить передвигаемую скрытую
платформу в кольцевом водном лабиринте (т.е., в
гиппокамп-зависимой задаче). После того, как
крысы научались находить платформу, нейроны
снижали частоту разрядов. Последующее переме-
щение платформы на новое место приводило к
увеличению частоты клеточных разрядов; оно со-
хранялось до тех пор, пока крыса искала новое
место. Авторы предполагали, что повышение ак-
тивности вызвалось изменением в расположении
площадки по сравнению с тем местом, о котором
животное помнило. Однако клетки CA1 не увели-
чивали частоты разрядов, если платформа пере-
мещалась в каждом тесте. Это позволило авторам
предположить, что не новизна сама по себе (в дан-
ном случае, конкретное расположение платфор-
мы, когда ожидание отсутствовало), а только та
новизна, которая контрастирует с ранее приобре-
тенным опытом (изменение первоначального рас-
положения площадки), вызывает повышение ак-
тивности [33].

В серии уникальных экспериментов с исполь-
зованием функциональной магнитно-резонанс-
ной томографии (фМРТ) у человека, Д. Кумаран
(D. Kumaran) и Э. Магуир (E.A. Maguire) в 2006 г.
также получили свидетельства ассоциативных
процессов совпадения-несовпадения в гиппо-
кампе [34]. Авторы предположили, что гиппо-
камп распознает новизну, сравнивая текущий
сенсорный вход и информацию, хранящуюся в
памяти; новизна определяется, когда сенсорный
вход не совпадает с ожиданием, извлеченным из
опыта. В этих экспериментах участников подвер-
гали тесту, где знакомые предметы появлялись в
новом временнóм порядке (форма временнóй ас-
социативной новизны). При этом сначала

они рассматривали предметы в специфической
последовательности (A > B > C > D). После этого
участникам предъявляли те же объекты в
одной из следующих последовательностей: той
же сáмой (A > B > C > D), абсолютно другой
(C > A > D > B), или частично отличающейся
(A > B > D > C), где последние два объекта меня-
лись местами. Авторы обнаружили, что актив-
ность в гиппокампе была наибольшей в случае
частичной новизны (где менялись местами по-
следние два объекта); в то же время активность
при предъявлении абсолютно другой последова-
тельности была такой же, как и при показе исход-
ной. Эти результаты продемонстрировали, что
активация гиппокампа была максимальной, ко-
гда взятые из опыта предсказания того, какой объ-
ект появится следующим в последовательности,
нарушались сенсорной реальностью. Таким обра-
зом, в этой работе была установлена биологиче-
ская реальность ассоциативных вычислений сов-
падений-несовпадений в гиппокампе человека.
Исследователи заключили (так же, как это было
сделано в более ранней работе в экспериментах
на крысах [33], см. выше), что гиппокамп не реа-
гирует на новизну как таковую, а участвует только
в ассоциативном процессе совпадения-несовпаде-
ния. В других аналогичных работах с использова-
нием фМРТ с высоким разрешением у человека
[10, 35] определяли ключевую область гиппокам-
па, ответственную за выявление совпадения-не-
совпадения. Было обнаружено, что только поле
СА1 вовлечено в этот процесс.

Построение реалистичной модели нейрона
поля CA1 гиппокампа [36] выявило, что она мо-
жет воспроизводить ряд явлений и сигналы, опи-
санные во многих исследованиях, которые послу-
жили доказательством того, что именно поле CA1
является детектором несовпадения. В ней показа-
но, что область CA1 гиппокампа действует как де-
тектор ассоциативных несоответствий, сравни-
вая прогнозирующие сигналы от CA3 с сигналами
от слоя III энторинальной коры, отражающими
сенсорные входы. 

Важно, что применение фМРТ, где изучалась
активность многих структур мозга у человека
[34], позволило выявить, что переринальная и эн-
торинальная области коры отвечали активацией
на новизну как таковую: там активация была оди-
наковой при абсолютно новой последовательно-
сти предметов и при частичном ее изменении.
По-видимому, «задачей» этих регионов мозга бы-
ла не компарация, а детальная обработка всех ха-
рактеристик сигналов. 

Дж. Лисман (J.E. Lisman) и А. Грейс
(A.A. Grace) в 2005 г. также привели доказатель-
ства осуществления компарации в области СА1
дорзального гиппокампа крыс [37]. Их компара-
тор обнаруживает новизну, сравнивая ожидаемые



826

БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

КИЧИГИНА

события, которые извлекаются из памяти и пере-
даются в CA1 из CA3, с фактическими событиями
(текущей реальностью), которые передаются в
CA1 из неокортекса.

Д. Сантос-Пата (D. Santos-Pata) с коллегами в
2021 г. «поместили» компаратор в энторинально-
гиппокампальную сеть [38]. Основанием для это-
го было предположение о том, что энторинальная
цепь обеспечивает конвергенцию корковых вход-
ных сигналов и выходных сигналов гиппокампа в
пределах одной области. Такая конвергенция
осуществляется благодаря существованию воз-
вратного торможения от СА1 к СА3 и ЗИ [39], а
также проекций от слоев IV–VI энторинальной
коры к гранулярным и ГАМКергическим нейро-
нам ЗИ и от более глубоких слоев энторинальной
коры к СА1 [40]. Это, а также пластические свой-
ства гиппокампальных связей и создают условия
для реализации процесса «компарации» между
корковыми входными сигналами и выходными
сигналами гиппокампа [41]. В указанной работе
авторы предполагали, что основные вычисления,
выполняемые компараторной энторинально-
гиппокампальной сетью, нужны для минимиза-
ции несоответствия (mismatch) входа-выхода
гиппокампа [38]. 

Анализ нейронной активности, регистрируе-
мой О.С. Виноградовой и ее коллегами в разных
областях гиппокампа и его входных структурах
[19], показывает принципиальные различия меж-
ду нейронами поля СА3 с равномерным мульти-
модальным, преимущественно тормозным типом
реакций с быстрым угашением и CA1-субикуляр-
ными нейронами, существенная часть которых
имеет фазические реакции и структурированные
on-ответы, в зависимости от характеристик сти-
мулов. Эти различия являются результатом орга-
низации афферентных входов к СА1 и СА3. Ана-
лиз нейронных реакций во входных структурах
гиппокампа, их электрическая стимуляция, и
хроническое отключение показывают бóльшую
функциональную значимость входа от ретику-
лярной формации ствола мозга для длительных
(тонических) реакций, характерных для нейро-
нов поля CA3. Этот входной сигнал перед поступ-
лением в гиппокамп подвергается предваритель-
ной обработке в релейной структуре, МСДБ, где
он становится более однородным. В этой работе
также постулируется, что по другому входу (через
энторинальную кору и пресубикулум) в гиппо-
камп поступает проанализированная в неокор-
тексе информация (см. рис. 1б). Однако до входа
в CA3 она дополнительно обрабатывается в зуб-
чатой извилине, другой релейной структуре, где
также происходит упрощение сигналов. В резуль-
тате CA3 получает на свои два входа (от МСДБ и
ЗИ) сообщения лишь о наличии и уровне входных
сигналов в каждом из этих входов и выполняет
относительно простые функции определения

совпадения/несовпадения их весов (match/mis-
match). Для этой компараторной системы нали-
чие сигнала на ретикуло-септальном входе экви-
валентно качеству новизны. Кортикальный сиг-
нал появляется с некоторой задержкой после его
анализа в неокортексе и формирования в пре-
гиппокампальных структурах; кроме того, за-
держка постепенно увеличивается за счет посте-
пенных изменений, подобных длительной потен-
циации в синапсах перфорантного пути и ЗИ.
Нейроны СА3 с потенциированными синапсами
коркового входа не реагируют на сенсорные сти-
мулы, т.е. повышенная эффективность корковых
сигналов может расцениваться как «знакомость
сигнала», прекращающая реакции нейронов СА3.
Целостность обоих входов необходима для посте-
пенного «привыкания» (угашения) сенсорных
реакций в гиппокампе. Таким образом, гиппо-
камп рассматривался как структура, необходимая
для обнаружения ассоциативных несоответствий
между тем, что ожидается на основе прошлого
опыта, и текущими сенсорными данными [19]. 

ТЕТА-ОСЦИЛЛЯЦИИ КАК ИНСТРУМЕНТ 
В ОСУЩЕСТВЛЕНИИ КОМПАРАТОРНОЙ 

ФУНКЦИИ

Тета-ритм гиппокампа представляет собой се-
тевую синусоидальную активность в диапазоне от
4 до 12 Гц [42–46]. Экстраклеточные токи, лежа-
щие в основе возникновения тета-осцилляций,
генерируются в результате взаимодействия вхо-
дов, идущих в гиппокамп со стороны неокортекса
(через энторинальную кору) и ствола мозга (через
МСДБ) и опосредуются потенциал-зависимыми
Са2+-токами в дендритах пирамидных клеток
гиппокампа [47] (рис. 2а). 

ГАМКергические и холинергические проек-
ции от МСДБ к гиппокампу (рис. 2а) играют ре-
шающую роль в генерации и регуляции тета-рит-
ма [18, 40–42]. Повреждение или отключение
МСДБ нарушает генерацию этого ритма [42, 43,
47–52] и приводит к поведенческим нарушениям,
сходным с таковыми, возникающими при пря-
мом повреждении гиппокампа [8, 49–51]. Тета-
осцилляции обычно сопровождаются «гнездящи-
мися» на тета-волне более высокочастотными
гамма-осцилляциями (30–100 Гц) [46]. Выдвига-
лось множество гипотез о поведенческих корре-
лятах гиппокампального тета-ритма, в том числе:
произвольное движение, обработка информации,
сенсомоторная интеграция, обнаружение новиз-
ны, внимание и память (7, 19, 42, 43, 56, 57]. В
2002 г. Г. Бузаки (G. Buzsáki) приходит к выводу,
что тета-цикл можно рассматривать как инфор-
мационный квант, позволяющий обмениваться
информацией взаимодействующим структурам
благодаря фазовой синхронизации [43]. 



БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

ТЕТА-ОСЦИЛЛЯЦИИ И КОМПАРАТОРНАЯ ФУНКЦИЯ 827

Рис. 2. Тета осцилляции в септо-гиппокампальной системе. (а) – Схема, демонстрирующая современные представле-
ния о механизмах генерации тета-ритма в гиппокампе. МСДБ представляет собой пейсмекер тета-ритма (эндогенны-
ми пейсмекерами являются ГАМКергические клетки), в то время как гиппокамп – источник ритмических токов, в
сумме формирующих тета-осцилляции, регистрируемые в локальных полевых потенциалах (ЛПП) и электроэнцефа-
лограммах. Пусковым моментом для их возникновения является поступление в мозг сенсорной информации, что вы-
зывает возрастание количества нейронов МСДБ, работающих в тета-режиме. При достижении критического числа
септальных нейронов, вовлеченных в ритмический процесс, возникают тета-осцилляции у ГАМКергических нейро-
нов гиппокампа и глутаматергических клеток энторинальной коры. Вследствие этого на сомах и апикальных дендри-
тах пирамидных нейронов гиппокампа генерируются соответственно ритмические тормозные и возбуждающие пост-
синаптические потенциалы. Благодаря этому пирамидный нейрон становится диполем: по нему начинает течь ток,
причем источник тока находится на сомах пирамид, а сток – в слое апикальных дендритов. При наличии большого
числа таких источников тока возникают полевые тета-осцилляции. Источники – работы [7, 39, 55, 57, 60, 61, 66]. (б) –
Репрезентативная демонстрация изменений выраженности тета-осцилляций в активности нейрона МСДБ и ЛПП
гиппокампа (в данном случае под влиянием активации адренорецепторов введением агониста альфа2-адренорецеп-
торов клонидина и их блокады введением антагониста альфа2-адренорецепторов идазоксана): слева – демонстрация
экстраклеточной регистрации активности нейрона МСДБ и ЛПП гиппокампа, посередине – графики спектральной
плотности для ритмической активности нейрона, справа – графики спектральной плотности для ЛПП гиппокампа.
Видны параллельные изменения мощности тета-осцилляций в активности нейрона МСДБ и ЛПП гиппокампа. Ка-
либровка – 1 с, 0.5 мВ для ЛПП и 0.1 мВ для нейрона. Источники – работы [48, 69]. 

Еще в конце ХХ века было показано, что ней-
роны МСДБ обладают эндогенным свойством ге-
нерировать ритмические залпы потенциалов дей-
ствия и регулярные одиночные разряды [54–61].

Виноградова и ее коллеги предполагали, что ран-
домизированная (неупорядоченная, «сырая») ак-
тивность, идущая от ствола мозга, подвергаясь
перед поступлением в гиппокамп предваритель-



828

БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

КИЧИГИНА

ной обработке в МСДБ, становится частотно-мо-
дулированной в тета-диапазоне. При этом выра-
женность (мощность) тета-осцилляций в гиппо-
кампе зависит от доли нейронов МСДБ,
участвующих в ритмическом процессе, а его ча-
стота в пределах тета-диапазона (4–12 Гц) опре-
деляется частотой септальных залповых тета-раз-
рядов [7, 19, 49]. Входные сигналы, идущие к
МСДБ от глутаматергической ретикулярной фор-
мации, норадренергического синего пятна и до-
фаминергической вентральной тегментальной
области ствола мозга, увеличивают как частоту
септальных залпов, так и долю нейронов, участ-
вующих в тета-активности, повышая выражен-
ность тета-ритма в гиппокампе (см. рис. 2б). В то
же время серотонинергические ядра шва средне-
го мозга снижают ритмичность нейронов МСДБ
и мощность тета-осцилляций в полевой активно-
сти гиппокампа [52, 66–73]. Основное влияние
МСДБ на гиппокамп заключается в «сбросе» и
«переустановке» текущей активности («reset»).
При этом генерируется короткая тормозная пау-
за, имеющая ГАМКергическую природу, и запус-
кается тета-модуляция текущей активности с чет-
ко установленной фазой тета-ритма (такую «пе-
реустановку» вызывает как стимуляция МСДБ,
так и сенсорные стимулы). На фоне непрерывно-
го тета-ритма, «reset» отсутствует и снижается ре-
активность нейронов гиппокампа как к электри-
ческой стимуляции входных путей, так и к сен-
сорным раздражителям [7, 19, 71] (рис. 3а).
Предполагается, что тета-ритм имеет двойную
функцию при обработке информации: 1) облег-
чает и продлевает действие раздражителей, по-
ступающих в гиппокамп в фазу с одновременно
запущенным тета-ритмом («фильтрация
внутрь»), и 2) предотвращает прием интерфери-
рующих сигналов, появляющихся в ходе уже те-
кущих тета-осцилляций, вызванных предыду-
щим событием («фильтрация наружу»), что устра-
няет помехи при обработке и регистрации
информации (рис. 3б). Исходя из этого, тета-
ритм может рассматриваться как механизм изби-
рательного внимания; он продлевает реакцию на
выбранный стимул и одновременно защищает
его обработку от помех, представляя собой необ-
ходимое условие для формирования следа памя-
ти. Таким образом, кроме синхронизации обоих
гиппокампальных входов, тета-осцилляции мо-
гут иметь дополнительную функцию, обеспечи-
вая «временное окно» для обработки информа-
ции только при появлении сигналов с определен-
ной «привязкой» к тета-ритму, что должно
повысить точность работы компаратора [7, 19,
52].

К. Андерсон (K.L. Anderson) с коллегами реги-
стрировали внутримозговую сетевую активность
и обнаружили тета-когерентность (тета-синхро-
низацию с постоянным сдвигом фазы [74]) между

латеральной ПФК и медиальной височной долей
при вспоминании списка слов. В это время тета-
когерентность между исследуемыми структурами
была значительно выше, чем во время контроль-
ной процедуры. Анализ причинно-следственной
связи Грейнджера указывал на двунаправлен-
ность потока информации между этими областя-
ми, но с преобладанием влияния от медиальной
височной доли к латеральной ПФК [74]. Эти ре-
зультаты имеют важное значение, поскольку фа-
зовая синхронизация осцилляторной активности
между различными областями мозга облегчает
как рабочую память, так и процессы долговре-
менной памяти [75]. В аналогичной работе с уча-
стием людей [76] было сделано предположение,
что тета-ритм в ПФК и временнóе совпадение
гамма-осцилляций в других областях мозга с
определенной фазой тета-цикла в ПФК может
выполнять функцию компарации во время про-
цесса рабочей памяти. Похожие результаты были
получены в другой работе с участием людей [77],
где было обнаружено более сильное возрастание
мощности тета-ритма при точном определении
местоположения предметов по сравнению с не-
точным выбором. 

Показано, что во время нового обучения тета-
ритм, регистрируемый вдоль дорзо-вентральной
оси гиппокампа, увеличивается по мощности
[78–80]; это способствует возрастанию тета-коге-
рентности между вентральным СA1/субикулу-
мом и медиальной ПФК и поддерживает новое
обучение [81]. Ньюман предполагал [6], что изме-
нение/возрастание базового уровня мощности
тета-осцилляций может сигнализировать, что
компаратор «переместился» из СА3 в СА1. Сюда
эфферентная копия поступает через трисинапти-
ческий путь (энторинальная кора > ЗИ > CA3 >
> CA1) (см. рис. 1в), а когда инициируется  дей-
ствие, реальный сигнал передается через прямой
путь: энторинальная кора > CA1. Эти два входа
сравниваются в поле СА1 дорзального гиппокам-
па.  Похожее событие обнаружили Д. Зоу (D. Zou)
с соавторами в 2009 г. [82] и М. Айтаке (M. Aitake)
с коллегами в 2011 г. [83]: при несовпадении (mis-
match) между ожидаемым и реальным ответом,
тета-ритм возрастает по сравнению с базовым
уровнем. Авторы полагают, что, возможно, имен-
но это возрастание тета-осцилляций служит сиг-
налом рассогласования, облегчающим включение
поведенческой реакции. В подтверждение этой
идеи, С. Пенлей (S.C. Penley) с соавторами в
2013 г. показали, что и мощность тета, и его коге-
рентность возрастали вдоль дорзовентральной
оси гиппокампа, когда крысы пересекали новый
лабиринт, что отличалось от того, что было в
прежнем (знакомом) лабиринте [78]. Эти факты
позволяют предполагать функциональную инте-
грацию такого ассоциативного несовпадающего
сигнала вдоль всей дорзовентральной оси гиппо-
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кампа. Если это так, этот несовпадающий сигнал
может передаваться от вентрального СА1/субику-
лума по моносинаптическому пути к медиальной
ПФК. Но как может план действия модифициро-
ваться в длПФК? Тестируя людей, Дж. Кавана
(J.F. Cavanagh) с коллегами в 2009 г. обнаружили,

что тета-мощность возрастала в медиальной
ПФК сразу после совершения ошибки, и что фа-
зовая тета-когерентность между медиальной
ПФК и длПФК в этой пробе также драматически
возрастала при ошибке. Степень изменений тета-
мощности и синхронизации предсказывали ха-

Рис. 3. Роль тета-осцилляций при компарации и отборе сигналов, поступающих в гиппокамп для регистрации и даль-
нейшего хранения в мозге. (а) – Изменения сенсорных реакций нейронов МС на фоне действия клонидина, усилива-
ющего тета-осцилляции. Вверху – экстраклеточная регистрация реакции нейрона на свист в контроле и после возник-
новения непрерывных тета-осцилляций (вызванных инъекцией клонидина), приводящего к исчезновению ответа;
калибровка – 1 с. Внизу – перестимульные гистограммы и растровые развертки нейронных реакций на сенсорные
стимулы; верхние гистограммы: исчезновение активационного on-ответа на тон, сопровождающегося в контроле по-
вышением тета-модуляции (перед on-ответом видно краткое торможение; после введения клонидина на первые два
стимула оно воспроизводится, а затем реакция исчезает; нижние гистограммы: подавление тормозной реакции на
щелчок. Отметки раздражителей (полосы и стрелки) – под записями нейронной активности и растрами. Бин – 100 мс.
(б) – Схема, поясняющая функцию тета-осцилляций как активного фильтра при компарации и отборе сигналов. По-
ступление нового стимула вызывает возбуждение структур ствола, обеспечивающих уровень активации, необходимый
для формирования в МСДБ синхронного ритмического сигнала, обеспечивающего генерацию в гиппокампе тета-
ритма и сенсорный ответ, т.е. регистрацию нового стимула гиппокампальной сетью (фильтрация «внутрь»). Второсте-
пенный стимул не вызывает реакции (фильтрация «наружу»), что предохраняет обработку предыдущего сигнала от
интерференции. Дополнительные пояснения в тексте. Источники – работы [7, 19, 46, 48]. 
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рактер последующих корректировок поведения
[84].

Учитывая эти факты, Ньюман полагал, что
при формировании плана действия, составляемо-
го в длПФК, и передачи его эфферентной копии
(в виде разряда) в поле СА1 гиппокампа, являю-
щегося ассоциативным компаратором совпаде-
ния-несовпадения (см. выше), возникающие в
гиппокампе тета-осцилляции служат сигналом
ошибки прогнозирования во время решения задач,
зависящих от гиппокампа, благодаря которому
происходит формирование новой двигательной
программы [6, 23]. 

Однако сигнал ошибки также может регистри-
роваться в других областях мозга, в таких, как
вентральная тегментальная область [85] и перед-
няя цингулярная кора [86]. При помещении крыс
в неожиданную для них обстановку, когда живот-
ные должны были менять стратегию поведения
для получения вознаграждения, нейроны дорзо-
медиальной ПФК демонстрировали активность
«распознавания» результатов измененного пове-
дения, т.е. «предсказывали», успешным ли будет
поведение, чтобы получить подкрепление [87].
Кaк механизм, предположительно работающий в
гиппокампальной формации, взаимодействует с
этими кортикальными и субкортикальными об-
ластями для обеспечения поведенческой гибко-
сти и памяти, предстоит выяснить в будущих ис-
следованиях. 

Интересно, что Э. Ольвера-Кортес (E. Olvera-
Cortés) с коллегами в 2002 г. [88] и Ю. Сакимото
(Y. Sakimoto) с соавторами в 2013 г. [89] обнару-
жили, что мощность тета-осцилляций возраста-
ла, когда крысы выполняли гиппокамп-зависи-
мую задачу, и не возрастала, когда они выполня-
ли гиппокамп-независимую задачу. Таким
образом, эти данные позволяют предположить,
что, если гиппокамп не участвует в обучении, те-
та-ритм не является инструментом для компара-
ции.

Независимо от мнений разных авторов о цен-
тральной области, где происходит процедура вы-
числения совпадения/несовпадения, компара-
ция и отбор сигналов для регистрации и хранения
в мозге несомненно осуществляется при непо-
средственном участии гиппокампальной систе-
мы; при этом тета-ритм координирует активность
структур, участвующих в этой функции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Чтобы извлечь значимую для поведения ин-

формацию из окружающей действительности,
мозг постоянно интегрирует и сравнивает посту-
пающие извне сенсорные сигналы с теми, кото-
рые хранятся в памяти. Подавляющее большин-
ство гипотез о механизмах компарации указывает

на ключевую роль гиппокампа в осуществлении
этого процесса. 

О.С. Виноградова впервые ассоциировала ком-
паратор с гиппокампом. Она «помеcтила» его в
поле СА3, основываясь на том, что основной
функцией этого поля является обнаружение но-
визны сигнала, а не детальное кодирование его
свойств. В ее гипотезе нейроны гиппокампа, реа-
гирующие на новые стимулы отчетливыми реак-
циями и возрастанием тета-ритма, тем самым де-
тектируют несоответствие между следовой си-
стемой и действительным стимулом. В то же
время угасание или отсутствие реакций, сопро-
вождаемое ослаблением/исчезновением тета-ос-
цилляций, расценивается как наличие или фор-
мирование соответствия. В работе компаратора
тета-осцилляции опосредуют механизм времен-
нóй координации областей мозга, связанных с
гиппокампом. Кроме этого, при компарации те-
та-ритм является активным фильтром: он участ-
вуют в отборе и пропуске нового сигнала в систе-
му регистрации в гиппокампе. Компаратор Вино-
градовой был гипотетически построен на анализе
и интерпретации нейронной активности гиппо-
кампа и всех связанных с ним структур, исследо-
вание которых осуществлялось ее коллективом в
течение 35 лет экспериментальной работы. 

Создавая свою гипотезу компарации, Нью-
ман, как и Виноградова, расположил компаратор
в гиппокампе, но поместил его при этом в поле
СА1. Ньюман фокусировал свою гипотезу на ис-
пользовании мозгом плана действий/программы,
составляемой в длПФК, которая передается в ко-
нечном итоге в поле СА1 гиппокампа, где сохра-
няется в виде рабочей памяти. В гиппокампе
ожидаемый ответ, закодированный в эфферент-
ной копии, сравнивается с реальным ответом, и
при совпадении консолидируется в длПФК; в
случае несовпадения, сигнал ошибки в виде тета-
ритма приводит к формированию новой двига-
тельной программы. Таким образом, по Ньюма-
ну, поле СА1 служит ассоциативным компарато-
ром совпадений-несовпадений, а ПФК консоли-
дирует старую программу или формирует новую
программу действия соответственно. Тета-ритм,
по предположению Ньюмана, активирует функ-
цию сравнения, позволяя гиппокампу сопостав-
лять ожидаемые действия с их фактическими ре-
зультатами: когда двигательная программа ини-
циируется, МСДБ усиливает гиппокампальный
тета-ритм; это активирует компаратор, что вызы-
вает зависимые от реакции изменения, передава-
емые в гиппокамп для сравнения с эфферентной
копией. В своей окончательной версии гипотеза
Ньюмана базировалась как на нейронных, так и
на поведенческих экспериментальных данных. 
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Большинство других авторов также рассмат-
ривали поле СА1 гиппокампа как центральную
область для осуществления компарации. 

Дж. Грэй располагал компаратор в субикулу-
ме, выходной области гиппокампа, где информа-
ция о текущем сенсорном окружении и ожидае-
мых действиях извлекалась из сенсорной ассоци-
ативной коры и префронтальной коры со-
ответственно. В его гипотезе консолидация или
прекращение текущей программы действия осу-
ществлялись в префронтальной коре. В этом от-
ношении гипотезы Грэя и Ньюмана совпадают. 

Недавние исследования позволили предполо-
жить, что компаратор находится в энторинально-
гиппокампальной сети. В этой модели пластиче-
ские свойства гиппокампальных связей создают
условия для реализации процесса сравнения
между корковыми входными сигналами и выход-
ными сигналами гиппокампа; при этом выполня-
емые компараторной энторинально-гиппокам-
пальной сетью операции минимизируют несоот-
ветствия входа-выхода гиппокампа. 

Таким образом, разные авторы расходятся во
мнении относительно того, какая именно область
гиппокампа является центральной в осуществле-
нии компарации. Однако большинство данных,
полученных в исследованиях с участием людей, в
том числе с применением фМРТ с высоким раз-
решением, свидетельствуют о том, что поле СА1
гиппокампа является ключевой структурой, во-
влеченной в процесс компарации. Интересно,
что изучение активности многих структур мозга у
человека с использованием фМРТ позволило вы-
явить, что переринальная и энторинальная обла-
сти неокортекса отвечают активацией на новизну
как таковую. Возможно, что в этих регионах моз-
га осуществляется детальная обработка сигналов,
в том числе и выделение любых новых признаков.  

Относительно роли осцилляций в работе гип-
покампа как компаратора большинство авторов
сходится во мнении, что тета-ритм выполняет
важную функцию временнóй координации
структур, участвующих в функции сравнения.
При планировании поведения и сравнении ре-
альных результатов с ожидаемыми, закодирован-
ными в эфферентной копии, тета-ритм также
опосредует процесс реафферентации, для сравне-
ния с этой копией. Изменение стратегии поведе-
ния облегчается возрастанием тета-осцилляций и
их когерентности во взаимосвязанных структу-
рах, что служит сигналом рассогласования. Одна-
ко организация гиппокампом функции рассогла-
сования не ограничена тета-диапазоном. Гамма-
осцилляции также участвуют в компарации: во
время генерации тета-ритма в ПФК, временнóе
совпадение гамма-осцилляций в других областях
мозга с определенной фазой тета-цикла может

выполнять функцию компарации во время про-
цесса запоминания. 

Снижение способности выявления изменений
в окружающей обстановке свидетельствует о ко-
гнитивных отклонениях, приводящих к развитию
нейродегенеративных заболеваний. Понимание
механизмов осуществления компараторной
функции и ее нарушений может помочь в лече-
нии таких патологий, как шизофрения, болезнь
Альцгеймера, височная эпилепсия и других.
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 Theta Oscillations and Comparator Function of the Hippocampus
V.F. Kitchigina*

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Responses triggered by change/novelty of the stimuli are fundamental to adaptive behavior. By comparing the
current observation with the previous one, living organisms can make predictions and change their actions.
Brain mechanisms and its structures involved in the comparator function have not yet been fully elucidated.
The evidence accumulated emphasizes the particular importance of the hippocampus in the comparator sys-
tem; it is shown that novelty detection is carried out by hippocampal neurons through the implementation of
the match-mismatch mechanism or divergence. This paper includes information on existing hypotheses that
propose how these mechanisms are implemented, what other brain structures are involved in mismatch de-
tection, how they are connected to the hippocampus, and what processes contribute to this function. It is as-
sumed, in particular, that it is not novelty per se, but rather that one that contrasts with previously acquired
experience and initiates the process of divergence. The arguments are analyzed that the theta rhythm plays a
key role in the functioning of the hippocampus as a comparator. Theta oscillations caused by the appearance
of a new signal/change in the environment, mediate, in particular, the mechanism of temporal coordination
of structures involved in the comparator function. In the comparator system, the theta rhythm acts as a filter:
it participates in the selection and transmission of a new signal to registration of information in the hippo-
campus. Increases in theta oscillations and their coherence in brain structures that process new information
serve as a signal of mismatch, facilitating a change in behavioral strategy. Gamma-oscillations, like the theta
rhythm, also play a significant role in the comparator system: during generation of the theta rhythm in the
prefrontal cortex, temporal coincidence of gamma-oscillations in other brain regions with certain phase of the
thetha cycle may serve as the comparator function in the process of memorization. A deeper understanding
of the mechanisms of the comparator function or mechanisms of its damage will give us a better idea
about the treatment of disorders, such as schizophrenia, Alzheimer’s disease, temporal lobe epilepsy and ma-
ny others.

Keywords: comparator, septo-hippocampal system, behavior, memory, novelty detection, divergence
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Регуляция работы сердечно-сосудистой системы в условиях гипотермии и после ее воздействия яв-
ляется одной из важных и актуальных задач медико-биологических исследований. Это связано как
с тяжелыми последствиями перенесенной гипотермии, так и с потенциальными преимуществами,
которые дает ее использование в медицинских целях. Адренергическая регуляция является ключе-
вой для нормального функционирования сердечно-сосудистой системы. Существует три группы
адренергических рецепторов: α1, α2 и β, которые в разной пропорции экспрессируются в миокарде
и кровеносных сосудах. Активация каждого из подтипов адренорецепторов может вызывать разно-
направленные эффекты, которые в значительной степени модифицируются в условиях понижен-
ной температуры. Эффективность β-адренергической стимуляции снижается и даже может дей-
ствовать однонаправленно с гипотермией, приводя к нарушениям в работе миокарда. Выражен-
ность эффектов α1-адреноагонистов в сердце и сосудах также снижается, однако чувствительность
к стимуляции α1а-рецепторов в сосудах может возрастать. Активация данного типа рецепторов
имеет кардиопротективный эффект. Широкий спектр кардиопротективных эффектов дает также
активация α2-адренорецепторов. Вместе с тем в настоящее время появляется все больше свиде-
тельств прямых инотропных и сосудистых эффектов, опосредуемых этим типом рецепторов. Име-
ются отдельные свидетельства, показывающие усиление данных эффектов в условиях гипотермии.
В представленном обзоре рассмотрено современное состояние исследования эффектов стимуляции
отдельных типов адренорецепторов в условиях нормы и гипотермии. Проанализированы механиз-
мы физиологического действия и перспективы их дальнейших исследований.

Ключевые слова: миокард, кровеносные сосуды, гипотермия, адренергические рецепторы.

DOI: 10.31857/S0006302924040153,  EDN: NGESBZ

Известно, что гипотермия может как предо-
ставлять значительные возможности по сниже-
нию уровня метаболизма и предотвращения по-
вреждений ткани, так и нести серьезную угрозу
жизни в случаях непреднамеренной гипотермии.
Это делает вопрос изучения регуляции сердечно-
сосудистой системы в условиях глубокой гипотер-
мии крайне актуальным. С одной стороны, сниже-
ние сердечного выброса указывает на необходи-
мость использовать кардиотоники, с другой – на
фармакологические инструменты коррекции то-
нуса сосудов. В процессе гипотермии/разогрева-
ния миокард может получать повреждения, что де-
лает более предпочтительным использование сиг-

нальных каскадов, не только регулирующих
сократимость, но и обеспечивающих кардиопро-
текцию. 

Широко известно: глубокая гипотермия ведет
к множественным рассогласованиям в работе
сердечно-сосудистой системы, что затрудняет
контроль над физиологическими параметрами
пациентов, переживших переохлаждение. Это
может быть обусловлено как снижением афинно-
сти отдельных биологически активных веществ,
так и различной температурной устойчивостью
сигнальных каскадов, опосредующих их влияние.
В настоящее время остается нерешенным вопрос
об оптимальных подходах к поддержке сократи-
мости сердца и контролю тонуса сосудов в усло-
виях гипотермии. Есть основания полагать, чтоСокращение: АР – адренергические рецепторы.

УДК 576.5
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среди адренергических сигнальных путей могут
быть выявлены наиболее устойчивые к гипотер-
мии, обладающие кардиопротекторными свой-
ствами.

Исследование особенностей регуляции сер-
дечно-сосудистой системы в условиях гипотер-
мии имеет большое значение в связи с тем, что, с
одной стороны, накоплено много подходов, в ко-
торых снижение температуры тела позволяет
уменьшить повреждения тканей в различных
условиях, например: гипотермия может смягчать
неврологические и кардиологические послед-
ствия остановки сердца как в экспериментах на
животных [1], так и в клинической практике [2–
4]. С другой стороны, в случае непреднамеренной
гипотермии, несмотря на значительные успехи
медицины и применение таких методик, как экс-
тракорпоральная мембранная оксигенация или
сердечно-легочный обход, выживаемость паци-
ентов с гипотермией составляет 30–40% [5].

ВЛИЯНИЕ ГИПОТЕРМИИ НА СИЛУ 
СОКРАЩЕНИЙ МИОКАРДА 

И ТОНИЧЕСКОЕ НАПРЯЖЕНИЕ СОСУДОВ

При понижении температуры происходит рост
силы сокращения, как описано в литературе для
миокарда морской свинки [6, 7] и для большого
числа других животных: собак [8], кроликов и
крыс [9] с максимумом около 20°С. При дальней-
шем снижении температуры сократимость начи-
нает уменьшаться, при этом кардиомиоциты ис-
пытывают Са2+-перегрузку [7, 10], происходит
увеличение продукции активных форм кислорода
[11], что, по-видимому, и приводит к снижению
сократимости после разогревания [12, 13].

Снижение температуры приводит к расслабле-
нию гладкой мускулатуры центральных сосудов,
таких как грудная аорта и сонные артерии [14–
16]. В то же время, встречаются сообщения о по-
вышении тонического напряжения в ответ на
охлаждение в почечной артерии свиньи [17] и ко-
ронарных артериях ягнят [18]. Существуют пред-
положения, что за подобные различия могут от-
вечать как разного рода холодовые рецепторы
[15], так и различия в структуре ткани, в частно-
сти, большая доля эластиновых волокон способ-
ствует вазорелаксантному эффекту гипотермии
[19].

Адреналин–норадреналин. Общепризнано, что
адренергическая регуляция является ключевой
для сердечно-сосудистой системы. В настоящее
время выделяется 3 группы адренергических ре-
цепторов (АР): α1, α2 и β. Внутри каждой под-
группы выделяют по 3 основных подтипа [20].
Наиболее физиологичными активаторами АР яв-
ляется связка адреналин−норадреналин, при
этом они могут с разной эффективностью взаи-

модействовать со всеми 3 типами адренорецепто-
ров, соотношение которых меняется в зависимо-
сти от типа ткани [21–26]. В связи с этим физио-
логические эффекты могут значительно
отличаться.

α1-Адренергические рецепторы. В миокарде
α1-АР представлены в существенно меньшем ко-
личестве, нежели β-АР. Однако, несмотря на это,
они играют большую роль в регуляции сократи-
мости, трофики и ремоделирования миокар-
диальной ткани [25, 27]. В миокарде большинства
животных экспрессируются все 3 изоформы: α1а,
α1b и α1d, но пропорции между ними и распреде-
ление по отделам сердца может существенно от-
личаться. На общем фоне выделяется миокард
крысы, содержащий примерно в 10 раз больше
α1-АР по сравнению с миокардом других живот-
ных [25, 27]. С одной стороны, это накладывает
определенные ограничения на перенос получен-
ных результатов на миокард человека, с другой –
делает миокард крысы особенно интересным для
изучения функции α1-АР, которые, как было по-
казано в нашей лаборатории, играют значитель-
ную роль в регуляции сердца и сосудов гиберни-
рующих животных [28], для которых характерно
периодическое погружение в состояние спячки с
гипотермией до околонулевых значений. Актива-
ция α1-АР может приводить как к отрицательно-
му, так и к положительному инотропному эффек-
ту [29–31].

Стимуляция α1a-АР вызывает рост сократи-
мости миокарда [32, 33], причем рост сохраняется
даже в патологическом миокарде [34, 35]. Одна-
ко, в миокарде кролика α1a-агонист А61603 вы-
зывал отрицательный инотропный эффект [36].
Положительный инотропный ответ также обес-
печивает и α1b-АР [32, 33, 37]. Активация α1d-АР,
напротив, ведет к снижению силы сокращений
левого желудочка [38]. 

Среди трех подтипов α1-АР выраженный кар-
диопротекторный потенциал был показан для не-
скольких агонистов α1a-АР [34–36]. В то время
как активация всей популяции α1-АР может за-
пускать воспалительный процесс в сердце [39,
40], неселективное блокирование ведет к значи-
тельному увеличению риска развития сердечной
патологии [41].

В сосудах, так же как и в миокарде, экспресси-
руются все три подтипа α1a-АР. Все они вызыва-
ют вазоконстрикторный эффект, при этом про-
порции между количеством тех или иных рецеп-
торов зависят от типа сосуда и вида исследуемого
животного. В аорте крысы доминирует α1d-АР
[42], хотя в сократительном ответе на метаболиты
адреналина значительная часть обеспечена акти-
вацией α1a-АР [43], при этом α1a-АР ответствен-
ны за выброс NO эндотелиоцитами [44].
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В условиях гипотермии данные литературы об
ответе на фенилэфрин весьма противоречивы.
В предсердиях морской свинки возможно как
усиление положительного инотропного и хроно-
тропного эффектов [45], так и их ослабление [46].
В миокарде мыши в нормотермных условиях фе-
нилэфрин приводил к двум разнонаправленным
эффектам: снижению сократимости и увеличе-
нию Са2+-тока L-типа – в исследовании при 22°С
оба эти эффекта ослабевали [47]. В миокарде кро-
лика снижение температуры до 32°С не изменяло
итоговой величины роста силы сокращения, но
приводило к смещению концентрационной кри-
вой вправо [48].

В работах на сосудистых препаратах было по-
казано потенцирование ответа на α1-стимуля-
цию, причем субтип специфически α1а-изофор-
мы (преобладает в хвостовой артерии), в то время
как субтип α1d-изоформы (преобладает в груд-
ной аорте) имел тенденцию к угнетению [49].
Стоит отметить, что, если в сократительном отве-
те на стимуляцию α1d-изоформы важную роль
играют потенциал-зависимые кальциевые кана-
лы, то в α1а-изоформе возрастает роль TRPC6
[50]. 

Учитывая тот факт, что в грудной аорте при-
сутствуют и α1а-адренорецепторы [51], остается
неясным, способна ли их активация вызывать со-
кращение в условиях гипотермии. Ослабление
ответа при гипотермии может происходить как в
препаратах с интактным эндотелием, так и в
кольцах аорты, лишенных эндотелия [52]. Одна-
ко имеется значительно больше данных о важно-
сти эндотелия в реализации вызванного гипотер-
мией снижения чувствительности к фенилэфри-
ну [53–55]. Гипотермия вызывает релаксантный
эффект на кольцах аорты, предварительно сокра-
щенных фенилэфрином, а также ослабляет ответ
на фенилэфрин после разогревания из состояния
гипотермии. Данные эффекты являлись зависи-
мыми от эндотелия и включали в себя активацию
каскадов NO и PGI2 [53]. Также в ослаблении со-
кратительного ответа на фенилэфрин может быть
задействован сигнальный каскад, связанный с
эндотелиальной Rho-киназой [55]. 

Таким образом, сведения об эффектах актива-
ции α1-АР в сердце и сосудах весьма противоре-
чивы и нуждаются в уточнении. Относительно
эффектов А61603 (α1а-адреноагониста с выра-
женными кардиопротективными свойствами) в
данный момент информация отсутствует. 

α2-Адренергические рецепторы. Как и другие
типы адренорецепторов, в сердце могут экспрес-
сироваться все три подтипа α2-АР [21, 56]. При
этом ранее основное внимание уделялось их цен-
тральному действию, приводящему к снижению
выброса катехоламинов [57, 58].Также считалось,
что прямые эффекты стимуляции α2-АР незна-

чительны [59–61]. Однако в последнее время на-
капливается все больше данных о прямых эффек-
тах активации α2-АР как на отдельных образцах
ткани, так и на препаратах целого сердца [62–65].
В нашей лаборатории были получены данные, по
которым агонист α2-АР гуанабенз снижал силу
сокращения и Ca2+-ток L-типа[66]. Также сни-
жение Ca2+-тока L-типа было показано и для
дексмедетомидина [67]. В дополнение к этому,
нами было показано, что помимо прямых эффек-
тов на сократимость, активация α2-АР сдержива-
ет ответ неселективной адренергической стиму-
ляции [66, 68]. В настоящее время α2-рецептор-
ный путь рассматривается как потенциальный
механизм кардиопротекции и терапии сердечно-
сосудистых заболеваний [21, 69]. Среди α2-адре-
ноагонистов выделяется дексмедетомидин, кар-
диопротекторным свойствам которого посвяще-
но большое число работ [56, 70–72].

В кровеносных сосудах также могут встречать-
ся все три подтипа α2-АР, однако их распределе-
ние очень вариативно и зависит от вида животно-
го и типа сосуда [73]. Неселективные α2-адре-
ноагонисты клонидин и UK 14304 вызывают
вазорелаксацию аорты, предсокращенной фе-
нилэфрином (α1-адреноагонист) [74], хотя авто-
ры связывают эти эффекты взаимодействием с
α1d-АР. Однако это предположение ставят под
сомнение результаты, полученные в условиях
блокирования α1-АР празозином, при этом вазо-
релаксантный эффект может быть не связан с
NO.

Для дексмедетомидина были показаны как ва-
зорелаксантные, так и вазоконстрикторные эф-
фекты, при этом через α2a-АР эндотелия запуска-
ется релаксация, в то время как через α2b-АР –
сокращение гладкомышечных клеток [75]. В аор-
те крысы с удаленным эндотелием дексмедетоми-
дин вызывал сократительный ответ, в то время
как на интактных препаратах – нет [76]. Кроме
того, дексмедетомидин может ограничивать со-
кратимость сосудов, связываясь c α1d-АР [77].

Сведения о действии на сердечную функцию в
условиях гипотермии α2-адреноагонистов и, в
частности, дексмедетомидина весьма ограниче-
ны. Однако косвенным свидетельством того, что
дексмедетомидин может использоваться в усло-
виях гипотермии, является тот факт, что анесте-
зиологические смеси с его применением зача-
стую вызывают гипотермию, давая при этом хо-
роший результат по переносимости анестезии
[78, 79]. Также применение дексмедетомидина
для первичной седации обеспечивает наимень-
ший риск возникновения осложнений в условиях
терапевтической гипотермии по сравнению с
другими препаратами [80, 81].

При стимуляции α2-АР сократительный ответ
может значительно усиливаться в условиях
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умеренной гипотермии в аорте кролика [82] и в
некоторых венах собаки и человека [83–85].
В условиях мягкой гипотермии в пиальных арте-
риях кролика происходит инверсия эффекта
дексмедетомидина с вазорелаксантного на вазо-
констрикторный [86].

Таким образом, в настоящий момент кардио-
протективные эффекты α2-адреноагониста декс-
медетомидина описаны достаточно хорошо, вме-
сте с тем, имеется определенный недостаток дан-
ных относительно его прямых инотропных
эффектах как в нормальных условиях, так и при
гипотермии.

β-Адренергические рецепторы. β1-АР являются
преобладающей формой в сердце и обеспечивают
большую часть инотропного ответа миокарда в
норме, в то время как при патологии значимость
β1-рецепторов заметно снижается, и β2-АР игра-
ют компенсаторную роль [87]. При этом гиперак-
тивация β1-АР в большинстве случаев расценива-
ется как кардиотоксическая, а активация β2-АР
выполняет кардиопротективную роль [88–90].
Примечательно, что β2-АР участвуют в кардио-
протекторных эффектах холодовой акклиматиза-
ции [91], что делает изучение этого сигнального
пути особенно интересным в контексте гипотер-
мии. β3-АР весьма малочисленны в здоровом
миокарде, но их количество возрастает при пато-
логии [92], при этом инотропный ответ может но-
сить разнонаправленный характер [92–94]. Это-
му типу рецепторов также отводится кардиопро-
текторная роль, и их активация рассматривается
как возможная терапевтическая стратегия при
некоторых заболеваниях сердечно-сосудистой
системы [95–98].

В сосудах представлены все три подтипа β-ре-
цепторов, и все они опосредуют вазорелаксант-
ный эффект [99, 100], хотя в условиях воздей-
ствия неселективных агонистов, таких как адре-
налин и норадреналин, релаксантный эффект β1-
и β2-АР превалирует [101]. В грудной аорте крысы
селективный агонист β3-АР вызывает вазорелак-
сантный эффект как с наличием эндотелия, так и
при его отсутствии [102, 103].

В условиях низкой температуры может повы-
шаться чувствительность к β-адренергической сти-
муляции в сердце крысы [108], кролика [104], 
мор-ской свинки [105], причем через β1-, нежели 
β2-рецепторы в миокарде и гладких мышцах [105, 
106]. При этом имеются свидетельства и сниже-
ния чувствительности в миокарде предсердий 
кролика [45, 107] и крысы [107]. При охлаждении 
до 15°С β-адренергическая стимуляция повышает 
уровень цАМФ в 4 раза, что говорит о высокой 
устойчивости к гипотермии этого сигнального пу-
ти [108]. Однако при глубоком охлаждении сов-
местное действие гипотермии и β-адренергиче-
ской  стимуляции может приводить к Са2+-пере-

грузкам клеток миокарда и снижению сократи-
тельной способности [109]. Также в миокарде
крысы было показано, что, если при 30°С изопро-
теренол вызывает мощный рост силы сокраще-
ний, то при 10°С в ответ на действие β-адреноаго-
ниста сила сокращений достоверно снижается.

В гладких мышцах гипотермия усиливает ре-
лаксантный эффект β1-стимуляции [110]. Не-
смотря на это, в опытах in vivo некоторые из β-ад-
реноагонистов давали эффекты, приводящие к
вазоконстрикции, повышению периферического
сопротивления и угнетению сократимости сердца
[108, 111]. В то же время, при охлаждении до 25°С
на собаках изопротеренол мало влиял на сердеч-
ный выброс, одновременно приводя к общей ва-
зодилатации [112]. Также отсутствие эффекта
изопротеренола на какие-либо гемодинамиче-
ские параметры было показано при 24°С у крыс
[12]. 

Приведенные выше данные свидетельствуют о
том, что в условиях гипотермии, видимо, сохра-
няется эффективность β-адренергической сигна-
лизации. Вместе с тем, подобная стимуляция лег-
ко ведет к кальциевой перегрузке клеток миокар-
да и, в конечном итоге, приводит к угнетению
сократительной функции сердца.

Подводя итог, следует сказать, что из адре-
ноагонистов в настоящий момент наибольший
интерес представляют дексмедетомедин как ве-
щество с большим кардиопротективным потен-
циалом, который может быть полезен для мио-
карда, перенесшего охлаждение. Также привле-
кает к себе внимание способностью вызывать
выраженный положительный инотропный эф-
фект в сочетании с определенным кардиопротек-
тивным потенциалом α1a-адреноагонист А61603.
Однако инотропные эффекты данных соедине-
ний еще не вполне охарактеризованы, особенно в
условиях гипотермии.
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 Adrenergic Regulation of the Functioning of the Cardiovascular System 
under Hypothermic Conditions
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Regulation of the function of the cardiovascular system under and after hypothermia is one of important and
relevant tasks in biomedical research. It is because of both – serious complications of hypothermia and the
potential outcome benefits with hypothermia used for medicinal purposes. Adrenergic regulation is central
for the normal function of the cardiovascular system. There are three types of adrenergic receptors known as
α1, α2 and β, the expression levels of which are different in the myocardium and blood vessels. Activation
of each of the adrenergic receptor subtypes can cause differently directed effects, which are significantly
modified under the conditions of low temperature. The effectiveness of β-adrenergic stimulation decreases
and β-adrenergic stimulation can even act like hypothermia, leading to impairment of myocardial function.
The severity of the effects of α1 adrenergic agonists both on myocardial tissue and in blood vessels is also di-
minished, however, sensitivity to stimulation of α1a receptors in blood vessels may increase. The activation
of α1 adrenergic receptors mediates protective effect in the heart. The activation of α2 adrenergic receptors
has a fairly wide range of protective effects on the heart. However, there is now increasing evidence of direct
inotropic and vascular effects mediated by this type of receptor. There is also some evidence that these effects
become more pronounced under hypothermia. This review examines the current state of research on the ef-
fects of stimulation of certain types of adrenergic receptors under normal and hypothermic conditions, ana-
lyzes the mechanisms of physiological action and prospects for their further research.

Keywords: myocardium, blood vessels, hypothermia, adrenergic receptors
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Изучено влияние уридина и его монофосфорилированного производного на уровень основных
биохимических маркеров повреждения миокарда в крови и электрическую активность сердца в мо-
дели кардиомиопатии у крыс, вызванной изопреналином. Показано, что введение изопреналина
(150 мг/кг, подкожно) вызывает увеличение активности сывороточных ферментов аспартатамино-
трансферазы и аланинаминотрасферазы, их соотношения (коэффициента де Ритиса), а также ак-
тивности лактатдегидрогеназы в лимфоцитах крови, что подтверждает развитие повреждения мио-
карда у экспериментальных животных. Анализ электрокардиографических данных выявил увеличе-
ние продолжительности интервалов RR, P-R, QT, QTc и комплекса QRS, что указывает на
удлинение фазы деполяризации и реполяризации относительно длительности сердечного цикла у
крыс с изопреналин-индуцированным повреждением миокарда. Предварительное введение экспе-
риментальным животным уридина и уридин-5%-монофосфата в дозах 30 мг/кг одинаково эффектив-
но препятствует повышению ферментативной активности аспартатаминотрансферазы и коэффи-
циента де Ритиса, приводит к снижению продолжительности интервалов P-R, QRS, QT и QTc, а
также к частичной нормализации метаболической активности лимфоцитов крови крыс. Получен-
ные данные указывают на то, что уридин и уридин-5%-монофосфат оказывают сходное протекторное
действие на сократительную функцию кардиомиоцитов и могут рассматриваться в качестве средств
метаболической защиты для комплексной терапии ишемической болезни сердца.

Ключевые слова: уридин, УМФ, кардиомиопатия, изопреналин, электрокардиография, окислительное
фосфорилирование, гликолиз.

DOI: 10.31857/S0006302924040168,  EDN: NFWNTA

Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) яв-
ляются одной из наиболее значимых медико-со-
циальных проблем и ведущей причиной смертей
в большинстве стран, включая Россию. Несмотря
на то, что смертность от ССЗ в развитых странах
постепенно снижается, ишемическая болезнь
сердца и другие патологии миокарда остаются ос-
новными причинами ухудшения здоровья, низ-
кого качества жизни и инвалидизации во всем
мире [1].

Традиционно ишемическое повреждение
миокарда при ССЗ рассматривается как след-
ствие дисбаланса потребности миокарда в кис-
лороде и субстратах метаболизма над их доступ-
ностью, возникающего при нарушениях коро-
нарного кровообращения и сопутствующем
появлении эпизодов ишемии [2]. Поэтому в тече-
ние длительного времени противоишемическая
терапия была сосредоточена, в основном, на фар-
макологической модуляции работы сердечной
мышцы (например, синтетическими бета-блока-
торами, блокаторами кальциевых каналов и др.) и
коронарного кровотока (с помощью нитроглице-
рина), отдельно или в комбинации, а также на ме-
ханическом удалении бляшек коронарных арте-
рий при операционном вмешательстве [2, 3].

Cокращения: ССЗ – cердечно-сосудистые заболевания, 
УМФ – уридин-5%-монофосфат, АСТ – аспартатамино-
трансфераза, ЛДГ – лактатдегидрогеназа, СДГ – сункци-
натдегидрогеназа, Ур – уридин, ИЗО – гидрохлорид изо-
преналина, ЭКГ – электрокардиограмма, АЛТ – аланин-
аминотрансфераза.
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Ожидалось, что эти стратегии будут способство-
вать предотвращению инфаркта миокарда, устра-
нению эпизодов ишемии и повышению выжива-
емости. К сожалению, накопленный клиниче-
ский материал показывает, что около трети
пациентов, перенесших успешную операцию,
продолжают испытывать стенокардию, а совре-
менная медикаментозная терапия имеет лишь
очень ограниченную эффективность [2–4]. По-
этому поиск принципиально новых эффектив-
ных способов профилактики и защиты миокарда
при ССЗ остается актуальной задачей здраво-
охранения.

Исследования последних лет свидетельствуют
о том, что низкая эффективность традиционной
терапии, основанной на использовании гемоди-
намических средств и механическом устранении
бляшек, обусловлена многофакторной природой
ишемического повреждения миокарда, включаю-
щей окислительный стресс, ионный (прежде все-
го, кальциевый и калиевый) дисбаланс и мито-
хондриальную дисфункцию [5–8]. В отдельную
группу патологий сердца были выделены стресс-
индуцированные кардиомиопатии, наблюдаю-
щиеся на фоне предшествовавшего эмоциональ-
ного или физического стресса при отсутствии вы-
раженной патологии коронарных артерий. Пато-
генез поражения миокарда при данных
состояниях связывают с воздействием массиро-
ванного выброса катехоламинов за счет их высво-
бождения из адренергических нервных термина-
лей, наибольшее количество которых наблюдает-
ся в апикальных отделах левого желудочка [9, 10].
Следствием избыточной активации β-адреноре-
цепторов катехоламинами является неконтроли-
руемый ток ионов кальция внутрь кардиомиоци-
тов с последующей активацией протеаз и Ca2+-
обменных каналов, что ведет к ускорению окис-
лительных процессов и накоплению активных
форм кислорода и, в конечном итоге, вызывает
апоптоз и некроз кардиомиоцитов. В дальней-
шем, такие состояния могут являться причинами
внезапной сердечной смерти, особенно у лиц мо-
лодого возраста [10].

В экспериментальных моделях для изучения
механизмов развития этой патологии сейчас ши-
роко используются стимуляторы β-аденорецеп-
торов, в частности производное адреналина –
изопреналин. Известно, что изопреналин вызы-
вает резкое увеличение силы и частоты сердечных
сокращений. При этом у грызунов моделируются
типичные повреждения тканей миокарда, а
именно очаговый некроз и нарушения его сокра-
тимости. Показано, что введение изопреналина
вызывает глубокие повреждения кардиомиоци-
тов, выражающиеся в нарушении энергетическо-
го обмена и ионного гомеостаза [11]. 

В последние годы в связи с развитием метабо-
ломных исследований установлена важная пато-
генетическая роль интермедиатов и физиологи-
ческих субстратов окисления митохондрий,
участвующих в переходе от аэробного к анаэроб-
ному метаболизму и полном метаболическом пе-
репрограммировании ишемизированного мио-
карда [5, 12–14]. В этом смысле использование
метаболических модуляторов открывает путь к
новому, комплексному способу предупреждения
болезней сердца, основанном на представлении
об ишемическом повреждении не как о простом
дисбалансе потребности/обеспечения кислорода
и метаболитов, а как о мультифакториальной
клеточной патологии. К таким модуляторам мож-
но отнести пиримидиновый нуклеозид уридин и
уридин-5ʼ-монофосфат (УМФ), которые являют-
ся метаболическими предшественниками ури-
диндифосфата, природного активатора митохон-
дриальных АТФ-зависимых калиевых каналов
(митоКАТФ-каналов) [15].

Пиримидиновый нуклеозид уридин и его фос-
форилированные производные играют важную
роль в регуляции энергетического баланса и
окислительного фосфорилирования, системного
метаболизма, синтеза гликогена, поддержании
структуры клеточных мембран и сократительной
функции сердца [16–18]. Известно, что уридин-
монофосфат может быть использован в качестве
удобного средства доставки уридина в различные
ткани организма, поскольку нефосфорилирован-
ный уридин катаболизируется в печени и
вследствие этого обладает более низкой биодо-
ступностью [16, 18]. В то же время в ряде экспери-
ментальных моделей патологий сердца терапев-
тические эффекты уридина и УМФ, синтез кото-
рого в тканях напрямую зависит от уровня
уридина в крови, были одинаково выраженными
[19]. Стоит отметить, что использование обоих
соединений имеет неоспоримые преимущества
перед применением синтетических фармаколо-
гических препаратов, поскольку они имеют низ-
кую токсичность и их концентрации в клетках
можно регулировать.

Целью настоящей работы являлось исследова-
ние кардиопротекторных свойств уридина и его
фосфата УМФ в отношении изменений биохими-
ческих маркеров повреждения миокарда в крови
и электрической активности сердца в модели
острого повреждения миокарда у крыс, вызван-
ного высокими дозами агониста β-адренорецеп-
торов изопреналина. Сравнительная оценка эф-
фективности терапии уридином и его фосфори-
лированным производным в условиях данной
модели в доступной литературе отсутствуют. Мы
оценили эффект предварительного введения экс-
периментальным животным уридина и УМФ (оба
в дозе 30 мкг/кг, в/б за 60 мин до инъекций изо-
преналина) на изменение сывороточной актив-



848

БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

БЕЛОСЛУДЦЕВА и др.

ности аспартатаминотрансферазы (АСТ) и коэф-
фициента де Ритиса во взаимосвязи с исследова-
нием электропроводящей функции сердца
методом электрокардиографии. С помощью ци-
тохимического анализа было определено влияние
уридина и УМФ на ферментативную активность
лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и сукцинатдегидро-
геназы (СДГ), отражающую интенсивность про-
цессов гликолиза и окислительного фосфорили-
рования соответственно, в лимфоцитах перифе-
рической крови животных с изопреналин-
индуцированном повреждением ткани сердца.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Экспериментальные группы животных и условия

их содержания. В работе использовали половозре-
лых самцов крыс линии Вистар массой 230–260 г.
разведения питомника ИТЭБ РАН. Исследова-
ние проведено в соответствии с «Правилами про-
ведения исследований с экспериментальными
животными» (Приказ Минздрава России от 12 ав-
густа 1997 г. № 755). Все процедуры, проводимые
с крысами, были одобрены Комиссией по био-
безопасности и биоэтике (ИТЭБ РАН, разреше-
ние № 8 от 08 февраля 2023 г.) в соответствии с
Директивой 2010/63/ЕС Европейского парла-
мента. 

Животные были произвольно разделены на
шесть групп и содержались в одинаковых услови-
ях температуры и влажности при свободном до-
ступе к стандартизированным кормам и воде.
Экспериментальные группы включали: 1-я –
контроль («К») (физ. р-р, подкожно, 1.5 мл/кг ве-
са тела животного) (n = 6); 2-ая – контроль + ури-
дин («К+Ур») (уридин, внутрибрюшинно,
30 мг/кг) (n = 5); 3-я – контроль + УМФ
(«К+УМФ») (УМФ, внутрибрюшинно, 30 мг/кг)
(n = 5); 4-я – изопреналин-индуцированное по-
вреждение миокарда («ИЗО») (гидрохлорид изо-
преналина, двукратно через 24 ч, подкожно,
150 мг/кг) (n = 5); 5-я – «ИЗО+Ур» – (уридин,
внутрибрюшинно, 30 мг/кг за 60 мин до инъек-
ций ИЗО) (n = 6); 6-я – «ИЗО+УМФ» – (УМФ,
внутрибрюшинно, 30 мг/кг за 60 мин до инъек-
ций ИЗО) (n = 6). В работе использовали свеже-
приготовленные растворы гидрохлорида изопре-
налина (Sigma-Aldrich, США), уридина (PanReac
AppliChem Германия) и УМФ (Sigma-Aldrich,
США) в стерильном физиологическом растворе.
Сердца экспериментальных животных извлекали
через 48 ч после первой инъекции изопреналина.

Регистрация и анализ электрокардиограммы у
крыс. Электрокардиограммы (ЭКГ) записывали
во II стандартном отведении в течение 10 мин с
компьютерного электрокардиографа «Поли-
Спектр-8/B» (Россия). Сигналы ЭКГ обрабаты-
вали с помощью встроенного программного
обеспечения для контурного анализа «Поли-

Спектр.NET/Экспресс» (Россия). Для каждой за-
писи ЭКГ оценивали частоту сердечных сокра-
щений (ЧСС), длительность интервалов R-R,
P-R, QT и QTc и комплекса QRS. Для иммобили-
зации животных использовали комбинирован-
ный наркоз. Крыс анестезировали с помощью зо-
летила 100 (Zoletil 100, Франция) в дозе 50 мг/кг,
внутримышечно, с предмедикаметацией ромета-
ром (АО «Биовета», Россия) в дозе 5 мг/кг, внут-
римышечно. Наркоз верифицировали по исчез-
новению реакции на болевые раздражители и
угнетению роговичного рефлекса у животных.

Определение уровня биохимических маркеров
повреждения миокарда в сыворотке крови крыс.
Активность ферментов аспартатаминотрансфе-
разы и аланинаминотрансферазы (АЛТ) в сыво-
ротке крови экспериментальных крыс измеряли
спектрофотометрическим методом с помощью
коммерческих наборов АСТ-УФ-Новожидкая
форма (100) (АО «Вектор-Бест», Россия) и АЛТ-
УФ-Новожидкая форма (100) (АО «Вектор-Бест»,
Россия) с использованием автоматического
планшетного ридера Spark-10M (Tecan, Австрия).
Перед началом работы сыворотку крови инкуби-
ровали с помощью твердотельного термостата
(ГНОМ, Россия) при 37°C в течение 30 мин и да-
лее анализировали в соответствии с рекоменда-
циями производителя.

Цитобиохимическое определение активности
ферментов в лимфоцитах на мазке крови животных.
Активность сукцинатдегидрогеназы митохон-
дрий и лактатдегидрогеназы в цитозоле в лимфо-
цитах периферической крови животных, полу-
ченной из кончика хвоста, определяли цитобио-
химическим методом (патент РФ № 2364868), в
основе которого лежит восстановление нитроси-
него тетразолия гидрохлорида до темно-синего
диформазана [20]. Для приготовления однотип-
ных мазков использовали автоматическое
устройство V-Sampler (Vision, Германия). Микро-
скопирование мазков проводили на микроскопе
Leica-DM 2000 с цветной фотокамерой Leica DFC
425 (Leica, Германия) при увеличении 1000× под
масляной иммерсией. Для поиска и захвата кле-
ток использовали разработанное программное
обеспечение Bloodrunner (свидетельство
RU №2010616976 от 19.10.2010 г., Россия) с после-
дующим количественным анализом с помощью
Cell Composer (свидетельство RU № 2012618186 от
10.10.2012 г., Россия). Вычисляли среднюю пло-
щадь окраски диформазана (в мкм2) в выборке из
100 лимфоцитов у каждого животного.

Статистическая обработка данных. Получен-
ные данные были проанализированы с использо-
ванием программного обеспечения GraphPad
Prism 7.0 и Excel 10.0 и представлены как среднее
значение ± стандартная ошибка среднего. Анализ
на нормальность распределения данных прово-
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дили с помощью критерия Шапиро–Уилка.
Статистические различия между группами опре-
делялись с помощью двухфакторного дисперси-
онного анализа ANOVA с последующим множе-
ственным сравнением по критерию Тьюки. Раз-
личия между средними считали достоверными
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Уридин и уридин-5'-монофосфат снижают ак-

тивность сывороточных маркерных ферментов ас-
партатаминотрансферазы и аланинаминотрансфе-
разы в модели изопреналин-индуцированного по-
вреждения миокарда у крыс. В работе было
изучено влияния профилактического введения
крысам уридина и УМФ в дозах 30 мг/кг веса тела
животного на ранние (48 ч) функциональные из-
менения миокарда в модели катехоламинового
повреждения сердца путем двукратной (с интерва-
лом 24 ч) инъекции изопреналина (150 мг/кг массы
тела животного). Данная модель воспроизводит
основные морфо-функциональные изменения
миокарда при сердечной недостаточности [21,
22]. Доза УМФ и уридина (рис. 1) была подобрана
на основании ранее проведенных в лаборатории
исследований и литературных данных [23–25].
Схема эксперимента представлена на рис. 2.

Для подтверждения развития повреждения
миокарда был проведен анализ активности био-
химических биомаркеров разрушения кардио-
миоцитов аспартатаминотрансферазы и аланин-
аминотрансферазы в сыворотке крови крыс в ис-
следуемых экспериментальных группах (рис. 3).
Как известно, АСТ и АЛТ являются двумя наибо-
лее ранними показателями повреждений сердца,
причем АСТ более специфичен, чем АЛТ. Соот-
ношение активностей данных ферментов (коэф-
фициента де Ритиса) в сыворотке используется
для определения процессов некроза кардиомио-
цитов. Обнаружено, что введение изопреналина
вызывает резкое (в 4 раза) увеличение активности
АСТ и незначительное (на 21%) повышение ак-
тивности АЛТ. Это сопровождается увеличением

соотношения АСТ/АЛТ, что подтверждает разви-
тие повреждения миокарда у экспериментальных
животных. Введение крысам уридина и УМФ за
60 мин до инъекции изопреналина (группы
«Ур+ИЗО» и «УМФ+ИЗО») приводило к стати-
стически значимому подавлению активности
АСТ, но не АЛТ, и снижению коэффициента де
Ритиса. 

Полученные данные указывают на то, что ури-
дин и УМФ оказывают защитное действие на
клетки миокарда в исследуемой модели патоло-
гии сердца у крыс. В целом эти данные подтвер-
ждают, что воздействие высоких доз ИЗО вызы-
вает выраженное повреждение миокарда в остром
(48 ч) периоде и может быть использовано для
выявления ранних патологических изменений.

Сравнение ранних изменений параметров ЭКГ
при изопреналин-индуцированном повреждении
сердца крыс на фоне терапии уридином и уридин-5'-
монофосфатом. С целью определения изменений
электрической активности и проводящей функ-
ции сердца в работе было проведено электрокар-
диографическое исследование в условиях моде-
лирования повреждения миокарда крыс на фоне
терапии уридином и УМФ (рис. 4). Анализ дан-
ных ЭКГ показал, что введение изопреналина
вызывало снижение показателя ЧСС и удлинение
интервала R-R (рис. 5). Это согласуется с литера-
турными данными о том, что избыточные дозы
агонистов адренорецепторов вызывают наруше-
ние синусового ритма и последующую брадикар-
дию, свидетельствующие об общем нарушении
сократимости и расслабления миокарда [26, 27].
Кроме того, введение изопреналина значительно
увеличивало продолжительность комплекса QRS
и интервал P-R, а также продолжительность зуб-
ца R, что указывает на нарушение внутрижелу-
дочковой и атриовентрикулярной проводимости.
Как известно, интервал QT и скорректированный
интервал QT (QTc), который учитывает измене-
ния ЧСС, являются параметрами деполяризации
и реполяризации желудочков. Обнаружено, что
изопреналин вызывает значительное увеличение
продолжительности интервалов QT и QTc, свиде-

Рис. 1. Структурные формулы уридин-5’-монофосфата и уридина.
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тельствующее об удлинении фазы деполяризации
и реполяризации относительно длительности
сердечного цикла. Наблюдаемые изменения мо-
гут указывать на нарушения электрической про-
водимости сердца, которые регистрируются при
каналопатиях, гипокалиемии, развитии аритмий,
ишемии и инфаркте миокарда, а также при син-
дроме удлиненного интервала QT. Как видно из
рисунка, введение уридина и УМФ крысам с по-
вреждением сердца приводит к значительному
сокращению QT и QTc по сравнению с опытной
группой («ИЗО»). В то же время введение препа-
ратов здоровым крысам (группы «К+Ур»,
«К+УМФ») не влияло на данные показатели, и
они оставались в пределах нормы.

Таким образом, введение уридина и УМФ вы-
зывало схожие нормализующие эффекты в отно-
шении изменений показателей ЭКГ у крыс в

условиях катехоламин-индуцированного повре-
ждения миокарда. Наши более ранние исследова-
ния показали, что уридин оказывает протектор-
ное действие путем активации митоКАТФ-кана-
лов при целом ряде патологий сердца, связанных
с развитием окислительного стресса и дисфунк-
цией митохондрий [17, 23, 25]. Недавние исследо-
вания в области транскриптомного и протеомно-
го профилирования указывают на то, что уридин
способствует регенерации тканей животных пу-
тем модулирования ключевых метаболических
процессов [28].

Влияние уридина и уридин-5'-монофосфатa на
показатели интенсивности гликолиза и окислитель-
ного фосфорилирования в лимфоцитах крови крыс с
изопреналин-индуцированным повреждением мио-
карда. Известно, что в ишемизированном мио-
карде наблюдается переход от аэробного к анаэ-

Рис. 2. Схема эксперимента и группы животных. В исследование было включено шесть экспериментальных групп
крыс: контроль (n = 6), контроль + уридин (n = 5), контроль + УМФ (n = 5), изопреналина гидрохлорид (n = 5),
изопреналин + уридин (n = 6), изопреналин + УМФ (n = 6).
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робному метаболизму, при этом гликолиз стано-
вится основным источником АТФ [5−7]. В работе
были исследованы активности цитоплазматиче-

ского фермента гликолиза лактатдегидрогеназы,
который участвует в окислении глюкозы до мо-
лочной кислоты в анаэробных условиях, и ключе-
вого маркера митохондрий сукцинатдегидрогена-
зы в лимфоцитах крови крыс с изопреналин-
индуцированным повреждением миокарда. Об-
наружено, что повреждение миокарда у крыс со-
провождалось увеличением активности данных
ферментов в лимфоцитах крови (рис. 6). Полу-
ченные данные могут быть связаны с развитием
компенсаторных реакций, направленных на уси-
ление гликолиза и окислительного фосфорили-
рования в лимфоцитах крови в ответ на введение
животным избыточного количества изопренали-
на. Обнаружено, что введение уридина и УМФ
крысам с повреждением миокарда приводило к
статистически значимому снижению повышен-
ной активности ЛДГ и СДГ. В контрольной груп-
пе животных введение УМФ вызывало повыше-
ние активности СДГ. Предположительно, УМФ
может стимулировать активность ферментов
цикла Кребса за счет образования АДФ и УДФ
под действием УМФ-киназы [16, 18]. Однако этот
вопрос требует дальнейших исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе показана сходная эффективность
применения уридина и УМФ в качестве средств
метаболической защиты при остром поврежде-
нии миокарда, вызванном избыточной стимуля-
цией β-адренорецепторов. Эти данные подтвер-
ждаются недавними клиническими исследовани-
ями о том, что повышение уровня уридина в
плазме способствует снижению риска развития
фибрилляции предсердий и атеросклероза [29,
30]. Наши предыдущие исследования демонстри-
руют, что в условиях ишемии и реперфузии вве-
дение уридина и УМФ предотвращает развитие
редокс дисгомеостаза миокарда и нарушения сер-
дечного ритма у крыс [15, 19]. Положительное
действие этих соединений в отношении окисли-
тельного стресса и воспаления миокарда может
быть связано с активацией митоКАТФ-каналов и
нормализацией активности систем антиокси-
дантной защиты [14, 15, 19].

Полученные данные о защитном действии
уридина и УМФ в отношении повреждения мио-
карда при гиперстимуляции катехоламинами мо-
гут быть использованы для разработки эффектив-
ных комплексных подходов к лечению стресс-
индуцированных инфарктов и сердечной недо-
статочности. Однако необходимы дальнейшие
исследования для выяснения основных механиз-
мов действия уридина и его фосфорилированных
производных как при остром, так и при персисти-
рующем повреждении миокарда.

Рис. 3. Активность сывороточных ферментов
АСТ (а), АЛТ (б) и коэффициент де Ритиса (в) у
крыс в экспериментальных группах. Представ-
лены среднее значение ± стандартная ошибка
среднего (n = 5–6). * – p < 0.05 относительно
контрольной группы; # – p < 0.05 относительно
группы «ИЗО».
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Рис. 4. Типичные записи ЭКГ крыс во втором отведении в исследуемых экспериментальных группах.

Рис. 5. Основные параметры ЭКГ крыс в экспериментальных группах: продолжительность наиболее
распространенных интервалов (в миллисекундах) R-Rср, P-R, P, QRS, R и QT, QTc. Данные представлены
в виде средних значений ± стандартная ошибка среднего для группы из пяти животных. * – p < 0.05
относительно контрольной группы; # – p < 0.05 относительно группы «ИЗО».
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 Study of the Cardioprotective Properties of Uridine-5'-Monophosphate and Uridine 
in a Rat Model of Myocardial Damage Induced by Isoprenaline

 N.V. Belosludtseva*, T.A. Uryupina*, D.A. Khurtin**, N.V. Khunderyakova*, and G.D. Mironova*

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

**Mari State University, pl. Lenina 1, Yoshkar-Ola, Mari El, 424001 Russia

The effects of uridine and its monophosphoryl derivative both on the level of the main biochemical markers
of myocardial damage in the blood and the electrical activity of the heart were investigated in a rat model of
cardiomyopathy induced by isoprenaline. It was shown that the administration of isoprenaline (150 mg/kg,
subcutaneously) caused an increase in the activity of serum enzymes aspartate aminotransferase (AST) and
alanine aminotransferase (ALT),  leading to the elevated AST/ALT ratio or De Ritis ratio, and enhanced ac-
tivity of lactate dehydrogenase in blood lymphocytes, which confirms the development of  myocardial dam-
age in experimental animals. ECG analysis has revealed prolonged RR, P-R, QT, QTc intervals and QRS
complex, which indicates that the duration of depolarization and repolarization phases increases relative to
the duration of the cardiac cycle in rats with isoprenaline-induced myocardial damage. Preliminary admin-
istration of uridine and uridine-5'-monophosphate to experimental animals at a dose of 30 mg/kg equally ef-
fectively prevented an increase in the enzymatic activity of AST and the De Ritis ratio, led to a decrease in the
duration of P-R, QRS, QT and QTc intervals as well as to partial normalization of metabolic activity of rat
blood lymphocytes. These findings suggest that uridine and uridine-5'-monophosphate have a similar pro-
tective effect on the contractile function of cardiomyocytes and can be used as agents for metabolic therapy
in the treatment of ischemic heart disease.

Keywords: uridine, UMP, cardiomyopathy, isoprenaline, electrocardiography, oxidative phosphorylation, glyco-
lysis
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Для оценки эффективности метода ЯМР-метаболомики для обнаружения изменений в метаболиз-
ме при канцерогенезе с помощью 1H-ЯМР-спектроскопии нами было проведено сравнение коли-
чественного состава метаболитов в плазме крови крыс для здоровой группы животных и группы жи-
вотных, которым перевивали саркому М-1. У исследуемых групп после перевития саркомы отбира-
ли плазму на 12-е и на 36-е сутки для выявления метаболитов, ассоциированных с развитием
опухоли. Анализ ЯМР-спектров с применением многомерных статистических методов показал, что
исследуемые группы различались уже на 12-е сутки после перевивки, на 36-е сутки отличие было су-
щественным. Количественно определяли 23 метаболита. На 12-е сутки достоверно отличались меж-
ду группами только лактат и аллантоин, тогда как на 36-е сутки различались уже 9 метаболитов. Все
обнаруженные метаболиты участвуют в метаболизме рака, что позволяет расценивать 1H-ЯМР-
спектроскопию как перспективный метод диагностики рака.

Ключевые слова: ЯМР-спектроскопия, метаболомика, саркома М-1. 

DOI: 10.31857/S0006302924040178,  EDN: NFUWPX

Во всем мире с каждым годом наблюдается
увеличение частоты случаев возникновения рака
и высокий уровень смертности от него. Ежегодно
в России диагностируется более 600 тысяч новых
случаев рака, причем смертность от онкологиче-
ских заболеваний занимает второе место по ле-
тальности после заболеваний сердечно-сосу-
дистой системы. В первый год с момента установ-
ления диагноза умирает практически каждый
третий человек. Основная проблема заключается
в том, что рак диагностируется уже на поздних
стадиях, когда лечение может быть неэффектив-

но. Следовательно, приоритетным направлением
является внедрение широкого спектра методов
для ранней диагностики рака. Обнаружение рака
на ранних стадиях дает возможность проводить
своевременное лечение, что увеличивает вероят-
ность выживаемости, позволяет избежать слож-
ной и болезненной противоопухолевой терапии,
а также позволяет снизить стоимость лечения,
что, в целом, улучшает качество жизни пациента.

Основными используемыми на сегодняшний
день в медицине методами выявления рака на
ранней стадии являются клинические и биохими-
ческие анализы крови, мочи, анализ крови на он-
комаркеры, а также широкий спектр инструмен-
тальных методов: компьютерная томография,
магнитно-резонансная томография, флюорогра-

Список сокращений: ЯМР – ядерный магнитный резонанс;
ТСП – 3-триметилсилил-[2,2,3,3-2H4] пропионат натрия;
м.д. – миллионная доля.

УДК 577.121, 57.041, 616-079.4
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фия, ультразвуковые исследования. В качестве
одного из перспективных методов ранней диа-
гностики рака, а также оценки эффективности
терапии может выступать спектроскопия ядерно-
го магнитного резонанса (ЯМР-спектроскопия).
ЯМР-анализ биологических жидкостей позволя-
ет одновременно количественно определять до
70 метаболитов. ЯМР позволяет отслеживать из-
менения метаболических профилей при есте-
ственном прогрессировании заболевания или по-
сле различных стадий лечения за счет колебаний
концентраций обнаруженных метаболитов. Этот
метод соответствует многим критериям, которые
позволяют ему быть мощным аналитическим ин-
струментом для метаболомных исследований
биологических жидкостей: минимальная пробо-
подготовка или ее отсутствие, экономическая
эффективность, беспристрастность, быстрота
(получение результата уже через 15 мин), на-
дежность, воспроизводимость, возможность по-
лучения количественных данных, его недеструк-
тивность. Благодаря этим особенностям можно
будет уменьшить необходимость инвазивного
сбора тканей.

ЯМР-спектроскопию используют для иссле-
дования состава биологических жидкостей еще с
1980-х годов. Этот метод предоставляет подроб-
ную структурную информацию об органических
молекулах и позволяет идентифицировать и ката-
логизировать большое количество соединений.
К настоящему времени накоплено огромное ко-
личество данных по метаболическому анализу с
помощью ЯМР-спектроскопии биологических
жидкостей при различных видах рака как для мо-
дельных животных, так и для человека. Согласно
литературным данным [1–4], чувствительность и
специфичность выявления развития раковых за-
болеваний на ранних стадиях методом ЯМР-
спектроскопии достигает 90–100%, с такой же
высокой специфичностью можно выявить разви-
тие метастаз, а также провести дифференцировку
различных видов рака с определением стадии
рака. 

Саркомы представляют собой редкие и гетеро-
генные опухоли мезенхимального происхожде-
ния и составляют 1% случаев рака у взрослых и
15% случаев рака у детей [5]. Большая часть сар-
ком (≈75%) развивается из мягких тканей, мень-
шая часть (≈10%) – из костей [6]. 

Для сарком, как и для других опухолей, харак-
терна аномальная метаболическая активность, но
имеющиеся данные о метаболоме сарком мягких
тканей и костей относительно скудны. Предыду-
щие исследования по метаболомике саркомы в
основном проводились на клеточных линиях [7,
8] из-за гораздо большей простоты заморажива-
ния их метаболомного статуса; метаболом быстро
реагирует на изменения в кислороде, кровоснаб-

жении и т. д. Кроме того, с помощью масс-спек-
трометрического анализа была проведена оценка
метаболитов в тканях при саркомах высокой сте-
пени злокачественности, включая лейомиосар-
кому высокой степени злокачественности, мик-
софибросаркому, недифференцированную плео-
морфную саркому и остеосаркому [9]. Метод
ЯМР-спектроскопии (31P-1H-2H-ЯМР-спектро-
скопии) in vivo был применен для оценки концен-
трации фосфатных метаболитов в тканях при ра-
диационно-индуцированной фибросаркоме [10].

Метаболомный анализ биологических жидко-
стей при некоторых видах саркомы применялся
только в отдельных исследованиях. В работе [11] с
помощью метода газовой хроматографии и масс-
спектрометрии было проведено профилирование
низкомолекулярных метаболитов в сыворотке и
моче пациентов с остеосаркомой для установле-
ния изменений, связанных с канцерогенезом.
Метод 1H-ЯМР-спектроскопии был использован
только в работе [12] для определения дифферен-
циального метаболического профиля в сыворот-
ке крови пациентов с хондроидными опухолями
(энхондромы и хондросаркомы).

Дальнейшая характеристика метаболического
профиля при различных видах саркомы позволит
усовершенствовать диагностику и определить но-
вые терапевтические цели, что улучшит выживае-
мость и качество жизни пациентов.

В данной работе с помощью 1H-ЯМР-спек-
троскопии был проведен анализ изменений в со-
ставе метаболитов и их концентрации при росте
опухоли в плазме крови крыс c перевивной по-
верхностной солидной соединительнотканной
саркомой М-1. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные. Исследования выполнены на сам-

цах беспородных белых крыс массой тела 150–
170 г. В работе использовали две группы крыс (по
5 крыс в каждой группе), представлявших собой
контрольную группу и группу с привитой на зад-
нюю лапку саркомой М-1 [13]. Животных содер-
жали в стандартных условиях вивария Комплекса
протонной терапии МРНЦ им. А.Ф. Цыба со-
гласно всем нормативным актам, принятым для
подобных учреждений. 

Отбор образцов крови. Первый отбор крови
проходил через 12 суток после перевивки опухо-
ли, второй – на стадии некроза за несколько дней
до терминальной стадии (36 суток после перевив-
ки опухоли). Кровь забирали путем ампутации
кончика хвоста. Кровь отбирали в вакуумные ли-
тий-гепариновые пробирки, центрифугировали
(2200 g, 10 мин) и отбирали плазму, после чего по-
мещали в морозильную камеру и хранили при
‒20°C до анализа.
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Подготовка образца для ЯМР-спектроскопии.
Образцы плазмы крыс (в среднем по 100 мкл каж-
дый) размораживали, добавляли 500 мкл дистил-
лированной воды и 30 мкл 4 мМ стандарта ТСП –
3-триметилсилил-[2,2,3,3-2H4] пропионата на-
трия (Sigma-Aldrich, США) в 1 М фосфатном бу-
фере (pH 7.2) на тяжелой воде, интенсивно пере-
мешивали и центрифугировали при 10000 об/мин
5 мин. Образец (600 мкл) помещали в ЯМР-ампу-
лу диаметром 5 мм.

Регистрация и предварительная обработка 1D-
ЯМР-спектров. Протонные 1D-спектры реги-
стрировали в Центре коллективного пользования
ИТЭБ РАН на ЯМР-спектрометре AVANCE III 600
фирмы Bruker (Германия) с рабочей частотой по
протонам 598.95 МГц. Спектры регистрировали с
использованием стандартных импульсных после-
довательностей из библиотеки импульсных по-
следовательностей фирмы Bruker. Все измерения
проводили при 298 К (25°С). Для подавления сиг-
нала от протонов воды использовался метод
предварительного насыщения с применением
1D-импульсной последовательности CPMG.
Число накоплений составляло 64 скана, спек-
тральная ширина – 24 м.д. При снятии ЯМР-
спектров интервал между сканами составлял 10 с,
этого было достаточно для релаксации протонов
всех наблюдаемых метаболитов. Отнесение хи-
мических сдвигов проводили по сигналу
глюкозы, расположенному в интервале 5.15−
5.30 м.д., в качестве внутреннего образца сравне-
ния выступал ТСП. Для подтверждения наших
результатов использовали спектральную базу
данных программного обеспечения AMIX
(версия 3.9.7) фирмы Bruker. Обработку спектров
и вычисление интегралов проводили в программе
TOPSPIN (версия 2.1) фирмы Bruker.

Нецелевой анализ данных ЯМР-спектроскопии.
Нецелевой анализ полученного набора спек-
тральных данных ЯМР проводили с использова-
нием языка программирования R (версия 4.3.0) в
среде RStudio (версия 2023.06.0+421) и библиоте-
ки metabom8 [14] с открытым исходным кодом,
доступной на ресурсе GitHub (github.com/tkim-
hofer/metabom8, версия 1.0.0). Калибровка спек-
тров была выполнена по дублету глюкозы, рас-
пложенному в интервале 5.15–5.30 м.д. Так же
были выполнены коррекция базовой линии, нор-
мализация PQN [15], удалены высокопольные и
низкопольные области спектра, содержащие шу-
мы и сигнал от ТСП, кроме того, была удалена об-
ласть 4.50–5.00 м.д., содержащая остаточные сиг-
налы протонов воды. Анализ главных компонент
(PCA) и дискриминантный анализ (O-PLS-DA)
использовался для оценки межгрупповых разли-
чий и вклада в это отдельных метаболитов. Перед
применением этих методов выполняли шкалиро-
вание данных методами Парето и UV.

Указанные многомерные методы анализа дан-
ных выполнялись с использованием уже упомя-
нутой ранее библиотеки metabom8, в которой для
их выполнения есть соответствующие функции.

Статистический анализ. Для оценки уровня
значимости межгрупповых различий полученных
показателей был проведен анализ полученных
метаболитов в 12-е и 36-е сутки исследования не-
параметрическим U-критерием Манна–Уитни.
Кроме того, было проведено сравнение групп
контроля в 12-е и 36-е сутки для исключения из
исследования метаболитов, имеющих отличия в
группах контроля. Различия считали достоверны-
ми при Uкр ≤ 4 (для двух групп по 5 особей в каж-
дой) и p < 0.05.

Для исследования отобраны метаболиты, у ко-
торых нет значимых отличий в группах контроля.

Также использовали коэффициент ранговой
корреляции Спирмена как интегральный показа-
тель отличий между разными особями.

Для определения метаболитов плазмы крови,
которые вносят основной вклад в диагностику
при развитии саркомы, были построены ROC-
кривые для значимых по критерию Манна–Уит-
ни метаболитов. 

На основе анализа кривой рабочих характери-
стик приемника (ROC) также рассчитывали пло-
щадь под кривой ROC (AUC) для оценки значе-
ний чувствительности и специфичности.

Для поиска метаболитов были использованы
интернет-ресурсы Biochemical Pathways (https://
biochemical-pathways.com/, дата доступа:
14.02.2024) и MetaboLights (https://www.ebi.ac.uk/
metabolights, дата доступа: 14.02.2024), для по-
строения картинки применяли модуль python
schemdraw. В качестве базы данных использовали
KEGG PATHWAY (https://www.genome.jp/kegg/
pathway.html, дата доступа: 14.02.2024).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для контрольной группы крыс и группы с пе-

ревитой саркомой М-1 были получены 1H-ЯМР-
спектры плазмы крови на 12-е и 36-е сутки после
перевивки.

Для оценки, существует ли значительная раз-
ница между исследуемыми группами (здоровыми
и больными животными), полученные 1H-ЯМР-
спектры, для которых предварительно была
проведена фазовая коррекция в программе
TOPSPIN, анализировались с помощью много-
мерного статистического анализа с использова-
нием метода главных компонент в библиотеке
metabom8 [14]. Метод главных компонент являет-
ся наиболее популярным неконтролируемым ста-
тистическим методом для обработки данных,
полученных с помощью различных омикс-техно-
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логий, и не требует никаких предварительных
предположений или знаний. Неконтролируемые
методы обычно представляют собой первый шаг
в анализе данных, помогая визуализировать
данные и обнаружить возможные выбросы [16].
Результаты анализа с помощью метода главных
компонент спектров, полученных для плазмы
крови здоровой группы и группы крыс с сарко-
мой М-1 на 12-е сутки после ее перевивки, приве-
дены на рис. 1.

Как видно из приведенных данных, группы
дифференцируются между собой уже на 12-е сут-
ки после привития саркомы, на 36-е сутки разли-
чия становятся значительными. 

Для выявления метаболитов, которые вносят
вклад в различие между группами, используются
методы с обучающей выборкой [16], что позволя-
ет более эффективно выявлять низкомолекуляр-

ные биомаркеры, характеризующие конкретное
заболевание. К полученным данным для разных
дней был применен один из таких статистических
методов – дискриминантный анализ ортогональ-
ных проекций на латентные структуры (OPLS-
DA) в библиотеке metabom8 (рис. 2), который по-
казал хорошее разделение групп на 36-е сутки. 

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о том, что исследуемые группы отли-
чаются, что позволяет предположить, что метабо-
литы, различие в которых позволяет дифферен-
цировать группы, могут рассматриваться как
биомаркеры данной стадии заболевания.

Был проведен поиск и количественный анализ
метаболитов в плазме крови контрольной и боль-
ной групп. С помощью ЯМР-анализа с использо-
ванием базы данных AMIX (Bruker, Германия)

Рис. 1. Различия групп крыс (контрольной и с саркомой М-1) в пространстве главных компонент: (a) – различия,
наблюдаемые на 12-е сутки перевивки опухоли, (б) – на 36-е сутки. Первые три главные компоненты описывают
около 78% вариации исходных данных.

Рис. 2. Анализ различий групп крыс (контрольной и с саркомой М-1) с помощью OPLS-DA на 36-е сутки.
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Таблица 1. Метаболиты, обнаруженные в плазме крови крыс с помощью 1H-ЯМР-спектроскопии 

Метаболиты
Химические сдвиги (м.д.) 

и мультиплетность, 
pH 7.2 ± 0.1

Отличие внутри 
контрольной 

группы на 12-е 
и 36-е сутки

Отличие между 
контрольной и 

экспериментальной 
группами 

на 12-е сутки

Отличие между 
контрольной и 
эксперимен-

тальной группами 
на 36-е сутки

1 Формиат 8.459 s [CH]

2 Тирозин 6.903 d [аром. CH]; 
7.198 d [аром. CH]

3 Аллантоин 5.393 s [CH] + +

4 Глюкоза 
3.251 dd [2CH] (β-изомер); 

5.239 d [1CH] (α-изомер)
+ +

5 Серин 3.835 m [CH]; 
3.970 m [CH2] +

6 Бетаин 3.26 s [N-(CH3)3]; 
3.91 s [CH2] +

7 Треонин 
1.331 d [CH3]; 
3.579 d [CH]; 
4.249 m [CH]

+

8 Глицин 3.56 s [CH2]

9 Холин 
3.207 s [N-(CH3)3]; 
3.525 m [CH2]; 
4.067 m [CH2]

+

10 Креатинин 3.048 s [CH3];
 4.059 s [CH2] +

11 Креатин 3.040 s [CH3]; 
3.933 s [CH2]

12 Лизин 

1.487 m [CH2]; 
1.733 m [CH2]; 
1.908 m [CH2]; 
3.030 t [CH2]; 
3.755 t [CH]

+ +

13 Глутамин 
2.138 m [CH2]; 
2.455 m [CH2]; 
3.765 t [CH]

+

14 Сукцинат 2.41 s [CH2] +

15 Пируват 
1.487 s [CH3] (диол); 
2.376 s [CH3] (кетон); 
(кетон/диол~10)

+

16 Ацетон 2.230 s [CH3]
17 Ацетат 1.920 s [CH3] + +

18 Аланин 1.483 d [CH3];
 3.785 q [CH] +

19 Лактат 1.331 d [CH3]; 
4.114 q [CH] + +

20 3-Гидроксибутират 

1.203 d [CH3]; 
2.307 dd [CH2]; 
2.410 dd [CH2]; 
4.152 m [CH]

+ +
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Таблица 1. Окончание

Метаболиты
Химические сдвиги (м.д.) 

и мультиплетность, 
pH 7.2 ± 0.1

Отличие внутри 
контрольной 

группы на 12-е 
и 36-е сутки

Отличие между 
контрольной и 

экспериментальной 
группами 

на 12-е сутки

Отличие между 
контрольной и 
эксперимен-

тальной группами 
на 36-е сутки

21 Валин 

0.994 d [CH3], 
1.045 d [CH3];
 2.277 m [CH]; 
3.612 d [CH]

+ +

22 Изолейцин 

0.943 t [CH3]; 
1.013 d [CH3]; 
1.986 m [CH]; 
1.268 m [½CH2]; 
1.477 m [½CH2]; 
3.674 m [CH]

23 Лейцин 
0.965 t [CH3]; 
1.719 m [CH; CH2];

 3.738 m [CH]
+

Примечание. s – Синглет, d – дублет, dd – дублет дублетов, t – триплет, m – мультиплет, «+» – достоверное
отличие концентраций метаболитов в группах.

обнаружено и количественно определено 23 ме-
таболита в плазме крови крыс (табл. 1).

U-критерий Манна–Уитни показал, что внут-
ри контрольной группы на 12-е и 36-е сутки кон-
центрации нескольких метаболитов достоверно
отличались (табл. 1). Изменение концентраций
данных метаболитов, скорее всего, связано с воз-
растом мышей. Для более точного определения
маркеров развития саркомы эти метаболиты бы-
ли исключены из дальнейшего рассмотрения.
Различия считали достоверными при Uкр ≤ 4 (для
двух групп из 5 особей каждая), p < 0.05.

Для оценки вариации между особями исполь-
зовали ранговую корреляцию Спирмена по всем
обнаруженным метаболитам (рис. 3). Чем ближе
коэффициент корреляции к единице, тем
меньше различие между особями. На рис. 3 при-
ведены результаты вычисления корреляции меж-
ду векторами метаболитов для всех записей:
записи 1–5 соответствуют контрольной группе на
12-е сутки, записи 6–10 – экспериментальной
группе на 12-е сутки, записи 11–15 – контрольной
группе на 36-е сутки и записи 16–20 – экспери-
ментальной группе на 36-е сутки. Левая карта
отображает корреляцию для полных векторов ме-
таболитов, а правая карта – корреляцию для реду-

Рис. 3. Карта взаимной попарной ранговой корреляции Спирмена между векторами измерений метаболитов для всех
особей: (a) – для всех метаболитов; (б) – после исключения метаболитов, достоверно изменяющихся внутри
контрольной группы в ходе эксперимента.
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цированных векторов, из которых удалены мета-
болиты, отличающиеся в контрольной группе на
12-е и на 36-е сутки, согласно табл. 1. Видно, что
после удаления 8 метаболитов (табл. 1, столбец 3)
корреляции между записями контрольной груп-
пы на 12-е и на 36-е сутки выравниваются по от-
ношению к корреляциям между записями внутри
группы. Также видно, что 6 запись, соответствую-
щая одной особи в экспериментальной группе,
существенно отличается уже на 12-е сутки от дру-
гих особей в группе. Карта также показывает, что
особи экспериментальной группы на 36-е сутки
значимо различаются от группы контроля.

Обнаружено, что уже на 12-е сутки после пере-
вивки саркомы содержание аллантоина и лактата
в плазме крови крыс с опухолью достоверно воз-
растало по сравнению с контрольной группой. К
36-м суткам развития опухоли у больных крыс в
качестве возможных маркеров саркомы опреде-
ляется уже 9 метаболитов (табл. 1).

На рис. 4 показано изменение концентраций
метаболитов, имеющих достоверное отличие
между контрольной и экспериментальной груп-
пами на 12-е и 36-е сутки, за исключением мета-
болитов, по которым найдено достоверное отли-
чие в контрольной группе на 12-е и 36-е сутки.

Далее для метаболитов, которые достоверно
отличались по U-критерию Манна–Уитни, были
построены ROC-кривые. Площадь под ROC-

кривой (AUC) отражает диагностическую силу
исследуемого параметра (в нашем случае – мета-
болита). В качестве маркеров развития саркомы
были отобраны метаболиты, у которых AUC стро-
го больше 0.8. На рис. 5 показаны ROC-кривые
для аллантоина и лактата на 12-е сутки экспери-
мента, при этом AUC имеют хорошее диагности-
ческое значение – 0.88 и 0.92 соответственно.

На 12-е сутки группы различались по содержа-
нию двух метаболитов – лактата и аллантоина, а
через 36 суток – по содержанию 9 метаболитов
(аллантоина, серина, бетаина, треонина, глута-
мина, сукцината, пирувата, лактата, лейцина).
Построенные ROC-кривые для этих метаболитов
показаны на рис. 6 с указанием значений AUC. 

Таким образом, были выделены метаболиты,
достоверно значимые при развитии опухоли меж-
ду контрольной группой и группой с саркомой
М-1 на 12-е и 36-е сутки после перевивки опухо-
ли. В табл. 2 показаны значения AUC для ROC-
кривых метаболитов, которые могут быть марке-
рами развития саркомы, с указанием направле-
ния (+/–) динамики концентраций относительно
группы контроля. Согласно экспертной шкале
для значений AUC, по которой можно судить о
качестве теста [17], считается, что значение
0.8 < AUC ≤ 0.9 говорит об очень хорошем каче-
стве теста, значение 0.9 < AUC ≤ 1 – об отличном
качестве теста. В соответствии с этой градацией

Рис. 4. Средние значения концентраций статистически значимых метаболитов в группах на 12-е и 36-е сутки
эксперимента.
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Рис. 5. ROC-кривые (AUC) для достоверно значимых метаболитов на 12-е сутки эксперимента.

Рис. 6. ROC-кривые (AUC) для достоверно значимых метаболитов на 36-е сутки эксперимента.
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на 12-е сутки эксперимента метаболит аллантоин
является очень хорошим классификатором, а
лактат – отличный классификатор развития сар-
комы. На 36-е сутки эксперимента 2 из 9 ото-
бранных метаболита (бетаин и треонин) являют-
ся очень хорошими классификаторами, а осталь-
ные 7 (аллантоин, серин, глутамин, сукцинат,
пируват, лактат, лейцин) – отличные классифи-
каторы, они могут быть использованы в качестве
маркеров развития саркомы. К тому же два из
этих маркера (лактат и аллантоин) проявляют се-
бя уже на 12-е сутки эксперимента.

Известно, что метаболические изменения, вы-
званные канцерогенезом, можно обобщить в ше-
сти признаках метаболизма рака: дерегулирован-
ное поглощение глюкозы и аминокислот, ис-
пользование оппортунистических способов

получения питательных веществ, использование
промежуточных продуктов цикла гликолиза/три-
карбоновой кислоты для биосинтеза и производ-
ства НАДФН, повышенная потребность в азоте,
изменения в регуляции генов, управляемых мета-
болитами, и метаболических взаимодействиях с
микроокружением опухоли [18].

Метаболические пути, в которых участвуют
метаболиты, различающиеся между группами,
представлены на рис. 7.

На поздней стадии (36-е сутки после перевив-
ки саркомы) изменение концентрации большой
части обнаруженных метаболитов коррелирует с
перечисленными признаками рака. Рост уровня
лактата и пирувата обусловлен аэробным глико-
лизом (эффектом Варбурга) [18]. Пролиферирую-
щие клетки используют эффект Варбурга регули-

Рис. 7. Схематическое представление метаболических путей, в которых участвуют метаболиты, различающиеся между
группами (выделены рамками).

Таблица 2. Площадь под ROC-кривой метаболитов-маркеров на 12-е и 36-е сутки после перевивки саркомы М-1

Аллантоин Серин Бетаин Треонин Глутамин Сукцинат Пируват Лактат Лейцин 

12-е 
сутки

0.88
+

0.92
–

36-е 
сутки

0.96
+

0.96
–

0.84
+

0.84
+

1
–

0.96
+

0.96
+

0.92
+

1
–

Примечание. «+» – Увеличение концентрации метаболита в экспериментальной группе по сравнению с группой контроля,
«–» – уменьшение концентрации метаболита в экспериментальной группе по сравнению с группой контроля.
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руемым образом в периоды повышенной потреб-
ности в биосинтезе. Они превращают избыток
пирувата в лактат вместо того, чтобы транспорти-
ровать его в митохондрии. Надо отметить, что в
работе [11] при исследовании метаболизма сыво-
ротки крови при остеосаркоме авторы описывают
значительное снижение содержания пирувата и
лактата, что не согласуется с метаболическими
изменениями при других видах рака. Возможно,
это характерная особенность остеосаркомы, но
нельзя исключать, что это может быть связано
как с малой выборкой, представленной в работе,
так и со сложностью установления стадии рака и
вероятными сопутствующими патологиями у па-
циентов, которые сложно детектировать, по-
скольку исследования проводятся не на модель-
ных организмах.

Еще одним важным спутником канцерогенеза
является глутамин, наиболее распространенная
аминокислота в плазме, которая обеспечивает
критические элементы для пролиферации кле-
ток, такие как углерод и азот [18]. Снижение уров-
ня глутамина может быть связано с усилением
глутаминолиза, необходимого для обеспечения
предшественников для синтеза нуклеиновых
кислот [19, 20]. Приток глутамина в цитоплазму
зависит, в том числе, и от серина, уровень которо-
го также снижается. Изменения затрагивают и
другие аминокислоты: снижаются уровни тиро-
зина, лейцина, в то же время растет содержание
треонина.

Кроме того, очевидно влияние развития опу-
холи на цикл Кребса, о чем свидетельствует рост
уровней сукцината и пирувата.

Также на поздней стадии развития саркомы
М-1 было обнаружено повышение уровня бетаи-
на. Раковым клеткам требуются одноуглеродные
фрагменты для поддержания их биосинтеза, про-
лиферации и выживания. Будучи важным доно-
ром метила, бетаин играет решающую роль в ме-
таболизме рака. Бетаин может синтезироваться
эндогенно в результате двухстадийной реакции
окисления холина посредством митохондриаль-
ной холиндегидрогеназы и бетаин-альдегидде-
гидрогеназы. Как было показано в работе [21],
высокий уровень бетаина в сыворотке связан с
повышенным риском развития рака.

Следует отметить, что на ранней стадии разви-
тия саркомы (М-1) достоверно отличались между
группами только два метаболита – лактат и ал-
лантоин. Уровень лактата на начальном этапе
снижался, как и в работе [11] при развитии
остеосаркомы, а уровень аллантоина возрастал,
причем эта тенденция характерна и для поздней
стадии саркомы М-1. Аллантоин представляет со-
бой основной продукт окисления уратов, конеч-
ных продуктов пуринового обмена, и является
биомаркером окислительного стресса [22], кото-

рый, как известно, ассоциируется со всеми этапа-
ми опухолевой болезни.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Применение 1H-ЯМР-спектроскопии в соче-
тании с многомерным статистическим анализом
позволило успешно отличить метаболический
профиль плазмы крыс с саркомой М-1 от профи-
ля здорового контроля. Библиотека metabom8 да-
ла возможность существенно ускорить процедуру
обработки и анализа ЯМР-спектров, что позво-
ляет рассматривать ее в качестве перспективного
подхода в клинической практике, имеющей дело
с большими выборками. Метаболический про-
филь саркомы М-1 обнаружил нарушение в мета-
болизме лактата и аллантоина на ранней стадии
развития опухоли (12-е сутки после перевивки),
на более поздней стадии (36-е сутки после пере-
вивки) наблюдалось нарушение в метаболиче-
ских циклах, в которых были задействованы 9 ме-
таболитов – ряд аминокислот (тирозин, серин,
треонин, лейцин, глутамин), метаболиты, задей-
ствованные в аэробном гликолизе и цикле Кребса
(лактат, пируват и сукцинат), биомаркер окисли-
тельного стресса аллантоин, а также бетаин.
Полученные данные о составе метаболитов, об-
наруженных на поздней стадии, коррелируют с
накопленными в литературе данными по метабо-
лизму различных видов рака.

Таким образом, ЯМР-метаболомика является,
несомненно, перспективным диагностическим
подходом для выявления рака, причем отдельные
обнаруженные метаболиты могут выступать в ка-
честве маркеров определенного его вида.
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СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Все применимые международные, националь-

ные и институциональные принципы ухода и ис-
пользования животных при выполнении работы
были соблюдены. Все манипуляции с животными
проводились в соответствии с требованиями, раз-
работанными комиссией по этике МРНЦ
им. А.Ф. Цыба, и с Директивой Совета 2010/63
ЕС Европейского парламента и Регламентом Ев-
ропейской конвенции по защите позвоночных
животных, используемых в научных целях
(Страсбург, Франция).
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1H-NMR Spectroscopy of Blood Plasma for Detection of Changes in Metabolism 
during the Development of Sarcoma M-1 in Rats

 A.Y. Egorov*, A.S. Bykov*, T.I. Ponomareva**, M.V. Molchanov*, N.M. Pankratova***, 
A.N. Pankratov***, A.G. Arakelyan*, S.N. Koryakin****, and M.A. Timchenko*

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

**Branch of M.M. Shemyakin and Yu.A. Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,
prosp. Nauki 6, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

***Institute of Mathematical Problems of Biology, Russian Academy of Sciences − Branch of M.V. Keldysh Institute of Applied 
Mathematics, Russian Academy of Sciences, ul. Professora Vitkevicha 1, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

****A.F. Tsyba Medical Radiological Research Centre − Branch of the «National Medical Research Radiological Centre», 
Ministry of Health of the Russian Federation, ul. Koroleva 4, Obninsk, Kaluga Region, 249036 Russia

An assessment of the effectiveness of 1H NMR-based metabolomic analysis for the detection of metabolic
changes during carcinogenesis was made based on a comparison of the quantitative composition of metabo-
lites in the blood plasma of rats for healthy rats and rats receiving M-1 sarcoma transplantation. Plasma was
collected from the rats under study on day 12 and day 36 after sarcoma transplantation to identify metabolites
associated with tumor development. Analysis of NMR spectra using multivariate statistical methods showed
differences in the composition of metabolites for the groups of animals under study already on day 12 after
sarcoma transplantation; on day 36 the differences were significant. 23 metabolites were quantified. On day
12, only the lactate and allantoin levels were significantly different between the groups, while on day 36, the
levels of 9 metabolites were different in rats in all groups. All of the metabolites identified are involved in can-
cer metabolism, which makes 1H NMR spectroscopy a promising method for cancer diagnosis.

Keywords: NMR spectroscopy, metabolomics, sarcoma M-1 
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Использование ионизирующих излучений со сверхвысокой мощностью дозы, называемых флэш-
облучением (≥40 Гр/с), способствует сохранению здоровых тканей с уровнем контроля над опухо-
лью, сопоставимым с таковым при облучении со стандартной мощностью дозы. Настоящий обзор
обобщает современные знания, посвященные исследованиям облучения опухолевых и нормальных
клеточных линий, животных, включая опухоленосителей, в конвенциональном и флэш-режимах.
Для сравнения приведены и данные по флэш-облучению фотонами, электронами, протонами,
ионами гелия и углерода. Обсуждаются биофизические, молекулярно-биологические и иммуноло-
гические аспекты флэш-воздействия, необходимые для понимания радиационно-индуцированных
процессов в клетках и тканях в целях совершенствования радиотерапии опухолей.
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В работе 1966 г. было обнаружено, что при под-
ведении летальной дозы 10–14 Гр ионизирующе-
го излучения ускоренными электронами лабора-
торным мышам C3H с мощностью подведения
дозы 1 Гр/с двумя фракциями, разделенными во
времени интервалом длиной 10 мин, происходит
существенное (до 2 раз) достоверное снижение
пострадиационной гибели к 4-м суткам (ЛД50/4),
в то время как никакого снижения пострадиаци-
онной гибели при облучении с мощностью
0.017 Гр/с не происходило [1]. Дальнейший ана-
лиз показал, что при разделении на 2 пульса при
подведении дозы со сверхвысокой мощностью
дозы облучение вторым пульсом происходит в ги-
покических условиях, эквивалентных атмосфере
инертного газа (азота), что снижает радиацион-
ное поражение активированными формами кис-
лорода на модели выживания HeLa S3 in vitro [2].
На модели кожной токсичности было показано
еще большее увеличение снижения пострадиаци-
онного поражения при дальнейшем росте мощ-
ности подводимой дозы до 66.7 Гр/с уже за одну
фракцию облучения, при этом снижение концен-
трации тканевого кислорода приводило к тому же

уровню снижения радиационной токсичности и
для стандартного режима подведения дозы
0.085 Гр/с [3] 

Развитие исследований по радиационной ток-
сичности при подведении дозы облучения со
сверхвысокой мощностью получило второе рож-
дение в связи с расширением применения уско-
рителей элементарных частиц (электроны, про-
тоны), заряженных ионов и, конечно, мощных
лазеров рентгеновского излучения в радиотера-
пии опухолей. Для перспективной радиотерапии
со сверхвысокой мощностью подведения дозы в
2010-е годы был предложен термин флэш-радио-
терапии [4], а сохранение здоровых тканей при
таком режиме подведения дозы получило назва-
ние флэш-эффекта [5]. Снижение радиационной
токсичности здоровых тканей при планировании
лечения является бесспорным преимуществом
перед традиционным режимом подведения дозы
(1–3 Гр/мин). Тем не менее, локальная гипоксия,
вероятно, важнейший фактор снижения радиа-
ционной токсичности при подведении дозы в ре-
жиме флэш, потенциально может снижать и про-
тивораковые свойства лечения, поскольку быст-
ро растущие злокачественные новообразования,
как правило, имеют сниженное обеспечение кис-
лородом из-за отставания ангиогенеза [5]. Среди

Сокращения: ЛПЭ – линейная передача энергии, ИИ –
ионизирующее излучение, АФК – активные формы кис-
лорода.
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биологических моделей, подвергнутых облуче-
нию, в исследованиях радиопротекторного и про-
тивоопухолевого флэш-эффекта были использо-
ваны: культуры клеток и образцы плазмидной
ДНК in vitro [2, 6–26], а также in vivo с использова-
нием моделей мышей [7,  8, 20, 27–49], крыс [6,
50–52], Danio rerio [53–57], минипигов и кошек
[58], собак [59], Caenorhabditis elegans [60]. Поми-
мо ряда доклинических модельных in vivo и вете-
ринарных испытаний (речь о которых пойдет
дальше в соответствующем разделе), для оценки
потенциала флэш-радиотерапии было проведено
экспериментальное лечение ускоренными элек-
тронами в режиме флэш первого пациента, стра-
давшего кожной лимфомой, которая уже неодно-
кратно подвергалась радиотерапии со стандарт-
ным режимом подведения дозы, равно как и
успела развить множественную устойчивость к
химиотерапевтическим средствам. Применение
флэш-радиотерапии спустя 5 месяцев заверши-
лось полной ремиссией с восстановлением кож-
ного покрова и волосяных фолликулов [61]. В на-
стоящее время завершилось первое клиническое
испытание флэш-радиотерапии (FAST-01), пока-
завшее сопоставимый со стандартной радиотера-
пией контроль метастаза костей [62, 63], сейчас
осуществляется уже следующее испытание –
FAST-02 [64]. 

Традиционно для медицины флэш-радиотера-
пия начала проходить клинические испытания,
не имея полной картины радиобиологических
механизмов флэш-воздействия. Тем не менее,
ученые радиобиологи, медицинские физики,
биомедики и радиоонкологи наверстывают пони-
мание глубинных механизмов радиопротектор-
ного флэш-эффекта, ищут новые способы для
комбинирования флэш-радиотерапии с иными
методами терапии опухолей: химиотерапией или
иммунотерапией [65]. К настоящему моменту бы-
ли проведены исследования радиопротекторных
свойств флэш-воздействия для частиц с разной
линейной передачей энергии (ЛПЭ): наибольшее
число исследователей использовало частицы с
умеренной и высокой ЛПЭ – электроны [2–4, 6,
8, 10–12, 23, 25–27, 29, 31, 33, 37, 38, 40, 41, 45, 47,
48, 50, 53, 55, 58–61, 66–72] и протоны [9, 17–22,
24, 28, 30, 32, 35, 42–44, 47, 49, 51–54, 56, 60, 73–
80]. Реже были задействованы фотоны с низкой
ЛПЭ [7, 16, 36, 39, 46, 66] или тяжелые частицы –
ионы углерода [9, 13, 14, 34] или гелия [15, 57] с
сугубо высокой ЛПЭ. Для разработки методов
флэш-радиотерапии и ее комбинаций был произ-
веден анализ современного состояния исследова-
ний природы радиопротекторного и противоопу-
холевого флэш-эффекта в рамках данного обзора.

ДОЗОВЫЙ ВОПРОС ВО ФЛЭШ-ЭФФЕКТЕ
В многочисленных работах по оценке радио-

протекции было обнаружено лучшее сохранение

после воздействия ионизирующего излучения
(ИИ) активно пролиферирующих тканей
органов – кишечника, кожи, легочного эпите-
лия, кроветворных тканей, а также меньшее ней-
ровоспаление, сопряженное с сохранением ко-
гнитивных функций, и сохранение эмбриональ-
ного развития (табл. 1). При этом, как правило,
радиопротекторный флэш-эффект наступал при
воздействии доз не менее 10 Гр (за исключением
кроветворной функции, где эффект виден уже
при 4 Гр на мышиной модели и отчасти на модели
эмбриогенеза перепелов). 

Среди физико-химических гипотез, объясня-
ющих радиопротекцию при флэш-воздействии,
выделяют гипотезу исчерпания кислорода [2] при
мощном кратковременном радиолизе и гипотезу
снижения числа свободных радикалов в межра-
дикальных реакциях, сконцентрированных во
времени и пространстве при краткосрочном воз-
действии излучения [81], что может объяснять и
необходимость набрать определенную дозу для
достижения радиопротекции за счет количе-
ственного исчерпания кислорода. Также суще-
ствуют гипотезы, базирующиеся на разном мета-
болизме разных типов нормальных и раковых
клеток, в частности, на разнице в метаболизме
железа и сопряженного с его накоплением роста
вероятности ферроптоза [82], а также изменение
на уровне общего кооперативного ответа, извест-
ного как эффект свидетеля при участии иммун-
ной системы [83]. Известно, что разная энергия
частиц, ЛПЭ, способны несколько по-разному
осуществлять радиолиз воды, а также повреждать
биологические макромолекулы, в первую очередь
ДНК, в разных типах клеток, что в дальнейшем
может сказываться на окружающих облученные
ткани необлученных областях организма посред-
ством активации иммунитета при участии абско-
пального эффекта. 

РАДИОЛИЗ ВОДЫ ИОНИЗИРУЮЩИМ 
ИЗЛУЧЕНИЕМ ПРИ СВЕРХВЫСОКОЙ 

МОЩНОСТИ ПОДВЕДЕНИЯ ДОЗЫ 
И КИСЛОРОДНЫЙ ЭФФЕКТ

Согласно главенствующей гипотезе, радиаци-
онное поражение ДНК в клетках осуществляется
не непосредственно ионизирующими вещество
лучами (высокоэнергетическими фотонами рент-
геновского или гамма-излучения) или потоками
ускоренных частиц – протонами, нейтронами,
электронами, ионами гелия или более тяжелых
атомов, а продуктами радиолиза воды [84] – ак-
тивными формами кислорода и отчасти азота со
значительно отличающимся сроком жизни [85].
Известно, что радиолиз чистой воды сопряжен с
последующим протеканием порядка 70-ти
разных реакций рекомбинации, связанных с мо-
лекулами воды электронов (eaq

–), атомов кисло-
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Таблица 1. Радиопротекторный FLASH-эффект in vivo

№ Тип частиц

Режим подведения дозы, 
средняя Гр/с

Доза, Гр Животная 
модель

Характер флэш-
радиопротекции или ее 

отсутствие
Ссылка

Флэш
Конвенцио-

нальный
Флэш-радиопротекторный эффект присутствует

1 He4 ? ? 18–24 D. rerio
эмбрионы

Лучшая сохранность 
эмбриогенеза [57]

2 e– ≥280 0.25 5–15 C3H мыши

Лучшее сохранение 
кишечных крипт (1.1 раза) 

и меньшие нарушения 
микробиоты

[41]

3 e– 200 0.17 27 C57BL/6 
мыши

Лучшее сохранение кожи, 
эффект зависит от 

оксигенации
[70]

4 e– 5.6 × 106 0.09 2 × 10 C57Bl/6 мыши

Лучшее сохранение 
когнитивных функций, 
меньше повреждается 

гематоэнцефалический 
барьер, меньше 

пострадиационное 
воспаление

[45]

5 e– ≥40 0.03 17
C57BL/6J или 
Terc-/- мыши

Лучше сохраняются 
стволовые клетки в легких, 
меньше маркеров старения

[26]

6 e– 105 0.11 ~26 D. rerio 
эмбрионы

Лучшая сохранность 
эмбриогенеза [55]

7 e– >100 ~0.1 10, 12, 14

D. rerio 
эмбрионы, 

C57Bl6/J 
мыши

Лучшее сохранение 
когнитивных функций, 

памяти, меньшее 
нейровоспаление, 

сохранение эмбриогенеза у 
зебрафиш

[72]

8 p+ 9.3 или 930 0.06 23, 33 Balb/c мыши
Меньшее общее 

поражение кожи при 
сходном уровне цитокинов

[75]

9 p+ 120 0.17 10 C57BL/6 
мыши

Меньший уровень распада 
сосудистой сети, меньший 

уровень воспаления и 
релокализации HMGB1 в 

цитоплазму

[73]

10 p+ 100 0.1 10.5−16.3 C57BL/6 
мыши Лучшая выживаемость [44]

11 p+ ∼120 ? 13, 16, 19, 22 C57BL/6J 
мыши

Лучшая выживаемость и 
снижение потери веса при 

16 Гр
[28]

12 p+ 100 1

30, 35, 40 
единовре-

менно; 2×15, 
2×17.2, 3×10, 

3×11.6 с 
перерывом 

2 мин

C57Bl/6j 
мыши

Лучшая радиопротекция 
кожи.

Флэш-радиопротекция 
пропадает, если доза 

делилась на 3 интервала, и 
снижается, если на 2 

интервала

[49]
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Таблица 1. Окончание

№ Тип частиц

Режим подведения дозы, 
средняя Гр/с

Доза, Гр Животная 
модель

Характер флэш-
радиопротекции или ее 

отсутствие
Ссылка

Флэш
Конвенцио-

нальный

13 p+ 130 0.4 25−30 FVB/N мыши
Лучшее сохранение кожи, 

эффект зависит от 
оксигенации

[42]

14 p+ 100 0.08 0−50 D. rerio 
эмбрионы Меньше отек перикарда [54]

15 p+ 8−9000 0.2 30, 40 D. rerio 
эмбрионы

Лучшая сохранность 
эмбриогенеза для 30 Гр [56]

16 p+ 100 или 106 1 4 или ~8.5 C. japonica 
эмбрионы

Лучшее сохранение 
эмбриогенеза [103]

17 p+, e– 177 или 278 0.13 ? D. rerio 
эмбрионы

Лучшая сохранность 
эмбриогенеза [53]

18 p+, e– 1000 (p+), 
126 (e−)

0.033 (p+), 
0.17 (e–)

10, 20 C. elegans
эмбрионы

Лучшая сохранность 
эмбриогенеза [60]

Флэш-радиопротекторный эффект отсутствует

19 e– >100 ~0,4 5, 8, 16 C57BL/6J 
мыши нет [48]

20 p+ ~120 0.05–0.4 15, 16, 17, 18

C57BL/6j 
мыши или 

Rag1−/−/C57 
мыши

Повышенная смертность 
после флэш-режима для 

обеих моделей
[43]

Примечание. p+ – протоны, e– – электроны, He4 – гелий.

рода и водорода, ионов гидроксония, молекул
кислорода, озона, водорода, их анионов (OH, H2,
H, HO2

–, HO2, OH–, O2
–, O2, O–, O3, O3

–, HO3),
перекиси водорода (H2O2) и некоторых других
продуктов радиолиза [86]. 

В живой системе ИИ воздействует на живую
материю с разным уровнем организации и ком-
партментализации – макромолекулярные ком-
плексы; клеточные компартменты, органеллы и
мембраны; клетки; ткани и органы живого орга-
низма. Высоко реакционноспособные активные
формы кислорода (АФК) (OH-радикал, суперок-
сид-анион), реагирующие с ближайшей из воз-
можных молекул в биологических системах, при-

водят к повреждению макромолекул – ДНК, бел-
ков, липидов – непосредственно в области
воздействия ИИ. Долго живущие АФК, такие как
перекись водорода, способны диффундировать
через липидные мембраны клетки и, распростра-
няясь с кровотоком, активировать иммунную си-
стему, эндотелий сосудов рядом каскадов переда-
чи сигнала далеко за пределами облученной обла-
сти [87]. Продукты радиационного поражения
макромолекул способны посредством абскопаль-
ного эффекта инициировать комплексный ответ
организма на радиационное повреждение [88].
Радиационное воздействие на живые организмы
в условиях снижения растворенного кислорода
увеличивают пострадиационное выживание, что
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определяется меньшим уровнем АФК (HO2
– и

O2
–), генерируемых ИИ в условиях гипоксии

[89]. Особенностью облучения в режиме флэш
является его исключительная краткосрочность
(микро- или миллисекунды), потенциально ме-
няющая вероятность взаимного гашения высоко-
реактивных радикалов, диффузию АФК в клетке
и в организме, локальные градиенты АФК. Ис-
следования вероятности рекомбинации между
собой радикалов ДНК с продукцией межцепочеч-
ных сшивок, тем не менее, не обнаружили увели-
чения их продукции при исследовании уровня
дополнительной компактизации такими сшивка-
ми хвоста ДНК-кометы [69].

Анализ генерации OH-радикала на биохими-
ческом уровне был проведен в реакции с пере-
хватчиком – карбоксикумарином. Было показа-
но, что при флэш режиме накапливается меньше
OH-радикалов. При этом исчерпание молекуляр-
ного кислорода (ΔpO2), растворенного в воде,
происходит с меньшей скоростью, что свидетель-
ствует в пользу меньшей продукции АФК (OH-
радикал) при флэш-воздействии вследствие ве-
роятного взаимного уничтожения свободных ра-
дикалов [9]. Наряду с кумарином обнаружение
характерного для флэш-режима подведения дозы
окисления пептидов и белков может быть произ-
ведено и методом масс-спектрометрии белков об-
лученных клеток [66]. Вовлечение растворенного
кислорода в создание АФК in vitro при флэш-воз-
действии было проведено с помощью водорас-
творимого биологически совместимого сенсора –
Oxyphor 2P. Было обнаружено, что падение уров-
ня кислорода при достижении концентрации пе-
рехватчика АФК – сывороточного альбумина –
до уровня 3–5% (нормальный уровень альбумина
сыворотки крови) в растворе достигается пре-
дельная скорость исчерпания растворенного кис-
лорода при подведении дозы 20 Гр в режиме
флэш (300 Гр/с, электроны, 10 МэВ) [8]. Как пра-
вило, флэш-радиопротекция достигается как раз
при дозах не менее 10–20 Гр, а также 20–40 Гр,
что говорит в пользу того, что практически все
порожденные при флэш-воздействии высокоре-
активные АФК успеют прореагировать между со-
бой или с окружающими макромолекулами без
дополнительного накопления более долгоживу-
щих АФК типа перекиси водорода или избыточ-
ного накопления органических пероксидов. Так,
при росте мощности подведения дозы с 0.06 Гр/с
до >9.3 Гр/с объем облученной в кровеносных со-
судах крови растет в 50–100 раз [75], а также из-
вестно, что при облучении воды в проточной
ячейке регистрируемый уровень АФК может пре-
восходить в тысячи раз таковой, регистрируемый
в стоячей воде [90]. 

Серия экспериментов по облучению в услови-
ях гипоксии показала возникновение или усиле-
ние радиопротекторного флэш-эффекта, в то

время как при исследованиях in vitro флэш-эф-
фект при нормоксии и физиоксии чаще не на-
блюдался (табл. 2). 

Снижение концентрации кислорода с 20.0 до 
0.5% в среде с облучаемыми лимфоцитами приво-
дит к росту доли (от общей совокупности с одно-
цепочечными разрывами ДНК) FPG-чувстви-
тельных сайтов в 2.3 раза с сопряженным умень-
шением более окисных повреждений ДНК –
одноцепочечных разрывов, в то время как облу-
чение в конвенциональном режиме при анало-
гичном снижении концентрации кислорода в 
среде приводит к уменьшению доли FPG-чув-
ствительных сайтов только в 1.3 раза. Дальнейшее 
снижение концентрации кислорода до 0.35% поз-
воляет увеличить долю FPG-сайтов после кон-
венционального режима облучения до ≤2 раз [69]. 
При парциальном содержании кислорода 0.25–
0.5% уровень щелочелабильных сайтов в ДНК об-
лученных лимфоцитов был достоверно ниже по-
сле 20 Гр флэш-воздействия, в то время как при 
более 1% разница между режимами облучения 
пропадала [68]. Линия клеток рака простаты 
DU145 меньше гибнет при радиационном воз-
действии in vitro во время флэш-радиовоздей-
ствия при 1.6% кислорода [23]. Линия клеток ки-
тайского хомячка CHO-K1 показывает меньшую 
радиационную гибель в ответ на флэш-воздей-
ствие при 0.5% кислорода, в то же время при 0% и 
21% радиационная гибель увеличивается [14]. 
Для легочных фибробластов и клеток аденокар-
циномы легкого – A549, H1437 – показана луч-
шая пострадиационная выживаемость после 
флэш-облучения при 1% кислорода и дозе 
≥8.5 Гр, при 4 Гр и большей концентрации кисло-
рода радиопротекция исчезала [15]. На модели 
облучения 2D-клеточных культур и 3D-сферои-
дов из клеток той же культуры, имеющих гипо-
ксическое ядро, для доз 10–15 Гр возрастает вы-
живаемость клеток A549 при флэш-воздействии 
при росте доли гипоксических клеток в сфероиде. 
В 2D-культурах, где отсутствует гипоксическое 
ядро, не наблюдается рост устойчивости клеток к 
облучению при подведении его в режиме флэш. 
Для доз до 5 Гр и более 20 Гр разница была недо-
стоверна. В ряду клеточных культур разница в вы-
живаемости сфероидов при 10 Гр флэш-облуче-
ния варьирует от 1.6 до >2.0: A549, HT29, MDA-
MB-321 [10]. По критерию набора длины тела при 
облучении в условиях гипоксии во флэш-режиме 
меньше страдает эмбриогенез D. rerio [55]. При 
облучении в режиме флэш в тканях опухоли ксе-
нографта MDA-MB-231 и в прилегающих к здо-
ровой коже мыши областях происходит сниже-
ние концентрации кислорода, причем в опухоли 
в более чем в 2 раза меньше (чем больше доза –
10, 20, 30 Гр, тем больше степень превосходства), 
а гипоксия длится 12–14 с. В то же время при кон-
венциональном режиме облучения (длящемся 
250 с) не происходит никакого изменения кон-
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центрации кислорода [8], что в совокупности с
данными по усилению радиопротекторного
флэш-эффекта [14, 15, 23, 55, 68, 69] при гипо-
ксии свидетельствует в пользу важности вклада
кислорода в природу радиопротекторного флэш-
эффекта. 

Серия экспериментов по облучению во флэш-
режиме при увеличении парциального давления 
кислорода показала исчезновение радиопротек-
торного флэш-эффекта. Добавление кислорода в 
газовую смесь вентиляции легких до 100% приво-
дит к исчезновению радиопротекторного эффек-
та на модели кожного поражения [70]. Доведение 
кислорода при вентиляции легких до 95% снижа-
ет протекцию когнитивных функций после 
флэш-воздействия [72]. Радиопротекция кожно-
го покрова (рубцевание, толщина эпидермиса, 
толщина коллагена) после облучения в режиме 
флэш аннулируется использованием кислорода в 
ингаляционной газовой смеси [42]. Анализ пря-
мого накопления перекиси водорода в чистой во-
де при концентрации растворенного кислорода 
4% (физиологический уровень) также показал до-
стоверно меньшее накопление перекиси в ответ

на флэш-режим воздействия электронного излу-
чения [72]. Резкое снижение накопления переки-
си водорода происходит при приближении мощ-
ности подведения дозы к 100 Гр/с [79]. 

Сравнение радиолиза воды пучками протонов
2 и 10 МэВ, осуществленное в замкнутой емко-
сти, где останавливались все ускоренные части-
цы, показало существенно большее накопление
перекиси водорода для протонов 2 МэВ [86, 91].
Поскольку для протонов с меньшей энергией в
рамках условий эксперимента (протоны полно-
стью останавливались в водной ячейке) большая
доля дозы облучения приходится на конечный
участок траектории протонов, приходящийся на
пик Брэгга, то очевидно, что в пике Брэгга фор-
мируется большее число окислительных форм.
флэш-эффект тем не менее был показан и при об-
лучении в пике Брэгга.

Анализ вовлечения молекулярного кислорода
в создание АФК измерялся по уровню исчерпа-
ния растворенного молекулярного кислорода при
облучении с разной мощностью дозы (1, 3 и
50 Гр/с) рентгеном (225 КэВ), ускоренными про-
тонами (225 МэВ) и ионами углерода (150 и

Таблица 2. Цитотоксичность (при нормоксии или физиоксии) FLASH-режима в сравнении с
конвенциональным режимом in vitro (клоногенный тест) 

№ Тип частиц Пик Брэгга 
(+/–/?) Доза, Гр Линия клеток 

(нормальная/раковая)

Цитотоксичность 
относительно стандартного 

режима
Ссылка

1 C12 +/– 1–3 HFL1 (нормальная) 
HSGc-C5 (раковая) Сопоставима [13]

2 C12 ? 7.5 CHO-K1 (раковая) Сопоставима [14]

3 He4 +/– 8, 12 A549 (раковая), 
H1437 (раковая) Сопоставима [15]

4 e– – 10–30 HeLa S3 (раковая) Снижена [2]

5 e– – 0–18 NS1 (раковая) Снижена при 18 Гр [6]

6 e– – 5–25 DU145 (раковая) Снижена при 18 Гр 
и физиоксии [2]

7 e– – 0–10 FaDu (раковая) Сопоставима [67]

8 e– – 0–5 SKX (раковая) Сопоставима [67]

9 e– – HEK293T (нераковая) Сопоставима [25]

10 p+ + 15 IMR90 (нормальная) Снижена [18]

11 p+ ? 15 A549 (раковая) Повышена [18]

12 p+ + 0–10 IMR90 (нормальная) Сопоставима [19]

13 p+ +/– 0–9 HSG (раковая) Сопоставима [24]

Примечание. p+ – протоны, e– – электроны, He4 – гелий, C12 – углерод.



874

БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

ГЛУХОВ, КУЗНЕЦОВА

400 МэВ/нуклон) в замкнутой водной ячейке.
Фотоны и частицы исчерпывают молекулярный
кислород практически идентично друг другу [92].
Работа по определению уровня OH-радикала с
карбоксикумарином показала, что и для прото-
нов с низкой ЛПЭ (высокоэнергетические про-
тоны 27.5 и 55 МэВ) и для тяжелых ионов с высо-
кой ЛПЭ – ускоренных ионов углерода
(140 МэВ/нуклон) – накопление 7-OH-3-карбок-
сикумарина происходит на сходном уровне [9].
Поскольку рост ЛПЭ частицы приводит к накоп-
лению молекулярного кислорода в реакциях ра-
диолиза воды [86, 91, 93], то это чревато редукци-
ей локальной гипоксии при сверхмощном крат-
косрочном подведении дозы и может иметь
дополнительные особенности в механизме реа-
лизации радиопротекторного флэш-эффекта, об-
наруженного также для тяжелых ионов, как и для
более легких частиц.

Среди наименее исследованных последствий
радиолиза воды сверхвысокой мощностью дозы
также можно отметить мгновенное закисление
среды [94] в случае флэш-воздействия большой
суммарной дозой, способное оказывать влияние
на pH даже в забуференной среде. 

ПОВРЕЖДЕНИЕ ДНК ПРИ ФЛЭШ-
ВОЗДЕЙСТВИИ

Оценка уровня повреждений ДНК в радио-
биологии отягощена массовым окислением [68]
продуктами радиолиза не только отдельных нук-
леотидов и азотистых оснований, возникающих в
норме, но и группами повреждений нуклеотидов
(азотистых оснований, остатков рибозы) в ком-
бинации с безоснованными сайтами, межцепо-
чечными и ДНК-белковыми сшивками. При зна-
чительных дозах радиации, а также после воздей-
ствия частиц с высокой ЛПЭ кластеры точечных
повреждений сочетаются с множественными од-
ноцепочечными разрывами и двухцепочечными
разрывами сахаро-фосфатного остова ДНК [95].
Такие сложные для ферментативного анализа по-
вреждения ДНК традиционно обнаруживаются
по изменению размера фрагментов в анализах по
изменению подвижности в геле или градиенте
плотности очищенной от белков ДНК на уровне
единичных клеток – метод ДНК-комет, или со-
вокупной клеточной ДНК [96, 97]. Сложности с
одновременным разделением слишком коротких
и слишком длинных фрагментов ДНК, возника-
ющие для методов на основе измерения подвиж-
ности, устраняются в методах, обнаруживающих
работу ферментов репарации в области кластеров
повреждений, получивших название «индуциро-
ванные излучением фокусы репарации» (IRIF)
[98]. Для оценки степени повреждений ДНК по-
сле воздействия ИИ в режиме флэш были исполь-
зованы методы обеих групп: метод ДНК-комет и

методы визуализации фокусов репарации –
γH2A.X и 53BP1.

Облучение в дозе 3 Гр клеток HeLa протонами
(20 МэВ) на лазерном ускорителе протонов Мюн-
хенского тандемного ускорителя Университета
Людвига-Максимилиана приводило к генотокси-
ческому стрессу (маркер γH2A.X) при облучении
во флэш-режимах 109 Гр/с или 104 Гр/с [99], что 
идентично данным, полученным на культуре 
нормальных фибробластов легких IMR90 [19]. 
При  сравнении  флэш-протонного  излучения
(~109 Гр/с), конвенционального протонного или 
рентгеновского излучения в дозах 2–4 Гр не было 
обнаружено разницы в индукции фокусов 
γH2A.X на модели радиоустойчивых клеточных 
линий глиобластомы SF763 и U87-MG [99]. На 
клеточных культурах A549, MRC5, IMR 90 при 
сравнении стандартного (0.03 Гр/с) и флэш 
(40 Гр/с) облучения электронами (4.5 МэВ) в дозе 
5 Гр определяли наличие фокусов белков 53BP1 и 
γH2A.X [100]. В данной работе отличия в клеточ-
ном ответе к 30 и 180 мин после облучения найде-
ны не были. В другой работе той же научной груп-
пы было показано, что при флэш-облучении до-
зой 5 Гр достоверно снижается численность 
двухцепочечных разрывов ДНК по маркеру 
53BP1, но не γH2A.X в нормальных линиях фиб-
робластов человека MRC5, IMR 90; в раковых 
клетках линии A549 нет достоверного снижения 
ни для одного из маркеров при сравнении разных 
режимов подведения дозы [19]. Группа исследо-
вателей под руководством Д.Ж. Бреннера на Ра-
диологическом исследовательском ускорителе 
(США) провели исследования клеточных реак-
ций на нормальных фибробластах человека 
(IMR90). Подведение доз вплоть до 10 Гр не обна-
руживает разницы в накоплении фокусов γH2A.X 
к 30 мин после протонного облучения при срав-
нении режимов флэш (100 или 1000 Гр/с) и кон-
венционального (0.05 Гр/с) [19]. В работе с 
использованием ускорителя электронов [68] не 
было обнаружено изменения уровня вносимых 
повреждений ДНК при росте мощности подведе-
ния дозы с 30 Гр/с до 2000 Гр/с, в то время как в 
этой же работе стандартная мощность подведе-
ния дозы – 0.1–3.0 Гр/с – существенно отлича-
лась по уровню повреждений от мощностей доз 
более 30 Гр/с. Эксперименты на медицинском 
ускорителе электронов (10 МэВ) Медицинского 
радиационно-физического подразделения Уни-
верситета Лунда (Швеция) показали отсутствие 
существенной разницы в повреждении ДНК 
(53BP1 маркер двухцепочечных разрывов ДНК) 
для линий, демонстрировавших снижение кле-
точной гибели при флэш-режиме облучения (ли-
нии - MDA-MB-231, HeLa, LU-HNSCC4) для доз 
облучения в диапазоне 3–6 Гр [101]. Облучение 
клеток глиобластомы U87 не показало зависи-
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мость уровня γH2A.X от режима подведения дозы
на 1 и 24 ч после облучения [18].

В то время как для доз 6 Гр и менее радиопро-
текция генома, как правило, не наблюдается, при
больших дозах появляется устойчивая тенденция
к уменьшению уровня повреждений ДНК в ответ
на флэш-воздействие. На линиях клеток адено-
карциномы легкого A549 и немелкоклеточного
рака легкого H1437 было показано существенно
меньшее число фокусов репарации γH2A.X на
12 ч после облучения ионами гелия в режиме
флэш при сниженном до 1% кислороде. При этом
с ростом дозы от 8 до 12 Гр кратность различий
возрастала на модели A549 c 1.5 до >2.0 раз [7].
Подведение дозы 20 Гр во флэш-режиме (100 или
1000 Гр/с) и в конвенциональном (0.05 Гр/с) при
протонном облучении показало, что для дозы в
20 Гр наблюдается существенное снижение числа
фокусов γH2A.X в облученных нормальных фиб-
робластах человека в режиме 1000 Гр/с по сравне-
нию с режимами 0.05 и 100 Гр/с (между которыми
разницу обнаружить не удалось) через 30 мин по-
сле облучения [19]. Общий уровень повреждений
ДНК в лимфоцитах крови, облученных ex vivo,
как было установлено щелочной версией метода
ДНК-комет, существенней растет после конвен-
ционального режима облучения. При этом досто-
верно большие отличия в повреждениях ДНК
данным методом обнаруживаются только для доз
20 Гр и более [69]. Достоверно меньший уровень
повреждений ДНК по маркеру γH2A.X на 12 ч (не
ранее 4 ч и не позднее 24 ч) наблюдался в столбча-
тых клетках кишечника после получения 14 Гр
тотального облучения абдоминальной области у
мышей в режиме флэш (флэш-режим — 216 Гр/с,
конвенциальный — 0.079 Гр/с). В то же время в
подсаженной опухоли линии ID8, эпителиальной
раковой линии яичника мыши, разницы в эф-
фективности внесения двухцепочечных разрывов
не наблюдалось в течение всего периода наблю-
дения за накоплением маркера разрывов [29].
При облучении в дозе ~9.6 Гр (конвенциональ-
ный режим) в клетках головного мозга, начиная с
1 ч после облучения, наблюдается достоверное
удвоение числа фокусов γH2A.X по сравнению с
флэш; достоверность превосходства радиопро-
текции ДНК после флэш-режима сохраняется до
7 суток [19]. В работе совместной американо-ко-
рейской группы [102] отслеживался маркер раз-
рывов ДНК – γH2A.X – и было обнаружено на
6-й час после облучения существенно большее
повреждение ДНК (порядка 2 раз, ранее никем не
регистрировавшееся) и в клетках опухоли, и в
клетках эндотелия (CD31+) сосудов при конвен-
циальном облучении (0.06 Гр/с) при сравнении с
флэш-облучением (350 Гр/с); использовались
ускоренные электроны (16 МэВ). Несколько не-
ожиданно в этой же работе обнаружили пример-
но 2-кратное увеличение уровня окислительного
стресса (DCHFDA – сенсор АФК) к тому же 6-му

ч после облучения, что фиксировалось уже для
флэш-режима подведения дозы, лишь отчасти
объяснимое большей активностью нейтрофилов
(S100A8+) в опухоли. 

Для определения уровня одноцепочечных раз-
рывов ДНК, возникающих при флэш-режиме об-
лучения, было проведено два in vitro исследова-
ния по измерению потери суперскрученности
кольцевой плазмидной ДНК pBR322 (для чего до-
статочно единичного одноцепочечного разрыва
ДНК) и ее линеаризации (возникновения двухце-
почечного разрыва). Более раннее исследование
показало наличие флэш-радиопротекции в 25% в
адрес возникновения только одноцепочечных
разрывов, но не двухцепочечных для 100 МэВ
пучка электронов, но не для пучков 200 или
300 МэВ; при этом рабочий диапазон доз соста-
вил 0 – ~60 Гр [11]. В следующей работе авторы,
сравнивая уровни 20 и 30 Гр ускоренных электро-
нов с терапевтической энергией 16 МэВ, обнару-
жили 1.5–3.0-кратную радиопротекцию после
флэш-воздействия по уровню двухцепочечных
разрывов и протекцию в 10–15% по уровню одно-
цепочечных разрывов [12].

Как и уровень двухцепочечных разрывов ДНК
после относительно невысоких доз, уровень мик-
роядер после 3 Гр протонного излучения не зави-
сел от режима подведения дозы на in vitro моделях
кератиноцитов [21] и HeLa [22]. В работе по ана-
лизу флэш-радиопротекции эмбрионального
развития перепела японского было обнаружено,
что в отличие от дозы 4 Гр, доза 8.5 Гр приводит к
достоверному уменьшению числа эритроцитов
периферической крови с микроядрами у эмбрио-
на через 3.5 суток после облучения 5.5-суточных
инкубационных яиц [103]. При анализе уровня
персистирующих разрывов ДНК на модели облу-
чения грудной клетки мышей дозой 17 Гр было
показано достоверное снижение до 1.5 раз уровня
маркера γH2A.X через 3 месяца после облучения
[20]. В качестве дополнительного дестабилизиру-
ющего фактора после воздействия ИИ в режиме
флэш был определен дефицит функции теломе-
разы на мышиной terc-/--модели, где было пока-
зано, что генотип terc-/- приводит к потере радио-
протекции при флэш-режиме с развитием фиб-
роза [19], что может быть связано с низким
уровнем потенциала по репопуляции легочного
эндотелия при сокращенных теломерах, отяго-
щенных повреждениями ДНК. Анализ вероятно-
сти возникновения межхромосомных перестроек
на модели индукции двухнитевого разрыва систе-
мой gRNA/Cas9 в клетках линии HEK293T не по-
казал зависимости частоты возникновения
транслокаций хромосом от режима подведения
дозы (10 Гр) [25]. Работа, посвященная оценке ак-
тивации cGAS-STING-иммунного ответа, свя-
занного с систематическим ответом при участии
интерферона (STING) в ответ на повышение кон-



876

БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

ГЛУХОВ, КУЗНЕЦОВА

центрации цитозольной фрагментированной
ДНК и активацией циклоГМФ-АМФ синтазы
(cGAS) в ответ на облучение рентгеном, показала
активацию генов STING после конвенциональ-
ного режима, но не флэш, при условии генетиче-
ского нокдауна PD-L1 – контролера иммунного
чекпойнта, а также большую степень присутствия
ДНК в цитозоле нормальных клеток кишечных
органоидов генотипа PD-L1-KO, но не для рако-
вых клеток MC38 [7]. Митохондриальная ДНК,
также активирующая в цитоплазме cGAS-зависи-
мый путь активации стрессового ответа, меньше
повреждается при облучении во флэш-режиме
ускоренными протонами в пике Брэгга [18].

В среднем меньшая дестабилизация ДНК, об-
наруживаемая после облучения в режиме флэш, в
конечном итоге может быть одним из объяснений
существенно меньшего клеточного старения, на-
блюдающегося после флэш-облучения, что обна-
ружено по уровню функционирования β-галакто-
зидазы [19, 20, 26] и экспрессии TGF-β1 [19, 30,
46, 75] на фоне сниженного пострадиационного
фиброза in vivo [7, 35]. Интересно, что в работах,
где удалось показать радиопротекцию после
флэш-режима облучения в тканях, относящихся
к активно пролиферирующим, что выражалось в
меньших кожных токсических поражениях, по-
ражениях кишечника (табл. 2), кроветворной
ткани [103], было показано и меньшее поражение
ДНК, хотя и не всегда в явной форме: на фоне мо-
дифицированного генетического фона — инакти-
вации PD-L1 [7] или теломеразного комплекса
[20], что свидетельствует в пользу меньшего на-
копления скрытой нестабильности генома после
флэш-режима облучения и в принципе согласу-
ется с отсутствием разницы (при сравнении ре-
жимов флэш-облучения и конвенционального) в
обнаружении повреждений ДНК в раковых лини-
ях in vitro, клетках исходно менее генетически ста-
бильных, где небольшие по степени повреждения
ДНК растворяются в общей более выраженной
массе спонтанных повреждений.

РАДИАЦИОННАЯ КЛЕТОЧНАЯ ГИБЕЛЬ: 
АПОПТОЗ, НЕКРОЗ, АУТОФАГИЯ, 

ПИРОПТОЗ
Традиционно исследования радиационного

поражения связаны с оценкой степени радиаци-
онной гибели клеток в тканях и in vitro разными
молекулярно-клеточными механизмами: апопто-
зом, некрозом, а также аутофагией, автолизом,
ассоциированным с активацией иммунитета про-
дуктами клеточной гибели пироптозом и ассоци-
ированным с пролонгированным окислительным
стрессом и метаболизмом железа ферроптозом
[104, 105]. Результаты изучения механизмов гибе-
ли при флэш-воздействии пока сильно ограниче-
ны и находятся на стадии накопления данных.
Было проведено несколько исследований по

оценке разных механизмов клеточной гибели,
большинство об активации апоптоза [16–18, 29,
31, 46, 77, 106], значительно меньше — некроза
[17, 18, 106, 107], пироптоза [7] и аутофагии [18,
77]. Авторы большинства работ поддерживают
большую активацию апоптоза и аутофагии после
флэш-режима в противовес некрозу, либо мень-
шую активацию апоптоза в тканевых образцах
облученных животных, где апоптоз определяли
по окрашиванию ферментативно фрагментиро-
ванной геномной ДНК методом TUNEL или по
уровню Сas3-белка. Среди механистических ра-
бот присутствуют всего две. Было показано, что
апоптоз запускается под контролем p53-Drp1-
сигнального пути и задействует меньшее пораже-
ние митохондрий, а также больше активирует
аутофагию после 15 Гр флэш-протонного воздей-
ствия в нормальных фибробластах, в то время как
после идентичной дозы в конвенциональном ре-
жиме активируется некротическая гибель [18].
Также в данной работе было показано, что сход-
ный более апоптотический фенотип обнаружива-
ется и после конвенционального режима, но при
условии на порядок меньшей дозы излучения.
Интересно, что принципиально более апоптоти-
ческий фенотип (~5× раз) после флэш и некроти-
ческий (~3× раза) после конвенционального ре-
жима наблюдался через 4 ч после воздействия, а
уже через 24 ч наблюдалось лишь 2-кратное пре-
вышение общего апоптоза/некроза после кон-
венционального режима. В данной статье ис-
пользовались для облучения протоны пика Брэг-
га, что поднимает вопрос о вкладе мгновенного
локального закисления среды [94, 108] и мем-
бранного митохондриального потенциала и его
связи с проницаемостью митохондриальной мем-
браны при развитии апоптоза [109]. 

ИММУННАЯ РЕАКЦИЯ И ЭФФЕКТ 
СВИДЕТЕЛЯ

Безусловно, первостепенной задачей радиоте-
рапии опухоли является избавление пациента от 
опухоли, и только во вторую очередь учитывается 
возможное снижение побочных эффектов. Не-
смотря на то, что было проведено первое экспе-
риментальное благополучное излечение пациен-
та от местной кожной лимфомы флэш-радиоте-
рапией пучком электронов [61], первые 
клинические испытания [62] завершаются 
(FAST-01) или идут (FAST-02). Для определения 
области применимости новой радиотерапии не-
обходимы широкие доклинические испытания на 
базе животных моделей.

Среди работ по контролю роста опухолей мож-
но выделить группы исследований по контролю
роста опухолей мозга глиомы и глиобластомы,
инокулированной как подкожно, так и внутриче-
репной инъекцией (ортотопически) на моделях
мышей и крыс, а также самых разнообразных



БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ФЛЭШ-ЭФФЕКТА 877

подкожных и внутрибрюшинных графтов мыши-
ных и человеческих линий раковых клеток
(табл. 3). 

Для внутричерепных графтов показано, что 
контроль опухоли не отягощен после флэш-воз-
действия избыточным иммунным воспалением, 
однако противоопухолевые свойства его не пре-
восходят конвенциональное [6, 33, 52], вероятно, 
ввиду меньшего поражения и гематоэнцефаличе-
ского барьера [45]. И хотя единственным исчер-
пывающим объяснением радиопротекторного 
флэш-эффекта специфическая активация имму-
нитета быть не может, что было показано сравне-
нием в одной работе противоопухолевого ответа 
на моделях мышей с разной степенью иммуноде-
фицита [37], где также не обнаружено и иного 
профиля иммунных клеток на модели ортотопи-
ческой опухоли легкого, в ряде других работ, на-
оборот, обнаруживается более цитотоксический 
профиль иммунных клеток в опухоли после 
флэш-воздействия. Для некоторых случаев им-
мунного профиля дикого типа была показана 
лучшая инфильтрация цитотоксическими 
лимфоцитами CD8+ [46, 74], цитотоксическими 
макрофагами M1-подтипа [74] и, как правило, не 
худший, а иногда и лучший контроль опухоли, 
чем при конвенциональном режиме (табл. 3). 
При этом общий уровень воспалительных цито-
кинов [6, 37, 75] и профиль иммунных клеток ча-
сто не отличались между режимами [37, 38, 51]. 
Безусловно, большая статистика на разных гене-
тических профилях опухолей, учитывающая и 
метаболизм раковой клетки в in vivo моделях, зна-
чительно востребована.

Уровень общего противоопухолевого ответа,
активируемого путем так называемого радиобио-
логического эффекта свидетеля и общей актива-
ции иммунного ответа организма при вторичной
инокуляции той же опухоли, был идентичен при
флэш и конвенциональном режимах облучения
[6], равно как и уровень иммунной памяти, про-
веренный повторной инокуляции той же опухоли
спустя продолжительное время [37, 47]. В одной
из работы было показано дополнительное усиле-
ние цитотоксических свойств Т-клеток после
флэш-воздействия в комбинации с анти-PD-1
иммунотерапией, что свидетельствует в пользу
потенциала для развития комбинированной
флэш-радио- и иммунотерапии [38].

В свете радиопротекторных свойств флэш-из-
лучения в адрес гипоксических клеток, к кото-
рым относятся и раковые, интересно было бы
определить, насколько повышаемая устойчи-
вость раковых клеток к цитотоксическим лимфо-
цитам, возникающая в ответ на конвенциональ-
ное радиационное воздействие [110], сохраняется
и при флэш-терапии, и какую роль в итоговом
противоопухолевом ответе будут играть эти два
взаимно уравновешивающих эффекта.

ИССЛЕДОВАНИЯ ФЛЭШ-ЭФФЕКТА 
В РОССИИ

Группа исследователей из Троицкого институ-
та инновационных и термоядерных исследова-
ний (ГНЦ РФ ТРИНИТИ, Троицк, Москва) сов-
местно с Российским научным центром рентге-
норадиологии (Москва) и Московским научно-
исследовательским онкологическим институтом
им. П.А. Герцена, а также Объединенным инсти-
тутом высоких температур РАН (Москва) изучала
биологические эффекты воздействия фотонов и
электронов с разной мощностью дозы с исполь-
зованием терапевтического аппарата «Рокус-АМ»
(гамма-излучение, мощность дозы 1 Гр/мин) и
установок высокоинтенсивного тормозного из-
лучения «Ангара-5-1» (200–600 кэВ, мощность
дозы (1–4)×109 Гр/мин) и «Мир-М» (сильноточ-
ный наносекундный ускоритель электронов; вы-
ходная энергия — до 800 кВ, мощность дозы до
100 МГр/с). Показано, что в культивируемых
клетках рака предстательной железы человека
PC3, карциномы легкого (А549) и меланомы
(MelMtp-x) человека фотонное излучение со
сверхвысокой мощностью дозы индуцирует более
значительные повреждения при дозах от 2 до 7 Гр,
большее количество двунитевых разрывов ДНК
по сравнению с таковыми после облучения на
гамма-установке «Рокус-АМ», и различия более
заметны при более высоких дозах облучения
[111]; установила, что фотонное излучение со
сверхвысокой мощностью дозы в диапазоне доз
1–6 Гр индуцирует апоптоз в лимфоцитах, выде-
ленных из периферической крови здоровых до-
норов, в опухолевых линиях лимфоцитарного
происхождения Raji и Jurkat (В- и Т-клеточные
лимфомы человека) достоверно выше, чем гам-
ма-излучение с низкой мощностью дозы, одно-
временно в меньшей степени индуцируя
некроз [16]. 

Другие исследователи из Института ядерных
исследований РАН (ИЯИ, Троицк, Москва) сов-
местно с Российским научным центром рентге-
норадиологии (Москва) и Институтом теоретиче-
ской и экспериментальной биофизики РАН изу-
чали биологические эффекты воздействия
ускоренных протонов на культивируемые опухо-
левые (HCT116 и HT29) и нормальные (фибро-
бласты ADSC) клетки человека в интервале доз
3–30 Гр в пике Брэгга и вне его с разной мощно-
стью дозы. Был обнаружен высокий уровень апо-
птоза в опухолевых клетках; показано, что режим
одноимпульсного протонного облучения в пике
Брэгга позволяет снизить апоптоз нормальных
клеток [106]. Облучение проводили с использова-
нием сильноточного линейного ускорителя про-
тонов Института ядерных исследований РАН, ко-
торый имеет энергию 105–269 МэВ, частоту им-
пульсов 1–100 Гц, длительность импульсов 0.3–
100 мкс и ток от 0.1 мкА до 10 мА [112]. Ускоритель
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Таблица 3. Контроль роста опухоли и иммунный ответ при флэш-радиотерапии

№
Тип 

частиц/
волн

Режим подведения дозы, 
средняя мощность дозы 

(Гр/с), доза (Гр)

Характеристики 
биологических объектов 

и моделей
Флэш-эффекты

Ссылка

Флэш
Конвен-

цио-
нальный

Доза, 
Гр

Графт 
(линия 
клеток)

Животное-
опухолено-

ситель

Флэш-
радиопротекция 
здоровых тканей

Флэш-
усиление/ослабление 
противоопухолевой 

активности

1 C12 120 0.3 ? LM8 C3H/He 
мыши

Декларируется лучшее 
сохранение здоровых 

тканей
Лучшее подавление 

метастаз [34]

2 ? 200 0.033 20, 
10×2 A549 Balb/c-nu

мыши
Меньшая 

пострадиационная 
пневмония

Сопоставимо [27]

3 Рент-
ген

700−
1200 0.1 12−30 EMT6

C57BL/6 , 
BAL b/c 
мыши

Лучшая выживаемость

Лучший контроль 
роста опухоли при 

сходной 
выжиываемости 

опухоленосителей

[39]

4 Рент-
ген 100−120 0.03 13, 5×5 MC38

C57BL/6 
мыши, PD-

L1-KO

Меньше поражаются 
кишечные крипты при 

генотипе PD-L1-KO
Сопоставимо [7]

5 Рент-
ген 125 0.2 10 Py8119 и 

Py230
C57Bl/6 
мыши

Лучшая сохранность 
кишечных крипт

Сопоставимо, лучше 
инфильтрация опухоли 

CD8+, но не CD4+
[46]

6 e– 2.5·103–
7.8·106 0.1

4×3.5, 
2×7, 

3×10, 
14, 25 
(пол- 
голо-
вы)

H454/H454 
Luc+; U87/ 
U87 Luc+

Nude, мыши Нет Сопоставимо [33]

7 e– 270 0.12
3×6, 

3×8, 11, 
15, 25, 

30

B16F10 
GL261

C57BL/6, 
мыши

Небольшое 
превосходство в 

сохранении кожи при 
25 Гр

Сопоставимо, для 11 Гр 
конв. Лучше 

стимулирует CD8+ 
инфильтрацию 

опухоли

[40]

8 e– 300 0.1 10, 20, 
30

BSA до 5%, 
MDA-MB-

231 
ксенографт

Nude мыши – – [8]

9 e– 216 0.079 14 или 
16 ID8 C57BL/6 

мыши

Снижение функций 
пищеварения, 

плотности кишечных 
крипт, стволовых 

клеток, перфораций 
кишечника

Сопоставимо [29]

10 e– 210 0.126 14 ID8 и 
UPK10

C57BL/6 
мыши

Сопоставимая с 
конвенциональным

Лучшая инфильтрация 
опухоли 

T-лимфоцитами, 
сочетается с анти-PD-1 

иммунотерапией

[38]

11 e– 200 ~0.07 4 M106, 
M108, M114

BRγc-/-

мыши, 
NSG Z 

NOD/scid/
IL-2Rg null 

мыши

Лучшее сохранение 
предшественников 

лимфоидной линии в 
гуманизированных 

мышах

Для 2 из 3 (M106, M114) 
генотипов 

принципиально 
лучшие 

противоопухолевые 
свойства, для третьего 

(M108) − лучшее 
лечение при 

стандартном режиме

[31]

12 e– 70–90 0.13 3×8, 
12.5, 15 NS1 Fisher 344 

крысы Нет Сопоставимо [50]
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Таблица 3. Окончание

№
Тип 

частиц/
волн

Режим подведения дозы, 
средняя мощность дозы 

(Гр/с), доза (Гр)

Характеристики 
биологических объектов и 

моделей
Флэш-эффекты

Ссылка

Флэш
Конвен-

цио-
нальный

Доза, 
Гр

Графт 
(линия 
клеток)

Животное-
опухолено-

ситель

Флэш-
радиопротекция 
здоровых тканей

Флэш-
усиление/ослабление 
противоопухолевой 

активности

13 e– 66 0.13
1–18, 
2×8, 

2×12.5
NS1 Fisher 344 

крысы -

Лучший контроль 
подкожного графта, 

активация иммунитета, 
но не для 

внутричерепного

[6]

14 e– 2000 0.1
20, 

2×6, 
3×8

SV2, 
MEERL95, 

GL261, 
H454, U87, 

RKO

C57BL/6J 
мыши, Swiss 

nude: 
NU[Ico]-
Foxn1nu 
мыши, 

NRG:NOD-
Rag1null 
IL2rgnull 

мыши

- Сопоставимо [37]

15 p+ ~257 ~4 25 ? Крысы Лучшее сохранение 
когнитивных функций Сопоставимо [52]

16 p+ 60 0.05 ? ? ? Нет

Лучший контроль 
роста опухоли, больше 

соотношение 
CD8+/tрег лимфоцитов 
и M1/M2 макрофагов в 

опухоли

[74]

17 p+ 89 0.33–
0.63 40–60 C3H CDF1 Меньше фиброза и 

кожного изъязвления Сопоставимо [35]

18 p+ 69–124 ~1 12, 30–
45

LSL-
KrasG12D/

wt; 
p53FL/FL

C57BL/6, 
C3H/HeJ 

мыши; 
собаки

Лучшая сохранность 
мышц и костей Сопоставимо [30]

19 p+ ~78 ~0.9 15, 18 MH641905 C57BL/6J 
мыши

Лучшая толщина мышц 
кишечника, число 
возобновленных 
кишечных крипт

Сопоставимо [32]

20 p+ ~257 ~4 15, 25 RG2 Fischer 344 
крысы

Быстрее происходит 
заживление кожи, 
эффект зависит от 

кислорода

Сопоставимо [51]

21 p+ ~257 ~4 25 RG2 Fischer 344 
крысы

Меньше поражаются 
когнитивные 

функции
Сопоставимо [52]

22 p+, e– ≥110 0.1 10, 20 GL261 C57BL/6J 
мышь

Лучшее сохранение 
когнитивных 

свойств, сходное для 
протонов и 
электронов

Сопоставимо [47]

Примечание. p+ – протоны, e– – электроны, C12 – углерод, Рентген – рентгеновские лучи.
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позволяет облучать в разных режимах: одноим-
пульсный флэш-режим (сокращенно назван
SPLASH) при ~106 Гр/с, «обычный» флэш-режим
при ~100 Гр/с и конвенциональный режим при
<1 Гр/с. Проведен анализ влияния мощности до-
зы на развитие эмбрионов при облучении яиц пе-
репела японского (Coturnix japonica) в трех указан-
ных режимах. Обнаружили протекторный эф-
фект флэш/SPLASH-облучения по критериям
смертности эмбрионов, массы и длины тела эм-
брионов, количества эритроцитов с аномалиями
(двуядерные, безъядерные, с микроядрами) в
крови эмбрионов и птенцов, скорости перемеще-
ний однодневных птенцов [103]. 

В Объединенном институте ядерных исследо-
ваний (ОИЯИ, Дубна) пилотные работы по ис-
следованию флэш-эффекта были начаты еще в
2020 г. на пучке действующего ускорителя фазо-
трон с энергией протонов 660 МэВ и максималь-
ным током 1 мкА. С этой целью был сформиро-
ван однородный в сечении протонный пучок с
диаметром около 45 мм (по 90%-й изодозе) и
мощностью дозы 70 Гр/с. Определение выживае-
мости культивируемых клеток карциномы легко-
го человека А549 проводили после облучения на
протонном пучке фазотрона ОИЯИ методом «на
пролет» в двух режимах (стандартном, при мощ-
ности дозы около 0.1 Гр/с, и во флэш-режиме,
при мощности дозы 70 Гр/с), был выявлен значи-
мый протекторный флэш-эффект только при
больших дозах – 4 и 6 Гр [113]. В настоящее время
предусматривается создание инновационного
центра для проведения экспериментальных и
клинических исследований в области протонной
терапии. Пилотной установкой будущего меди-
цинского центра станет протонный медицинский
ускоритель MSC-230, который планируется реа-
лизовать уже в 2024 г.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Из анализа литературы видно, что эффект

флэш может как снизить токсичность для нор-
мальных тканей, так и повысить эффективность
уничтожения опухоли. Тем не менее, сообща-
лось, что многочисленные исследования предпо-
лагают небольшую разницу, отсутствие различий
в задержке роста опухоли или даже обратную раз-
ницу флэш-терапии по сравнению с облучением
с обычной мощностью дозы [32]. Здесь необходи-
мо отметить, что эти исследования могли быть
проведены с другими параметрами луча или за
пределами тех параметров облучения, которые
необходимы для получения значительного флэш-
эффекта, и подчеркивают тот факт, что критиче-
ские физические параметры, необходимые для
запуска этого биологического эффекта, до сих
пор полностью не изучены. В целом данные ис-
следований в настоящее время указывают на три
потенциальных механизма повышения вероятно-

сти контроля над опухолью при возможности
снижения осложнений в нормальных тканях во
время флэш-облучения частицами. В частности,
щадящие эффекты для нормальных тканей воз-
никают из-за: быстрого истощения кислорода,
меньшего поражения ДНК и дифференцирован-
ного иммунного ответа. Требуются дальнейшие
исследования in vivo и in vitro ввиду определенной
осторожности при клинической интерпретации
полученных к настоящему времени результатов: в
большинстве таких исследований используется
облучение до пика и в пике Брэгга, строго не со-
ответствующее объему опухоли; существуют во-
просы к дозиметрии, оксигенации мишени, роли
генетического и метаболического фона.
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 Molecular Mechanisms of FLASH Effect in Radiobiology

 S.I. Glukhov* and E.A. Kuznetsova*

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

The use of ultra-high dose-rate ionizing radiation, termed FLASH irradiation (≥40 Gy/s), contributes to healthy
tissue sparing while maintaining tumor control compared to conventional dose rate irradiation. This review sum-
marizes current knowledge dedicated to studies of tumor and normal cell lines, animals including tumor-bearing
ones irradiated in conventional and FLASH dose rate irradiation modes. As a comparison, data on FLASH irra-
diation with photons, electrons, protons, helium and carbon ions are also presented. The biophysical, molecular
biological and immunological aspects of FLASH effect which are essential for understanding the radiation-in-
duced processes in cells and tissues in order to improve radiotherapy of tumors are discussed.

Keywords: FLASH radiation therapy, ultra-high dose rate, proton and photon therapy, DNA damage, apoptosis,
biological mechanisms
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Исследовано действие высокоэнергетического (660 МэВ) протонного облучения на ускорителе фа-
зотрон во флэш-режиме (80 Гр/с) по сравнению со стандартной мощностью протонного воздей-
ствия 3.0 Гр/мин. При облучении в двух режимах в дозах 1.0 и 1.5 Гр оценивали индукцию цитоге-
нетических повреждений в клетках костного мозга и состояние лимфоидных органов (тимус и селе-
зенка), в дозах 7.0 и 8.0 Гр анализировали выживаемость при тотальном облучении мышей in vivo, а
в дозах 40 и 60 Гр определяли скорость роста модельной опухоли при облучении ex vivo. Показано,
что облучение животных во флэш-режиме в дозе 1.5 Гр защищает пролиферативную активность се-
лезенки, а также приводит к снижению цитогенетических повреждений в эритроцитах костного
мозга по микроядерному тесту по сравнению со стандартным режимом облучения в дозе 1.5 Гр, т.е.
наблюдается более мягкое воздействие дозы флэш-режима. Однако облучение мышей во флэш-ре-
жиме в больших дозах (7.0 и 8.0 Гр) приводит к более ранней гибели животных по сравнению со
стандартным режимом облучения. Только после флэш-облучения суспензии асцитной карциномы
Эрлиха в дозе 40 Гр был сформирован опухолевый узел с дальнейшим ростом, во всех остальных
группах опухоль не сформировалась.

Ключевые слова: протонное облучение, флэш-эффект, микроядра, асцитная карцинома Эрлиха, выжи-
ваемость, мыши.

DOI: 10.31857/S0006302924040197,  EDN: NFERGZ

За последние несколько десятилетий произо-
шло значительное улучшение качества лучевой
терапии благодаря новым разработкам и техноло-
гиям, а также совершенствованию вычислитель-
ной техники. Одной из новых технологий стала
протонная терапия. Данный вид дистанционной
лучевой терапии с каждым годом становится до-
ступнее для использования во многих странах
мира. Одновременно с развитием и распростра-
нением этой технологии ученые и инженеры ра-
ботают в поисках наиболее оптимальных условий
для повышения ее эффективности, а также для
снижения затрат на эксплуатацию дорогостояще-
го оборудования – протонных ускорителей. Од-
ним из таких направлений стало исследование

доставки доз в режиме высокой мощности [1].
Воздействие на биологический объект высокоин-
тенсивных пучков протонов за сверхкороткий
промежуток времени (длительностью до 100 мс) и
следующие за этим биохимические процессы вы-
зывают так называемый флэш-эффект. В послед-
ние годы использование сверхвысоких мощно-
стей дозы интенсивно исследовалось как подход
к снижению радиационного воздействия на здо-
ровые ткани при сохранении контроля над опухо-
лью [2, 3]. Чаще всего этот эффект можно наблю-
дать при мощности дозы более 50 Гр/с. В качестве
объяснения наблюдаемого щадящего воздей-
ствия на здоровые ткани преобладает гипотеза
истощения кислорода [4]. Облучение сверхвысо-
кими мощностями дозы вызывает локальную не-
хватку кислорода, что приводит к острому перио-

Сокpащения: АКЭ – асцитная карцинома Эрлиха, ПХЭ –
полихроматофильные эритроциты, МЯ – микроядра.
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ду гипоксии в облученной ткани и, как следствие,
к кратковременной радиационной резистентно-
сти. Оксигенация тканей in vivo осуществляется
посредством кровотока, который также транс-
портирует иммунные клетки и является важным
медиатором иммунного ответа in vivo. Из-за го-
раздо более короткого времени воздействия при
флэш-облучении повреждается значительно
меньшее количество крови по сравнению с обыч-
ными мощностями дозы. В последствии меньшее
количество циркулирующих иммунных клеток
подвергается воздействию радиации. Это хорошо
согласуется с данными о том, что флэш-облуче-
ние индуцирует меньше провоспалительных ци-
токинов и улучшает инфильтрацию Т-клеток в
облученных опухолях [5, 6], можно сделать
вывод, что иммунная система является частью
флэш-эффекта. Как следствие, объем облучен-
ной крови может играть важную роль в механиз-
мах флэш-эффекта in vivo. Целью настоящей ра-
боты было исследование действия высокоэнерге-
тического протонного облучения во флэш-
режиме (80 Гр/с) в дозах 1 и 1.5 Гр на индукцию
цитогенетических повреждений в костном мозге
и состояние лимфоидных органов, в дозах 7 и 8 Гр
на выживаемость при тотальном облучении мы-
шей in vivo и в дозах 40 и 60 Гр на скорость роста
солидной формы асцитной карциномы Эрлиха
(АКЭ) после облучения клеток ex vivo. Контролем
служило облучение пучками протонов в тех же
дозах, но при мощности 3 Гр/мин. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Облучение животных проводили в лаборато-

рии ядерных проблем ОИЯИ (Дубна, Москов-

ская область) на специальном стенде для радиа-
ционных исследований ускорителя фазотрон.
Воздействие на мышей пучками протонов с энер-
гией 660 МэВ осуществляли в двух режимах –
флэш и стандарт. Мощность дозы при облучении
в режиме флэш составляла 80 Гр/с, а для кон-
трольной группы мощность была снижена до
стандартной терапевтической – 3 Гр/мин. Ли-
нейная передача энергии протонов с энергией
660 МэВ составляла около 0.4 кэВ/мкм. Контроль
отпущенной дозы осуществляли сотрудники ла-
боратории ядерных проблем ОИЯИ при помощи
специализированных ионизационных камер и
дозиметрической пленки (EBT3, США). Сфор-
мированное дозовое поле представляло собой
окружность с полем диаметром 4 см на уровне
95%-й изодозы. На рис. 1 представлен профиль
пучка протонов на радиохромной пленке и обра-
ботка данного пятна специальными программ-
ными средствами. Детальное описание методики
формирования пучка и дозового контроля пред-
ставлено в работе [7].

Все манипуляции с животными соответство-
вали нормативно-правовым актам о порядке экс-
периментальной работы с использованием жи-
вотных [8]. Эксперименты проводили на ненар-
котизированных двухмесячных самцах белых
нелинейных мышей закрытой популяции SHK
(массой 24–28 г), которые содержались в стан-
дартных условиях вивария ИТЭБ РАН. Облуче-
ние проводили по одному животному в специаль-
ных перфорированных контейнерах тотально на
все тело. На рис. 2 представлена фотография рас-
положения животного на стенде для проведения
экспериментов. Для исследования цитогенетиче-

Рис. 1. Определение геометрических размеров и однородности дозы поля, сформированного протонным пучком, при
помощи радиохромной пленки EBT3.
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ских повреждений облучение пучком протонов
проводили в дозах 1.0 и 1.5 Гр. В каждой группе
было не менее 5 животных. Через 28 ч после облу-
чения животных выводили из эксперимента ме-
тодом декапитации и производили забор органов
и тканей. Критерием уровня цитогенетических
повреждений служил процент полихроматофиль-
ных эритроцитов (ПХЭ) с микроядрами (МЯ) в
костном мозге бедренной кости мышей. Микро-
ядерный тест широко используется в качестве
анализа in vivo как одна из наиболее
чувствительных и надежных методик для оценки
индукции хромосомных аберраций [9, 10]. У этих

же животных определяли индекс массы тимуса и
селезенки, как отношение абсолютного веса ор-
гана к среднему весу животного в группе. Для ис-
следования влияния мощности протонного облу-
чения на выживаемость, были использованы до-
зы 7 и 8 Гр. В течение 40 суток после воздействия
ежедневно вели контроль числа павших живот-
ных, по которым строили кривые выживаемости.
По данным кривых оценивали динамику гибели
мышей от облучения. Дополнительной тест-си-
стемой служила оценка воздействия протонов на
опухолевые клетки. За 2 ч до облучения клетки
АКЭ выделяли из мышей-опухоленосителей.
Опухолевые клетки ресуспендировали в изотони-
ческом растворе NaCl до концентрации 20·106/мл
и помещали в пробирки типа «Эппендорф» объе-
мом 1.5 мл. Облучение проводили при аналогич-
ных условиях облучения животных в двух режи-
мах в дозах 40 и 60 Гр. Данная методика была ра-
нее использована при облучении АКЭ протонами
в пике Брэгга в диапазоне доз от 30 до 150 Гр [11].
На рис. 3 представлена фотография размещения
пробирок с клетками АКЭ в специальном крепле-
нии на стенде для проведения экспериментов.
Сразу после облучения суспензию АКЭ в количе-
стве 2 млн клеток в 0.1 мл NaCl внутримышечно
вводили в заднюю лапу здоровых необлученных
животных для последующего анализа частоты по-
явления опухолевого узла и динамики роста опу-
холи. Объем опухолевого образования оценивали
при помощи электронного штангенциркуля в
трех взаимо-перпендикулярных направлениях в
течение 43 суток после инокуляции.

Рис. 2. Расположение животного в контейнере при облучении на стенде для радиационных исследований. Стрелкой
обозначено направление пучка протонов.

Рис. 3. Расположение пробирок с суспензией ас-
цитной карциномы Эрлиха при облучении на стенде 
для радиационных исследований. 
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На рис. 4 представлены данные по измерению
количества ПХЭ с МЯ в костном мозге мышей,
облученных протонами в дозах 1.0 и 1.5 Гр при
разной величине мощности дозы. В группе мы-
шей, облученных в дозе 1.0 Гр, как при стандарт-
ном, так и во флэш-режиме, количество цитоге-
нетических повреждений было одинаковым
(2.70 ± 0.56% и 2.32 ± 0.74% соответственно). При
облучении в дозе 1.5 Гр в режиме высокой мощ-
ности количество ПХЭ с МЯ возрастало незначи-
тельно (3.73 ± 0.60%), в отличие от группы живот-
ных, облученных в стандартном режиме, где уро-

вень повреждений возрос более чем в 2 раза (до
6.20 ± 1.04%) по сравнению с группой 1.0 Гр. При
сопоставлении полученных значений с группой
1.5 Гр, облученных во флэш-режиме, наблюдают-
ся статистически значимые различия (p < 0.05).
Уровни цитогенетических повреждений при об-
лучении протонами в стандартном режиме в до-
зах 1.0 и 1.5 Гр соответствуют аналогичным, полу-
ченным нами ранее, при облучении протонным
пучком, но в модифицированном пике Брэгга
[12]. В случае с высокоинтенсивным воздействи-
ем в дозе 1.5 Гр при мощности 80 Гр/с наблюдает-
ся щадящий эффект, который наблюдается в ряде
работ, использующих различные источники
ионизирующего излучения [13, 14].

Одновременно с оценкой цитогенетических
повреждений в костном мозге мышей определяли
относительную массу лимфоидных органов. Ти-
мус и селезенка наряду с костным мозгом явля-
ются кроветворными органами с активно проли-
ферирующей тканью, т.е. обладают высокой ра-
диочувствительностью. Они одними из первых
реагируют на различные экзогенные факторы.
При анализе клеточности органов методом оцен-
ки индекса массы селезенки и тимуса (рис. 5)
наблюдалось значительное снижение пролифе-
ративной активности клеток селезенки во всех
облученных группах по сравнению с необлучен-
ными животными. По индексу массы селезенки
не замечены различия в группах, облученных в
дозе 1.0 Гр независимо от мощности подведенной
дозы. Статистически достоверные различия на-
блюдались при облучении в дозе 1.5 Гр во флэш-
режиме по сравнению со стандартным режимом.
При анализе клеточности тимуса по сравнению с
необлученными животными наблюдалось уме-
ренное снижение пролиферативной активности

Рис. 4. Количество полихроматофильных эритроцитов
(ПХЭ) с микроядрами (МЯ) в клетках костного мозга
мышей, облученных протонами с различной мощно-
стью воздействия в дозах 1.0 и 1.5 Гр (* – p < 0.05 – ста-
тистически значимые отличия относительно стандарт-
ного режима).

Рис. 5. Индекс массы селезенки (а) и тимуса (б) мышей, облученных протонами с различной мощностью воздействия в
дозах 1.0 и 1.5 Гр. * – p < 0.05 – статистически значимые отличия относительно необлученного контроля; ** – p < 0.05 –
статистически значимые отличия относительно стандартной мощности.
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во всех облученных группах в сравнении с необ-
лученными животными, значимые различия от
контроля наблюдались только в дозе 1.5 Гр при
обоих режимах доставки дозы. Большой разброс
данных не позволил определить различия между
облученными животными по данному критерию. 

Несмотря на более щадящее воздействиe
флэш-облучения по критерию клеточности селе-
зенки и образованию микроядер в костном мозге
животных, при проведении тотального облуче-
ния животных в большей, сублетальной дозе 7 и
8 Гр было обнаружено снижение выживаемости
животных по сравнению со стандартным протон-
ным облучением. На рис. 6 представлен график
гибели животных в течении 43 суток после облу-
чения в двух режимах. Однократное воздействие
ионизирующего излучения на все тело млекопи-
тающих приводит к развитию сложного набора
симптомов, возникновение, характер и тяжесть
которых зависят как от общей дозы радиации, так
и от качества излучения. Известно, что гемопоэ-
тический синдром возникает при дозах <10 Гр;
это проявляется истощением гемопоэтических
стволовых клеток и, в конечном итоге, истоще-
нием зрелых гемопоэтических и иммунных кле-
ток. Несмотря на растущий интерес к облучению
биологических объектов во флэш-режиме, лите-
ратурных данных, описывающих воздействие
данной методики на выживаемость целого орга-
низма, крайне мало. В работе [15] было исследо-
вано воздействие летальной дозы протонного об-
лучения с мощностью 100 Гр/с на выживаемость
эмбрионов рыбок данио. Авторами не было выяв-
лено значимого влияния мощности дозы прото-
нов на выживаемость и другие показатели эмбри-
онов. Но при частичном флэш-облучении брюш-
ной полости мышей протонами в дозе 16 Гр в
работе [16] показана более высокая общая выжи-

ваемость через 21 сутки после воздействия по
сравнению со стандартной мощностью. При уве-
личении дозы до 19 и 22 Гр, независимо от мощ-
ности дозы, все животные погибли через 12 суток
после облучения. Вопрос определения механизма
гибели животных при воздействии высокоинтен-
сивного протонного излучения остается актуаль-
ным и требует дальнейших исследований.

При исследовании более высоких доз протон-
ного воздействия были облучены эппендорфы с
суспензией АКЭ в дозе 40 и 60 Гр в двух режимах.
После инокуляции облученных клеток ex vivo здо-
ровым мышам появление опухолевого узла было
отмечено только в группе облученных во флэш-
режиме клеток в дозе 40 Гр. В данной группе име-
ла место задержка появления опухолевых узлов,
которая составила 7 суток. Однако после этого
опухоли были отмечены у 80% животных, а по-
следующая динамика роста образования не отли-
чалась от контрольной, необлученной группы
(рис. 7). Это может свидетельствовать о не пол-
ной гибели клеток АКЭ после облучения во
флэш-режиме в дозе 40 Гр. В остальных облучен-
ных группах опухолевый узел не был обнаружен
на протяжении всего времени наблюдения. Та-
ким образом, эффект повышенной чувствитель-
ности опухолевых клеток к воздействию прото-
нов сверхвысокой мощности не наблюдался.
Причиной этому может служить нахождение кле-
ток в виде суспензии в питательной среде в мо-
мент облучения, а не в условиях плотного узла
внутри организма. При такой постановке экспе-
римента может иметь место эффект локальной
нехватки кислорода, что согласуется с основной
причиной возникновения защитного флэш-эф-
фекта – кратковременное гипоксическое состоя-
ние. При такой методике исключено воздействие
на кровоток и иммунную систему организма, ко-

Рис. 6. Выживаемость мышей, облученных протонами с различной мощностью воздействия в дозах 7 и 8 Гр.
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торые тоже являются частью эффекта флэш. По-
лученные данные будут в будущем учтены при
флэш-облучении опухолевого узла непосред-
ственно в лапе животного для определения эф-
фективности данного вида лучевой терапии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе показаны результаты об-
лучения биологических объектов во флэш-режи-
ме пучком протонов высокой энергии. По резуль-
татам сравнительного исследования трех незави-
симых тест-систем было показано биологическое
воздействие данного излучения на клетки крове-
творной системы, определена выживаемость при
тотальном облучении в летальной дозе и исследо-
вана динамика роста опухолевого узла при облу-
чение опухолевых клеток в терапевтических дозах
ex vivo с последующей инокуляцией животным.

При тотальном облучении мышей на фазотро-
не протонами с энергией 660 МэВ во флэш-режи-
ме 80 Гр/с в диапазоне средних и высоких доз бы-
ли выявлены существенные различия в динамике
индукции цитогенетического ответа клетками
костного мозга и патофизиологическом действии
на лимфоидные органы по сравнению с действи-
ем стандартного режима облучения. Флэш-ре-
жим приводит к меньшему угнетению пролифе-
ративной активности селезенки, а также вызыва-
ет меньше повреждений в эритроцитах костного
мозга по микроядерному тесту при облучении
животных в дозе 1.5 Гр. Стоит отметить, что при
лучевой терапии опухолей в клинике стандартная
терапевтическая доза за одну фракцию составляет
2.0 Гр, а дозу на уровне 1.0–1.5 Гр получают здо-
ровые ткани вблизи опухолевого очага. Сниже-
ние вероятности повреждения здоровых тканей

при разрушении опухолевого узла является зало-
гом успешного лечения и отсутствия вторичных
лучевых эффектов у пациента. 

Флэш облучение суспензии опухолевых кле-
ток в дозе 40 Гр оказалось недостаточным для
полной гибели опухолевых клеток, в отличиe от
облучения в стандартном режиме 3 Гр/мин. Как
было сказано, данная модель не может однознач-
но рассматриваться как модель опухоли, так как
клетки были облучены в виде суспензии вне орга-
низма. С точки зрения эффективности лечения
опухоли, необходимо проведение работ по облу-
чению опухолевого узла непосредственно в орга-
низме животного, что не входило в данную
программу исследований ввиду сложности про-
ведения таких процедур. Полученные данные
позволяют оценить дозовую нагрузку на разные
органы и ткани системы кроветворения при облу-
чении животных средними и большими дозами
протонов. Несмотря на то, что в лучевой терапии
используются пучки протонов меньшей энергии
для облучения мишеней в области пика Брэгга,
результаты данного исследования явным образом
показывают решающее влияние мощности под-
веденной дозы на биологический эффект по всем
проведенным тестам. Для полноты исследования
и для оценки применимости данной методики в
клинической практике требуется продолжить ра-
боты по изучению воздействия режима высокой
мощности и в области пика Брэгга.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работа выполнена в рамках Государственного
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Рис. 7. Динамика роста солидной формы АКЭ у мышей после инокуляции не облученных и облученных протонами клеток
ex vivo в дозе 40 Гр во флэш-режиме.
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 Results of FLASH Irradiation of Mice in vivo with High-Energy Protons
 A.E. Shemyakov*, **, A.R. Dyukina*, S.I. Zaichkina*, A.V. Agapov***, 

G.V. Mitsyn***, and K.N. Shipulin***

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

**Physical-Technical Center of the Physical Institute, Russian Academy of Sciences, 
ul. Mira 1N, Protvino, Moscow Region, 142280

***Joint Institute for Nuclear Research, ul. Joliot-Curie 6, Dubna, Moscow Region, 141980

The FLASH effect of high-energy (660 MeV) proton irradiation using the Phasotron accelerator with the ca-
pacity of delivering dose rates of 80 Gy/s has been studied and compared to the effect after exposure to proton
radiation at a conventional dose rate of 3 Gy/min. After  FLASH and conventional dose-rate irradiation with
doses of 1.0 and 1.5 Gy, the induction of cytogenetic damage to bone marrow cells and the state of lymphoid
organs (thymus and spleen) were estimated; at doses of 7.0 and 8.0 Gy, the survival rate after total irradiation
of mice in vivo was analyzed; and at doses of 40 and 60 Gy, the tumor growth rate was determined after irra-
diation ex vivo. It has been shown that irradiation of animals using the FLASH mode at a dose of 1.5 Gy pro-
tects the proliferative activity of the spleen and also leads to a decrease in cytogenetic injuries in bone marrow
erythrocytes, based on the micronucleus test, as compared to the conventional irradiation at a dose of 1.5 Gy;
thus, the FLASH effect has lower toxicity compared to conventional radiation. However, irradiation of mice,
the FLASH effect which delivers high doses (7.0 and 8.0 Gy) of radiation, leads to earlier death of animals
compared to those exposed to conventional radiation. Only after FLASH irradiation of a suspension of
Ehrlich ascites carcinoma at a dose of 40 Gy, a tumor node with further growth was formed; no tumors were
formed in all other groups. 

Кeywords: proton irradiation, FLASH effect, micronuclei, Ehrlich ascites carcinoma, survival rate, mice
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Исследовано действие протонного излучения при тотальном облучении мышей до пика и в пике
Брэгга в диапазоне доз 0.1–1.5 Гр на индукцию цитогенетических повреждений в костном мозге,
продукцию активных форм кислорода в цельной крови, состояние тимуса и селезенки в зависимо-
сти от линейной потери энергии. Обнаружено, что выход полихроматофильных эритроцитов с мик-
роядрами при всех дозах протонного излучения в пике Брэгга с линейной потерей энергии
2.5 кэВ/мкм был близок к уровню линейной потери энергии с микроядрами для соответствующих
доз рентгеновского излучения с линейной потерей энергии 2.0 кэВ/мкм, а при облучении до пика
Брэгга с линейной потерей энергии 0.7 кэВ/мкм уровень цитогенетических повреждений был зна-
чительно ниже. Коэффициент относительной биологической эффективности, рассчитанный по
выходу линейной потери энергии с микроядрами для протонов в пике Брэгга, равнялся 1.15, а до пи-
ка – 0.63. Выявлены органоспецифические различия в закономерностях патофизиологического
действия в зависимости от величины дозы и линейной потери энергии протонов на тимус, селезен-
ку мышей и состояние антиоксидантной системы клеток крови. 

Ключевые слова: протоны, линейная потеря энергии, микроядра, тимус, селезенка, АФК, мыши. 

DOI: 10.31857/S0006302924040207,  EDN: NFCVUR

Актуальность исследования особенностей
действия протонного излучения (ПИ) в настоя-
щее время по-прежнему остается высокой. При-
менение протонов для радиотерапии обусловле-
но специфическим распределением поглощен-
ной дозы, описываемым кривой Брэгга, при
прохождении через биологическую ткань: отно-
сительная низкая энергия частиц на входе, затем
на заранее определенной глубине наличие пика
Брэгга – максимального энерговыделения в кон-
це пробега частицы, то есть непосредственно в
опухоли, а затем, после пика, резкое падение
энергии до нуля, что позволяет не повреждать

здоровые ткани за опухолью [1]. В мире и нашей
стране активно развиваются центры протонной
терапии (ПТ), в которых при лечении как наибо-
лее распространенных онкологических заболева-
ний (рак молочной железы и простаты) [2, 3], так
и редких, радиорезистентных, с высокой степе-
нью рецидивирования (рак мозга) [4], использу-
ют современную технологию сканирования тон-
ким пучком протонов по заданному объему ми-
шени. Метод основывается на сложных системах
планирования облучения и множественных маг-
нитах, которые перемещают остронаправленный
пучок протонов вдоль вертикальной и горизон-
тальной осей, и в процессе движения его интен-
сивность модулируется. Такой способ доставки
дозы позволяет облучать большие поля с субмил-
лиметровой точностью, улучшает 3D-конформа-
цию дозы и существенно снижает дозы нейтро-

Сокращения: ПИ – протонное излучение, ПТ – протонная
терапия, ОБЭ – относительная биологическая эффектив-
ность, АФК – активные формы кислорода, ЛПЭ – линей-
ная потеря энергии, РИ – рентгеновское излучение,
ПХЭ – полихроматофильные эритроциты.
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нов, что позволяет уменьшить интегральную лу-
чевую нагрузку на тело пациента по сравнению с
другими методами ПТ и современными методами
фотонной лучевой терапии, значительно умень-
шая риск постлучевых осложнений и развития
рецидивов [5]. Следует подчеркнуть, что за счет
возможности высокоточного облучения протона-
ми даже маленького объема мишени и отсутствия
частиц после пика Брэгга, в отличие от ионов уг-
лерода и нейтронов, даже небольшое увеличение
значения относительной биологической эффек-
тивности (ОБЭ) протонов дает существенное
преимущество для терапии. Кроме того, в связи с
появлением в нашей стране нескольких новых
центров ПТ, созданием протонных томографов
возникла проблема оценки лучевых нагрузок на
персонал этих центров, а также сотрудников
предприятий, работающих со смешанными поля-
ми излучений, что будет способствовать безопас-
ному внедрению новых технологий и развитию
промышленной медицины.

Помимо медицинского применения другой
причиной для исследования действия высоко-
энергетических ускоренных частиц является ре-
шение задач космической радиобиологии, свя-
занных с увеличением длительности и дальности
космических полeтов, которые требуют коррек-
тировки оценки биологического действия уско-
ренных частиц высоких энергий и поиск мер ра-
диационной защиты экипажей, а также радио-
биологического обоснования для преодоления
радиационного барьера, обусловленного галакти-
ческим космическим излучением, которое на
95% состоит из протонов с энергией около
100 МэВ [6–8].

Наиболее значимый для практики объем дан-
ных о действии протонов и уточнения значений
ОБЭ накапливается в центрах ПТ по критериям
эффективности лечения разных видов опухолей.
Использование этих данных для понимания за-
кономерностей действия протонов на здоровые и
опухолевые ткани пока ограничивается большим
индивидуальным разбросом между пациентами,
небольшими выборками однотипных случаев, а
также различием в технических конструкциях и
физических характеристиках терапевтических
установок [9]. Несмотря на то, что во всем мире с
помощью ПТ пролечено уже около 350000 чело-
век (https://www.ptcog.site/index.php/patient-sta-
tistics), а Международной комиссией по радиаци-
онным единицам и измерениям для применения
в клиниках для ПТ рекомендована величина
ОБЭ, равная 1.1, исследования по уточнению зна-
чения ОБЭ протонов продолжаются, поскольку
фиксированное значение ОБЭ ставится под со-
мнение с позиции оценки безопасности пациен-
тов, так как если доза в опухоли слишком низкая,
то риск рецидива увеличивается, а если завыше-

на, то возрастает вероятность возникновения не-
гативных эффектов [10].

В настоящее время недостаточно известно о
биологических эффектах действия протонов с
энергией около 100 MэВ до пика и в пике Брэгга
на клетки костного мозга, органы иммунной си-
стемы и продукцию активных форм кислорода
(АФК) при тотальном облучении животных низ-
кими (до 0.5 Гр) и средними дозами (до 2 Гр). В
ряде исследований было продемонстрировано,
что величина ОБЭ протонов, которая высчитыва-
ется относительно действия фотонных (гамма-
или рентгеновского) излучений, находится в диа-
пазоне 1.1–1.8 в зависимости от линейной потери
энергии частиц (ЛПЭ), дозы, чувствительности
объекта, условий облучения, сроков регистрации
эффектов и критериев оценки [11, 12]. Эти значе-
ния ОБЭ протонов основаны, в основном, на ре-
зультатах экспериментов по выживаемости куль-
тивируемых нормальных и опухолевых клеток
при облучении in vitro с помощью методик, кото-
рые требуют применения высоких доз однократ-
ного облучения порядка 2–30 Гр, или с помощью
более чувствительной оценки хромосомных по-
вреждений в культивируемых клетках in vitro,
условия облучения которых не соответствуют
концентрациям кислорода в тканях, распределе-
нию по клеточному циклу, влиянию микроокру-
жения и другим сложным процессам взаимодей-
ствия систем и органов целого организма [13].
Для того чтобы понять, как первичные молеку-
лярные и клеточные повреждения реализуются
через индукцию специфических и общих каскад-
ных событий в тканевые и организменные отве-
ты, необходимы исследования при облучении
ПИ животных.

В ряде работ показано, что хотя регистрируе-
мые биологические эффекты гамма- и рентгенов-
ского излучения (РИ), относительно которых
сравнивают действие протонов и вычисляют ве-
личину ОБЭ, очень близки, однако реализация их
происходит за счет специфических процессов:
начиная со способа взаимодействия частиц с жи-
вым веществом и передачи энергии до качества и
локализации на хромосоме первичных поврежде-
ний ДНК, активации определенных регулятор-
ных каскадов, приводящих к формированию ко-
нечного показателя [14]. Поскольку сейчас уже
достаточно подробно исследованы первичные
ключевые молекулярные мишени и механизмы,
на которые влияют высокоэнергетические части-
цы [15], то для биологической характеристики
пучков в условиях облучения животных при низ-
ких и терапевтических дозах целесообразно ис-
пользовать методы, которые бы отражали состоя-
ние наиболее чувствительных органов и тканей,
таких как костный мозг, тимус, селезенка, кровь
в те временные сроки, когда регистрируются по-
вреждения генома как стволовых клеток, так и
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пролиферирующих, имеющие критическое зна-
чение для таких процессов, как мутагенез, канце-
рогенез и преждевременное старение [16].

Таким образом, целью работы было исследо-
вание действия протонного излучения, сформи-
рованного по технологии тонкого сканирующего
пучка, до пика и в пике Брэгга относительно
рентгеновского излучения в диапазоне доз 0.1–
1.5 Гр на индукцию цитогенетических поврежде-
ний в костном мозге, продукцию АФК в цельной
крови, вес тимуса и селезенки при тотальном об-
лучении мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперименты проводили на 8−9-недельных

самцах аутбредных нелинейных мышей колонии
SHK с массой тела 31–35 г, полученных из питом-
ника животных «Столбовая» НЦ ФМБА, которых
разводили и содержали в стандартных условиях
вивария ИТЭБ РАН (Пущино, Московская обл.)
при комнатной температуре, естественном свето-
вом дне и свободном доступе к пище и воде [17].
Мышей содержали в полипропиленовых клетках
по 10 особей. Все процедуры проводили в соот-
ветствии с нормативно-правовыми актами, каса-
ющимися экспериментов на животных и гуман-
ного обращения с животными [18].

Перед облучением мышей анестезировали
внутрибрюшинной инъекцией ксилазин/золети-
ловой смеси 0.7/3.4 мг/кг (Interchemie Werken. BV,
Нидерланды, Virbac Sante Animale, Франция). В
каждом эксперименте был контроль, учитываю-
щий транспортировку, наркотизацию и имита-
цию облучения животных. В группах на каждую
экспериментальную точку было не менее 5 мы-
шей и проведено 2–3 независимых экспери-
мента. 

Мышей облучали тотально до пика и в пике
Брэгга в дозах 0.1, 0.5, 1.0 Г и 1.5 Гр на протонном
синхротроне в ЦКП «Прометеус» ФТЦ ФИАН
(Протвино, Московская обл.) с применением
технологии сканирования пучком с одного на-
правления. Для формирования требуемых пара-
метров облучения фокусировка пучка осуществ-
лялась с помощью квадрупольных линз, а откло-
нение пучка по горизонтали и вертикали – двумя
поворотными магнитами. В процессе облучения с
применением технологии тонкого сканирующего
пучка происходит отклонение протонов с разной
энергией на заданный угол и постепенно «закра-
шивается» весь облучаемый объем пучками ча-
стиц с модулируемой интенсивностью. Угол от-
клонения, интенсивность и энергия протонов
рассчитываются в специальной программе пла-
нирования методом Монте-Карло.

Для точного позиционирования во время облу-
чения мышей на специальной платформе распола-
гали в индивидуальном быстросъемном, хорошо
вентилируемом, пластиковом контейнере разме-
ром 80×40×50 мм с толщиной стенки 1 мм. Распо-
ложение мышей по направлению пучка протонов
при облучении в разных областях кривой Брэгга
представлено на рис. 1. Животных располагали
правой стороной тела перпендикулярно к оси пуч-
ка на соответствующих расстояниях от выпускного
окна ускорителя. При облучении в модифициро-
ванном пике Брэгга для смещения в диапазон
энергий протонов более 70 МэВ перед контейне-
ром с животным располагался водный фантом тол-
щиной 60 мм, что позволяло получить более одно-
родное дозовое распределение в теле животного с
хорошим градиентом доз на границах мишени. С
помощью трехмерной программы планирования
по томограмме мыши определяли облучаемый
объем (тело животного), который равнялся

Рис. 1. Расположение мышей во время облучения на различных участках кривой Брэгга: (П1) – позиция облучения до
пика Брэгга, (П2) – позиция облучения в пике Брэгга.
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65.4 см3. Расчет дозы осуществляли в программе
планирования, разработанной для дозового пла-
нирования курсов облучения пациентов с опухоля-
ми, которая входит в комплекс ПТ «Прометеус».
Равномерность дозового распределения с макси-
мальным и минимальным отклонением дозы от за-
данного значения составляло не более 5%. Облуче-
ние проводили в импульсном режиме с длительно-
стью импульса 200 мс (1 импульс в 2 с). При
облучении в модифицированном пике Брэгга
мощность дозы составляла 0.1–1.0 Гр/мин (число
частиц 1.28·109–1.97·1010) в зависимости от дозы, а
энергия частиц на выходе из ускорителя составля-
ла 90–116 МэВ. Оценочное среднее значение ЛПЭ
составляло 2.5 ± 0.7 кэВ/мкм.

Для облучения мышей до пика Брэгга было
сформировано однородное дозовое поле прямо-
угольной формы размером 40×70 мм. Энергия ча-
стиц в данном случае составляла 170 МэВ, что со-
ответствует ЛПЭ на плато 0.70 ± 0.04 кэВ/мкм,
при мощности дозы 0.1–0.9 Гр/мин (число частиц
3.25·109–5.00·1010). Контроль дозы проводили
клиническим дозиметром на основе алмазного
детектора (ИФТП, Россия) и дозиметрической
пленкой (EBT2, США), которая позволяет изме-
рить дозу протонного излучения в диапазоне
0.01–40 Гр.

Для определения коэффициента ОБЭ кон-
трольные группы мышей были облучены РИ на
установке РУТ (200 кВ, 2 кэВ/мкм, 1 Гр/мин;
ЦКП «Источники излучения» ИБК РАН, Пущи-
но, Московская обл.). Облучение мышей РИ, ко-
торое является фотонным, осуществлялось рав-
номерно по всему телу в тех же дозах и условиях
(анестезия, транспортировка к источникам облу-
чения), что и при ПИ. 

Через 28 ч после облучения мышей выводили
из эксперимента методом декапитации и одно-
временно проводили забор клеток крови, костно-
го мозга, тимуса и селезенки по общепринятым
методикам. Период в 28 ч был выбран на основе
наших предыдущих результатов для регистрации
максимального уровня хромосомных поврежде-
ний в эритроцитах костного мозга с учетом дли-
тельности стадий эритропоэза и радиационной
задержки клеточного цикла [19]. Цитогенетиче-
ские препараты клеток костного мозга готови-
лись по стандартной методике [20] с некоторыми
модификациями. Критерием уровня цитогенети-
ческих повреждений служил процент полихрома-
тофильных эритроцитов (ПХЭ) с микроядрами в
костном мозге. На каждую экспериментальную
точку использовали не менее 5 мышей и анализи-
ровали не менее 3000 ПХЭ с каждого препарата.
Тимус и селезенка наряду с костным мозгом яв-
ляются важными кроветворными органами с ак-
тивно пролиферирующей тканью и характеризу-
ются высокой радиочувствительностью. Индекс

массы тимуса и селезенки определяли по отноше-
нию величины средней массы органа к величине
средней живой массы животного соответствую-
щих групп. Уровень продукции АФК в цельной
крови мышей измеряли методом люминол-зави-
симой, зимозан-индуцированной хемилюминес-
ценции с помощью 12-канального прибора
CHEMILUM-12. Определяли значения светопло-
щади под кривой при спонтанной (Sсп) и индуци-
рованной хемилюминесценции (Sинд), а также
индекс активации, который рассчитывали как
отношение Sинд/Sсп, который характеризует уси-
ление хемилюминесценции. Достоверность
различий между выборками оценивали с помо-
щью t-кpитеpия Cтьюдента в случае распределе-
ния, близкого к нормальному, и с помощью не-
параметрического U-критерия Манна–Уитни
для распределения, отличающегося от нор-
мального. Вероятность ошибки p < 0.05 счита-
ли достаточной для вывода о статистической
значимости различий.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Метод регистрации хромосомных поврежде-
ний в эритроцитах костного мозга при облучении
низкими дозами протонов является высокочув-
ствительным и позволяет судить о чувствительно-
сти облученных стволовых клеток костного моз-
га, поскольку через 28 ч в результате эритропоэза
их повреждения анализируются в дифференци-
рованных клетках на этапе выхода в кровяное
русло.

При определении уровня цитогенетическо-
го повреждения в ПХЭ костного мозга мышей
было обнаружено (рис. 2), что уровни ПХЭ с
микроядрами при всех дозах ПИ в пике Брэгга
были близки к таковым при действии соответ-
ствующих доз РИ, а при облучении до пика
Брэгга уровень цитогенетических поврежде-
ний был значительно ниже. Дозовые зависимо-
сти % ПХЭ с микроядрами в клетках костного
мозга мышей при облучении как РИ, так и прото-
нами, описывались линейной аппроксимацией, и
с помощью регрессионного и корреляционного
анализов получены следующие уравнения «доза–
эффект»: для протонов до пика Брэгга – y = 0.28 +
+ 2.75х; в пике Брэгга – y = 0.88 + 3.82х; для РИ –
y = 0.67 + 3.63х, где y – % ПХЭ с микроядрами,
x – доза облучения, Гр. Ранее нами на культурах
клеток млекопитающих, растениях и мышах
при исследовании низких доз гамма-излучения
был показан нелинейный сложный характер
дозовых зависимостей, которые характеризо-
вались участками радиационно-индуцирован-
ной гиперчувствительности и радиорезистент-
ности [21, 22]. При действии низких доз прото-
нов при облучении культивируемых клеток
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рядом исследователей тоже показаны нелиней-
ные закономерности [23], но при используе-
мых условиях облучения мышей мы этого не
наблюдали. Дискуссия по поводу различий в
механизмах индукции и формирования повре-
ждений хромосом в диапазоне малых доз про-
тонов относительно эффектов фотонных излу-
чений продолжается [24]. 

Коэффициент ОБЭ для протонов в пике
Брэгга с ЛПЭ ~2.5 кэВ/мкм, вычисленный по
равноэффективным дозам, равнялся 1.15. Дан-
ная величина близка к значениям, определен-
ным в этом же диапазоне доз для протонных
пучков других энергий и конфигураций, полу-
ченных по тесту выживаемости и клоногенной
способности на культурах нормальных и опу-
холевых клеток, а также по уровню различных
повреждений ДНК [25, 26]. В работе [27] при об-
лучении в стационарной стадии клеток китайско-
го хомячка V-79 и фибросаркомы B14-150 в диа-
пазоне доз 2–10 Гр по тесту клоногенной актив-
ности ОБЭ сканирующего пучка протонов на
установке «Прометеус» с одного или трех направ-
лений составляла 1.0 и не зависела от способа до-
ставки дозы в мишень. Полученное нами значе-
ние ОБЭ отражает раннюю радиочувствитель-
ность стволовых клеток костного мозга, одного
из важнейших органов кроветворной и иммунной
систем, обладающим огромным репопуляцион-
ным потенциалом [8]. В большинстве цитируе-
мых работ ОБЭ протонов вычислялось относи-
тельно гамма-излучения с низкими значения-
ми ЛПЭ = 0.35–0.70 кэВ/мкм, а в нашей работе
используется жесткое РИ с ЛПЭ = 2 кэВ/мкм,
у которого собственное значение ОБЭ по отно-
шению к γ-излучению 60Со равно 1.1–1.2 [28].
Учитывая это обстоятельство, ОБЭ исследуемо-
го нами ПИ в пике Брэгга может составлять
около 1.3, что свидетельствует о высоком каче-

стве режима доставки дозы в мишень, и за счет
высокоточного локализованного облучения,
по-видимому, позволит значительно повысить
противоопухолевую эффективность пучка. 

Величина ОБЭ протонов по критерию мик-
роядер в ПХЭ при облучении до пика Брэгга с
ЛПЭ ~0.7 кэВ/мкм, вычисленная также по рав-
ноэффективным дозам, равнялась 0.63, что со-
ответствует большинству результатов, полу-
ченных при облучении in vitro клеточных куль-
тур при других дозах схожих по физическим
характеристикам пучков протонов [29]. Облу-
чение объектов in vivo до пика Брэгга в исследу-
емых нами дозах моделирует радиационные
условия, которые возможны при активности
галактического космического излучения [6], а
также нагрузку на здоровые ткани, располо-
женные перед глубоко локализованными опу-
холями. В ряде случаев в зависимости от типа,
размера, глубины и локализации опухолей в
клиниках при ПТ с использованием как техно-
логии сканирования пучком, так и при облуче-
нии пассивным пучком с помощью коллимато-
ров, используют облучение до пика Брэгга.
Определенное нами ОБЭ может учитываться
при корректировке расчета клинической дозы
облучения. Ранее нами по критерию 30-суточ-
ной выживаемости при облучении мышей этим
же пучком протонов в сублетальных и летальных
дозах в диапазоне 4.5–15 Гр до и в пике Брэгга бы-
ли определены более низкие значения ОБЭ, рав-
ные 0.83 и 0.94, характеризующие отсроченную
реализацию ответов всех чувствительных к облу-
чению органов, обладающих быстро делящимися
клетками, прежде всего, костного мозга и желу-
дочно-кишечного тракта [30]. Полученные в ходе
настоящей работы результаты демонстрируют
еще раз зависимость величины ОБЭ от уровня
доз, времени и критериев регистрации поврежде-

Рис. 2. Дозовые зависимости выхода полихроматофильных эритроцитов с микроядрами в костном мозге мышей при
облучении до пика и в пике Брэгга пучком протонов и рентгеновским излучением.
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ний. Ранее на других ускорителях с использова-
нием пассивно-рассеянных пучков протонов
разных энергий на животных были получены
противоречивые данные о связи ЛПЭ с ОБЭ в от-
ношении отдаленных последствий облучения
[31]. В экспериментах на культурах и тканях
млекопитающих при оценке краткосрочных
эффектов протонов при аналогичных дозах
было определено, что в низком диапазоне ЛПЭ
0.3–10 кэВ/мкм величина ОБЭ протонов ниже
или близка к единице, и при двух-трехкратном
увеличении ЛПЭ не наблюдается роста ОБЭ [32],
в отличие от ионов углерода и нейтронов, кото-
рые применяются в радиотерапии, и ЛПЭ кото-
рых значительно выше. Таким образом, в насто-
ящем исследовании ЛПЭ протонов до пика
Брэгга по сравнению с облучением в пике в
3.5 раза ниже, а ОБЭ по критерию поврежде-
ний хромосом меньше в 2 раза, что указывает
на зависимость ОБЭ от ЛПЭ в этом режиме об-
лучения и при регистрации через 28 ч после об-
лучения. По критерию выживаемости мышей
ОБЭ не зависело от ЛПЭ частиц, что указывает
на то, что при действии низких и средних доз
наблюдаются другие закономерности. 

На рис. 3 представлены результаты определе-
ния индексов массы тимусов мышей, облученных
до пика и в пике Брэгга в исследуемом диапазоне
доз. Обнаружено, что при действии протонов в
пике Брэгга уменьшение индекса массы тимуса
начиналось при дозе 0.5 Гр в отличие от вари-
антов, облученных протонами до пика Брэгга
или РИ, в которых снижение массы органа ре-
гистрировалось только при дозе 1.5 Гр. Это ука-
зывает на большее повреждающее действие
протонов на тимусы по сравнению с костным
мозгом, при том, что значения ЛПЭ протонов в

пике Брэгга ненамного выше, чем у РИ. При
сравнении эффектов РИ и протонов до пика
Брэгга оказалось, что протоны со значительно
низкой ЛПЭ (0.7 кэВ/мкм) вызывали такое же
снижение индекса массы тимуса, что и РИ
(ЛПЭ = 2 кэВ/мкм), что свидетельствует о спе-
цифическом действии протонов на гетероген-
ную клеточную популяцию тимуса. Снижение
веса тимуса является чувствительным и показа-
тельным методом при определении ОБЭ излуче-
ний, в том числе и протонов, что было показано в
работе [33].

Как видно из результатов, представленных на
рис. 4, изменения в индексе массы селезенки на-
блюдаются уже при облучении протонами в дозе
0.1 Гр как до пика, так и в пике Брэгга, в то
время как при действии РИ снижение индекса ор-
гана наблюдается, начиная с дозы 0.5 Гр, то есть
также наблюдалась более высокая биологическая
эффективность протонов при действии на эти ор-
ганы, причем клетки селезенки были более радио-
чувствительными по сравнению с тимусом. Выяв-
ленные различия реакций органов могут являться
результатом перераспределения клеток, обладаю-
щих разной радиочувствительностью и пролифе-
ративно-дифференцировочным потенциалом
между тканями. В работе [34] было показано, что
при облучении мышей ионами железа с
ЛПЭ = 148.2 кэВ/мкм в дозах 0.1, 0.5 и 2 Гр на 4-е
сутки наблюдалось зависимое от дозы снижение
массы тимуса и селезенки. При этом выраженная
атрофия тимуса наблюдалась уже при дозе 0.5 Гр, а
селезенки – только при дозе 2 Гр. Кроме этого, при
дозе 2 Гр в селезенке снижалось число лимфоцитов
и гранулоцитов, но не моноцит-макрофагов. В не-
которых работах показана разная зависимость
атрофии этих лимфоидных органов от дозы при

Рис. 3. Индексы массы тимуса мышей после облучения пучком протонов до- и в пике Брэгга в диапазоне доз 0.1–
1.5 Гр: * – статистически значимые отличия относительно необлученного контроля (p < 0.05), & – статистически
значимые отличия при облучении протонами в пике относительно облучения до пика Брэгга и рентгеновским
излучением (p < 0.05).
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действии гамма-лучей и протонов [35]. Вероятно,
существует несколько факторов, влияющих на ра-
диационно-индуцированное снижение массы
лимфоидных органов, включая клеточную гибель,
изменения в транспортировке лимфоцитов и обез-
воживание тканей. В работе [16] при гистологиче-
ском и иммунохимическом исследовании тимуса,
селезенки и костного мозга при тотальном облуче-
нии мышей равноэквивалентными дозами гамма-
излучения и протонов показано, что эти виды из-
лучения запускают клеточную гибель в органоспе-
цифической манере; протоны индуцируют больше
повреждений ДНК, а экспрессия генов в селезенке
имеeт уникальные паттерны в отличие от других
органов. Индукция апоптоза также сильно варьи-
ровала в зависимости от дозы и ткани, а клеточная
гибель в костном мозге была значительно ниже у
облученных протонами животных. 

 Известно, что действие радиации на клетки
индуцирует острый оксидативный стресс, ко-
торый характеризуется повышенным уровнем
АФК, что является основной причиной повре-
ждения критических структур и молекул в
клетке. Эти уровни регистрируются сразу или в
течение первых часов после облучения в сред-
них нелетальных дозах. При исследовании
спонтанной продукции АФК клетками крови
мышей в отдаленные сроки (через 28 ч) после
облучения протонами, когда регистрировались
цитогенетические повреждения в костном моз-
ге, при всех дозах не было обнаружено разли-
чий в уровнях индукции АФК в зависимости от
ЛПЭ протонов, так же и мышей, облученных
этими же дозами РИ. Уровни АФК при облуче-
нии были близки с таковым у необлученного
контроля (рис. 5). Однако при расчете индекса
активации, который характеризует усиление хе-

милюминесценции, у мышей, облученных про-
тонами в пике Брэгга в дозе 0.1 Гр, этот показа-
тель увеличивался в 2.5 раза, в дозе 0.5 Гр – в
4.3 раза, а при 1 Гр – в 3.2 раза относительно
необлученного контроля и мышей после облу-
чения РИ (рис. 6). При облучении протонами
до пика Брэгга или РИ такое усиление хемилю-
минесценции не наблюдалось. 

Выявленные особенности указывают на сти-
муляцию резервных возможностей нейтрофи-
лов к генерации АФК при действии низких доз
протонов в пике Брэгга, что свидетельствует о
повышенном напряжении антиоксидантной
системы. Реакция клеток крови на облучение
протонами в этом диапазоне доз по сравнению
с фотонами свидетельствует о резком различии
в работе антиоксидантной системы, что еще
раз свидетельствует о специфике действия ча-
стиц по сравнению с РИ в зависимости от дозы.
В работе [36] после облучения в пике Брэгга
протонами с энергией 250 МэВ в более высоких
дозах в 1–10 Гр на культуре предшественников
нервных клеток показано, что уровень АФК
увеличивается в 3 раза быстрее на 1 Гр дозы к
6 и 24 ч после облучения протонами по сравне-
нию с РИ. Во многих работах продемонстриро-
вано, что в ранние сроки после облучения РИ и
протонами при облучении высокими дозами на
фоне повышения уровней АФК регистрируeтся
увеличение скорости апоптоза, количества
двунитевых разрывов ДНК и экспрессии генов,
определяющих радиочувствительность [29, 37].
Полученные нами данные указывают на специ-
фическое участие антиоксидантной системы в
формировании таких отдаленных биологиче-
ских эффектов, как повреждения хромосом,
при облучении мышей протонами в пике Брэг-

Рис. 4. Индексы массы селезенки мышей после облучения пучком протонов до и в пике Брэгга в диапазоне доз 0.1–
1.5 Гр: * – статистически значимые отличия относительно необлученного контроля (p < 0.05), & – статистически
значимые отличия при облучении протонами в пике относительно облучения до пика Брэгга и рентгеновским
излучением (p < 0.05). 
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га, начиная с очень малых доз облучения в от-
личие от РИ. Другой характер зависимости ин-
декса активации от величины дозы наблюдался
при облучении мышей ПИ до пика Брэгга:
уровни этого показателя не отличались от не-
облученного контроля и вариантов, облучен-
ных всеми дозами РИ. Можно предположить,
что динамика индукции АФК клетками крови
при действии ПИ имеет сложный характер и
затрагивает разные пути компенсации радика-
лов и активации внеклеточных и внутрикле-
точных АФК, которые зависят как от дозы, так
и ЛПЭ протонов. 

Таким образом, при тотальном облучении
мышей с использованием нового способа достав-
ки дозы с помощью сканирования тонким пуч-
ком протонов с разными значениями ЛПЭ в

диапазоне низких и средних доз были опреде-
лены величины ОБЭ относительно РИ по
критерию цитогенетических нарушений в
эритроцитах костного мозга, равные 0.63 и 1.15.
Выявлены органоспецифические различия в
закономерностях патофизиологического дей-
ствия на тимус и селезенку животных и состоя-
ния антиоксидантной системы клеток крови в
зависимости от величины дозы и ЛПЭ прото-
нов. Полученные результаты позволяют оце-
нить дозовую нагрузку на критические органы
и ткани системы кроветворения при облучении
животных малыми и терапевтическими дозами
высокоэнергетических протонов и оптимизи-
ровать с учетом рассчитанных значений ОБЭ
планируемую дозу облучения при ПТ, скоррек-
тировать вклад ПИ в радиационную нагрузку

Рис. 6. Индекс активации хемилюминесценции в цельной кpови мышей при облучении протонами до- и в пике
Брэгга и рентгеновским излучением: * – статистически значимые отличия относительно необлученного
контроля, & – статистически значимые отличия после облучения протонами в пике Брэгга относительно
облучения до пика Брэгга и рентгеновским излучением (p < 0.05).

Рис. 5. Уровень спонтанной продукции АФК клетками крови мышей через 28 ч после облучения протонами до и
в пике Брэгга и рентгеновским излучением в диапазоне доз 0.1–1.5 Гр.
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при космических полетах, создать радиобиоло-
гическое обоснование для расчета нагрузок для
персонала центров ПТ и сотрудников предприя-
тий, работающих со смешанными полями излу-
чений.
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 Features of the Effects of Exposure to 90–170 MeV Proton Radiation 
on the Blood-Forming Organs in Mice under Total Irradiation with Proton Pencil 

Scanning Beam Depending on the Linear Energy Transfer of Particles
 O.M. Rozanova*, T.A. Belyakova*, E.N. Smirnova*, S.S. Sorokina*, A.R. Dyukina*,

A.E. Shemyakov*, **, and N.S. Strelnikova**

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences, 
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

**Branch “Physical-Technical Center” of P.N. Lebedev Physical Institute, Russian Academy of Sciences, 
ul. Mira 1N, Protvino, Moscow Region, 142281 Russia

The effects on induction of cytogenetic damage to mouse bone marrow, generation of reactive oxygen species
by whole blood cells, and on the thymus and spleen from exposure of mice to total-body proton radiation be-
fore and at the Bragg peak with a dose deposition of 0.1–1.5 Gy were investigated depending on the linear rate
of energy loss. It was found that the level of polychromatophilic erythrocytes with micronuclei at all doses of
proton radiation at the Bragg peak with the linear energy transfer 2.5 keV/μm was close to that of polychro-
matophilic erythrocytes with micronuclei for the corresponding doses of X-ray radiation with the linear rate
of energy loss 2.0 keV/μm, and the level of cytogenetic damage induced by exposure to proton radiation up to
the Bragg peak with the linear energy transfer 0.7 keV/μm was significantly lower. The coefficient of the rel-
ative biological effectiveness of proton irradiation calculated from the linear energy transfer by estimating mi-
cronuclei frequency at and before the Bragg peak was 1.15 and 0.63, respectively. Organ-specific differences
in the patterns of pathophysiological effects on the thymus, spleen of mice and the state of the antioxidant
system of blood cells depending on the linear energy transfer of protons were revealed by varying radiation
doses.

Keywords: protons, linear energy transfer, micronuclei, thymus, spleen, ROS, mice
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Ранее мы показали, что производные таксифолина – пентаглутарат таксифолина и конъюгат такси-
фолина с глиоксалевой кислотой – улучшают механические свойства материалов, полученных на
основе коллагена. В процессе деградации таких материалов в окружающую среду высвобождаются
биологически-активные полифенолы. Для оценки проникновения полифенолов через поврежден-
ную кожу было использовано два подхода. В случае пентаглутарата таксифолина и таксифолина
(использовали для сравнения) в структуру полифенола была введена флуоресцентная метка. В слу-
чае конъюгата получали флуоресцентный аналог. Было показано, что нанесение полифенольных
соединений на поврежденный участок кожи приводит к формированию на его поверхности флуо-
ресцирующего слоя. Было обнаружено, что флуоресцентные производные таксифолина и пентаглу-
тарата таксифолина накапливаются в волосяных фолликулах. В случае таксифолина флуоресцен-
ция наблюдалась в более глубоких слоях дермы, чем в случае пентаглутарата таксифолина, свиде-
тельствуя о лучшем проникновении таксифолина. Флуоресцентный аналог накапливался в
придатках кожи в меньшей степени, чем другие соединения. Таким образом, полученные данные
говорят о накоплении полифенолов в волосяных фолликулах, из которых они могут постепенно вы-
свобождаться в окружающую ткань. В целом, полученные результаты свидетельствуют о том, что
биологически активные полифенолы способны оказывать пролонгированное действие при мест-
ном применении. Это может иметь важное значение при лечении ожогов, в частности, при лечении
ожогов II степени, при которых неповрежденными остаются многие деривативы кожи. 

Ключевые слова: полифенолы, проникновение через кожу, флуоресценция, волосяные фолликулы.

DOI: 10.31857/S0006302924040217,  EDN: NFBMVJ

По данным Всемирной организации здраво-
охранения, ожоги занимают четвертое место по
частоте среди прочих травм [1]. Согласно данным
Росстата, в России в 2022 г. зарегистрировано до
203900 случаев химических и термических ожо-
гов [2]. Около трети пациентов с ожоговыми трав-
мами направляется на лечение в специализиро-
ванные стационарные отделения, большая часть
пациентов проходит лечение в амбулаторных
условиях [3]. Материалы на основе биополиме-
ров животного происхождения (фибрин, фибро-
ин, гиалуроновая кислота, спидроин и др.) полу-
чили широкое распространение для лечения ран.
Среди таких биополимеров наибольшее практи-
ческое применение в медицине нашел коллаген
[3–6]. Коллаген является основным структурным
белком соединительной ткани. Он продуцирует-

ся фибробластами и вовлечен во все фазы регене-
рации ткани. Коллаген биосовместим с тканями
организма реципиента, биоразлагаем, нетокси-
чен, обладает низкой иммуногенностью [6, 7]. На
его основе могут быть получены различные
структуры (гели, губки, пленки). Тем не менее,
проводятся постоянные исследования, направ-
ленные на получение новых материалов на осно-
ве данного биополимера. Многие из них нацеле-
ны на преодоление высокой скорости биодегра-
дации материалов, полученных на основе
коллагена, ведется постоянный поиск агентов,
позволяющих стабилизировать структуру колла-
геновых материалов [8–10]. Кроме того, коллаге-
новая матрица рассматривается как средство ло-
кальной доставки биологически активных ве-
ществ [11–13]. В частности, интерес представляет
включение в состав коллагеновой матрицы анти-
коагулянтов, гликозаминогликанов, антисепти-
ков, антибиотиков, стимуляторов регенерации

Сокращения: DfTf – конъюгат таксифолина с глиоксалевой
кислотой, TfG5 – пентаглутарат таксифолина. 
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и пр. [6, 14–20]. Для улучшения механических
свойств материалов на основе коллагена поли-
пептидные цепи данного биополимера сшивают.
Существует несколько способов сшивки коллаге-
на: физический, химический и ферментативный.
Достоинства и недостатки данных способов по-
дробно рассмотрены в следующих работах [8, 10,
21]. Можно отметить следующее. Преимуще-
ством физических и ферментативных способов
сшивки является получение нетоксичных мате-
риалов с повышенной устойчивостью к деграда-
ции. Однако, по сравнению с химическим спосо-
бом, сшивка биополимеров с помощью данных
методов является наименее эффективной. Хими-
ческий способ позволяет получать материалы с
более высокой степенью сшивки и равномерным
распределением сшивок внутри материала [8].
Важно отметить, что свойства получаемых мате-
риалов зависят от используемого кросс-сшиваю-
щего агента [8, 22]. В некоторых случаях природа
кросс-сшивающего агента также определяет и не-
гативные свойства материалов. В частности, вве-
дение кросс-сшивающего агента в структуру ма-
териала может приводить к формированию ток-
сичных продуктов при деградации материала (в
организме). Примером такого кросс-сшивающе-
го агента является глутаральдегид, один из пер-
вых агентов, используемых для сшивки коллаге-
новых цепей [15, 23–25]. Помимо этого, кросс-
сшивающий агент может приводить к формиро-
ванию структуры материала, которая является
неблагоприятной для прикрепления, распласты-
вания и миграции клеток. В качестве примера
можно привести 1-этил-3-(3-диметиламинопро-
пил)карбодиимид/N-гидроксисукцинимид (EDC/
NHS). Данный агент сшивает полипептидные це-
пи коллагена непосредственно между собой.
Сшивка формируется в результате реакции кон-
денсации между карбоксильными группами глу-
таминовой/аспарагиновой кислот и амино-груп-
пами лизина (полипептидных цепей). Использо-
вание данного кросс-сшивающего агента
позволяет получать биосовместимые и нетоксич-
ные материалы с улучшенными механическими
свойствами. Однако формирование сшивки за
счет карбоксильных групп глутаминовой кисло-
ты полипептида приводит к нарушению взаимо-
действие клеток с поверхностью материала, сни-
жению их прикрепления и миграции [26]. Таким
образом, на сегодняшний день продолжаются ис-
следования, направленные на поиск новых
кросс-сшивающих агентов, позволяющих полу-
чать материалы с новыми уникальными свой-
ствами. Особый интерес представляют природ-
ные нетоксичные кросс-сшивающие агенты [8], в
частности, полифенолы [27–31]. Данные, пред-
ставленные в литературе, свидетельствуют о том,
что полифенолы стабилизируют структуру колла-
гена и улучшают механические свойства материа-

лов, полученных на основе данного биополимера
[27, 32, 33]. В основе такой стабилизации могут
лежать как межмолекулярные взаимодействия
[29, 34], так и ковалентные связи полипептид-по-
лифенол [24, 29, 35–38]. В качестве перспектив-
ных полифенольных кросс-сшивающих агентов
рассматривают процианидины [35, 39], теафла-
вины [40], дубильную кислоту [9, 30, 41] и др. [31].
Следует также отметить, что полифенолы сами по
себе могут формировать различные материа-
лы/структуры и представляют огромный интерес
в качестве основы для создания новых биомеди-
цинских материалов [29, 41, 42]. Кроме того,
существуют данные, согласно которым флавоно-
иды [43–45] и их производные [46, 47], а также
материалы, включающие в свой состав полифе-
нольные соединения [18, 19, 48], способствуют
лучшему заживлению ран, что также является ве-
сомым аргументом в пользу использования дан-
ных соединений для создания новых материалов
для регенеративной медицины.

Ранее нами было показано, что включение в
состав коллагеновых материалов производных
таксифолина, конъюгата таксифолина с глиокса-
левой кислотой (DfTf) и пентаглутарата таксифо-
лина (TfG5) (рис. 1) приводит к уменьшению
скорости деградации материалов по сравнению с
нативным коллагеном [49–51]. Полученные ма-
териалы являются нетоксичными [50]. Фиброб-
ласты NIH/3T3 прикрепляются к поверхности
полученных материалов и распластываются на
поверхности материала, содержащего TfG5. Была
показана миграция клеток через полученные ма-
териалы. Интересно, что увеличение доли DfTf в
материале приводит к ингибированию миграции
клеток через материал, тогда как увеличение доли
TfG5 в материале, напротив, приводит к значи-
тельному увеличению миграции клеток через не-
го [50]. В целом, полученные нами данные свиде-
тельствуют о том, что материалы, полученные на
основе коллагена и производных таксифолина,
могут представлять интерес для регенеративной
медицины, в том числе для разработки материа-
лов, обеспечивающих направленную регенера-
цию тканей. 

Важным также является то, что в процессе де-
градации материалов в окружающую среду вы-
свобождается биологически-активный полифе-
нол [49–55]. Ранее нами было показано, что про-
изводные таксифолина, в частности коньюгаты
таксифолина с карбонильными соединениями,
усиливают регенерационные процессы после хи-
мического ожога кожи, индуцированного уксус-
ной кислотой [56, 57]. В связи с вышесказанным
представлялось интересным оценить проникно-
вение полифенолов в области повреждения. Так
как для стабилизации коллагеновых материалов
использовали биологически-активные DfTf и
TfG5, целью настоящей работы являлась оценка
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проникновения данных полифенолов через ко-
жу, поврежденную уксусной кислотой. Для срав-
нения также оценивали проникновение исходно-
го флавоноида, таксифолина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение флуоресцентных аналогов полифено-
лов. Получение и характеристика конъюгата так-
сифолина с глиоксалевой кислотой и пентаглута-
рата таксифолина подробно описаны в работах
[52, 53, 54] и [49, 51] соответственно. Для оценки
проникновения полифенолов в области повре-
ждения было использовано два подхода. Первый
подход основан на введении в структуру соедине-
ний флуоресцентной метки (для таксифолина и
TfG5). Второй – на получении флуоресцентного
аналога полифенола (для DfTf).

Введение флуоресцентной метки в структуру
таксифолина. Для введения флуорофора в струк-
туру полифенола использовали N-метилизатое-
вый ангидрид. Кратко, в 5 мл безводного тетра-
гидрофурана растворяли 304 мг (1 ммоль) такси-
фолина, 195 мг (1.1 ммоль) N-метилизатоевого
ангидрида и 2 мг (0.05 ммоль) NaOH. Смесь пере-
мешивали при нагревании в течение 5 ч. После
охлаждения смесь вливали в 100 мл холодной ди-

стилированной воды. Далее продукт N-метил-
антранилат таксифолина (Rf = 0.741, бензол : аце-
тон : этанол – 8 : 2 : 1) отфильтровывали и сушили
под вакуумом. Флуоресцентные свойства продук-
та реакции: λex = 356 нм; λem = 438 нм.

Введение флуоресцентной метки в структуру
TfG5. TfG5 подвергали частичному гидролизу до
тетраглутарата таксифолина [58] после чего полу-
чали смешанный глутарат/антранилат таксифо-
лина. Кратко, 200 мг (0.23 ммоль) пентаглутарата
таксифолина растворяли в 10 мл водного раствора
серной кислоты (10%) и перемешивали при ком-
натной температуре в течение 2 ч. Далее раствор
нейтрализовали карбонатом натрия и экстраги-
ровали продукт бензолом. Экстракт упаривали
под вакуумом, осушали над P2O5 и перерастворя-
ли в 5 мл ТГФ. Затем к смеси добавляли 44.5 мг
(1.1 ммоль) N-метилизатоевого ангидрида и 2 мг
(0.05 ммоль) NaOH. Смесь перемешивали при на-
гревании в течение 5 ч. После охлаждения смесь
вливали в 100 мл холодной дистилированной во-
ды. Далее смешанный N-метилантранилат/глута-
рат таксифолина (Rf = 0.584, бензол : ацетон : эта-
нол – 8 : 2 : 1) отфильтровывали и промывали хо-
лодным водно-спиртовым (80 : 20) раствором.
Флуоресцентные свойства продукта реакции:
λex = 362 нм; λem = 435 нм.

Рис. 1. Структуры полифенольных соединений: Tf – таксифолин, DfTf – конъюгат таксифолина с глиоксалевой
кислотой, TfG5 – пентаглутарат таксифолина.
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Получение флуоресцентного аналога DfTf. Флуо-
ресцентный аналог DfTf был получен в результате
дегидратации полифенола с последующей цикли-
зацией [59]. Кратко, 100 мг DfTf растворяли в 1 мл
охлажденной концентрированной серной кисло-
ты. Смесь перемешивали при нагревании (120°C)
в течение одного часа. После охлаждения смесь
вливали в 50 мл холодной дистилированной воды.
Выпавший продукт (Rf = 0.750, бензол : ацетон :
: этанол – 8 : 2 : 1) промывали холодным диэтило-
вым эфиром и сушили под вакуумом. Флуорес-
центные свойства продукта реакции: λex = 344 нм;
λem = 408 нм.

Оценка проникновения полифенолов через
кожу, поврежденную уксусной кислотой. Исследо-
вание проводили на крысах-самцах линии Вистар
массой 250–300 г. За сутки до эксперимента у всех
животных удаляли волосяной покров на участке
спины размером 20 см2. Для получения химиче-
ского ожога к коже спины, лишенной волосяного
покрова, на 40 с прикладывали марлевый тампон,
смоченный ледяной уксусной кислотой (площадь
воздействия — 1 см2). Все манипуляции над жи-
вотными производили под эфирным наркозом.

Обработку раневой поверхности исследуемыми
препаратами проводили дважды: первый раз –
спустя 1 ч после нанесения ожога, второй раз –
спустя 24 ч после нанесения ожога. Забор образ-
цов проводили спустя один час после последней
обработки. В качестве контрольных использова-
ли крыс, раневую поверхность которых обраба-
тывали водно-спиртовым раствором, используе-
мым для растворения флуоресцентных производ-
ных полифенольных соединений. Забор образцов
проводили спустя один час после последней об-
работки. Образцы ткани заключали в среду для
замораживания Tissue-Tek O.C.T. и помещали в
жидкий азот на 2 мин. После чего образцы храни-
ли при температуре –80°С. Блоки ткани резали на
серийные срезы толщиной 10 мкм при –18°C.
Срезы приклеивали к предметному стеклу и изу-
чали с помощью флуоресцентной станции Eclipse
Ti-E (Nikon, Япония). Для световой микроско-
пии срезы окрашивали смесью азура и эозина [56,
57]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Установлено, что нанесение полифенольных

соединений на поврежденный участок кожи при-

Рис. 2. Репрезентативные микрофотографии поперечных срезов поврежденных участков кожи крыс в контроле и
после нанесения флуоресцентных производных полифенолов: (а, б) – контроль, обработка водно-спиртовым
раствором; (в, г) – обработка флуоресцентным производным таксифолина; (д, е, и, к) – обработка флуоресцентным
производным DfTf; (ж, з, л, м) – обработка флуоресцентным производным TfG5; (а, в, д, ж, и, л, м) –
флуоресцентные микрофотографии срезов; (б, г, е, з, к) – микрофотографии срезов, окрашенных азуром и эозином.
Маркером обозначена область повреждения с отсутствующим эпидермисом. Масштабный отрезок – 100 мкм. 
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водит к формированию на его поверхности флуо-
ресцирующего слоя (рис. 2). Наибольшей интен-
сивностью флуоресценции обладает слой,
образованный после обработки раны модифици-
рованным TfG5 (рис. 2), что свидетельствует о
высокой концентрации исследуемого полифено-
ла в данной области. Слой, формирующийся по-
сле обработки модифицированным таксифоли-
ном, также обладает сильной флуоресценцией
(рис. 2). Однако неравномерный характер рас-
пределения наводит на мысль о переходе полифе-
нола из поверхностного слоя в более глубокие об-
ласти дермы. Наименьшая интенсивность флуо-
ресценции наблюдается для слоя,
сформированного после обработки раны произ-
водным DfTf. При этом наиболее интенсивная
флуоресценция слоя наблюдается в поврежден-
ной области, где все еще обнаруживается эпидер-
мис (рис. 2). На участках кожи, где эпидермис
выявить не удается, покрывающий рану слой
практически не флуоресцирует (данные не пред-
ставлены). Это может быть связано с тем, что в та-
ких областях раны (с разрушенным эпидерми-
сом) флуоресцирующее соединение легче прони-
кает вглубь дермы, распределяясь в ее слоях, в
результате чего уменьшается концентрация флу-
оресцирующего соединения и, как следствие,
возможность его обнаружения без применения
специальных методов анализа. Другой причиной
могут служить различные взаимодействия и хи-
мические превращения флуоресцентного соеди-
нения, в результате которых образуются соедине-
ния, не обладающие флуоресценцией. Кроме то-
го, наблюдается проникновение флуоресцентных
производных полифенолов в волосяные фолли-

кулы, что указывает на трансфолликулярный
транспорт данных соединений (рис. 2). В случае
таксифолина флуоресценция наблюдается в бо-
лее глубоких слоях дермы по сравнению с TfG5
(рис. 2), свидетельствуя о его лучшем проникно-
вении в кожу. Флуоресцентный аналог DfTf на-
капливался в придатках кожи в меньшей степени,
чем другие соединения (рис. 2). На рис. 3 пред-
ставлена относительная интенсивность флуорес-
ценции в различных участках поперечных срезов
кожи крыс.

Таким образом, данные свидетельствуют о
том, что после обработки поврежденного участка
кожи исследуемыми соединениями на поверхно-
сти раны формируется слой, из которого возмож-
но дальнейшее проникновение полифенолов в
глубокие слои дермы. Кроме того, выявлено про-
никновение полифенолов в волосяные фоллику-
лы, что указывает на трансфолликулярный транс-
порт данных соединений. Наиболее глубокое
проникновение было отмечено для модифициро-
ванного таксифолина. Следует отметить, что ас-
социация волосяных фолликуллов с сальными
железами, стволовыми клетками, близость ка-
пилляров и пр. делает волосяные фолликулы
удобной мишенью для введения лекарственных
препаратов [60, 61]. Кроме того, волосяные фол-
ликулы рассматриваются как резервуары, из ко-
торых соединение высвобождается постепенно,
оказывая пролонгированное действие [60, 61]. В
целом, полученные результаты свидетельствуют о
том, что биологически-активные полифенолы
способны оказывать пролонгированное действие
при местном применении. Это может иметь важ-
ное значение при лечении ожогов, в частности,

Рис. 3. Относительная интенсивность флуоресценции в различных участках поперечных срезов кожи крыс: Tf –
таксифолин, DfTf – конъюгат таксифолина с глиоксалевой кислотой, TfG5 – пентаглутарат таксифолина.
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при лечении ожогов II степени (по МКБ-10), при
которых неповрежденными остаются многие де-
ривативы кожи [3].
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 Penetration of Polyphenols through Acetic Acid-Damaged Skin 
 V.S. Shubina* and Yu.V. Shatalin* 

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Our previous research has shown that derivatives of taxifolin, pentaglutarate of taxifolin and a conjugate of
taxifolin with glyoxalic acid improve the mechanical properties of the collagen-based materials. During the
degradation process of these materials, the biologically active polyphenols are released into the surrounding
medium. To evaluate the penetration of polyphenols through burn-injured skin, two approaches were used.
In case of pentaglutarate of taxifolin and taxifolin (they were used for comparison), polyphenols were labeled
by fluorescent probe. In case of a conjugate, the f luorescent analogue was obtained. It was shown that the
application of polyphenols on the damaged area of skin leads to the formation of f luorescent layer on its sur-
face. It was found that hair follicles accumulate f luorescent derivatives of taxifolin and pentaglutarate of tax-
ifolin. In regard to taxifolin, the f luorescence was observed in the deeper skin layers than that recorded for
pentaglutarate of taxifolin, suggesting that taxifolin penetrate the skin more effectively.   The fluorescent an-
alogue accumulation in skin appendages showed lower values than that of other compounds. Thus, the data
obtained demonstrate that polyphenols accumulate in hair follicles, from which they can be gradually re-
leased into the surrounding tissue. On the whole, our findings suggest that biologically active polyphenols are
able to exert prolonged effects when they are used for topical application. This may be important while treat-
ing burns, especially second-degree burns, in which many skin appendages remain intact.

Keywords: polyphenols, skin penetration, fluorescence, hair follicles 
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Продолжено исследование феноменологии эффекта синхронизации колебаний сердечного ритма
человека в покое с вариациями геомагнитного поля в диапазоне периодов 3–40 мин. В течение
2012–2023 гг. проведено 508 экспериментов (длительностью 100–120 мин каждый) по мониторингу
минутных показателей сердечного ритма у трех практически здоровых женщин (55, 45 и 30 лет). Ин-
дивидуальные экспериментальные выборки составили 328, 113 и 67 записей соответственно. Пока-
зано, что для каждого из трех волонтеров примерно в 60% экспериментов вейвлет-спектр значений
сердечного ритма оказывается очень близким со спектром синхронных вариаций хотя бы одной из
горизонтальных компонент геомагнитного поля (X или Y). Также внутри исследованного частотно-
го диапазона 3–40 мин выявлено три субдиапазона, в которых степень синхронности возникнове-
ния колебаний является максимальной: 3.5 мин, 10–12 мин и 33–36 мин. Можно сделать вывод, что,
по-видимому, эффект биогеосинхронизации реализуется не равномерно по всему диапазону 3–
40 мин, а преимущественно в данных субдиапазонах.

Ключевые слова: солнечно-биосферные связи, биоритмология, синхронизация ритмов, вариации геомаг-
нитного поля, магниточувствительность, сердечный ритм.
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Система «Солнце–геосфера–биосфера» явля-
ется очень сложным для изучения объектом в си-
лу многочисленности и нелинейности существу-
ющих в ней внутренних связей. Даже изучение
какой-то отдельной подсистемы (например. «сол-
нечная активность – климат»[1], «шумановские
резонансы – грозы – глобальные вариации тем-
пературы» [2], «электромагнитные поля атмосфе-
ры – сейсмическая активность» [3] и др. требова-
ли соединенных усилий больших групп исследо-
вателей различных специальностей. 

Столь же комплексной и междисциплинарной
научной проблемой является система связей
«геосфера–биосфера», поскольку практически
все перечисленные выше физические факторы не
только взаимосвязаны, но и влияют тем или

иным образом на биологические объекты (в част-
ности, и на человека). В одних случаях это влия-
ние носит угрожающий характер, как в случае
волн жары или холода ([4–6] и списки литерату-
ры в этих работах) или глобальных возмущений
геомагнитного поля (ГМП) ([7–11] и списки ли-
тературы в этих работах). В других случаях влия-
ние внешних факторов проявляется как измене-
ние функционального состояния человека без
срыва организма в заболевание или внезапную
смерть [12]. Имеются свидетельства о возможной
биотропной роли инфразвука [13, 14], шуманов-
ских резонансов [15–17], электромагнитных по-
лей крайне низкой частоты [18, 19], вторичной
компоненты космических лучей, галактических и
солнечных [20–23], динамики глобальных тече-
ний океана [24] и др. 

Множество уже выявленных геосферно-био-
сферных связей различного временного масшта-
ба от минут до десятилетий является существенно

Сокращения: ГМП – геомагнитное поле, HR – частота сер-
дечных сокращений (Heart Rate), ЭКГ – электрокардио-
грамма. 
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неполным, что не позволяет в настоящий момент
построить более-менее рабочую феноменологи-
ческую картину. В то же время изучение данной
системы является очень актуальной задачей не
только с точки зрения углубления фундаменталь-
ных представлений об окружающей среде, но и
для решения прикладных задач защиты здоровья
человека: при работе в экстремальных условиях
высоких широт или высокогорья, для оценки со-
стояния операторов процессов непрерывного
цикла, для защиты космонавтов при межпланет-
ных перелетах, для профилактики заболеваемо-
сти и т.д. 

Существует мнение, что при решении данной
научной проблемы единственно надежными и
информативными являются результаты лабора-
торных экспериментов, поскольку только в них
можно контролируемо изучать возможные био-
химические и биофизические механизмы, лежа-
щие в основе формирования биологического
ответа на действие природных факторов низкой
интенсивности. Такой подход действительно
позволил экспериментально доказать принципи-
альную возможность влияния крайне слабых маг-
нитных полей, близкиx к природным, на живые
организмы [25–29], отдельные органы и биологи-
ческие ткани [30–32] или даже биомолекулы [33].
С другой стороны, достигнуть в лабораторном
эксперименте точного воспроизведения наблю-
даемых гелиобиологических эффектов пока не
удается, возможно еще и потому, что, как сказано
выше, мы пока не имеем четкого и эксперимен-
тально обоснованного представления о том, ка-
кое именно сочетание внешних факторов и с ка-
кими характеристиками обеспечивает наблюдае-
мые в природе эффекты. 

Поэтому проведение длительных натурных
наблюдений с последующим анализом возмож-
ного вклада различных внешних факторов, от
уровня солнечной активности до интенсивности
нейтронных потоков в приземном слое, остается
важным методом изучения солнечно-биосфер-
ных связей. 

Одним из традиционных подходов в этом на-
правлении является анализ сходства частотно-
амплитудных параметров биологической и гелио-
геофизической ритмики на разных временных
масштабах, от десятилетий до суток [8–10, 25, 26,
34–36]. Этот подход в свое время позволил вы-
явить более сложные формы реакции биосферы
на действие факторов космической погоды, чем
простая формула «действие−эффект», а именно,
амплитудную и частотную модуляцию ритмиче-
ских биологических процессов гелио- и геофизи-
ческими ритмами, т.е. их синхронизацию.

В последние два десятилетия данный подход
был применен в значительно более высокоча-
стотном, а именно, в герцовом диапазоне, вклю-
чающем частоты первых мод шумановских резо-
нансов (8–14 Гц) и геомагнитных пульсаций РС1
(Pulsation Continuous, 0.5–2.0 Гц) [13, 15, 17, 37–
41]. В частности, было обнаружено сопряжение
активности мозговых процессов и интенсивности
основной моды шумановского резонанса (8 Гц)
[38, 41], а также колебаний параметров сердечно-
го ритма у здоровых людей и частоты основной
моды внешнего электромагнитного фона в диа-
пазоне частот от 0.8 до 2.5 Гц [17]. Однако, к со-
жалению, эти исследования эффекта синхрони-
зации в герцовом диапазоне не получили
дальнейшего развития в плане детализации фено-
менологии эффекта: стабильности воспроизведе-
ния, возможной зависимости от времени суток,
уровня геомагнитной активности, фазы солнеч-
ного цикла, анамнестических данных испытуе-
мых, а также множества других параметров, о ко-
торых известно, что они влияют на степень выра-
женности гелиобиологических эффектов [21, 42–
44]. 

Ранее нами было обнаружено [45], что при со-
поставлении временных рядов значений частоты
сердечных сокращений (Heart Rate, HR) и син-
хронных им рядов вариаций X- и Z-компонент
вектора ГМП, примерно в 60% экспериментов
наблюдается статистически значимая корреля-
ция (p < 0.05) между значениями биологического
ряда и хотя бы одного из геофизических. Спек-
тральный анализ данных рядов (Фурье, вейвлет,
периодограммный) показывал, что спектры ря-
дов HR различаются в разных экспериментах, од-
нако в значительном числе случаев они оказыва-
ются очень близкими к спектрам синхронных им
рядов вариаций вектора ГМП, причем не только
по представленным основным частотам, но и по
фазам колебаний.

Этот эффект наблюдался как в продольном
эксперименте (серии из 30 последовательных
экспериментов, проведенных на одном и том же
волонтере в Москве (Россия)), так и в попереч-
ном, т.е. при измерениях в группе из 27 здоровых
волонтеров [45]. Он был обнаружен в условиях
различных широт (Архангельск, Сыктывкар,
Москва, Крым, София) [37, 46–48], а также в спо-
койных геомагнитных условиях и во время маг-
нитных бурь различной интенсивности [47]. 

Таким образом, использованный нами метод
полутора-двухчасового мониторинга электрокар-
диограммы (ЭКГ) человека в покое, неинвазив-
ный и достаточно малозатратный, позволил про-
водить многократные измерения в различной
геофизической обстановке у испытуемых различ-
ного возраста и состояния здоровья. За счет своей
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простоты он позволяет набирать со временем
практически неограниченные базы результатов
измерений и на их основе постепенно выявлять
различные феноменологические особенности
эффекта биогеосинхронизации в диапазоне пе-
риодов 3−40 мин, а также в будущем адаптировать
его на другие диапазоны частот. С другой сторо-
ны, этот метод дает возможность проверки раз-
личных гипотез о возможной природе физиоло-
гического механизма (или механизмов), обуслов-
ливающего формирование реакции организма на
действие ритмического внешнего фактора и под-
стройку частоты физиологического процесса
(процессов) под внешний ритмодатчик. 

Однако для дальнейшего поиска возможных
биофизических механизмов необходимо было
понять, проявляется ли наблюдаемый нами эф-
фект биогеосинхронизации в диапазоне 3−40 мин
в равной мере на всех частотах данного диапазона
или существуют выделенные частоты? Целью
данной работы стало получение ответа на данный
вопрос.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Чтобы максимально исключить погрешности,

вносимые в эксперимент индивидуальной вариа-
бельностью эффекта магниточувствительности,
отмечаемой многими авторами [17, 39, 40, 45], на-
ми был выбран дизайн эксперимента с длитель-
ными многолетними наблюдениями трех практи-
чески здоровых женщин, постоянных жителей
средних широт России. Измерения проводились
всеми волонтерами на протяжении 2012–2023 гг.
в разных географических локациях (Ленинград-
ская обл., Московская обл., София (Болгария)). 

Для регистрации ЭКГ-сигнала и его обработки
использовали технические и программные сред-
ства, разработанные ООО «Медицинские ком-
пьютерные системы» (Зеленоград, Россия): вы-
носной блок для регистрации ЭКГ-сигнала
«KARDI-2» и пакет прикладных программ «Car-
diVar». Регистрацию ЭКГ-сигнала в четырех отве-
дениях проводили в положении лежа, в состоя-
нии бодрствования после 10-минутной адапта-
ции. Полученные временные ряды RR-
интервалов были преобразованы во временные

ряды ежеминутных значений HR длительностью
D = 100–120 точек (мин) каждый. 

Возраст волонтеров на момент начала прове-
дения наблюдений и количество регистраций,
проведенных каждым из них, указаны в табл. 1.
Согласно данным медицинских осмотров, волон-
теры не имели хронических заболеваний, в том
числе заболеваний сердечно-сосудистой систе-
мы, а также вредных привычек. 

В качестве геофизических показателей были
выбраны одноминутные значения горизонтальных
компонент X и Y вектора ГМП по данным геомаг-
нитных станций, расположенных на наименьшем
расстоянии от каждого из пунктов проведения из-
мерений. Для Московской области (55°45′ N/
37°36′ E) были использованы данные геофизиче-
ской станции Борок (BOXX, 58.070 N, 38.230 E),
для Ленинградской области (59°57′ N/30°19′ E) −
станции Нурмиярви (NUR, 60.500 N, 24.600 E), для
Софии (42°40′ N/23°20′ E) – станции Панагюриш-
те (PAG, 42.50 N, 24.20 E). Данные были получены
из сети INTERMAGNET (International Real-time
Magnetic Observatory Network, (https://intermag-
net.org/).

Нами были выбраны для сравнения значения
вариаций именно горизонтальных компонент
вектора ГМП, поскольку они слабо изменяются с
увеличением расстояния до точки измерения, что
было отдельно проверено [46]. В отличие от них
ежеминутные вариации вертикальной составля-
ющей (Z) в значительной степени зависят от под-
стилающей поверхности в точке проведения из-
мерений. Следовательно, при достаточно значи-
тельном расстоянии от места проведения
биологических измерений до геофизической
станции (какие имели место в некоторых экспе-
риментах данного исследования) использование
данных по динамике Z-компоненты и, как след-
ствие, полному вектору ГМП, является, на наш
взгляд, неправомерным. В то же время ранее в ра-
ботах, где точки проведения биологических на-
блюдений находились в непосредственной бли-
зости от геомагнитных станций, были включены
в рассмотрение вариации и вертикальной компо-
ненты вектора ГМП, и полного вектора [37, 45].

Таблица 1. Возраст волонтеров и количество проведенных ими регистраций

Волонтер Возраст N Qx > 0.4, % Qy > 0.4, % Qx или Qy > 0.4, %

A 55 328 41 43 58

B 45 113 42 38 59

C 30 67 33 45 57
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Алгоритм анализа данных. Расчеты проводили в
программной среде MATLAB R2018 посредством
встроенных функций и специально разработан-
ных приложений.

Для исключения линейных трендов и низко-
частотных колебаний каждый исследуемый отре-
зок ряда на предварительном этапе был отфиль-
трован посредством полосового фильтра с окном
Блэкмана–Харриса и со значениями нижней и
верхней частот среза соответственно Fl = 0.02–
0.08 и Fr = 0.9995 от частоты Найквиста. Критери-
ем выбора нижней границы фильтра Fl в каждом
конкретном случае было требование, чтобы мак-
симальные амплитуды частот в диапазонах 5–20 и
20–40 мин были примерно одинаковыми. 

Алгоритм анализа, основанный на сочетании
методов кросс-корреляционного и вейвлет-ана-
лиза, подробно описан в работе [47]. 

Для каждого эксперимента i = 1, ..., N, ряды зна-
чений HR, а также X- и Y-компонент ГМП были 
преобразованы согласно следующему алгоритму. 

1. Вычислены матрицы вейвлет-коэффициен-
тов W(h)i, W(x)i, W(y)i, отражающих значения
спектральной плотности, размером W (50 × Di
значений), где 50 – количество тестируемых пе-
риодов в диапазоне от 1 до 50 мин, Di – длитель-
ность i-го эксперимента в минутах (рис. 1в,г). Бы-
ла использована комплексная функция вейвлет-
преобразования Морле:

2. Для полученных матриц вычисляли среднее
значение спектральной плотности представлен-
ных периодов (посредством усреднения значений
по каждой строке 1, ..., 50). В результате были по-
лучены векторы [h]i, [x]i, [y]i размерности 1×50
(рис. 1д,е), отражающие интенсивность каждого
из периодов соответственно в рядах HR, X и Y i-го
эксперимента.

3. В качестве численного показателя, характе-
ризующего степень сходства/различия набора пе-
риодов, представленных в вейвлет-спектрах для
пары рядов HR–Y, было использовано скалярное
произведение векторов [h]i и [y]i, нормированное
на их длину: Qyi = (hi,yi)/|hi| × |yi|. 

Вычисление величины Qy было выполнено в
пространстве размерности не 50 (полная размер-
ность векторов [h] и [y]), а в пространстве размер-
ности m = 32 (для номеров строк  j = 16, ..., 47), что
соответствует диапазону периодов T = 7,  ...,
40 мин. Такое исключение самых малых
(Т = 3, ...,  6.7 мин) и самых больших периодов
(Т = 40, ..., 50 мин) при вычислении параметра Q

 ϕ = π − π  

21( ) exp 2 .tt j Ct
BB

было сделано, потому что в этих диапазонах на-
блюдается снижение мощности спектра незави-
симо от установленных границ полосового филь-
тра. Поэтому их включение в расчет величины Q
приводило бы к снижению чувствительности
данного численного показателя к совпаде-
нию/несовпадению положения пиков внутри
диапазона 7–40 мин. Полностью аналогичным
образом был вычислен параметр Qx сходства вей-
влет-спектров W(HR) и W(X).

По математическому смыслу значение пара-
метра Qy эквивалентно косинусу угла между век-
торами [h] и [y] или коэффициенту корреляции
между ними. Однако соседние значения этих век-
торов не являются независимыми, потому к ним
не применимы стандартные алгоритмы оценки
уровня статистической значимости. Поэтому гра-
ница значений параметров Qx  и Qy, при которых
два вектора считались «сонаправленными», а со-
ответствующие им спектры – сходными, была
выбрана эмпирически на уровне Q ≥ 0.4.

4. Из полученных массивов значений векторов
[h]i, i = 1, ..., N была сформирована матрица ре-
зультатов G(HR) размером 50×N, где каждая i-я
строка – вектор значений [h]i i-го эксперимента,
а каждый j-й столбец – последовательность ам-
плитуд периода с номером j по всем N экспери-
ментам. Аналогичные матрицы G(X) и G(Y) были
сформированы из векторов [x]i и [y]i (i = 1, ..., N)
соответственно. 

Для каждого j (j = 1, ..., 50) вычисляем коэффи-
циенты корреляции Спирмена Rs(j) между i-ми
(i = 1, ..., N) значениями в столбцах с номером j в
матрицах G(HR) и G(X). Данный коэффициент
корреляции показывает, в какой мере периоды
одной величины появляются синхронно во вре-
менных рядах HR и каждого из компонент векто-
ра ГМП.

Поскольку между последовательными экспе-
риментами проходило не менее часа, можно счи-
тать каждый случай записи ЭКГ независимым от
соседних. Следовательно, для оценки синхрон-
ности появления определенного периода в после-
довательности экспериментов в данном случае
допустимо использовать традиционный крите-
рий оценки уровня статистической значимости
коэффициента корреляции с уровнем p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В табл. 1 приведены значения возраста волон-

теров на момент начала измерений, число выпол-
ненных записей сердечного ритма, а также отно-
сительного числа случаев наблюдений для каждо-
го из волонтеров, в которых вейвлет-спектры
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ряда HR оказались близки к спектрам рядов век-
торов X и Y ГМП при пороговом значении
Qf = 0.4.

Согласно критерию χ-квадрат, проценты слу-
чаев синхронности по каждой из компонент ГМП

не имеют статистически значимых отличий меж-
ду волонтерами.

Количество данных наблюдений для волонте-
ров А и Б позволяет разделить их эксперимен-
тальные выборки на несколько частей и оценить

Рис. 1. Пример преобразования временного ряда HR и соответствующей ему компоненты ГМП X: (а) – наложенные
исходные временные ряды HR волонтера Б и ГМП X по станции Борок (BOXX); (б) – ряды из рис. 1а после
применения полосового частотного фильтра; (в) – вейвлет-спектр ряда HR; (г) – вейвлет-спектр ряда BOXX; (д) –
вектор [h]; (е) – вектор [x]. Эксперимент 11.06.2013 г.
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изменения процента числа случаев со временем.
На рис. 2а показан процент случаев синхронно-
сти для волонтера А в разные интервалы проведе-
ния измерений (4 интервала, 2012–2014 гг.,
2020 г., 2021 г.., 2022 г.), на рис. 2б – аналогичное
распределение для волонтера Б (2 интервала,
2012–2017 гг. и 2023 г.).

Если сравнивать на каждом рисунке столбики
одного цвета, можно увидеть, что для обоих во-
лонтеров наблюдается тенденция возрастания ве-
роятности наблюдения синхронности со време-
нем, как по каждой из компонент ГМП отдельно,
так и по их совокупности (синхронность хотя бы
с одной из компонент ГМП). Однако во всех пар-
ных сравнениях увеличение доли случаев являет-
ся статистически незначимым (p > 0.05). 

Анализ периодов. Для каждого волонтера были
сформированы матрицы коэффициентов G(HR),
G(X), G(Y) размерами 50×N, содержащих величи-
ны амплитуд периодов в рядах HR, X и Y по пол-
ной выборке экспериментов (N = 328 для волон-
тера А, N = 113 для волонтера Б и N = 67 для во-
лонтера С). Значение коэффициента корреляции
между столбцами с одинаковыми номерами в па-
рах матриц G(HR) – G(X) (аналогично G(HR) –
G(Y)) показывает вероятность одновременного
присутствия периода с данным номером в рядах
HR и X (HR и Y).

На рис. 3а–в показаны результаты корреляци-
онного анализа матриц G(HR) – G(X) (синяя ли-
ния) и G(HR)–G(Y) (зеленая линия) в выборках
результатов волонтеров А (рис. 3а), Б (рис. 3б) и С
(рис. 3в). Красный пунктир указывает уровень
статистической значимости p = 0.05 с учетом раз-
мера каждой конкретной экспериментальной вы-
борки.

Из сравнения рисунков 3а–в можно видеть,
что устойчиво выше 5%-го уровня статистиче-
ской значимости во всех трех случаях наблюдают-

Рис. 2. Процентная доля статистически значимых случаев сходства спектров временных рядов HR и синхронных им
рядов вариаций компонент X и Y вектора ГМП в различные интервалы времени наблюдений: (а) – для волонтера А,
(б) – для волонтера Б.

Рис. 3. Коэффициенты корреляции Rs между значе-
ниями амплитуд одинаковых по величине периодов  в
полных экспериментальных выборках: (а) – для
волонтера А, (б) – для волонтера Б, (в) – для волонте-
ра С. Пояснения в тексте.
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ся периоды нескольких, довольно узких субдиа-
пазонов: 

1) 8.3–13.0 мин (максимум – 10.3 мин); в слу-
чае волонтеров А и С он проявляется для обеих
компонент вектора ГМП, в случае волонтера Б –
для X-компоненты; 

2) группа периодов в диапазоне 25–40 мин;
для волонтеров А и Б – по обеим компонентам
вектора ГМП, в случае волонтера С – по Y-ком-
поненте;

3) период 3–5 мин присутствуют на всех трех
распределениях, однако его статистическая зна-

чимость во всех случаях лишь незначительно пре-
вышает порог p = 0.05. Есть вероятность, что не-
высокая значимость обусловлена отчасти сниже-
нием усредненной спектральной мощности как
для биологического, так и для геофизического
ряда в этом диапазоне (3–7 мин);

4) также для волонтеров Б и С наблюдается
статистически значимый период 15.3–18.2 мин.
На рис. 3а у него нет точных аналогов, присут-
ствует только небольшой пик, соответствующий
22 мин.

Чтобы уточнить степень устойчивости наблю-
даемых периодов, разобьем множество экспери-
ментов волонтера А на 3 непересекающихся рав-
ных отрезка общей выборки (рис. 4). 

В целом статистически значимые периоды на-
блюдаются во всех трех выборках и примерно в
одних и тех же диапазонах, совпадающих с мак-
симумами на рис. 3. При этом наиболее устойчи-
вым, присутствующим на всех трех отрезках, яв-
ляется период в районе 10 мин, хотя границы не-
сколько различаются на разных рисунках.
Периоды в 30–40 мин оказываются статистиче-
ски значимыми в двух выборках (рис. 4а,в).
Остальные диапазоны сильно варьируют. 

ОБСУЖДЕНИЕ И ВЫВОДЫ
Избранный нами в данном исследовании ди-

зайн длительных многократных наблюдений на
примере ограниченного числа волонтеров обла-
дает рядом достоинств и недостатков. К достоин-
ствам можно отнести, в первую очередь, возмож-
ность изучить особенности проявления эффекта
синхронизации, исключив фактор межиндивиду-
альных различий магниточувствительности у раз-
ных людей. Кроме того, нам удалось эксперимен-
тально обосновать отдельные методические мо-
менты проведения таких наблюдений, например,
показать, что длительность каждого измерения в
диапазоне 100–120 мин является оптимальной с
точки зрения баланса точности выявляемых пе-
риодов и накапливаемой усталости испытуемого.
Также выбранное нами положение испытуемого
в процессе проведения измерений (состояние по-
коя, но не сна) обеспечивает, на наш взгляд, наи-
лучшее устранение возможных внешних и внут-
ренних неконтролируемых помех по сравнению с
другими возможными способами измерений, та-
ких как длительный мониторинг в процессе по-
вседневной жизни и измерения во сне. 

К недостаткам метода следует отнести, во-пер-
вых, ограниченность по времени каждого измере-
ния (не более 120 мин, поскольку далее непо-
движное положение испытуемого приводит к по-
степенному возрастанию у него уровня стресса),
что не позволяет в будущем расширить анализи-

Рис. 4. Коэффициенты корреляции Rs между значе-
ниями амплитуд одинаковых по величине периодов в
трех последовательных непересекающихся экспери-
ментальных выборках для волонтера А.
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руемый диапазон в сторону более низких частот,
во-вторых – отсутствие достаточных оснований
для автоматического распространения получен-
ных результатов на других лиц, не принимавших
участия в эксперименте. Для верификации ре-
зультатов необходимо большее число испытуе-
мых разного возраста, пола и медицинского ста-
туса.

Полученные нами зависимости степени выра-
женности эффекта от возраста волонтеров указы-
вают на то, что в нашем случае она проявляется
крайне слабо: несмотря на большие размеры ин-
дивидуальных экспериментальных выборок, мы
получили статистически неразличимые уровни
выраженности эффекта у трех волонтеров, а так-
же у волонтеров А и Б в разные интервалы време-
ни наблюдений. 

Мы получили результат, указывающий, что не
все периоды из исследованного частотного диа-
пазона в равной степени вовлечены в процесс
подстройки ритма сердца под ритм колебаний
вектора ГМП. У всех троих волонтеров наиболее
воспроизводимо синхронизация проявляется в
диапазоне периодов колебаний 8–13 мин (с мак-
симумом для периода, близкого к 10 мин). Коле-
бания данной частоты присутствуют в сердечном
ритме именно в тех сериях наблюдений, когда
данный период наблюдается в спектре компонент
ГМП.

Полученные нами результаты укладываются в
следующую гипотетическую схему развития про-
цесса синхронизации: 

а) в спектре ГМП возникают устойчивые коле-
бания с периодом, близким к 10 мин (из диапазо-
на 8–13 мин); 

б) эти колебания провоцируют в организме че-
ловека «захват ритма» и, возможно, увеличение
амплитуды колебаний некоторого физиологиче-
ского процесса (например, нейромедиаторный,
электролитный, гуморальный или иной приро-
ды), который имеет период собственных колеба-
ний в этом диапазоне и который (в свою очередь)
может влиять на сердечную ритмику; 

с) данный физиологический процесс начинает
оказывать больший вклад в формирование сер-
дечной ритмики, в результате чего период коле-
баний около 10 мин проявляется и в спектре сер-
дечного ритма.

Ранее мы предположили, что наблюдаемое
сходство спектров сердечного ритма и вариаций
вектора ГМП в диапазоне периодов 3–40 мин мо-
жет быть просто следствием существования син-
хронизации в динамике более высокочастотных
процессов (с характерными частотами порядка
1 Гц), о которых сообщалось в работах [17, 38–40].
В пользу этого предположения говорит, во-пер-

вых, то, что именно в этом диапазоне (ежесекунд-
ные значения бит-ту-бит с максимально допусти-
мым сдвигом на 50 с) находили синхронизацию
сердечного ритма и ГМП [39]. Во-вторых, это
косвенно подтверждается результатами работы
[37], где чем более сдвигали левую границу филь-
тра в сторону высоких частот, исключая из вре-
менных рядов низкочастотные компоненты
спектра, тем для большего количества испытуе-
мых обнаруживалась корреляция параметров
ВСР с вариациями вектора ГМП. Все вместе эти
факты говорят о целесообразности в дальнейшем
увеличения частоты дискретизации данных в на-
ших экспериментах и сдвиге границ исследуемо-
го диапазона в сторону более коротких периодов.

В то же время существование выделенных
устойчивых периодов, для которых эффект син-
хронизации выражен в большей степени, чем для
соседних, противоречит этому предположению и
скорее указывает на существование некоторого
самостоятельного процесса, имеющего характер-
ную частоту (или частоты) в данных субдиапа-
зонах.

Из литературы известно, что довольно часто
резонансные колебания геомагнитных пульсаций
Рс5 регистрируются на устойчивых дискретных
частотах: 1.3 мГц (12.8 мин), 1.9 мГц (8.7 мин),
2.6 мГц (6.4 мин) и 3.4 мГц (4.9 мин) (см., напри-
мер, работы [49, 50]). Необходимо отметить, что
первые два из указанных значений близки к гра-
ницам диапазона 1, наблюдаемого нами в колеба-
ниях показателя HR (рис. 3), а последний из пере-
численных − к значению диапазона 3. 

С другой стороны, физиологические процес-
сы, обусловливающие синхронизацию, могут
быть связаны с вегетативной и центральной нерв-
ной системой, деятельностью баро- и хеморецеп-
торов, дыхательной и эндокринной регуляцией
[51]. Известно, что барорефлекс и прямое взаимо-
действие парасимпатической и симпатической
систем регуляции определяют пропорции низко-
частотных и высокочастотных составляющих в
спектре колебаний ВСР [52]. Включенность ме-
ханизма барорефлекса в формирование биологи-
ческого ответа на действие вариаций ГМП обсуж-
дается в работах [37, 53]. 

Дыхательные ритмы человека в покое [54, 55]
содержат периоды 1, 2.5, 4, 10, 20, 40 мин и 2.5 ч. В
спектрах ежеминутных значений стабильных ме-
таболитов оксида азота NOx наблюдались перио-
ды 7, 13 и 25–30 мин, и они были близки как к пе-
риодам сердечного ритма, так и к периодам спек-
тров синхронных им вариаций вектора ГМП [48].

Все перечисленные процессы могут быть по-
тенциальными участниками формирования фи-
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зиологического ответа на вариации ГМП, что
требует дальнейшего исследования. 

Изучение феноменологии эффекта синхрони-
зации (зависимость от состояния окружающей
среды, анамнестических данных и текущего
функционального состояния человека) актуально
не только с фундаментальной биофизической
точки зрения, но и с медицинской. В данном ис-
следовании принимали участие здоровые люди,
организм которых обладает хорошими адаптаци-
онными резервами, и реакция на вариации векто-
ра ГМП не выводило их сердечный ритм за преде-
лы физиологической нормы. Однако для лиц с
некоторыми нарушениями сердечно-сосудистой
системы, такими, как нестабильность функции
синусового узла, наличие внешнего фактора,
влияющего на генерацию сердечного импульса,
может представлять опасность. Такой внешний
фактор потенциально может увеличивать риск
возникновения миграции сердечного водителя
ритма, эпизодов нарушений ритма по типу экс-
трасистолии, особенно политопной (из несколь-
ких отделов миокарда), пароксизмальной тахи-
кардии и иных состояний, которые могут суще-
ственно повлиять на сократительную функцию
сердечной мышцы. У лиц с длительным стажем
сердечных заболеваний (артериальная гипертен-
зия, ишемическая болезнь сердца, сердечная не-
достаточность) значительные вариации вектора
ГМП могут оказаться причиной для возникнове-
ния таких угрожающих жизни состояний как
фибрилляция и трепетание отделов сердца. 
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 The Effect of Synchronizing the Human Heart Rhythm with Geomagnetic Field 
Variations: Are There Distinguished Frequencies?

 T.A. Zenchenko*, **, N.I. Khorseva***, and A.A. Stankevich*

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

**Institute of Space Research, Russian Academy of Sciences, Profsoyuznaya ul. 84/32, Moscow, 117997 Russia

***N.M. Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia 

Ongoing research continues to explore the phenomenology of the effect of synchronization between oscilla-
tions of a human resting heart rate and variations of the geomagnetic field in the period range 3–40 minutes.
A total of 508 experiments have been conducted for the period 2012–2023 (each experiment lasted 100–
120 minutes) to monitor the minute indicators of heart rate for three healthy women (55, 45, and 30 years
old). 328, 113, and 67 measurements were made, respectively. The results indicate that, for each of these three
volunteers, approximately 60% of the experiments yielded a wavelet spectrum of heart rate values that closely
resembled the spectrum of synchronous variations of at least one of the horizontal components of the geo-
magnetic field (X or Y).  Additionally, within the investigated frequency range of 3–40 minutes, three sub-
bands were identified and in these sub-bands, the degree of synchrony of oscillations was maximal: 3.5 min-
utes, 10–12 minutes and 33–36 minutes. It can be concluded that the effect of biogeosynchronization is not
uniformly implemented over the entire range from 3 to 40 minutes, but it is mainly evident in these sub-bands.

Keywords: solar-biosphere connections, biorhythmology, rhythm synchronization, geomagnetic field variations,
magnetic sensitivity, heart rate
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Приведен перечень обзоров автора и дано их краткое изложение. В них показано влияние биофизи-
ки на развитие наук о жизни. Биофизика, как системная наука, широко использует методы матема-
тического моделирования. Результаты моделирования важны как для теоретического развития био-
логии, так и развития прикладных наук — биомедицины, геронтологии, биобезопасности и робото-
техники. 

Ключевые слова: биофизика; парадоксы определения живой материи, медицинской нормы, динамической
устойчивости жизнедеятельности, нейродегенеративных заболеваний.
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Единственный способ определить границы возможного – выйти за эти границы.
Артур Кларк (1917–2008),

писатель-фантаст и футуролог

За последние годы, в связи с успехами генети-
ки, протеомики и метаболики, роль биофизики в
современных науках о жизни претерпела суще-
ственные изменения. Цель данной статьи – обо-
значить эти изменения как в теоретическом, так и
в прикладном аспектах, и дать перечень обзорных
работ, в которых подробнее рассмотрен совре-
менный вклад биофизики в развитие прикладных
наук о жизни.

РОЛЬ БИОФИЗИКИ В ТЕОРЕТИЧЕСКОМ 
РАЗВИТИИ НАУК О ЖИЗНИ

По многочисленным ссылкам на статью «XXI
век: что такое жизнь с позиции физики» [1], кото-
рая была опубликована мною почти 15 лет назад,
становится очевидным, что эта тема не потеряла
своей актуальности. Главная идея той работы за-
ключалась в том, что какой бы отдельный при-
знак, используемый для описания живых систем
мы ни взяли, – неизбежно найдем его в системах,
которые принято считать неживыми. Ниже при-
ведена табл. 1 из той работы. 

Все попытки исследователей найти какой-ли-
бо один абсолютный, характерный признак жи-
вого к успеху не привели [2, 3]. Почему это про-
изошло? На этот вопрос дан ответ в работах [4, 5].

В живых системах не обнаруживается никаких
свойств, которыми не обладали бы неживые объ-
екты. Задача определения жизни и механизма ее
возникновения с точки зрения физики является
некорректной обратной задачей, поэтому она раз-
решима только в терминах вероятности или дого-
воренности между исследователями. Биофизика
требует фактов и основана на операционном ме-
тоде. Наше желание дать точное определение
жизни и живого — это не более чем «игра ума» с
сильным антропоцентрическим акцентом. Отсю-
да и возникает множество определений живой
материи.  Так было и так будет, пока человечество
не столкнется с другими вариантами «развитой
жизни» на другой физической основе, если эти
варианты действительно существуют не только в
умах фантастов, но и в реальности. 

На вопросы, поставленные в работе [1], мне
удалось ответить в ряде публикаций [6–13]. Но
по-прежнему нет ответа на главный вопрос: «Чем
отличается живое от неживого?». 

Более 45 лет назад мы написали книгу «Мате-
матическая биофизика клетки» [14], в которой из-
ложили описание жизнедеятельности клетки на
трех разных математических языках: биохимиче-
ском языке, на физическом языке автоволновых
процессов и на языке геометрии – стереологии,

УДК 577.3
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Таблица 1. Признаки живой и неживой материи

№ Признаки живой материи Признаки неживой материи

1 Живые организмы 
характеризуются упорядоченной 
иерархической структурой 

Все объекты неживой природа отвечают этому же условию и 
устроены по иерархическому принципу: элементарные частицы → 
атомы → молекулы → макромолекулы и т.д.

2 Живые организмы являются 
открытыми системами и 
получают энергию из окружающей 
среды, используя ее для 
поддержания своей высокой 
упорядоченности

Смерчи, тайфуны, ветер, молнии черпают энергию Солнца; 
вулканы, землетрясения, подвижка материков черпают энергию из 
недр Земли. Таким образом, открытость живых систем — не 
специфический признак живого

3 Способность реагировать на 
внешнее воздействие (рецепция) — 
универсальное свойство всех 
живых систем

Намагничивание, электризация, свечение, поляризация, 
деформация, инерция, перемещение, разрушение и т.д. — это также 
ответы неживых объектов на внешние воздействия 

4 Способность запоминать 
информацию о предыдущих 
состояниях и адаптироваться к 
изменению внешних условий

Ответная реакция объектов неживой природы обычно также 
направлена на “нейтрализацию” внешнего воздействия. Ответная 
реакция неживого объекта — это стремление сохранить свое 
исходное состояние (принцип Ле-Шателье, принцип Ленца, 
инерция Ньютона). Существуют проявления в неживых объектах и 
элементов памяти, например, магнитный гистерезис 

5 Живые организмы изменяются и 
усложняются

Объекты в астрофизике (образование газо-пылевых облаков → 
туманностей → галактик), в геофизике (образование горячего ядра 
планет → сравнительно холодной мантии поверхности планет → 
тектонических плит → материков и океанов), в химии 
(преобразование субстратов в продукты) также демонстрируют 
эволюционное изменение и усложнение

6 Все живое размножается Коацерватные капли органических веществ могут расти и делиться. 
Из растворов солей растут кристаллы. Кусочек, отломившийся от 
растущего кристалла, становится зародышем для роста подобного 
кристалла. Черные курильщики и белые столбы на дне океана также 
размножаются

7 Живое способно к саморегуляции и 
регенерации повреждений

Устойчивые вихри, торнадо, ячейки Релея−Бенара — 
саморегулирующиеся системы. Ледяная сосулька после разрушения 
восстанавливается снова. Кристаллы способны к регенерации 
дефектов (дислокаций). Следовательно, сам факт саморегуляции и 
регенерации не может служить отличием живого от неживого

8 Живые объекты осуществляют 
обмен веществ с окружающей 
средой с целью размножения и 
экспансии

Все реакции окисления обладают этим свойством, например, 
горение. Преобразование энергии — это свойство всей природы, а не 
специфическое свойство живых систем

9 Живые объекты обладают 
направленной подвижностью

Этим свойством обладают ферромагнитные частицы в магнитном 
поле, ионы в электрическом поле, броуновские частицы в тепловом 
поле, частицы, имеющие массу, в гравитационном поле и т.д.

10 Живым объектам свойственна 
неравновесность состояния

Дожди, снегопады, лавины, водопады и т.п. — это все также 
неравновесные состояния
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Таблица 2. Высказывания классиков о системном подходе

Автор Цитата Источник

Иоганн Вольфганг фон 
Гёте (1749–1832), 
немецкий поэт и 
ученый-энциклопедист

«Гармония целого делает каждое живое существо тем, что оно есть; и 
человек является человеком как в силу формы и характера своей 
верхней челюсти, так и в силу формы и характера маленького пальца 
на ноге. Всякое создание − только тон и оттенок единой великой 
гармонии, которую следует изучать как нечто целое; в противном 
случае любая деталь становится мертвой буквой»

[15]

Джеффри Викерс (1894–
1982), английский 
писатель и пропагандист 
системного подхода в 
изучении простых и 
сложных систем в 
природе и обществе

«Мы привыкли считать вещи существующими независимо от их 
функций: автомобиль остается автомобилем и в гараже, и в пути. Это 
неверно. Автомобиль, как и атом, может быть описан только в 
категориях действия, и это в равной степени справедливо для 
организма или организации. Мы должны задавать вопрос: «Как 
сохраняется данное единство?» Любое целое есть не механическая 
сумма отдельных частей, а совокупность различного рода 
деятельностей, поэтому представляет собой — в той или иной мере — 
часть более крупного целого»

[16]

Эрвин Чаргафф (1905–
2002), американский 
биохимик

«Понятно, что размышлять о природе вообще или даже о живой 
природе вообще — не занятие для ученого. Это дело поэта, философа, 
пророка. Должно быть разделение труда. Но излишняя дробность 
представления о природе зачастую приводит к его полному 
исчезновению, делает мир похожим на Шалтая-Болтая, которого не 
удалось собрать. Такой мир может стать непознаваемым по мере того, 
как от него будут отламывать — «для более тщательного изучения» – 
кусочки все мельче и мельче. Не имея крепкого стержня, мы 
кидаемся в крайности. И чудесный, красочный ковер распускается 
по ниточкам; одну за другой нити вытаскивают, разрывают, изучают; 
в конце концов, узор забывается, и восстановить его невозможно»

[17]

описывающей трехмерное наполнение внутрен-
него объема живых систем разнообразными трех-
мерными структурами на водной основе, работаю-
щими на основе законов классической механики.
При этом наглядно продемонстрировали, что каж-
дый из этих языков описания процессов высвечи-
вает лишь определенную сторону жизнедеятель-
ности клетки. Однако описание работы внутри
клетки в единое целое удалось объединить лишь
частично. 

Это подтвердило догадку исследователей XIX
и ХХ веков, что гармония целого наблюдается
только в целом. В качестве примера приведем три
цитаты разных периодов развития системной на-
уки (табл. 2).

Следовательно, понять работу живой системы
(с учетом современных данных) можно лишь в
терминах динамики внутри цикла (рис. 1), а
любая макросистема как целое есть не просто

Рис. 1. Циклическая система формирования
клеток живого организма в онтогенезе.
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механическая сумма отдельных частей, а сово-
купность различного рода деятельностей, и пред-
ставляет собой часть еще более крупного целого. 

Как объединить в имитационной модели раз-
личные уровни, чтобы понять их совместное
функционирование? Пока ответ на этот вопрос
для живых систем остается частично открытым.
Намечены лишь два пути решения этой про-
блемы.

Возможно, дальнейшее развитие теории струн
[18] или кросс-диффузионных взаимодействий ав-
товолн с подвижностью (с адвекцией) [19, 20] поз-
волит решить эту задачу в общем виде. Желательно
продолжать работать в этих двух направлениях с
надеждой на успех. Оппоненты могут возразить,
что развитие такого обобщенного, системного
подхода – чисто философская метафизическая за-
дача, далекая от практического приложения, и не
стоит на это тратить время. Однако это не так. На
рис. 2 показаны наборы частных биофизических
задач, на которые, в случае успешного их объеди-
нения, можно было бы взглянуть с новой неожи-
данной стороны, поскольку все они имеют прак-
тический выход в разнообразные современные
биофизические технологии. 

Все живое и неживое, окружающее нас, встрое-
но в нашу Вселенную. Физические законы нашей
Вселенной основаны на ее фундаментальных фи-
зических постоянных (гравитационная постоян-
ная, постоянная Планка, скорость света в вакууме,
масса покоя электрона, постоянная Больцмана,
постоянная Авогадро и т.д.). Таких постоянных
более 30. Поскольку все живое возникло, эволю-
ционировало и существует в одной и той же Все-
ленной вместе с неживой природой, то оно не мо-

жет не подчиняться одним и тем же ее законам.
Живое собрано из тех же элементов периодиче-
ской таблицы Д.И. Менделеева, что и неживое.
Отличие живого от неживого состоит только в том,
что живое, сформировавшись из ограниченного
разнообразия элементов таблицы Менделеева, обме-
няло это ограничение на расширение кинетического
использования разнообразия физических законов
Природы. Это позволило живому существенно по-
высить пространственно-временную скорость
адаптации к изменениям внешней среды, управ-
лять скоростью комбинаторных обменных опера-
ций при температурах порядка 300 К между разно-
образием химических образований и, тем самым,
продлить время своего существования [4]. Следо-
вательно, в живом не может существовать какого-
либо одного признака, который не проявил бы се-
бя в неживых системах. Неживое плавно перехо-
дит в живое. Проведение линии раздела живого от
неживого – это семантическая проблема, осно-
ванная на отборе признаков классификации путем
договоренности между исследователями [21].

ПРАКТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ БИОФИЗИКИ 
НА ПРИМЕРЕ РАЗВИТИЯ БИОМЕДИЦИНЫ

Биофизика играет особую роль в развитии
биомедицины. Пример: что есть норма для чело-
века? Обычно норма – это то, что присуще боль-
шинству (более половины) людей без видимых
аномалий, и выглядит она как средний показа-
тель. Однако «усреднение» порождает немало ка-
зусов и проблем. Несмотря на грандиозный успех
в развитии современных методов диагностики и
фармакологии, во многих ситуациях медицину

Рис. 2. Схема внешних воздействий, влияющиx на нарушение устойчивости биосистем, и практический
выход в случае успеха создания общей теории устойчивости живых систем.
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продолжают оценивать не как науку, а как искус-
ство врача.

Во-первых, чрезмерная и неизбежная специа-
лизация врачей противоречит принципу систем-
ного подхода к конкретному пациенту, поэтому
продолжаются споры вокруг необходимости вос-
становления статуса «семейного врача». Однако
появляется финансовая проблема. Платная меди-
цина и страховки полностью не могут решить
проблему «семейного врача». В Интернете можно
найти множество жалоб на различные способы
обирания страдающих недугами пациентов. На-
пример: «лечил ухо, а от применения дорогих ре-
комендованных лекарств получил аллергию, от
которой избавился с большим трудом спустя
много месяцев». 

Во-вторых, врачебные ошибки существовали
и будут существовать во всех странах [22, 23]. Диа-
гностика и методы лечения по-прежнему основы-
ваются на интуиции врача-терапевта, оценивающе-
го симптоматику того или иного заболевания. 

В-третьих, разные фармпрепараты, произво-
димые фирмами во всем мире, обладают наряду
со специфическим воздействием и побочными эф-
фектами и требуют учета индивидуальных особен-
ностей организма. Это не только вина фирм, а еще
и специфика организации сложных биосистем.
Общей теории самоорганизующихся биосистем,
далеких от равновесия, пока еще не существует
[7]. 

В-четвертых, появление парадоксов связано с
самим человеческим организмом. Норма диктует-
ся не только заложенными в прошлом генетиче-
скими различиями (филогенезом) между различ-
ными людьми, но и состоянием и развитием
внешней и внутренней среды их организмов в он-
тогенезе. Особый интерес к вопросу о влиянии
центральной нервной системы (психики) на раз-
личные физиологические и патологические про-
цессы в человеческом организме возник у врачей
и исследователей в начале XX века [24]. Тогда и
появился термин – ятрогенные заболевания (ино-
гда в русском языке используется его написание
как иатрогенные заболевания) от др. греч. ^ατρός –
врач + γενεά – рождение. К ним относятся и та-
кие заболевания, которые вызваны побочным
действием принимаемых лекарств. 

В-пятых, сегодня понятие ятрогенные заболе-
вания требует расширения. Сюда нужно включить
влияние средств массовой информации. По-
скольку как сам врач, так и пациент иногда стано-
вятся жертвой телевизионной рекламы, назойли-
во расхваливающей нечто универсальное, кото-
рое мгновенно спасет больного от недуга,
например, различные БАДы или обработанная
каким-либо способом простая вода (например,
омагниченная). Однако временное улучшение са-
мочувствия от таких квазилекарств – это обыч-
ный эффект плацебо [25]. Тем не менее и эффект

плацебо изучен недостаточно и весьма индиви-
дуален. Порядка 50% пациентов избавляются от
симптомов заболеваний самостоятельно. Спон-
танная ремиссия – это не экзотика, а экспери-
ментальный факт. Статистика еще в начале
XX века способствовала появлению крылатого
выражения: «лечить надо не болезнь, а больного».
Другими словами, надо не только исправлять ра-
боту конкретного органа, но и способствовать ор-
ганизму самому найти динамическое равновесие
с внешней средой и своими органами [26]. 

Проблем, которые требуется решать для здо-
ровья нации, очень много – это качество воздуха,
воды и питания; состояние экологии; озеленение
мегаполисов. Большая плотность населения дает
благодатную почву для пандемий. Рост скоростей
перемещения населения по планете открывает
возможность широкого обмена инфекциями при
недостаточным контроле на границах за состоя-
нием здоровья приезжающих. Наконец, гиподи-
намия и ожирение значительной части населе-
ния, в частности, детей, которые большое время
проводят за компьютерными играми, также су-
щественно понижают продолжительность жизни.
Для решения демографических проблем требует-
ся системный подход, в основе которого лежат не
только финансовые соображения, но и весовые
значения факторов, влияющих на повышение
здоровья населения страны. Сегодня отечествен-
ная медицина медленно, но целенаправленно
приступает к системному решению этих проблем.

Несмотря на пандемии, продолжительность
жизни населения в развитых странах растет. Ре-
зультат этого роста привел к тому, что нейродеге-
неративные заболевания (рассеянный склероз,
болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона и др.)
становятся одной из существенных причин инва-
лидности и смерти. В медицине их часто объеди-
няют единым термином сенильная деменция (от
лат. senilis – «старческий», dementia – «безумие»).
Масштаб возникающих при этом проблем оцени-
вается существенными финансовыми затратами.
Ежегодное содержание одного человека с подоб-
ными заболеваниями (особенно с болезнью
Альцгеймера или рассеянным склерозом), напри-
мер, оценивалось в США в 2018 г. более чем в
30 000 долларов. Если не удастся остановить рост
распространения подобных болезней, то к 2050 г.
приблизительно 135 миллионов человек будут их
носителями. При этом прогнозируемые расходы
на содержание больных во всем мире составят бо-
лее 4 трлн долларов США в год по ценам 2018 г.
[27].

Однако проблема состоит не только в финан-
совых затратах. Трагедия в том, что существенное
ухудшение работы мозга, переходящее в полную
потерю памяти, часто происходит, когда у чело-
века состояние большинства органов находится
близким к возрастной норме. Нейродегенератив-
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ные заболевания – это не болезнь тела. Прежде
всего, это болезнь головного мозга, т.е. потеря за-
болевшим собственного «Я», потеря того, что
определяет его личность. Социальная трагедия
состоит в том, что родственники годами страда-
ют, наблюдая, как близкий и любимый ими чело-
век постепенно деградирует. У него возникает
безразличие к окружающим его людям, он не
узнает даже близких родственников, совершает
алогичные поступки, постепенно теряет дар речи,
медленно приближаясь к смерти. Другими слова-
ми, болезнь одного человека может оказывать су-
щественное психическое влияние на многих дру-
гих окружающих его людей, подрывая тем самым
их здоровье.

Предполагается, что разработка лекарствен-
ного препарата хотя бы для торможения возник-
новения болезни Альцгеймера займет в среднем
13 лет и будет стоить более 5.5 миллиардов долла-
ров США (в ценах 2018 г.). По состоянию на нача-
ло 2018 г. перечислены 112 исследований различ-
ной направленности по выяснению механизмов
возникновения этих болезней [11, 28]. Если бы
удалось к 2025 г. получить какое-либо средство,
которое задержало бы рост числа заболевших хо-
тя бы на 5 лет, то количество людей, страдающих
подобными заболеваниями, уменьшилось бы к
2050 г. в 2 раза [11]. К сожалению, пока такой ре-
зультат недостижим. Причина – недостаток зна-
ний о механизмах возникновения нейродегене-
ративных заболеваний, в частности, болезни
Альцгеймера.

Экспериментальные модели заболевания либо
изучаются на животных, либо в клиниках на уже
пострадавших от заболевания пациентах, когда
заболевание у них проявило себя в полную силу.
С одной стороны, остается открытым вопрос:
можно ли достоверно выяснить механизм возник-
новения нейродегенеративных заболеваний челове-
ка путем моделирования заболевания на мышах и
крысах? С другой стороны, в клиниках, как пра-
вило, сталкиваются с необратимой патологией
мозга у людей. При этом необходимо ретроспек-
тивно, основываясь на симптомах уже присут-
ствующих у пациента, выяснить какие причины
привели к заболеванию. Другими словами, требу-
ется решить некорректную обратную задачу фи-
зики — по следствию определить причины. По-
нятно, что, имея сумму симптомов заболевания,
однозначно определить истинный вклад той или
иной причины в их появление очень сложно. Воз-
никающая неопределенность связана и с тем, что
причины и следствия оказываются смешенными.
Предполагая аддитивность причин заболевания,
один и тот же результат можно получить из набо-
ра разных слагаемых.

По мере усложнения задач современной био-
медицины надежды возлагаются на системные

подходы. Следует учитывать отличия в подходах к
решению задачи по выяснению механизма воз-
никновения нейродегенеративных заболеваний
клиницистами, нейрофизиологами и биофизика-
ми. Нейрофизиолог обычно отвечает на вопрос:
что представляет собою изучаемая система? Кли-
ницист акцентирует внимание на вопросе – как
применить результаты нейрофизиологов на прак-
тике? Биофизик ставит вопросы иначе – как ме-
няется при заболевании динамическая картина
функционирования биосистем на всех иерархи-
ческих уровнях ее организации в пространстве и
во времени? Когда и почему достигается предел
выполнения ее своих функций?

По мере усложнения задач современной био-
медицины особое значение приобретает анализ,
который основан на математическом описании
связей между явлениями и их компьютерным
имитационным моделированием. Это есть до-
полнительный продуктивный путь к достижению
цели, одновременно позволяющей в случае успе-
ха обнаружить весь спектр практических прило-
жений, важных как для биомедицины, так и для
других смежных областей приложения наукоем-
ких технологий, например, для биобезопасности
и геронтологии. Подробнее смотри в работе [11].

О ЗАДАЧАХ, НЕ РЕШЕННЫХ 
БИОФИЗИКАМИ, И ОТСУТСТВИИ 

ИЗМЕРИТЕЛЬНОГО ОБОРУДОВАНИЯ
С ТРЕБУЕМОЙ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬЮ 

Главная причина – недостаточное развитие
биофизического приборостроения. Математиче-
ские имитационные биофизические модели яв-
ляются существенным и важным дополнением к
экспериментам с животными. Достоинствoм ма-
тематического моделирования является вскрытие
неопределенностей и тем самым выбор кратчай-
шего пути к поставленной цели. Но достовер-
ность математических результатов можно прове-
рить, лишь имея набор экспериментального ма-
териала.

Как показали результаты математического мо-
делирования на уровне подсистем в триаде отоб-
ражения {внешняя среда → мозг → органы тела},
именно среднее звено – мозг – является главным
звеном, управляющим устойчивостью автоволно-
вых взаимодействий внутри организма в целом [11]. 

Кора мозга в циклическом взаимодействии с
телом через подкорковые структуры управляет
частотой работы сердца, частотой дыхания и дру-
гими органами, что обеспечивает формирование
набора волновых паттернов, отвечающих ком-
промиссу в поиске устойчивости между измене-
ниями внешней среды, тела и мозга. Развитая но-
вая кора отличает человека от животного, поэто-
му эксперименты на животных в ряде случаев не
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приводят к успеху в желании получить эффектив-
ный способ борьбы, например, с нейродегенера-
тивными заболеваниями человека. Новая кора
каждого человека индивидуальна, поскольку она
отличается от других определяемых в основном
генетикой образований организма. В коре содер-
жится память о накопленном жизненном опыте и
приобретенных навыках работы с получаемой
информацией. Новая кора не только отличает нас
от животных, но ее наполнение отличает одного
человека от другого. Память реализуется набором
управляемых связей между паттернами, форми-
руемыми нейронными кластерами [29, 30]. 

Вмешательство в организм и работу коры моз-
га извне, чтобы помочь мозгу восстановиться,
происходит, к сожалению, пока вслепую и может
привести к успеху лишь с вероятностью p = 1/n,
где n – количество разнообразных ситуаций. Ес-
ли n → ∞, то вероятность p → 0. Необходимо изу-
чить динамику смены информационных паттер-
нов разной формы, т.е. иметь метод их регистра-
ции и распознавания во времени и в пространстве
на одном и том же мозге, которому предстоит ле-
чение. Процессы, которые идут на клеточном
уровне в нейронных сетях и в их межклеточном
пространстве, во времени происходят в миллисе-
кундном диапазоне, а в пространстве – в диапазо-
не нанометров. Арсенал необходимых экспери-
ментальных методов для наблюдения и распозна-
вания формы их автоволн в пространстве и во
времени, к сожалению, пока отсутствует. Чув-
ствительности всех существующих методов ис-
следования мозга не хватает (по крайней мере на
порядок), чтобы однозначно обеспечить кон-
троль внешних терапевтических воздействий. 

Позитронно-эмиссионная томография имеет
невысокое временное разрешение (порядка 10 с).
Этого недостаточно, чтобы различать динамику
паттернов и распознавать их форму. Электроэн-
цефалография достигает временного разрешения
до 2 мкс, но имеет низкое пространственное раз-
решение. В результате мы наблюдаем взаимодей-
ствие нейронных групп лишь интегрально. Вол-
новой паттерн размазывается по пространству и
его границы и переходы практически не наблюда-
ются. Вживление микроэлектродов повысило бы
пространственное разрешение, но этот метод –
инвазивный, и использовать его на человеке
нельзя. Наконец, функциональная магнитно-ре-
зонансная томография позволяет регистрировать
изменение потребления кислорода, а, следова-
тельно, скорость метаболических процессов. Ее
пространственное разрешение порядка 1 мм, а
временное – порядка 2 с, и этого также недоста-
точно. Большие надежды возлагаются на разви-
тие нейрофотоники. Формально временное раз-
решение этого метода неограниченно, а про-
странственное разрешение определяется длиной
волны используемого света. Однако методы ней-

рофотоники также являются инвазивными с
вытекающими отсюда недостатками и неопреде-
ленностью получаемых результатов. Наконец,
высокочувствительныe методы матричного теп-
ловидения позволяют исследовать работу термо-
динамических процессов в мозге, но они могут
работать лишь на открытом мозге во время хирур-
гических операций [31]. 

Вывод очевиден – будущее биомедицины су-
щественно зависит от развития биофизического
приборостроения.
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This paper provides a list of reviews written by the author and brief overviews of those reviews. In these works,
it was shown how biophysics has an effect on the development of life sciences. Biophysics, as systems science,
widely uses mathematical modeling methods. The modeling results are important both for the theoretical de-
velopment of biology and the development of applied sciences such as biomedicine, gerontology, biosafety
and robotics.
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