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 ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность и степень разработанности темы исследования  

Геморрагические и ишемические инсульты являются одной из ведущих 

причин смертности и инвалидизации взрослого населения [1]. Локальное 

ограничение кровотока в центральной нервной системе (ЦНС) сопровождается 

гибелью нейронов и появлением во внеклеточном пространстве  разнообразных 

провоспалительных молекул, воздействующих на окружающие клетки и 

вызывающих пост-ишемическое воспаление [2, 3]. Воспаление, в свою очередь, 

приводит ко вторичному повреждению нервной ткани и отягощает 

восстановление после инсульта [2]. Астроциты, ключевой компонент нейроглии, 

обеспечивают функционирование нервной системы в норме, поддерживая 

гомеостаз ЦНС на всех уровнях организации от молекулярного до органного [4]. 

При патологических состояниях наблюдается активация астроцитов, этот процесс 

получил название реактивный астроглиоз [5, 6]. При реактивном астроглиозе 

астроциты претерпевают морфологические и функциональные изменения, 

происходит смена секреторного профиля на провоспалительный, что усиливает 

локальное воспаление [6, 7]. Более того, астроглиоз может приводить к 

формированию глиального рубца, замещающему нервную ткань и 

препятствующему восстановлению функционирования повреждённого участка 

мозга [8]. В связи с этим, изучение влияния как самого ишемического 

воздействия, так и ряда провоспалительных молекул, появляющихся в области 

ишемии, на состояние астроглии могло бы способствовать поиску путей 

направленной модуляции патологической активации астроцитов для 

минимизации негативных последствий инсультов и восстановления здоровья 

пациентов.  

Тромбин, сериновая протеаза гемостаза, может выступать регулятором 

активации астроцитов, поскольку обнаруживается в мозге при различных 

патологиях ЦНС, сопровождающихся повреждением гематоэнцефалического 

барьера, в том числе и при инсультах [9-11]. Кроме того, известно, что 

протромбин, прекурсор тромбина, экспрессируется клетками мозга [11]. 
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Рецепторы тромбина детектированы на нейронах и астроцитах, причём их 

экспрессия увеличивается при инсульте [12-15]. Показано, что в зависимости от 

концентрации тромбин может как выступать в роли нейропротектора, так и 

оказывать токсическое воздействие на нейроны [12, 16, 17]. Тромбин вызывает 

активацию микроглии, что подтверждено большим количеством научных работ, в 

то время как сведения об эффектах тромбина на астроциты немногочисленны [9, 

18-22]. 

Массированная гибель клеток при инсульте сопровождается выбросом во 

внеклеточное пространство другой потенциальной регуляторной молекулы – 

аденозинтрифосфата (АТФ) [23-25]. АТФ в высоких концентрациях выступает в 

качестве значимого универсального образа опасности, запускающего процессы 

воспаления [26]. Рецепторы пуринергической системы сигнализации обнаружены 

на нейронах и глиальных клетках, что указывает на возможность регуляции АТФ 

функций клеток мозга [27, 28]. В ранних исследованиях было показано, что АТФ 

и его стабильные аналоги способны стимулировать синтез провоспалительных 

факторов праймированными астроцитами [29, 30]	 [31]	 [32]. Сравнительно мало 

известно о влиянии высоких концентраций АТФ, которые наблюдаются при 

патологиях мозга, на состояние нативных астроцитов. 

При различного рода инвазиях, например, на фоне травмы головного мозга 

в нервной ткани может появляться липополисахарид (ЛПС), компонент 

бактериальной стенки [33]. Липополисахарид запускает воспаление через 

активацию Toll-подобных рецепторов 4-ого типа (TLR4), которые также 

обнаружены на мембране астроцитов [34]. Показано, что экспрессия TLR4 

возрастает на фоне ишемии и усиливает повреждение ткани [35].  

В данной работе мы исследовали эффекты депривации кислорода и 

глюкозы (модель ишемии in vitro), а также влияние тромбина, 

аденозинтрифосфата (АТФ) и липополисахарида (ЛПС) на функциональное 

состояние астроцитов в культуре. 
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Цель и задачи исследования 

Цель работы - исследовать особенности влияния провоспалительных 

факторов на астроциты в культуре.  

Для выполнения поставленной цели были сформулированы следующие 

задачи: 

1) Изучить влияние депривации кислорода и глюкозы на выживаемость 

астроцитов крысы и состояние актинового цитоскелета. 

2) Оценить влияние тромбина на выживаемость, состояние актинового 

цитоскелета и секреторную активность астроцитов.  

3) Исследовать участие пуринергических рецепторов в регуляции 

выживаемости и провоспалительной секреции астроцитов крысы на фоне 

действия АТФ. 

4) Изучить влияние липополисахарида на выживаемость и секрецию 

провоспалительных факторов астроцитами крысы. 

5) Оценить активацию транскрипционного фактора NF-κB, экспрессию 

белков-регуляторов апоптоза в астроцитах крысы в условиях стимуляции 

тромбином, АТФ и ЛПС.  

Научная новизна 

В работе комплексно охарактеризовано влияние провоспалительных 

факторов, ассоциированных с ишемией головного мозга, на функционально-

морфологические параметры астроцитов в культуре. Впервые показано, что 

тромбин в высоких концентрациях стимулирует формирование пустых полей в 

монослое первичной культуры астроцитов и индуцирует синтез и секрецию 

оксида азота (NO), секрецию интерлейкина-6 (IL-6) и активацию NF-κB-пути в 

астроцитах кортекса крысы. Впервые обнаружено, что нативные астроциты 

кортекса крысы под воздействием бензоил-АТФ, стабильного аналога АТФ, 

продуцируют NO с вовлечением индуцибельной NO-синтазы. Впервые показано, 

что индукция синтеза NO, секреция цитокинов IL-6 и TNF-α в астроцитах 

кортекса крысы, обработанных бензоил-АТФ, обусловлена активацией 
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пуринергических рецепторов 2-ого типа, отличных от P2X7, и может усиливаться 

на фоне применения специфических ингибиторов P2X7. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Полученные результаты расширяют современные фундаментальные 

представления об особенностях функционирования астроцитов в условиях 

воздействия разных провоспалительных факторов, ассоциированных с ишемией, 

что в перспективе может обеспечить эффективный поиск и разработку 

цитопротекторов и модуляторов состояния астроцитов при патологиях с целью 

минимизации осложнений и реабилитации пациентов с поражениями мозга. 

Обнаруженное в настоящей работе усиление синтеза NO стимулированными 

астроцитами на фоне селективной блокады P2X7 следует принимать во внимание 

при разработке и испытаниях ингибиторов P2X7 в терапевтических целях. 

Методология и методы исследования 

В работе использованы разнообразные современные методы и подходы, 

применяемые в молекулярной и клеточной биологии. Исследования проводили на 

первичной культуре астроцитов грызунов, что является стандартным широко 

используемым в отечественных и международных научных исследованиях 

подходом при изучении нормальной физиологии/патофизиологии клеток 

нейроглии. С целью моделирования основных патологических факторов ишемии 

астроциты подвергали депривации кислорода и глюкозы, а также инкубировали с 

изолированными повреждающими факторами с последующим анализом 

выживаемости, морфологических параметров, секреции и экспрессии ключевых 

молекул воспаления культивируемыми астроцитами. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Характер влияния депривации кислорода и глюкозы на 

культивируемые астроциты крысы зависит от времени. Острый период 

характеризуется гибелью астроцитов, а в отставленный период после воздействия 

наблюдается пролиферация, что является одним из признаков астроглиоза, 

который запускается ишемией.  
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2. Влияние тромбина определяется его концентрацией. В высоких 

концентрациях протеаза обладает провоспалительным действием на 

культивируемые астроциты крысы, индуцируя как морфологические, так и 

функциональные изменения в клетках. Тромбин стимулирует 

секрецию/экспрессию провоспалительных и апоптотических факторов, что 

свидетельствует о возможности вовлечения сериновой протеазы в развитие 

воспаления и апоптотической гибели астроцитов при ишемии мозга.  

3. Разные типы пуринергических рецепторов, экспрессируемые в 

астроцитах, определяют спектр токсического действия АТФ на культивируемые 

первичные астроциты крысы. 

4. Липополисахарид оказывает выраженное провоспалительное 

активирующее действие на астроциты, индуцируя пролиферацию, секрецию NO и 

IL-6, и ведет к апоптозу. Данные эффекты ЛПС наблюдаются при нарастании 

концентрации эндотоксина в среде культивирования астроцитов. 

Личный вклад автора  

Вся экспериментальная часть работы в полном объеме выполнена автором 

лично. Автор принимал личное участие в формулировании и постановке задач и 

протоколов проведения экспериментов, анализе полученных результатов и 

подготовке на их основе публикаций. Все разделы диссертационной работы 

написаны лично автором. 

Степень достоверности 

Выводы и положения, выносимые на защиту, основаны на статистически 

значимых данных. Статистический анализ проводили в GraphPad Prism 5 для 

Windows и GraphPad Prism 6 для MacOS (GraphPad Software Inc., США). Все 

эксперименты были выполнены минимум в 3-х независимых биологических 

повторах. В качестве независимого биологического повтора принимали 

результаты, полученные при анализе параметров астроцитов в культурах, 

выделенных из мозга новорожденных крысят в ходе одного процесса посадки 

клеток по стандартному протоколу. 

Апробация результатов работы 
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Основные результаты диссертационной работы были представлены на  

конференции «Рецепторы и внутриклеточная сигнализация» 2013, 2019, 2021 гг., 

Пущино, Россия; молодёжной конференции «Ломоносов 2013», Москва, Россия; 

на конгрессах ISTH 2013 г., Амстердам, Нидерланды, и ISTH 2021 г., 

Филадельфия, США; на симпозиуме Brain (XXVIth International Symposium on 

Cerebral Blood Flow, Metabolism and Function and XIth International Conference on 

Quantification of Brain Function with PET) 2013 г., Шанхай, Китай; на 21м 

конгрессе по фибринолизу и протеолизу (The 21st International Congress on 

Fibrinolysis and Proteolysis), 2012 г., Брайтон, Великобритания; на конгрессе EFNS 

2012 г., Стокгольм, Швеция.  
Основные положения диссертационной работы отражены в 14 публикациях, 

среди которых 5 статей в научных журналах (входят в перечень рецензируемых 

научных изданий ВАК РФ, индексируются в WoS и/или Scopus) и 9 тезисов в 

сборниках материалов научных конференций. 

Результаты диссертационной работы используются при чтении спецкурса 

«Особенности физиологии ЦНС в пре- и постнатальный периоды развития 

организма», при проведении большого практикума «Практическая физиология 

ЦНС» и в исследовательской деятельности научной группы по изучению 

механизмов регуляции процессов нейропротекции, нейрорепарации и воспаления 

регуляторными пептидами и протеазами, входящей в состав лаборатории общей 

физиологии и регуляторных пептидов кафедры физиологии человека и животных 

биологического факультета ФГБОУ ВО МГУ им. М.В. Ломоносова, и внедрены в 

научно-практическую деятельность научно-исследовательской лаборатории 

электрофизиологии НИИ трансляционной медицины ФГАОУ ВО РНИМУ им. 

Н.И. Пирогова Минздрава России. Апробация результатов диссертационной 

работы была проведена на заседании кафедры физиологии медико-

биологического факультета ФГАОУ ВО РНИМУ им. Н.И. Пирогова Минздрава 

России.  

Структура и объём диссертации  
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Диссертационная работа изложена на 171 странице, из которых 43 страницы 

занимает список литературы, включающий 381 источник. Диссертация состоит из 

введения, четырёх глав (обзор литературы, материалы и методы, результаты, 

обсуждение), заключения и списка литературы. Диссертация проиллюстрирована 

34 рисунками.  
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Астроциты в центральной нервной системе 

1.1.1. Происхождение и строение астроцитов 

Глиальные клетки были впервые открыты в 19ом веке и долгое время 

считалось, что их опорная функция является основной  [36]. Сейчас очевидно, что 

нейроглия выполняет множество жизненно важных задач, обеспечивая 

функционирование всей нервной системы. Количество глиальных клеток по 

современным представлениям приблизительно равно, либо превосходит 

количество нейронов в зависимости от рассматриваемой структуры мозга и вида 

животного [37]. Так, в полушариях головного мозга преобладают глиальные 

клетки, в то время как в мозжечке их содержание крайне низкое по сравнению с 

содержанием нейронов [38]. 

Астроглия является одним из ключевых компонентов нейроглии 

центральной нервной системы (ЦНС), составляя 20-40% от общей популяции 

глиальных клеток [39]. Астроциты, как и олигодендроциты и NG2 клетки, 

происходят из эктодермального зародышевого листка в отличие от микроглии, 

для которой характерно мезодермальное происхождение [39] [40].  Астроциты 

представляют собой крайне гетерогенную клеточную популяцию, 

обнаруживаемую как в сером, так и в белом веществе головного и спинного 

мозга, различающуюся как морфологически (на уровне фенотипа), так, вероятно, 

и функционально [38]. К астроглии относят протоплазматические астроциты 

серого вещества, фиброзные астроциты белого вещества, радиальные астроциты 

(Мюллерова глия сетчатки, Бергманновская глия мозжечка, танициты 

гипоталамуса и астроциты спинного мозга), питуициты нейрогипофиза, 

периваскулярные и краевые астроциты в области мягкой мозговой оболочкой, 

Гомори-позитивные астроциты гипоталамуса и гиппокампа (богатые железом) и 

поверхностно-ассоциированные астроциты префронтальной коры [41]. В кортексе 

человека дополнительно обнаружены специализированные интерламинарные, 
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поляризованные и варикозные астроциты (varicose projection astrocytes), при этом 

первые два вида встречаются и у приматов [42] [4].  

«Типичный» астроцит представляют собой клетку звёздчатой формы со 

множеством радиально отходящих отростков. В молодом организме отростки 

астроцитов длинные и тонкие, с возрастом они как правило более короткие [43]. 

Протоплазматические астроциты человека превосходят по размерам астроциты 

крысы и более интенсивно и сложно ветвятся, что позволяет образовывать на 

один-два порядка большее количество синаптических контактов  по сравнению с 

мозгом грызунов [42, 44]. Пересадка глиальных клеток-предшественниц человека 

новорожденным иммунодефицитным мышам усиливало долговременную 

потенциацию, улучшало обучение и память взрослых химер по сравнению с 

интактными животными [45]. 

Принадлежность к астроглии в нервной ткани производится на основе 

морфологии клетки и экспрессии молекулярных маркёров, не являющихся строго 

специфичными. К последним относят GFAP, кальций-связывающий белок S100B, 

ALDH1L1, транспортеры глутамата EAAT-1 (GLAST у грызунов) и EAAT-2 

(GLT-1 у грызунов), аквапорин 4 (AQP4), коннексины Cx30 и Cx43 [46]. 

Классическим молекулярным признаком астроцитов, наиболее часто 

используемым в исследованиях на протяжении десятилетий, служит экспрессия 

гена GFAP, продукт которого наряду с виментином образует промежуточные 

филаменты астроцитов [47, 48]. Тем не менее на сегодняшний день установлено, 

что не все астроциты экспрессируют GFAP и не все клетки, экспрессирующие 

GFAP, являются астроцитами [49]. Уровень содержания GFAP в астроглии 

различается как между структурами мозга, так и внутри одной структуры, а также 

зависит от стадии развития организма. Так, например, астроциты поверхностных 

и глубоких слоев кортекса экспрессируют детектируемый уровень GFAP, в то 

время как для астроцитов средних слоёв это менее свойственно [38]. Детекция 

моноклональными антителами связывающего кальций белка S100B позволяет 

визуализовать в несколько раз большее количество астроцитов по сравнению с 

окрашиванием на GFAP, однако и большее количество видов неастроглиальных 
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клеток его также экспрессируют (олигодендроциты, эндотелиоциты, некоторые 

нейроны) [41]. ALDH1L1 в качестве маркёра астроглии был предложен 

сравнительно недавно. Было показано, что окрашивание на белок, кодируемый 

ALDH1L1, является высокоспецифичным и лишь минорная популяция 

олигодендроцитов оказывается ALDH1L1+ [50]. В целом, можно заключить, что 

на сегодняшний день строго специфического и в то же время универсального 

маркёра астроглии не существует. 

Астроциты относят к электроневозбудимым клеткам с потенциалом покоя 

около -80 мВ для зрелой клетки [51]. В то же время для астроцитов характерны 

регулируемые внутриклеточные осцилляции концентрации ионов кальция, 

играющих важнейшую роль в межклеточных взаимодействиях астроцит-астроцит 

и астроцит-нейрон [52]. Распространение кальциевых волн становится 

возможным из-за значительного числа щелевых контактов между клетками, 

образованных преимущественно коннексинами Cx43 и Cx30, что позволяет 

образовывать функциональную структуру, подобную синцитию, 

обеспечивающую эффективную передачу ионов и других биологически активных 

низкомолекулярных веществ в астроглии [49] [53]. 

1.1.2. Функции астроцитов в норме 

Основная функция астроглии сводится к поддержанию гомеостаза ЦНС на 

всех уровнях организации от молекулярного до органного (Рисунок 1).  

Благодаря разнообразию ионных каналов в клеточной мембране астроциты 

поддерживают гомеостаз ионов калия, кальция, хлора, регулируют клеточный pH 

[51, 54]. Астроглия участвует в поддержании водного гомеостаза мозга, 

поскольку отростки астроцитов, контактирующие с сосудами, областями мягкой 

мозговой оболочки и эпендимы содержат большое количество водных каналов, 

образованных преимущественно аквапорином 4 [55].  

Астроциты участвуют в метаболизме нейромедиаторов. Повышенная 

активность глутаматергических нейронов ведёт к накоплению в синаптической 

щели глутамата, который через астроцит-специфичные высокоаффинные натрий-
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зависимые траспортеры глутамата EAAT1 и EAAT2 захватывается астроцитом 

[56]. В астроците глутаминсинтаза, расходуя одну молекулу АТФ, конвертирует 

глутамат в глутамин [56] [57]. Глутамин секретируется во внеклеточное 

пространство, где захватывается нейроном, и дезаминируется обратно в глутамат 

под воздействием фермента глутаминазы, завершая, таким образом, глутамат-

глутаминовый метаболический цикл и восполняя пул глутамата в нейронах [57]. 

Глутамат может метаболизироваться в астроцитах и другими путями, включая 

декарбоксилирование до гамма-аминомасляной кислоты и окисление в цикле 

трикарбоновых кислот [58, 59] [60]. Поддержание низких уровней внеклеточного 

глутамата и секреция антиоксиданта глутатиона астроглией защищает нейроны от 

глутаматной эксайтотоксичности и окислительного стресса [61].  

В мозге астроглия служит основным депо гликогена, расщепление которого 

обеспечивает функционирование нейронов во время периодов высокой 

нейрональной активности и гипогликемии [62]. Высокая нейрональная активность 

и гипогликемия стимулируют повышение захвата глюкозы (транспортер GLUT1 в 

астроцитах), гликолиз и гликогенолиз с образованием конечного продукта 

лактата. Лактат секретируется во внеклеточное пространство через 

низкоаффинные монокарбоксилатные транспортеры MCT1 и MCT4, экспрессия 

которых характерна для астроцитов и сосудов. Нейроны захватывают лактат 

посредством высокоаффинных по отношению к лактату транспортеров MCT2 и 

далее используют его в метаболизме [63]. 
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Рисунок 1. Функции астроцитов в ЦНС. Модифицировано из [64] и [4]. 

Наряду с эндотелиоцитами и перицитами астроциты формируют 

гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) и осуществляют контроль его 

проницаемости [65]. В последнее время обсуждается участие астроцитов в 

образовании так называемой глимфатической системы, своеобразной 

транспортной системы мозга, представляющей собой совокупность тоннелей, 

формируемых астроцитами вокруг сосудов, по которым выводятся метаболиты и  

осуществляется доставка энергетических субстратов, нейромодуляторов, 

трофических и ростовых факторов [66] [67]. 

Астроциты выполняют большое количество функций при формировании 

белого и серого вещества во время развития ЦНС [52]. Факторы, секретируемые 

астроглией, такие как тромбоспондин-1, -2, гевин, глипекан-4, -6, способствуют 

образованию и созреванию синапсов как во время развития ЦНС, так и после 

травмы [6]. Функционируя в связке с микроглией астроциты участвуют в 

элиминации лишних синапсов, регулируя экспрессию белков системы 

комплемента, что, наряду с участием в синаптогенезе, свидетельствует о вкладе 

астроцитов в синаптическую пластичность мозга [68]. Астроциты экспрессируют 
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рецепторы к различным нейромедиаторам, благодаря чему осуществляют 

контроль уровней глутамата, гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК), пуринов 

(АТФ, аденозин), D-серина [54]. Являясь участником трёхстороннего синапса, 

астроцит регулирует синаптическую передачу между пресинаптическим и 

постсинаптическим нейронами, секретируя нейромодуляторы и участвуя в 

метаболизме нейромедиаторов [69]. Согласно последним представлениям 

отростки астроцита плотно обволакивают синапс, формируя так называемую 

«астроглиальную колыбель» вокруг синаптического нейронального контакта, 

обеспечивая его созревание, функционирование, регуляцию и изоляцию [70].  

Астроциты участвуют в формировании нейроваскулярной единицы, 

структурно-функционального элемента ЦНС, представляющего собой сложный 

комплекс, включающий ряд компонентов, в том числе, нейронные терминали, 

сосуд и окончания астроцита [71]. Контактируя с мозговыми сосудами на всём их 

протяжении, астроглиальные клетки за счёт выброса вазоактивных веществ 

(производные арахидоновой кислоты, аденозин, калий) из терминалей 

регулируют локальный кровоток в нервной ткани, внося вклад как в 

возникновение функциональной гиперемии, так и в вазоконстрикцию [72]. Так, 

глутамат, основной возбуждающий нейромедиатор, активируя метаботропные 

рецепторы mGluR на мембране астроцита, приводит к повышению кальция в 

цитоплазме клетки и запуску синтеза арахидоновой кислоты, секреция которой и 

её активных метаболитов (PGE2, EET) вызывает оксилипин-опосредованную 

вазодилатацию  [73]. 

Таким образом, в здоровом организме астроглия выполняет множество 

функций по поддержанию гомеостаза ЦНС, поэтому неудивительно, что 

нарушения в работе глиальных клеток ассоциированы с разнообразными 

патологическими состояниями нервной ткани. 

1.1.3. Астроциты в патологических процессах 

Долгое время при изучении нейропатологических состояний основной 

фокус исследований был направлен на нейроны. Сейчас очевидно, что нейроглия 



	 19	

играет не последнюю роль в заболеваниях нервной системы и заслуживает 

должного внимания. В работе Pekny с соавт. астроглиопатии были условно 

классифицированы на три группы [6]. Первая группа – это астроцитопатии, 

связанные с патологической перестройкой и аномальным функционированием 

клеток, например, в связи с мутацией в генах. Вторая группа включает 

астроцитопатии, связанные с утратой каких-либо функций астроцитами и их 

гибелью вследствие дегенераций клеток. Наконец, отдельным видом 

астроглиопатий является реактивный астроглиоз, сопровождающийся 

специфическими функциональными и морфологическими изменениями 

астроцитов, их активацией [6] [41]. При этом следует понимать, что при 

различных состояниях, может наблюдаться сочетание астроглиопатий. Так, 

например, при болезни Альцгеймера, деменциях может наблюдаться как 

значительная атрофия астроцитов, так и мягкая степень реактивного астроглиоза 

[74]. 

Патологическая перестройка и аномальное функционирование 

астроглии наблюдаются при некоторых генетически-обусловленных заболеваниях 

ЦНС. Мутации в генах астроцитов связаны с развитием лейкодистрофий, среди 

которых болезнь Александера является наиболее известной [75]. При болезни 

Александера мутации в астроцит-специфичном гене GFAP ведут к появлению 

комплекса симптомов, среди которых макроцефалия, задержка психомоторного 

развития, судорожные приступы и лейкомаляция  проявляются в раннем детском 

возрасте и являются причиной раннего летального исхода [76]. Во взрослом 

возрасте симптомокомплекс более разнообразен и, как правило, выражается в 

парезах, параличах, нарушении мышечной координации и глотания [77]. На 

молекулярном уровне в астроцитах происходит накопление экстремальных 

количеств белка GFAP, что ассоциировано с ингибированием протеасом, 

активацией стресс-киназ и mTOR, потерей способности астроцитов поддерживать 

гомеостаз калия и глутамата [78]. При гистологическом анализе обнаруживается 

увеличение размеров астроцитов и включение волокон Розенталя в клетках [77] 

[78]. Области мозга, содержащие в норме наибольшее количество GFAP, при 
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болезни Александера поражаются наиболее часто [78]. Некоторые виды 

эпилепсии также сопровождаются изменением морфологии астроцитов, 

дисфункцией щелевых контактов между глиальными клетками, пониженной 

экспрессией ионных каналов Kir4.1 и водных каналов, дислокацией водных 

каналов, дисфункцией транспортеров глутамата и работы глутаматсинтазы, 

вследствие чего нарушается поддержание гомеостаза калия в нервной ткани, 

происходит накопление токсических доз глутамата и развитие судорожных 

приступов [79]. Снижение экспрессии транспортеров глутамата и мутации в 

белках натрий-калиевой помпы в астроцитах ассоциированы с семейной 

гемиплегической мигренью [80].   

Ряд нейродегенеративных заболеваний (амиотрофический латеральный 

склероз, болезнь Альцгеймера, токсические энцефалопатии) сопровождается 

значительной дегенерацией астроцитов мозга, проявляющейся 

морфологическими изменениями и снижением плотности глиальных клеток [81, 

82] [6]. Считается, что среди прочих дисфункций нарушение регуляции 

глутаматергической передачи в результате патологии астроцитов вносит 

основной вклад в нейродегенеративные процессы [6]. Исследования посмертных 

образцов мозга пациентов с психическими заболеваниями, такими как 

шизофрения, большое депрессивное расстройство, биполярное аффективное 

расстройство выявляют как патологическое снижение численности астроцитов в 

различных структурах мозга (префронтальная кора, амигдала), так и cнижение 

экспрессии GFAP, AQP4 астроцитами [83-85]. При синдроме Вернике-Корсакова, 

сопровождающемся прогрессирующей дегенерацией таламо-кортикальных 

нейронов, помимо атрофии астроцитов наблюдается значительное снижение 

экспрессии транспортеров глутамата EAAT1/2, глутаминсинтазы и GAT3, 

транспортера ГАМК [74].  

Реактивный астроглиоз – неспецифический процесс, включающий 

активацию астроцитов и их пролиферацию, наблюдается при многих 

патологических состояниях ЦНС. Определение астроглиоза было предложено 

Софрониевым (Sofroniew) в 2009 году и включает четыре основных признака: (1) 
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реактивные астроциты претерпевают спектр молекулярных, клеточных и 

функциональных изменений при всех патологиях ЦНС, (2) степень изменений 

реактивных астроцитов зависит от тяжести основного патологического процесса, 

(3) изменения реактивных астроцитов регулируются внеклеточными и 

внутриклеточными сигнальными молекулами и (4) изменения, которые 

претерпевают астроциты при смене фенотипа на реактивный, влияют на 

выполнение клеточных функций астроцитами, что может оказывать как 

благоприятный, так и негативный эффекты на клетки окружения [86].  

Долгое время астроглиоз считался исключительно патологическим 

процессом, усугубляющим течение основного заболевания/повреждения ЦНС. 

Согласно современным представлениям реактивный астроглиоз рассматривается 

как  эволюционно консервативный защитный механизм репрограммирования  

астроцитов, направленный на усиление трофической поддержки нейронов и 

нейропротекции в условиях патологии, ограничение повреждённой области от 

здоровой ткани, реконструкцию повреждённого ГЭБ и обеспечение регенерации 

нейронных связей [41]. Супрессия астроглиоза ведёт к торможению регенерации 

нервной ткани и усиливает повреждение ЦНС [87]. Активация астроцитов 

сопровождается продукцией плеяды реактивных фенотипов, демонстрирующих 

значительные различия в экспрессии генов в зависимости от патологического 

стимула [41, 88]. Так, недавние исследования транскриптома выявили два 

молекулярных фенотипа А1 и А2, характерные для реактивных астроцитов. Для 

эндотоксин-индуцированных реактивных астроцитов типа А1 был показан 

специфический паттерн экспрессии группы генов, ассоциированных с 

нейротоксическим действием, в то время как ишемия стимулировала появление 

астроцитов типа А2 с нейропротективным паттерном экспрессии [88] [89, 90]. 

Впрочем, в  дальнейших  исследованиях некоторых нейродегенеративных 

заболеваний, таких как боковой амиотрофический склероз (БАС), болезнь 

Альцгеймера, болезнь Гентингтона, ни для одного гена-маркёра астроцитов типа 

А1  не было найдено достоверного уровня экспрессии, что ставит под сомнение 

применение подобной классификации [90]. По другой градации, основанной на 
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изучении структуры клеток, пролиферативного статуса и межклеточных 

взаимодействий, реактивные астроциты можно условно поделить на 

пролиферирующие клетки, образующие новую ткань, ограничивающую участок 

повреждения, и на непролиферирующие клетки, сохраняющие основы клеточной 

структуры, тканевой архитектуры и функциональных взаимодействий, 

характерных для астроцитов здоровой ткани [90]. Для астроцитов первой группы 

помимо повышенной пролиферации характерна выраженная гипертрофия, 

перекрытие отростков клеток между собой, размывание границ отдельной клетки. 

В серьёзных случаях в результате ишемического инсульта, травмы спинного 

мозга, травмы головного мозга, и при различных нейродегенеративных 

патологиях образуется глиальный «рубец», который, поддерживая репарацию 

ЦНС в острой фазе повреждения за счёт изоляции повреждённого участка мозга 

от здоровых тканей, в дальнейшем на поздних стадиях и при хронических 

процессах затрудняет регенерацию аксонов нейронов, оказывая неблагоприятный 

эффект на ЦНС [8].  

На морфологическом уровне при реактивном астроглиозе наблюдается 

повышение содержания волокон GFAP-виментин [91]. Повышенная экспрессия 

GFAP служит специфическим маркёром глиоза [92]. Многие цитокины и 

ростовые факторы, секретируемые всеми типами клеток ЦНС при патологии 

ЦНС, способны запускать реактивный астроглиоз, среди них интерлейкины IL-1β, 

IL-6, фактор некроза опухоли α (TNF-α), интерферон γ (INF-γ), фактор 

ингибирования лейкемии (LIF), цилиарный нейротрофический фактор (CNTF), 

онкостатин M, факторы роста фибробластов (FGF-2, FGF-8), трансформирующие 

факторы роста (TGF-α, TGF-β) и т.д. (Рисунок 2) [61]. Помимо цитокинов 

разнообразные другие стимулы, такие как гипоксия, липополисахарид (компонент 

бактериальной стенки), нейромедиаторы норадреналин и глутамат, факторы 

окислительного стресса, пурины, сывороточные белки могут индуцировать 

реактивную активацию астроглии [61, 86]. При ишемическом инсульте, 

развивающемся в результате закупорки мозговой артерии тромбом, астроциты 

активируются в течение нескольких часов [93]. Приобретение реактивного 
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фенотипа астроцитами ассоциировано с запуском разнообразных 

внутриклеточных сигнальных путей, активацией сигнальных молекул и 

транскрипционных факторов, таких как STAT3, STAT2, JAK2, NF-κB, IRAK и др. 

[5]. Некоторые признаки реактивного фенотипа, например, пролиферация, могут 

регулироваться множеством сигнальных путей, в то время как другие аспекты 

регулируются более специфично [94, 95] [5].  

Активированные астроциты в свою очередь секретируют плеяду 

провоспалительных и противовоспалительных цитокинов и хемокинов, среди 

которых IL-1β, IL-6, IL-10, INF-γ, CXCL1, CXCL9, CXCL10, TNF-α, CCL2, CCL3 

и др., оказывая влияние на соседние клетки [96, 97]. При реактивном астроглиозе 

повышается экспрессия и секреция S100B, маркёра астроцитов, который, являясь 

нейропротектором в низких концентрациях, оказывает нейротоксический эффект 

в высоких концентрациях [97]. Повышение уровня S100B в биологических 

жидкостях ассоциировано с патологиями ЦНС и может служить маркёром 

повреждения в острой фазе [98] [99]. 

     
Рисунок 2. Внешние стимулы, запускающие астроглиоз, и 

активируемые внутриклеточные регуляторы. Модифицировано из [52]. 
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Реактивные астроциты играют ключевую роль в предупреждении отёка 

мозга, возникающего на фоне ишемического и гемморагического инсультов, 

травмы головного мозга. В результате недостатка поступления кислорода и АТФ 

нарушается работа Na+/K+-АТФазы в мембране астроцитов, происходит 

повышение осмотического внутриклеточного давления, что приводит к 

набуханию клеток за счёт избыточного поступления воды [93]. Набухшие 

астроциты способны к регуляторному снижению клеточного объёма за счёт 

секреции осмотически-активных молекул во внеклеточное пространство, 

противодействуя развитию отёка [93].  

Реактивная астроглия активно участвует в восстановлении нервной ткани 

при ишемическом повреждении. Реактивные астроциты секретируют 

нейротрофические факторы, среди которых фактор роста нервов (NGF), 

нейротрофический фактор мозга (BDNF), нейротрофин 3 (NT-3), эритропоэтин 

(EPO), фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), эпидермальный фактор роста 

(EGF), фактор роста инсулина (IGF), глиальный нейротрофический фактор 

(GDNF), основной фактор роста фибробластов (bFGF), а также белки семейства 

SPARC, гевин, эфрин А5, глипиканы 4 и 6, тромбоспондины 1/2, таким образом 

стимулируя выживаемость нейронов, синаптогенез и функциональное 

восстановление нервной ткани после инфаркта [97].  

Таким образом, астроглия представляет собой важный регуляторный 

элемент ЦНС, выполняя множество функций в норме и при патологии. 

Дисфункция астроглии в результате дегенерации, мутаций, гибели клеток и 

выраженный реактивный астроглиоз наблюдаются при многих патологических 

состояних ЦНС, в том числе при ишемическом инсульте, усугубляя течение 

основного заболевания. Поиск стимулов, вызывающих астроглиопатии, и 

исследование запускаемых патологических процессов в астроцитах расширяют 

текущие представления об особенностях функционирования ЦНС в условиях 

повреждения и открывают новые возможности для разработки терапии, 

направленной на лечение, предотвращение, либо облегчение симптомов 

неврологических состояний. 
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1.2. Структура и функции тромбина и его рецепторов 

Воспаление и репарация тканей, наблюдаемые при ишемии, 

сопровождаются активацией системы свёртывания и накоплением сериновых 

протеаз в участке повреждения [100]. Тромбин, мультифункциональная 

трипсиноподобная сериновая протеаза, является ключевым фактором в каскаде 

свёртывания крови. В кровотоке тромбин циркулирует в форме неактивного 

предшественника - протромбина. Протромбин синтезируется в печени и 

представляет собой белок массой 72 кДа [101]. Образование тромбина 

происходит локально в участках повреждения сосудов и тканей в результате 

протеолиза протромбина активированным фактором X [102]. Период полураспада 

тромбина в человеческой плазме крайне короткий и составляет около минуты, в 

течение которой тромбин инактивируется ингибиторами сериновых протеаз, 

такими как антитромбин III [103]. 

В рамках системы гемостаза тромбин активирует тромбоциты, факторы V, 

VIII, XI, XIII, протеин C, тромбин-активируемый ингибитор фибринолиза (TAFI) 

[104]. Тромбин протеолитически расщепляет фибриноген крови до фибрина, 

мономеры которого, полимеризуясь, образуют фибриновый сгусток [101]. 

Помимо участия в каскаде свёртывания тромбин вовлечён во многие 

физиологические и патофизиологические процессы, такие как воспаление, 

цитопротекция, пролиферация, апоптоз, регенерация тканей, канцерогенез, 

атеросклероз, сепсис и нейродегенеративные состояния [105]. Реализация 

множества функций тромбина, подчас противоположных, обеспечивается особой 

структурой белка (Рисунок 3).  
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Рисунок 3. Строение молекулы тромбина. На рисунке обозначен 

активный центр (синий), экзосайт I (циан), экзосайт II (лиловый), 60-петля 

(зелёный) и γ-петля (жёлтый). Модифицировано из [102]. 

Тромбин (37 кДа) представляет собой большую, сферическую молекулу, 

состоящую из двух полипептидных цепей А и В [106]. Молекула содержит 

активный центр, обрамлённый петлями 60 и γ, два анионсвязывающих экзосайта 

и петлю с сайтом связывания Na+, предназначенных для связывания субстратов, 

ингибиторов, кофакторов и Na+, модулирующих действие тромбина [102]. 

Экзосайт I узнаёт фибриноген, фибрин, фактор Va, тромбомодулин и гирудин, в 

то время как экзосайт II связывает гликозаминогликаны, включая гепарин 

сульфат и гликопротеин Ibα [105]. Использование кофакторов не только 

расширяет специфичность молекулы, но и усиливает её каталитическую 

эффективность в отношении различных субстратов [102]. Связывание экзосайтов 

с кофакторами и ингибиторами обеспечивает плейотропность функций тромбина. 

Регуляцию внутриклеточных сигнальных каскадов тромбин реализует через 

особый тип рецепторов, активируемых протеазами – PAR1, 3, 4.  

1.2.1. Рецепторы, активируемые протеазами 

Рецепторы PAR принадлежат к семейству рецепторов, сопряжённых с G-

белками, для которых характерно наличие одной полипептидной цепи с семью 
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трансмембранными доменами, соединённых внутри- и внеклеточными петлями 

[107]. Внутриклеточные петли связаны с субъединицами Gαβγ [107]. Механизм 

активации PAR уникален (Рисунок 4). Внеклеточный N-конец рецептора 

содержит сайт, который сериновая протеаза распознает и протеолитически 

расщепляет с образованием нового короткого N-конца - «привязанного лиганда» 

[108] [109]. «Привязанный лиганд» взаимодействует с консервативной 

последовательностью 2-ой внеклеточной петли рецептора, активируя его и 

запуская внутриклеточные сигнальные каскады [108] [109] [110]. 

Активированный рецептор быстро интернализуется и подвергается деградации в 

лизосомах.   

 

Рисунок 4. Схема активации рецептора PAR. Сериновая протеаза 

расщепляет N-конец рецептора по специфическому сайту (обозначен красной 

стрелкой) с образованием нового укороченного N-конца – «привязанного 

лиганда». «Привязанный лиганд» взаимодействует с консервативной 

последовательностью 2-ой внеклеточной петли, активируя рецептор. Наличие 
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гирудин-подобной последовательности усиливает аффинность рецептора к 

тромбину. Модифицировано из [110]. 

Рецепторы PAR экспрессируются различными типами клеток, среди 

которых фибробласты, эндотелиоциты, кератиноциты, тучные клетки, 

тромбоциты, гладкомышечные клетки, моноциты и Т-лимфоциты [110]. На 

сегодняшний день известно четыре типа рецепторов PAR – PAR1-4. Тромбин 

способен взаимодействовать с PAR1, 3, 4, в то время как PAR2 активируется 

трипсином, триптазой и активированным фактором X [108]. PAR1, называемый 

также рецептором тромбина, является наиболее изученным рецептором, через 

который тромбин реализует свои эффекты. N-конец рецептора содержит 

отрицательно заряженную гирудин-подобную последовательность, 

взаимодействующую с анионсвязывающим экзосайтом I тромбина, и сайт 

расщепления протеазой. PAR1 и PAR3 высокоаффинно взаимодействуют с 

тромбином, активируясь при концентрациях протеазы <5 нМ, в то время как 

PAR4 является низкоаффинным и требует для активации значительно больших 

концентраций сериновой протеазы (>10 нМ), которые наблюдаются при 

патологических состояниях организма [111]. Низкая аффинность PAR4 к 

тромбину объясняется отсутствием гирудин-подобной последовательности в 

области N-концевого сайта расщепления PAR4. Тромбин не является 

единственным агонистом PAR1, так как рецептор может активироваться и 

другими протеазами [112, 113]. 

Тип сигнального каскада, запускаемого при активации PAR, зависит от 

нескольких факторов, среди которых действующая концентрация лиганда, время 

экспонирования лиганда, наличие ко-рецепторов на клеточной мембране и 

структура рецептора в виде гомо/гетеродимера [114]. Совокупность 

перечисленных факторов определяет, какая из субъединиц Gα - Gα12/13, Gαi/o, 

Gαq - будет фосфорилирована [114] [111]. Высокие концентрации тромбина 

эффективнее активируют PAR1, вызывая больший клеточный ответ; короткое 

экспонирование клеток с низкими концентрациями тромбина стимулирует 

цитопротекцию, а длительное – апоптоз [105]. При низких концентрациях 
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тромбина активация PAR1 опосредуется взаимодействием активированного 

протеина С, связанного с собственным рецептором EPCR, что стимулирует 

цитопротекторную Gαi сигнализацию и активацию малой ГТФ-азы Rac1 с 

антивоспалительным клеточным ответом [115]. Gβγ активирует фосфоинозитид-

3-киназу (PI3K) [114]. Высокие концентрации тромбина смещают сигнализацию в 

сторону фосфорилирования субъединиц Gαq и Gα12/13 с последующей 

активацией малой ГТФ-азы RhoA, стимулирующей перестройку клеточного 

цитоскелета, что в свою очередь может быть ассоциировано с 

провоспалительными клеточными процессами и апоптозом [116]. Показано 

вовлечение адапторных белков β-аррестинов 1 и 2 в сигнализацию через 

рецепторы PAR [115]. Передача сигнала с участием β-аррестинов может 

происходить как посредством G-белков, так и по независимому от активации G-

белков механизму. Переключение на независимый от G-белков механизм зависит 

от множества факторов, в том числе от концентрации лиганда и времени 

экспозиции.   

1.2.2. Функции тромбина в центральной нервной системе 

Протромбин экспрессируют клетки ЦНС - нейроны, астроглия, 

олигодендроглия, микроглия,  причём его экспрессия особенно выражена в 

кортексе и в меньшей степени представлена в гиппокампе и мозжечке [117] [118]. 

Сериновые протеазы протромбин, тромбин, фактор X и ингибиторы тромбина 

обнаруживаются в паренхиме мозга [119, 120]. Все четыре типа рецепторов PAR 

экспрессируются нейронами, микроглией, олигодендроглией и астроглией, 

благодаря чему тромбин может оказывать воздействие на клетки при 

патофизиологических состояниях ЦНС [13] [10, 14].  

В зависимости от концентрации влияние тромбина на клетки ЦНС может 

быть как защитным, так и повреждающим [121] [122]. Тромбин в высоких 

концентрациях обнаруживается в паренхиме мозга при патологических 

состояниях, ассоциированных с воспалением и повреждением ГЭБ, например, при 

болезни Альцгеймера, ишемическом и геморрагическом инсульте, травме мозга, 
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множественном склерозе (МС) и БАС [123, 124]. Тромбин в этих случаях 

обладает нейротоксическим эффектом, стимулирует гибель нейронов в модели 

острой фокальной ишемии и усиливает повреждение ГЭБ [16, 17]. Экспрессия 

PAR в клетках возрастает на фоне инсульта, при болезни Паркинсона, травме [13] 

[125] [123]. Блокада PAR1 способствовала лучшему восстановлению в модели 

повреждения спинного мозга [126]. Низкие концентрации тромбина (50 пкМ), 

напротив, защищают нейроны от гибели в клеточной и животной моделях 

ишемии [12]. Было обнаружено, что инсульт в лёгкой форме, вызванный короткой 

окклюзией каротидных артерий, стимулировал толерантность нейронов 

гиппокампа к тяжёлому инсульту и данный эффект прекондиционирования был 

опосредован тромбином [12]. Введение низких доз тромбина до инсульта и после 

облегчало последствия инсульта, уменьшало объём повреждения и отёка мозга 

[127] [128]. В исследовании Rajput c соавт. было продемонстрировано, что 

нейроны, подвергшиеся депривации кислорода и глюкозы (КГД), секретировали 

тромбин, который через активацию PAR1 на астроцитах способствовал 

нейропротекции, наблюдаемой при обработке низкими дозами тромбина [11].  

Тромбин в высоких дозах активирует микроглию и астроглию, стимулирует 

глиоз и/или апоптоз глиальных клеток, индуцирует секрецию провоспалительных 

цитокинов и миграцию клеток [124]. В исследовании Moller c соавт. и Suo c соавт. 

обработка культуры микроглии тромбином стимулировала пролиферацию клеток, 

выброс NO, IL-6, IL-12, TNF-α, COX-2, IL-1α/β во внеклеточное пространство и 

усиливала экспрессию CD40 [18, 19]. Добавление тромбина к клеткам линии 

микроглии BV-2 приводило к секреции IL-1β [20]. Было показано, что 

провоспалительные эффекты тромбина в отношении микроглии могут быть 

реализованы через PAR1, 3, 4 [21]. Стоит, однако, отметить, что позднее одна из 

перечисленных групп исследователей опубликовала работу, согласно которой 

провоспалительная секреция микроглией вызывается не тромбином, а примесями 

препарата [129].  

Тромбин-опосредованная активация PAR1 вызывала пролиферацию 

астроцитов и выраженный астроглиоз как in vitro, так и in vivo [9] [22] [130]. Было 
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показано, что пролиферация, индуцируемая тромбином, реализуется через запуск 

разнообразных путей сигнализации, среди которых активация каскадов 1) ERK, 

JNK/АФК/HIF-1α, 2) PI3K/Akt/АФК/HIF-1α, 3) PAR1/PI3K/Akt/ циклин D1 4) 

PLC/PKC/ERK1/2 5) Rho-киназа/ERK/циклин D1 [9, 131] [132] [22]. 

Тромбин в низких концентрациях (5-10 нМ), напротив, защищал астроциты 

от последствий депривации кислорода и глюкозы через PAR1-опосредованный 

запуск каскада p44/42 MAPK/HSP25 [133]. Активация PAR1 защищала астроциты 

от гибели путём апоптоза, вызванного стауроспорином [134].  

Тромбин стимулирует секрецию астроцитами плеяды цитокинов, АФК, 

ростовых факторов, протеаз, хемокинов и аминокислот, среди которых хемокин 

GRO/CINC-1, VEGF (через активацию PAR1 и киназ p44/42), IL-1β, IL-6, IL-8, 

CXCL10, MMP-9, D-аспартат, глутамат [135] [136] [137] [138] [139] [140] [130] 

[141]. Тромбин стимулирует секрецию АТФ и УДФ-глюкозы клетками 

астроцитомы 1321N1 за счёт подъёма внутриклеточного уровня кальция [142, 

143] [144]. 

1.3. Роль АТФ и пуринергической сигнализации в центральной 

нервной системе 

Аденозинтрифосфат (АТФ) выполняет множество функций, участвуя в 

энергетическом метаболизме всех живых систем, в нейротрансмиссии, является 

важным медиатором и модулятором, обеспечивает взаимодействие нейрон-глия, 

глия-глия, вносит вклад в синаптическую пластичность мозга и т.д. [145] [146] 

[147] [148]. При патологических состояниях АТФ выступает в качестве значимого  

универсального образа опасности (DAMP), сигнализирующего о нарушении 

гомеостаза клетки, её повреждении и запускающего процессы воспаления [149] 

[26]. Повышение АТФ во внеклеточном пространстве происходит на фоне 

гипоксии/ишемии нервной ткани, травмы мозга, эпилепсии [23] [24] [150]. Во 

внеклеточном пространстве АТФ быстро гидролизуется эктонуклеотидазами до 

аденозиндифосфата (АДФ), аденозинмонофосфата (АМФ) и аденозина. Пурины в 

высоких концентрациях могут оказывать цитотоксический эффект, вызывая 



	 32	

гибель окружающих клеток [151]. Сигнальная функция АТФ реализуется через 

рецепторы пуринергической системы, экпрессия которых обнаружена на 

нейронах и глиальных клетках мозга [145]. Среди рецепторов пуринергической 

системы выделяют несколько семейств: метаботропные рецепторы аденозина P1, 

ионотропные (катионные) рецепторы P2X и метаботропные P2Y [25, 151]. 

Известно 7 подтипов рецепторов P2X1-7, функционирующих в форме гомомеров 

и гетеромеров и активируемых АТФ, и 8 подтипов рецепторов P2Y (1, 2, 4, 6, 11, 

12, 13, 14) с различной лиганд-специфичностью к АТФ (P2Y11), АДФ (P2Y1, 

P2Y12, P2Y13), УТФ/АТФ (P2Y2, P2Y4), УДФ (P2Y6), УДФ-глюкоза (P2Y14) [25, 

151].   

1.3.1. Секреция АТФ на фоне ишемии 

В состоянии покоя содержание в клетке АТФ крайне высоко, достигает 3-10 

мМ, что позволяет обеспечивать протекания множества метаболических и 

ферментативных реакций [152] [153]. В норме внеклеточная концентрация АТФ и 

аденозина невысока (нМ) [153]. Благодаря разнице в концентрации АТФ между 

вне- и внутриклеточным пространством формируется значительный 

концентрационный градиент, направленный из клетки наружу, поэтому любое 

нарушение целостности клеточной мембраны сопровождается мощным выходом 

АТФ в интерстиций [152]. Показано, что при воспалении содержание АТФ во 

внеклеточном пространстве возрастает многократно, достигая концентрации 

мкмоль/л и ммоль/л [26].  

В работе Juranyi c соавт. был впервые продемонстрирован выброс тритий-

меченого АТФ в срезах гиппокампа крысы в ответ на гипоксию и гипогликемию 

[154]. Позднее Frenguelli c соавт., применив специальные биосенсоры, на модели 

кислород-глюкозной депривации (КГД, модель ишемии in vitro) в режиме 

реального времени зафиксировали повышение концентрации внеклеточного АТФ 

в срезах гиппокампа до уровней порядка 700 нМ во время реоксигенации через 1-

2 минуты после распространения аноксической деполяризации, с достижением 

пика 1.8 мкМ в течение некоторого времени после реоксигенации 
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(постишемический пик) [155] [24]. Melani c соавт., применив метод 

микродиализа-HPLC, показали рост концентрации АТФ в стриатуме крысы на 

фоне окклюзии средней мозговой артерии (ОСМА), что стало первым 

свидетельством индуцированного ишемией выброса АТФ in vivo [23]. При 

использовании ингибиторов эктонуклеотидаз концентрация АТФ в интерстиции 

достигала значений порядка 700 нМ через 20-24 часа от начала ОСМА [156]. 

Введение крысам пиродаксальфосфат-6-азофенил-2,4-дисульфоновой кислоты 

(PPADS), неселективного антагониста рецепторов P2X и P2Y, до ишемии и в 

течение недели после ишемии значительно улучшало неврологические 

последствия, снижая их тяжесть, и способствовало уменьшению объёма зоны 

инфаркта [157]. 

Астроциты являются основным источником пуринов в нервной ткани [158] 

[151]. В нейронах и глиальных клетках АТФ запасается в секреторных и 

синаптических везикулах. На фоне ишемии и других патологий секреция АТФ во 

внеклеточное пространство может осуществляться активными механизмами, 

такими как кальций-зависимый экзоцитоз, лизосома-зависимый экзоцитоз, 

транспорт через каналы, образованные коннексинами Cx43,  паннексинами Panx1, 

транспорт через большую пору активированного рецептора P2X7 [159] [160] [161] 

[162] [163] [164]. Существует мнение, что специфические пути выброса АТФ 

вероятно могут вносить больший вклад в поддержание его высокого уровня во 

внеклеточном пространстве при повреждении ЦНС по сравнению с пассивным 

оттоком из клеток, подвергшихся некрозу [25].  

1.3.2. Участие АТФ в реактивном астроглиозе 

Роль АТФ в активации астроцитов интенсивно исследовалась с начала 90-х 

годов прошлого века. В результате работ нескольких групп исследователей на 

культурах астроцитов кортекса и стриатума крысы было установлено, что АТФ и 

его структурные аналоги способны стимулировать гипертрофию астроцитов, 

элонгацию GFAP-позитивных отростков (stellation в англоязычной литературе) и 

пролиферацию клеток путём активации ERK1/2 и транскрипционного фактора 
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STAT3 [165-169] [170] [171] [172] [173]. Признаки астроглиоза были обнаружены 

in vivo при активации пуринергических рецепторов 2-ого типа (P2) прилежащего 

ядра. Введение структурного аналога АТФ 2-метилтио-АТФ (2-MeSATP) в 

прилежащее ядро крысы усиливало выраженность астроглиоза, индуцированного 

повреждением ткани в результате микроинъекции [174]. Предположительно, 

основную роль в обеспечении характерных для реактивного астроглиоза 

эффектов in vitro и in vivo играют метаботропные рецепторы P2Y [173]. 

Использование специфичных агонистов рецепторов P2X и P2Y при введении в 

прилежащее ядро крысы показало преимущественное вовлечение P2Y в процессы 

реактивной активации астроцитов [175]. Активирование рецептора P2Y1 

агонистом АДФ усиливало реакцию астроглии на травматическое повреждение и 

было ассоциировано с запуском сигнального каскада PI3K/Akt [176]. 

Интрацеребровентрикулярное введение MRS2365, синтетического агониста P2Y1, 

стимулировало фосфорилирование Rel-A (NF-κB, p65) и увеличивало объём 

инфаркта после транзиентной ОСМА, в то время как инфузия специфического 

антагониста P2Y1, MRS2179, напротив, способствовала уменьшению объёма зоны 

инфаркта, улучшала моторную координацию, снижала фосфорилирование Rel-A 

и экспрессию провоспалительных цитокинов/хемокинов IL-6, TNF-α, ССL2, 

CXCL10 [177]. Микроглия может модулировать пролиферативный эффект 

нуклеотидов на астроциты через регуляцию активности P2Y1, 12 [178] [179] 

[180]. 

АТФ и его производные потенциируют провоспалительные эффекты IL-1β, 

TNF-α и IFN-γ, усиливая активацию Rel-A, AP-1, синтез PGE2 [31, 181]. АТФ 

способен модулировать пролиферативное действие FGF-2 на астроциты [182-185]. 

АТФ в низких концентрациях усиливал пролиферацию кортикальных астроцитов, 

индуцированную FGF-2, через активацию P2Y, в то время как рецептор P2X7, 

активируемый высокими концентрациями АТФ, напротив, блокировал 

пролиферативное действие FGF-2 [182]. Усиление синтеза ДНК в культуре 

астроцитов наблюдалось при обработке клеток комбинацией АТФ с FGF-2, но не 



	 35	

происходило при внесении АТФ на фоне тромбоцитарного ростового фактора 

(PDGF) и EGF [185]. 

В целом, из анализа большого пласта научных работ за период 1990-2021 

гг., посвящённых изучению эффектов АТФ, его аналогов, метаболитов и 

вовлечения различных типов рецепторов пуринергической системы в обеспечение 

астроглиоз-подобных эффектов, можно сделать ряд следующих заключений. 

Пролиферативные и иные эффекты АТФ, характерные для реактивного 

астроглиоза, могут обеспечиваться продуктами гидролиза АТФ, например, АДФ. 

Это особенно актуально для работ, где не использовали стабильные аналоги АТФ. 

На вовлечение АДФ в проведение астроглиоз-подобных эффектов указывает 

массив литературных данных, свидетельствующих об активации P2Y1 (агонист 

АДФ) при астроглиозе. Эффекты АТФ зависят от концентрации: низкие дозы 

АТФ вероятно оказывают астроглиоз-подобное стимулирующее действие на 

астроциты, в то время как высокие концентрации АТФ вызывают некроз/апоптоз 

астроцитов. Пролиферативное действие обеспечивается главным образом 

метаботропными рецепторами P2Y (медленный эффект), в то время как 

некроз/апоптоз – ионотропными P2X (быстрый эффект). 

1.3.3. Рецепторы P2 в патологии астроглии 

Рецепторы Р2 делятся на ионотропные  P2X и метаботропные P2Y [186]. 

Ионотропные P2X1-7 неселективно проницаемы для катионов Ca2+, Na+, K+, 

функционируют в форме гомо- и гетеромеров и активируются АТФ [187]. 

Метаботропные рецепторы P2Y обладают различной лиганд-специфичностью к 

пуринам и пиримидинам, преимущественно ассоциированы с Gq/11 и их 

активация запускает каскады, приводящие к образованию инозитолтрифосфата 

(IP3) и выбросу кальция из внутриклеточного депо [188] [186]. Астроциты 

экспрессируют широкий спектр пуринорецепторов P2X и P2Y [27, 189] [190]. В 

исследовании Fisher c соавт. на культуре кортикальных астроцитов крысы была 

показана преимущественная экспрессия рецепторов P2X4, P2X6, P2X7 и P2Y1, 2 

[27]. 
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1.3.3.1. Рецепторы семейства P2X 

Рецепторы P2X1-7 состоят из трёх субъединиц, образуя тример, либо 

гексамер в случае двух связанных тримеров [191] [192] [186]. Каждая 

субъединица имеет внутриклеточный короткий N-конец, внутриклеточный C-

конец, длина которого варьируется, и два трансмембранных участка TM1 и TM2, 

образующие ворота канала (ТМ1) и пору канала (ТМ2) [186]. Большая часть 

рецептора представлена крупным внеклеточным гликозилированным и богатым 

цистеинами эктодоменом [192]. C-конец регулирует функции рецептора и 

вовлечён в проведение сигнализации, обеспечение клеточной локализации 

рецептора и белок-белковых взаимодействий [193]. Общее строение субъединицы 

P2X без N- и C- доменов напоминает по форме дельфина, выпрыгивающего из 

океана, где внеклеточный домен представляет собой голову и туловище морского 

млекопитающего над водой, а трансмембранный домен соответствует хвосту, 

опущенному в воду (Рисунок 5) [194] [195]. Атомная структура субъединицы P2X 

в комплексе с АТФ была расшифрована для P2X4 данио рерио [195]. Согласно 

модели АТФ-связывающий сайт расположен на краю АТФ-связывающего 

кармана и состоит из 10 аминокислотных остатков каждых двух смежных 

субъединиц в тримере: 4 гидрофильных остатка (Lys70, Lys72, Thr189, Lys193) и 

последующие 3 гидрофобных остатка (Leu191, Leu217, Ile232) одной 

субъединицы и 3 гидрофильных остатка (Asn296, Arg298, Lys316) соседней 

субъединицы [195, 196]. Мотив из 7 гидрофильных аминокислот сохранён в 

рецепторах млекопитающих и было показано, что его наличие является ключевым 

для активации рецептора P2X7 при взаимодействии с агонистом АТФ [196]. 
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Рисунок 5. Структура субъединицы P2X4.1 данио рерио. А) Дельфин-

подобная структура субъединицы P2X4.1 данио рерио при закрытом состоянии 

рецептора. Б) Чашеообразная модель строения тримерного рецептора P2X7 

человека в закрытом состоянии, вид параллельно клеточной мембране. Каждая 

субъединица обозначена отдельным цветом. ВКП – внеклеточное пространство, 

ТМП – трансмембранное пространство. В) Структура P2X7 человека в закрытом 

состоянии, вид со стороны внеклеточного пространства на мембрану. Г) 

Структура P2X7 человека в открытом состоянии, вид со стороны внеклеточного 

пространства на мембрану. Обозначены три молекулы АТФ, активирующие 

рецептор, и открытие канала, проницаемого для катионов. Модифицировано из 

[196]. 

Рецепторы P2X существуют в форме гомомеров и гетеромеров (P2X2/3, 

P2X1/2, P2X1/5, P2X2/6, P2X4/6, P2X1/4) [197].  

1.3.3.1.1. Рецепторы P2X1-6 

В последние десятилетия при исследовании заболеваний нервной ткани в 

контексте пуринергической сигнализации основное внимание фокусируется на 

рецепторах P2X7 и P2Y1. Активация P2X7 и P2Y1 наблюдается в большинстве 

патологических ситуаций, связанных с выбросом больших количеств АТФ из 

клеток, и в многочисленных научных работах показан вклад именно данных 
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подтипов рецепторов семейства P2 в течение нейропатологий, ассоциированных с 

астроглиопатиями. Сравнительно мало сведений доступно о роли других 

рецепторов P2X1-6 при патологиях астроглии, что видимо объясняется тем, что 

данные рецепторы в основном выполняют свои функции в здоровой нервной 

ткани и активируются небольшими количествами АТФ (EC50=1-10 мкМ) [198]. 

Кроме того, для большинства рецепторов P2X не существует селективных 

агонистов, что также затрудняет исследования вклада конкретного рецептора в те 

или иные процессы [186]. 

Экспрессия рецепторов P2X1 была показана для астроцитов кортекса, 

гиппокампа, прилежащего ядра, мозжечка [199] [200] [201] [202]. Повреждение 

прилежащего ядра в исследовании in vivo на крысах приводило к повышению 

плотности P2X1, а также рецепторов P2X2-4 и P2X7 на поверхности астроцитов в 

области воспаления [199]. Повышение экпрессии рецепторов P2X1, P2X2 и P2X4 

наблюдалось в срезах гиппокампа при депривации глюкозы и кислорода [203, 

204]. Блокада P2X1 ингибитором TNP-ATP (антагонист P2X1-3) в свою очередь 

вызывала снижение экспрессии P2X1 и защищала клетки от гибели, вызванной 

ишемией [203]. В исследовании Wang с соавт. была обнаружено, что выброс АТФ 

астроцитами с последующей активацией P2X2 префронтальной коры модулирует 

поведенческие признаки, характерные для расстройств аутистического спектра 

[205].  

Для рецептора P2X3 было обнаружено, что его экспрессия астроцитами 

ствола мозга может быть ассоциирована с повышенной болевой 

чувствительностью при невропатиях [206, 207]. Плотность рецепторов, 

локализованных преимущественно на отростках астроцитов, и количество 

отростков возрастали при хроническом пережатии инфраорбитального нерва, в 

модели черепнолицевой невропатической боли [207]. Введение ингибитора 

mGluR5 способствовало снижению плотности P2X3 и выраженности болевой 

чувствительности [207]. Применение антагонистов P2X3, а также блокада P2X4 и 

P2X7 ведёт к уменьшению боли, вызванной невропатией [208].  
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Рецептор P2X4 широко экспрессируется в ЦНС нейронами и нейроглией, а 

также клетками сетчатки глаза, в периферической нервной системе P2X4 

экспрессируется шванновскими клетками [209, 210] [211] [212]. При стимуляции 

высокими дозами АТФ рецептор P2X4, а также P2X2 способны образовывать 

пору подобно рецептору P2X7 [213]. В многочисленных исследованиях было 

продемонстрировано, что активация P2X4 преимущественно на микроглии играет 

ключевую роль в развитии невропатической боли и активации фагоцитоза [214, 

215] [216] [217] [218] [219]. Активация P2X4 в реактивной микроглии спинного 

мозга вызывала тактильную аллодинию на фоне повреждения нерва у крыс и 

была достаточна для формирования тактильной аллодинии у здоровых животных 

[220]. Гипоксия и депривация глюкозы были ассоциированы с повышением 

экспрессии рецепторов P2X4 и P2X7 в астроцитах гиппокампа [221]. 

Особенностью рецептора P2X5 является низкая амплитуда тока после 

активации АТФ по сравнению с токами, возникающими при активации 

рецепторов P2X1, 2, 3, 4 [186]. Вместе с субъединицей P2X1 рецептор P2X5 

образует функциональный гетеротример P2X1/5, экспрессия которого характерна 

для глиальных клеток [222]. На кортикальных астроцитах мыши было показано, 

что его активация сопровождается временным повышением концентрации 

кальция в цитоплазме клетки, и, полагают, что в связке с рецептором NMDA 

данный гетеротример играет роль в обеспечении взаимодействия нейрон-

астроглия [223].  

Субъединицы P2X6 не способны образовывать стабильных тримеров и 

функционируют только в виде гетерополимеров, образуя гетерорецепторы с P2X2 

и P2X4 [224] [186]. Для астроцитов показано наличие транскриптов P2X6, однако 

данные о наличии на мембране и функциональной роли возможных 

гетерорецепторов отсутствуют [201] [189] [200] [27].  

1.3.3.1.2. Рецептор P2X7 

Рецептор P2X7 является уникальным в семействе P2, поскольку остаётся 

неактивным в нормальных физиологических условиях и активируется 
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сравнительно высокими концентрациями АТФ (0.1-1 мМ) при патологических 

состояниях ЦНС [25]. В ЦНС наиболее высокая экспрессия P2X7 наблюдается в 

клетках микроглии, астроглии и олигодендроглии, возрастая многократно при 

нейровоспалении [187]. Экспрессия P2X7 в астроцитах возрастает после травмы 

мозга [199, 225]. Вклад рецептора P2X7 в патогенез был обнаружен при болезни 

Паркинсона, эпилепсии, БАС, МС, болезни Альцгеймера, травмах мозга и 

ишемии [226-233]. Наличие функциональных рецепторов P2X7 в нейронах 

остаётся спорным [231, 234].  

Кратковременное воздействие АТФ стимулирует быстрое открытие ионного 

канала P2X7, проницаемого для катионов Na+, K+ и Ca2+ [193] [187]. 

Пролонгированная экспозиция рецептора к высоким дозам АТФ приводит к 

формированию огромной поры в мембране, способной пропускать молекулы 

размером до 900 Да, что сопровождается массивным высвобождением АТФ, 

глутамата и других молекул из клетки и накоплением высоких концентраций 

кальция внутри клетки. Это, в итоге, стимулирует развитие воспаления, 

эксайтотоксичности и заканчивается клеточной гибелью путём апоптоза [188] 

[235, 236] [237]. Существует несколько теорий, объясняющих 

предположительные механизмы образования поры: 1) пора образуется в 

результате расширения исходного ионного канала и 2) пора формируется 

независимыми от ионного канала молекулами, рекрутированными в результате 

активации P2X7 [238]. Активация рецептора P2X7 сопровождается вовлечением 

паннексиновых каналов, по которым АТФ и другие молекулы начинают 

поступать во внеклеточное пространство, усугубляя ситуацию [239]. 

Полноразмерный ген P2X7 был впервые клонирован из библиотеки кДНК 

мозга крысы [240] и показал 35-40% гомологии с генами других рецепторов P2X, 

являясь максимально отличным от всех членов семейства [241]. Размер 

субъединицы P2X7 у млекопитающих составляет 595 аминокислот, что является 

наибольшим среди субъединиц P2X [242]. Было идентифицировано несколько 

изоформ P2X7, образуемых в результате альтернативного сплайсинга у человека 

и у грызунов, среди которых есть и функциональные, как, например, 
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человеческие изоформы P2X7A и P2X7B [193]. Аминокислотная 

последовательность субъединицы P2X7 человека на 96% идентична 

последовательности субъединицы рецептора обезьяны (макака резус) и на 78-85% 

идентична последовательностям рецепторов собаки, крысы, мыши и морской 

свинки [196]. С-конец субъединицы P2X7 содержит на 70-220 больше 

аминокислотных остатков, чем субъединицы остальных рецепторов P2X, что 

делает его значительно более длинным [196]. 

Рецептор P2X7 существует в виде гомотримера и на сегодняшний день нет 

убедительных сведений о его функционировании в форме гетерорецептора, хотя в 

некоторых работах была показана колокализация и совместная ко-

иммунопреципитация с рецептором P2X4 [187].  

2′,3′-O-(бензоил-4-бензоил)-ATP (бензоил-АТФ, бзАТФ) является наиболее 

мощным, но неселективным агонистом P2X7 и часто используется в 

исследованиях данного рецептора [186]. Активность агониста в отношении P2X7 

в 10-30 раз превосходит активность АТФ [240]. Однако бензоил-АТФ способен 

активировать и другие подтипы P2, например, P2X1 и P2X3, а также 

метаболизироваться до производных аденина [237] [186]. Антагонистов, 

блокирующих P2X7, на сегодня разработано и известно значительно большее 

количество. Среди ортостерических ингибиторов, блокирующих центры 

связывания рецептора с АТФ, к наиболее активным и специфичным в отношении 

P2X7 относят производные тетразолия (A438079, A839977) и цианогуанидина 

(A740003, A804598) [237, 243]. Бриллиантовый синий G (BBG) является более 

древним и наиболее популярным ингибитором, относящемся к классу 

аллостерических антагонистов, используемым для блокады P2X7, который тем не 

менее способен блокировать другие рецепторы P2 (P2X1, P2X4) и натриевые 

каналы [237, 244]. Использование животных, нокаутных по P2X7, в 

экспериментах in vivo также  сопряжено с некоторыми нюансами. По крайней 

мере Т-лимфоциты у двух линий коммерчески доступных мышей, нокаутных по 

P2X7, созданных GlaxoSmithKline и Pfizer, экспрессируют P2X7 [237]. Все 
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подобные факты, касаемые агонистов, антагонистов и мышей-нокаутов, следует 

учитывать при критическом анализе исследований, посвящённых P2X7. 

Рецептор P2X7 является одним из ключевых драйверов воспаления в ЦНС. 

Опосредуемый P2X7 иммунный ответ, секреция провоспалительного цитокина 

IL-1β микроглией, тщательно описан в литературе [245] [246]. Стимуляция 

микроглии липополисахаридом, иммуногенным компонентом бактериальной 

стенки, активирует толл-подобные рецепторы (TLR4) и аккумуляцию про-IL-1β в 

цитоплазме клетки, а стимуляция P2X7 агонистом АТФ вызывает формирование 

инфламмасомы NLRP3 (NOD-, LRR и пирин-содержащий белок 3), 

многобелкового олигомерного комплекса, ответственного за развитие 

воспалительной реакции [193, 246, 247]. Образование инфламмасомы 

стимулирует переход про-каспазы-1 в каспазу-1, которая в свою очередь путём 

протеолиза превращает неактивные субстраты про-IL-1β и про-IL-18 в зрелые 

цитокины IL-1β, IL-18, секретируемые микроглией [247]. Активированная 

микроглия является основным источником IL-1β в ЦНС и его образование 

ингибируется применением антагонистов P2X7 [248]. Помимо секреции IL-1β 

микроглия продуцирует и другие провоспалительные цитокины, среди которых 

IL-6 и TNF-α, по независимым от инфламмасом механизмам. 

В литературе встречается противоречивая информация по поводу секреции 

астроцитами IL-1β на фоне активации P2X7. В исследовании Gustin с соавт., 

выполненном на культурах астроцитов мышей линии C57BL/6JolaHsd, 

сообщается про отсутствие формирования комплекса NLRP3 и секреции IL-1β 

праймированной астроглией при стимуляции разными активаторами образования 

инфламмасомы: АТФ (1мМ), нигерицином, уратом натрия, гидроксидом 

алюминия [249]. Гиппокампальные астроциты крысы, праймированные ЛПС, 

экспрессировали незрелый про-IL-1β, но не способны были его процессировать и 

секретировать зрелый IL-1β при активации P2X7 [250]. Позднее той же группой 

исследователей было показано, что кортикальные астроциты крысы, 

праймированные ЛПС и стимулированные АТФ (1 мМ), в отличие от астроцитов 

гиппокампа способны секретировать зрелый IL-1β. Образование IL-1β в данном 
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случае катализируется каспазой-1, чья активность возрастает на фоне обработки 

АТФ и, по-видимому, обусловлена сборкой инфламмасомы [30]. 

Для астроцитов описана секреция разнообразных других 

провоспалительных цитокинов при стимуляции рецепторов P2X7 [248] [193]. 

Нестимулированные астроциты человека в культуре экспрессируют 8 цитокинов, 

среди которых G-CSF, GM-CSF, GRO-α (CXCL1), IL-6, IL-8 (CXCL8), CCL2, MIF 

и Serpin E1 [251]. В ЦНС астроциты являются главным источником IL-6 [252]. 

Прямая или косвенная активация рецептора P2X7 в астроцитах верхушки 

зрительного нерва и в астроцитах спинного мозга стимулировала экспрессию и 

секрецию IL-6 клетками [253], [254], [255]. В более ранних исследованиях было 

показано, что обработка культуры гиппокампальных астроцитов бензоил-АТФ 

вызывала экспрессию CCL2, хемокина, ответственного за инфильтрацию 

лейкоцитов в нервную ткань при воспалении [256]. Применение антагонистов 

P2X7 блокировало данный эффект [256]. Пролонгированная инкубация клеточной 

линии глиомы С6 с бензоил-АТФ усиливала экспрессию хемокинов CCL2, IL-8 и 

ростового фактора VEGF [257].  

Фетальные астроциты человека содержат низкий уровень рецепторов P2X7 

[29]. Их стимуляция бензоил-АТФ вызывала лишь небольшой всплеск кальция 

внутри клеток [29]. Однако добавление бензоил-АТФ к астроцитам, которые были 

предварительно активированы IL-1β, вызывало значительное увеличение 

концентрации кальция внутри клеток и формирование поры P2X7 [29]. Обработка 

клеток IL-1β сама по себе стимулировала экспрессию P2X7 и его экспонирование 

на клеточной мембране [29]. Любопытно, что также возрастала экспрессия P2X4 

на фоне стимуляции, хотя и в меньшей степени по сравнению с P2X7 [29]. 

Обработка клеток бензоил-АТФ в разных концентрациях усиливала продукцию 

NO активированными IL-1β астроцитами [29]. Модулирование 

провоспалительных эффектов IL-1β рецепторами P2 подтверждается и в работе 

Liu с соавт., выполненной на фетальных астроцитах человека [258]. Показано, что 

использование неселективных ингибиторов P2, сурамина и окисленного АТФ 
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(оАТФ), значительно снижало IL-1β-индуцированную продукцию NO, секрецию 

TNF-α и IL-6, активацию NF-κB и AP-1 в астроцитах [258]. 

Добавление АТФ (100 мкМ) к культуре астроцитов, предобработанной 

цитокинами IL-1β, TNF-α, IFN-ϒ, значительно усиливало продукцию 

простагландина 2 [31]. Одиночная обработка АТФ вызывала лишь небольшое 

увеличение синтеза PGE2 клетками [31]. Однако следует заметить, что 

используемая концентрация АТФ 100 мкМ является достаточно низкой для 

активации P2X7, что, как и отсутствие использования в работе более 

специфических агонистов и антагонистов P2X7, не позволяет говорить о вкладе 

конкретно данного рецептора в усиление синтеза PGE2. 

В литературе существуют сведения о противоположных, 

антивоспалительных эффектах активации P2X7. Добавление АТФ 1 мМ, либо 

бензоил-АТФ (0.1-1 мМ) к кортикальным астроцитам приводило к снижению 

ЛПС-индуцированной продукции TNF-α клетками, что, как утверждают авторы 

исследования, не было связано с клеточной гибелью и гидролизом АТФ до 

аденозина с последующей активацией протекторных рецепторов P1 [259]. В то же 

время обработка клеток небольшими количествами АТФ (10-100 микромоль), 

напротив, способствовала усилению секреции TNF-α [259]. В исследовании Adzic 

с соавт. обработка культуры астроцитов, праймированных ЛПС, либо ЛПС + IFN-

γ, различными концентрациями АТФ (5 мкМ-1 мМ) не влияла ни на секрецию IL-

1β, ни на образование активных форм кислорода и азота [260]. АТФ, напротив, 

выступал в роли антиоксиданта, повышая активность супероксиддисмутаз и 

увеличивая содержание глутатиона [260]. 

Активное вовлечение P2X7 в патологические процессы мозга 

стимулировало разработку разнообразных синтетических антагонистов, 

наноантител для применения в терапии заболеваний ЦНС. 

1.3.3.2. Рецепторы семейства P2Y 

На сегодняшний день у человека обнаружено 8 рецепторов, которые 

относят к P2Y: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 и P2Y14 [261]. 



	 45	

Рецепторы с отсутствующими номерами либо не встречаются у млекопитающих, 

либо для них не получено доказательств нуклеотидной природы агониста [186]. 

На основе гомологии последовательностей рецепторы P2Y делят на две группы: к 

первой группе относят P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, в то время как P2Y12, 

P2Y13, P2Y14 относят ко второй группе (Рисунок 6) [261].  

                    
Рисунок 6. Филогенетическое древо рецепторов P2Y. Использовано из 

[186]. 

Рецепторы P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11 ассоциированы с белками Gq, 

стимулирующими превращение фосфолипазой С субстрата фосфатидилинозитол-

дифосфата в IP3 и диацилглицерол, которые, мобилизуя кальций из 

внутриклеточных депо и активируя протеинкиназу С, соответственно, запускают 

развитие различных клеточных процессов [151]. P2Y12, P2Y13 и P2Y14R в 

основном ассоциированы с белками Gi/o, чья активация ингибирует 

аденилатциклазу и сокращает содержание циклического АМФ (цАМФ) внутри 

клетки [151]. В целом для рецепторов P2Y показан запуск разнообразных 

сигнальных каскадов при активации, в том числе каскад MAPK, путь PI3K/Akt и 

т.д. [151]. 
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1.3.3.2.1. Рецептор P2Y1 

Последовательности P2Y1 крысы и человека были клонированы и 

охарактеризованы в 1995-1996 гг. [262, 263]. Обе последовательности кодируют 

белок, состоящий из 373 аминокислот [264]. АДФ является естественным 

агонистом P2Y1, в то время как АТФ может выступать в качестве частичного 

агониста и антагониста при низких уровнях экспрессии рецептора [261]. В мозге 

обнаружена высокая экспрессия P2Y1, особенно выраженная в областях 

прилежащего ядра, скорлупы, стриатума, и наблюдается значимое окрашивание 

P2Y1 специфическими антителами в коре больших полушарий и мозжечка, в 

гиппокампе, хвостатом ядре, скорлупе, бледном шаре, красном ядре, 

субталамическом ядре и среднем мозге [265] [261]. Рецепторы P2Y1 

локализованы на нейронах, астроглии и микроглии [27, 175] [200] [266] [267] 

[268].  

Вклад P2Y1 в патологические состояния ЦНС преимущественно связан с 

приобретением астроцитами реактивного фенотипа и гиперэкспрессией P2Y1 

[269]. P2Y1 участвует в распространении кальциевых волн по астроцитарному 

синцитию и стимулирует астроглиоз при травме, ишемии, болезни Альцгеймера 

[176] [25, 269] [266]. Его блокада специфическими антагонистами способствует 

облегчению состояния [177] [270] [271, 272] [273] [274]. В исследовании Delekate 

с соавт. была показана гиперэкспрессия рецептора P2Y1 реактивными 

астроцитами, окружающими бляшки амилоида в мозге мышей с болезнью 

Альцгеймера [269]. Блокада P2Y1 полностью нормализовала состояние 

астроглии, в то время как ингибирование P2X оказалось неэффективным [269]. 

Применение специфических антагонистов P2Y1 снижало гибель нейронов и 

улучшало пространственную память крыс при травме мозга  и при ишемии [270, 

271] [275]. В то же время существует массив данных, свидетельствующих о 

защитном эффекте P2Y1 на клетки ЦНС [276] [277] [278] [271, 279, 280]. В 

исследовании ишемии in vivo процент пораженных нейронов был выше в группе 

мышей P2Y1-/- по сравнению с дикими типом [280]. Эктопическая 

гиперэкспрессия P2Y1 в микроглии снижала гибель клеток in vitro, вызванную 
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ишемией, и оказывала нейропротекторный эффект [280]. Предварительная 

инкубация астроцитов с агонистом P2Y1, 2-метил-тио-АДФ (2MeSADP), 

сокращала пероксид-индуцированную продукцию АФК клетками [279]. 

Активация P2Y1 стимулировала экспрессию антиоксидантов, таких как каталаза, 

супероксиддисмутаза (SOD2), и накопление глутатиона в клетках, что 

свидетельствует о вовлечении P2Y1 в защиту от окислительного стресса [279]. В 

исследовании Watts с соавт. введение мышам с закрытой черепномозговой 

травмой специфических агонистов P2Y1, 2MeSADP/MRS2365, через полчаса 

после травмы значительно снижала выраженность отёка мозга, реактивный глиоз 

и экспрессию AQР4 [277]. Сокращение объёма зоны инфаркта на фоне 

стимуляции P2Y1 наблюдалось и при фототромбозе [281]. Таким образом, как 

блокада P2Y1 в одних исследованиях, так и стимуляция данного рецептора в 

других оказывала цитопротекторный эффект, наблюдаемый in vivo и in vitro, и 

подобный парадокс может быть объяснен, например, существованием различных 

популяций P2Y1 в областях и клетках мозга, либо приобретением рецептором 

каких-то новых свойств при патологических состояниях [25]. 

Активация P2Y1 может быть ассоциирована с секрецией разнообразных 

цитокинов, в том числе IL-6, арахидоновой кислоты, PGЕ2 [282-284]. В работе 

Fujita с соавт. было продемонстрировано, что стимуляция рецепторов P2Y1 в 

культуре гиппокампальных астроцитов оказывает выраженный протекторный 

эффект в отношении астроцитов и нейронов на фоне окислительного стресса за 

счёт секреции IL-6 [282]. Похожее наблюдение было сделано Noguchi с соавт. в 

исследовании влияния метилртути на астроциты и нейроны [285]. Было показано, 

что обработка метилртутью стимулирует выброс АТФ из астроцитов и 

аутоактивацию P2Y1, приводящую к секреции IL-6 и нейропротекции [285]. В 

модели ишемии in vivo использование специфического антагониста P2Y1, 

MRS2179, значительно снижало уровень фосфорилированного Nf-κB в 

астроцитах, экспрессию IL-6, TNF-α, CCL2, CXCL10, что было ассоциировано с 

уменьшением зоны поражения [177]. Добавление к астроцитам АТФ (1-100 

микромоль) на фоне стимуляции IL-1β значительно усиливало IL-1β-
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опосредованную активацию NF-κB, AP-1 и экспрессию IL-8, в то время как 

экспрессия антивоспалительного IL-10 была значительно подавлена [181]. 

Добавление к клеткам АДФ повторяло данные эффекты, что может косвенно 

свидетельствовать о вкладе рецептора P2Y1 в наблюдаемые процессы [181]. 

Таким образом, из многочисленных данных литературы следует, что 

рецептор P2Y1 в дополнение к рецептору P2X7 активно участвует в 

разнообразных патологических состояниях ЦНС, в том числе в ишемическом 

повреждении, и является перспективной точкой приложения таргетной терапии. 

1.3.3.2.2. Рецепторы P2Y2, 4, 6, 11-14 

Рецептор P2Y2 активируется УТФ и АТФ в эквивалентных концентрациях 

[186]. Его экспрессия астроглией обнаружена в кортексе, гиппокампе, мозжечке 

[189, 286, 287]. Полагают, что возникновение кальциевых волн обеспечивается в 

основном за счёт стимуляции АТФ рецепторов P2Y1 и P2Y2 [266, 288]. 

Экспрессия P2Y2 возрастает на фоне травмы спинного мозга, головного мозга, 

при воспалении, и играет цитопротекторную роль [289-291]. Повышение 

экспрессии P2Y2 может обеспечиваться активацией P2X7 [292]. Рецепторы P2Y2 

вовлечены в секрецию арахидоновой кислоты и повышение экспрессии LIF 

астроцитами [293] [294].  

Основным эндогенным лигандом P2Y4 и P2Y6 является УТФ и УДФ, 

соответственно [264]. АТФ выступает антагонистом, либо частичным агонистом 

P2Y4 человека [295]. В случае P2Y4 крысы АТФ  и УТФ являются полными 

агонистами [264]. Экспрессия P2Y4 астроцитами возрастает в областях 

повреждения чёрной субстанции в модели болезни Паркинсона [296]. P2Y4 может 

быть вовлечен в секрецию астроцитами белка-прекурсора амилоида [297]. 

Активация P2Y6 лигандом УДФ снижала гибель астроцитов, вызванную TNF-α, в 

то время как стимуляция P2Y4 лигандом УТФ подобного эффекта не оказывала 

[298] [299]. Обработка астроцитов УДФ стимулировала продукцию больших 

количеств хемокинов CCL2 и CCL3  [300]. УДФ индуцировал секрецию IL-8 в 
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клеточной линии астроцитомы 1321N1, трансфицированной экспрессором P2Y6 

[301] [302].  

Рецептор P2Y11 человека отличается от остальных членов семейства. Ген, 

кодирующий P2Y11, содержит интрон, который разделяет кодирующий первые 6 

аминокислот экзон от второго экзона, кодирующего оставшуюся часть белка 

[186]. Аминокислотная последовательность P2Y11 на 33% идентична 

последовательности P2Y1, ближайшего гомолога [303]. Эндогенным лигандом 

P2Y11 человека является АТФ [303]. Экпрессия P2Y11 астроцитами и микроглией 

повышается на фоне повреждения спинномозгового нерва [304].  

Рецептор P2Y12 активируется АДФ, а АТФ выступает антагонистом [264]. 

Данный рецептор высоко экспрессируется тромбоцитами и является точкой 

приложения антиаггрегационных препаратов, клопидогреля и тикагрелора [186]. 

В ЦНС P2Y12 экспрессируется астроцитами, микроглией, олигодендроглией 

[305]. Изменение экспресcии P2Y12 наблюдается при нейровоспалении и МС 

[305, 306]. Обработка астроцитов синтетическими аналогами АДФ стимулировала 

пролиферацию клеток и, как было показано, данный эффект обеспечивается 

рецепторами P2Y1 и P2Y12 через активацию  сигнального пути PLC-PKC-ERK1/2 

[307]. Стимуляция рецепторов P2Y1 и P2Y12 астроцитов прилежащего ядра 

приводила к выраженному астроглиозу [175]. Активация P2Y12 значительно 

снижала TNF-α-индуцированный апоптоз клеток линии астроцитомы 1321N1 

[308].  

Рецептор P2Y13 человека был впервые клонирован в 2001 [309]. 

Естественным агонистом является АДФ, АТФ выступает частичным агонистом 

[264]. Обработка астроцитов мозжечка бензоил-АТФ повышала уровень 

внутриклеточного кальция  и этот эффект обеспечивался P2X7 и P2Y13 [310].  

Рецептор P2Y14 на 47% идентичен P2Y12, P2Y13 и активируется УДФ-

глюкозой. P2Y14 вовлечен в процессы воспаления и боли, контроль тучных 

клеток и микроглии, секрецию инсулина и вазоконстрикцию [264].  
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1.4. Toll-подобные рецепторы (TLR) в центральной нервной системе 

1.4.1. Строение и сигнализация Toll-подобных рецепторов 

Рецепторы распознавания образов (PRR) играют ключевую роль в 

реализации ответа врождённой иммунной системы на патоген/образ опасности, 

экспрессируются глиальными клетками ЦНС и стимулируют развитие локального 

нейровоспаления при различных патологиях нервной системы, в том числе на 

фоне ишемии и травмы мозга [34, 35].  

Одной из наиболее хорошо изученных групп PRR является семейство Toll-

подобных рецепторов [311]. На основе аминокислотной гомологии рецепторы 

TLR позвоночных можно сгруппировать в 6 подсемейств: TLR1/2/6/10, TLR3, 

TLR4, TLR5, TLR7/8/9 и TLR11/12/13/21/22/23 [312]. Экспрессия TLR1-10 была 

обнаружена у человека, TLR1-13 (кроме TLR10) были детектированы у мыши 

[313]. Ген TLR10 в геноме мыши является результатом инсерции ретровируса и 

относится к неактивным псевдогенам [313]. Типичный TLR представляет собой 

тип I трансмембранных белков и содержит 3 структурных домена: внешний домен 

из обогащённых лейцином повторов (LRR), трансмембранный домен и 

цитоплазматический домен TIR (Toll/IL-1 receptor) [314]. Мотив LRR 

ответственен за распознавание патогена, в то время как домен TIR 

взаимодействует с белками-адапторами и проводит сигнализацию [314]. 

Некоторые TLR, среди которых TLR1, TLR2, TLR4-6 и TLR11, расположены на 

поверхности клеток в цитоплазматической мембране, в то время как TLR3, TLR7, 

TLR8 и TLR9 являются внутриклеточными рецепторами и обнаруживаются в 

мембране эндосом [315]. Рецепторы TLR функционируют в форме гомодимеров 

за исключением рецептора TLR2, который образует гетеродимер с TLR1 и с TLR6 

(Рисунок 7А) [315]. Рецепторы TLR распознают консервативные молекулярные 

паттерны (образы) патогенов (PAMPs), либо эндогенные образы опасности, 

ассоциированные с повреждением (DAMPs), которые высвобождаются из клеток 

при стрессе, повреждении, лизисе [34]. Эндосомальные TLR в основном 

распознают нуклеиновые кислоты вирусов и бактерий, в то время как 
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цитоплазматические TLR активируются различными компонентами 

бактериальной стенки, такими как липополисахарид, липотейхоевая кислота, 

пептидогликаны, флагеллин и липопротеины. В качестве эндогенных активаторов 

TLR могут выступать матричная РНК, митохондриальная ДНК, белок группы 

высокой мобильности HMGB1, хроматин, белки теплового шока (HSP), α-

синуклеин и т.д. [34]. 

Сигнализация через рецепторы TLR осуществляется по двум различным 

путям: MyD88 (белок 88 первичного ответа миелоидной дифферецировки)-

зависимый путь и TRIF (TIR домен-содержащий адаптор-индуцируемый IFNβ)-

зависимый путь (Рисунок 7Б) [316]. За исключением рецепторов TLR3, 4 

остальные рецепторы используют MyD88-опосредованную сигнализацию [34, 

316]. Активация TLR соответствующим лигандом вызывает димеризацию 

рецептора с последующим взаимодействием MyD88 с доменом TIR [314]. MyD88 

рекрутирует серин-треониновые киназы IRAK1, IRAK2, IRAK4, образуя 

комплекс, называемый миддосомой [315]. Дальнейшее привлечение в комплекс и 

активация фактора TRAF6 (TNF-рецептор-ассоциированный фактор 6) и киназы 

TAK1 в конечном счёте приводят к высвобождению транскрипционного фактора 

NF-κB в цитоплазме [315]. Транслокация NF-κB в ядро запускает экпрессию генов 

провоспалительных цитокинов. 

Проведение сигнала по TRIF-зависимому пути характерно только для 

рецепторов TLR3 и TLR4 [317]. Вовлечение TRIF-пути ассоциировано с 

активацией транскрипционных факторов  NF-κB, AP-1 и членов семейства 

регуляторных факторов интерферона IRF, стимулирующих синтез 

провоспалительных цитокинов и IFN1 [314]. 

TLR4 функционирует у млекопитающих в качестве рецептора ЛПС [317]. 

Активация TLR4 в виде комплекса с белком-корецептором MD2 (белок 2 

миелоидной дифференцировки TLR4) приводит к развитию ответов ранней фазы 

и поздней фазы. Образование комплекса TLR4-MD2-ЛПС вначале активирует NF-

κB и MAPK в результате рекрутинга MyD88 и адапторов MAL [314]. 

Последующий эндоцитоз TLR4-MD2-ЛПС внутрь клетки приводит к 
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взаимодействию с TRIF и адапторами TICAM2, вызывая продукцию IFN1, 

активацию IRF7 и позднего NF-κB [314].  
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Рисунок 7. А. 3D модель комплекса TLR3/dsРНК, заякоренного в 

фосфолипидном бислое. Связывание с двухцепочечной РНК (красный и 

зелёный) вызывает димеризацию субъединиц TLR3 (синий и маджента). Б. 

Сигнальные пути рецепторов TLR. Рецептор TLR3 использует TRIF-

опосредованный путь. Рецептор TLR4 функционирует по обоим сигнальным 

путям TRIF и MyD88. Остальные рецепторы TLR используют только MyD88-

опосредованную сигнализацию. Модифицировано из [312]. 

1.4.2. Функции TLR4 в центральной нервной системе: фокус на 

астроциты 

Для Toll-подобных рецепторов известно множество функций, среди 

которых распознавание эндогенных и экзогенных антигенов, обеспечение связи 

врождённого и адаптивного иммунитетов, регуляция синтеза цитокинов, 

регуляция пролиферации и выживания клеток. Нейроны и глиальные клетки 

человека и грызунов экспрессируют TLR. Человеческие астроциты 

экспрессируют TLR1-5 и TLR9, астроциты мыши экспрессируют TLR1-9 [34]. 

TLR-сигнализация вовлечена в патогенез инсульта. Особо значимую роль 

играют рецепторы TLR2 и TLR4, экспрессия которых в мозге возрастает на фоне 

ишемии и может усиливать повреждение ткани [35]. В исследовании пациентов, 

перенёсших клинических инсульт, было показано, что повышенная экспрессия 

TLR2 и TLR4 ассоциирована с неблагоприятным прогнозом [35]. 

Рецептор TLR4 активируется ЛПС, но также способен узнавать 

липотейхоевую кислоту, фибронектин, белок слияния респираторного 

синцитиального вируса (RSV) [33]. Воздействие ЛПС на астроциты стимулирует 

пролиферацию клеток и миграцию. В исследовании Yang с соавт. ЛПС 

индуцировал экспрессию астроцитами матриксной металлопротеазы-9, фермента, 

модулирующего внеклеточный пространство и ассоциированого с миграцией 

[318]. Под воздействием ЛПС астроциты активно пролиферируют и, как было 

продемонстрировано в работе Rodegrs с соавт., данный эффект может быть 

отчасти опосредован TNF-α, экспрессия и секреция которого индуцируется ЛПС 
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[319]. При введение ЛПС in vivo астроциты претерпевали морфологические 

изменения, характерные для активированной астроглии [320].  

Активация TLR4 в астроцитах, как правило, приводит к повышению 

экпрессии и секреции цитокинов IL-1, IL-6, TNF-α, хемокинов  CСL и CXCL [34]. 

Обработка астроцитов крысы ЛПС индуцирует экспрессию iNOS, COX-2, TNF-α, 

простагландинов, IL-10 [321, 322]. Индукция iNOS сопровождается синтезом и 

секрецией оксида азота [323] [324]. В работе Vizuete с соавт. была показана 

секреция S100B астроцитами, стимулированными ЛПС [325]. 

Прекондиционирование астроцитов малыми дозами ЛПС вызывает так 

называемую толерантность (невосприимчивость) астроцитов к последующей 

обработке высокими дозами ЛПС, что может быть связано с ингибированием NF-

κB пути [326]. 

 

Таким образом, не смотря на широкий спектр исследований, посвященных 

роли астроцитов в нейровоспалении, остается не ясным в чем особенность 

действия отдельных повреждающих факторов и какую роль они играют при 

системном повреждении мозга в результате ишемии, инвазий или травм.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Вещества и растворы 

10x HBSS без Са2+ и Мg2 (Gibco, США), 1 М HEPES (Gibco, США), 10x PBS 

(Gibco, США), папаин (Sigms, США), L-Cystein-HCl (Sigma, США), BSA (Sigma, 

США), DMEM/F12 (Gibco, США), HI FBS (Gibco, США), антибиотик-

антимикотик (Gibco, США), трипсин-ЭДТА (Gibco, США), А438079 (Tocris, UK), 

бриллиантовый синий G (BBG) (Sigma, США), PPADS (Tocris, UK), бензоил-АТФ 

(Sigma, США), тромбин 1 KU (Sigma, США), липополисахарид (Sigma, США), 

MTT (Sigma, США), DMSO (Sigma, США), WST-1 (Sigma, США), реактив Грисса 

(Sigma, США), ДНКаза (Sigma, США), DTT (Sigma, США), β-меркаптоэтанол 

(BioRad, США), ДНКазой (ThermoFisher, США), анти-Bax [C-2] (Santa-Cruz, 

США), анти-Bcl2 [Р-19] (Santa-Cruz, США), анти-p65 XP® [D14E12] (CST, США), 

анти-фосфоp65 Ser536 [93H1] (CST, США), анти-HSP90 (StressMarq Biosciences, 

США), анти-GAPDH (Abcam, США), анти-S100B (Dako, Германия), анти-GFAP 

(Sigma, США), анти-Iba1 (Abcam, Великобритания), вторичные антитела 

AlexaFluor (Thermo Scientific, США), вторичные антитела-HRP (Имтек, Россия), 

Syto-59 (Sigma, США), фаллоидин (Thermo Scientific, США). 

2.2. Работа с культурой астроцитов 

2.2.1. Получение культур астроцитов 

Астроциты выделяли из мозга новорожденных крысят линии Wistar, либо 

мышат линии C57BL/6 по протоколу, подробно описанному в работе Ивановой с 

соавт. [327]. Все опыты с животными производили согласно этическим 

принципам и нормативным документам, рекомендованными Европейским 

научным фондом (ESF) и декларацией о гуманном обращении с животными. 

Животных декапитировали, головной мозг извлекали, промывали холодным PBS 

от крови и переносили в чашку с раствором Хенкса без Са2+ и Мg2 (1х HBSS, 1 

мМ пируват натрия, 10 мМ HEPES). Большие полушария отделяли и очищали от 

сосудистой оболочки, после чего переносили в камеру Максимова и механически 
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измельчали скальпелем. Измельчённый кортекс инкубировали в растворе папаина 

(5 U/мл папаин, 1х PBS, 0,2 мг/мл L-Cystein-HCl, 0,2 мг/мл BSA, 5 мг/мл глюкоза) 

при 37 °С, 10 минут. Затем раствор папаина аккуратно отбирали, к осадку клеток 

добавляли раствор Хенкса без Са2+ и Мg2+  с ДНКазой (0,01 мг/мл). Клеткам 

давали осесть, после чего раствор Хенкса меняли на свежий в течение ещё двух 

раз. Отмытые клетки суспендировали и пропускали через нейлоновое сито с 

диаметром пор 100 мкм (Corning, США). Суспензию клеток центрифугировали 

при 500 g, 7 минут, 4 °С. Осадок разводили в среде DMEM/F12 с добавлением 1x 

антибиотика-антимикотика (100 мкг/мл пенициллин/стрептомицин, 0,25 мкг/мл 

амфотерицин B) и HI FBS 10%. Клетки помещали во флаконы и культивировали в 

течение 10-12 дней при 37 °С, 5% CO2. На 5-6-й день флаконы трясли для 

отделения микроглии 1 час, 100 rpm, на шейкере, после чего культуральную среду 

меняли на свежую.  

2.2.2. Пассирование клеток 

На 10-12-й день in vitro астроциты снимали с культуральных флаконов 

раствором 0,25% трипсина-ЭДТА в PBS и центрифугировали. Осадок клеток 

разводили в 1-2 мл свежей среды. Перед пассированием флаконы с культурой 

трясли для отделения микроглии на шейкере 1 час. Для подсчёта количества 

клеток 10 мкл суспензии смешивали с 10 мкл трипанового синего (BioRad, США) 

в отдельной пробирке, тщательно суспендировали, вносили на специальный слайд 

и помещали в счётчик клеток (BioRad, США). В зависимости от целей 

дальнейшего эксперимента клетки рассевали на чашки с прикреплёнными 

стёклами (MatTek, США), в ячейки 6-, 12-, 24-, 48-луночных культуральных 

планшетов (Corning, США). Для 48-луночного планшета количество вносимых 

клеток составляло 60-70 тысяч на лунку, для других планшетов менялось 

пропорционально изменению площади лунок. Астроциты культивировали при 37 

°С, 5% CO2 в течение 4 дней. Однородность культуры астроцитов составляла 

более 90% при окрашивании антителами к специфическому глиальному 

фибриллярному кислому белку GFAP [328]. 
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2.2.3. Внесение веществ 

На 14-й день in vitro, когда плотность культуры составляла 80-90%, 

культуральную среду меняли на свежую с содержанием сыворотки 2%. После 

этого к клеткам добавляли следующие вещества, эффекты которых в дальнейшем 

исследовали: бензоил-АТФ (мкМ), тромбин (нМ), ЛПС (мкг/мл). Если протокол 

эксперимента предполагал применение ингибиторов, то в соответствующие 

экспериментальные лунки их вносили первыми: А438079 (мкМ), BBG (мкМ), 

PPADS (мкМ) – ингибиторы пуринергических рецепторов; L-NAME (мкМ) – 

ингибитор NO-синтаз. После часа инкубации с ингибиторами к клеткам 

добавляли бензоил-АТФ (мкМ).  

2.3. Модель ишемии in vitro – кислородно-глюкозная депривация (КГД) 

Депривация кислорода и глюкозы (КГД) широко используется в качестве 

модели инсульта in vitro [329]. Культуры клеток и тканей помещают в среду, не 

содержащую глюкозу, и инкубируют в деоксигенированной атмосфере [329]. 

В рамках работы КГД обеспечивали следующим образом. Клетки лишали 

стандартной культуральной среды, отмывали несколько раз PBS и добавляли 

среду без глюкозы, после чего астроциты помещали в инкубатор с 5% О2 и 5% 

СО2 на 5 часов. По окончании времени инкубации клетки реперфузировали. Для 

этого клеткам возвращали полную среду (глюкоза 4,5 г/л) и помещали в 

нормальную атмосферу (нормоксия, газовый состав инкубатора – 21%  О2 и 5% 

СО2) на 12 часов или 24 часа. При обсчёте результатов в качестве контроля 

служила группа клеток без воздействий.  

2.4. Измерение выживаемости/пролиферации астроцитов 

Восстановление солей тетразолия до сильно поглощающих в видимой 

области спектра формазанов лежит в основе ряда колориметрических тестов, 

используемых для анализа выживаемости клеток. Восстановление солей 

тетразолия обеспечивается работой митохондриальных дегидрогеназ и, 

соответственно, может происходить только в живых клетках. Количество 
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образуемого формазана, водонерастворимого в случае использования МТТ и 

водорастворимого в случае теста WST-1, снижается при гибели клеток и, 

напротив, растёт при пролиферации клеток. Изменение оптической плотности 

среды, содержащей формазан, отражает изменения доли живых клеток в 

культуре.  

2.4.1. МТТ тест 

MTT (3-(4,5-диметилтиазол-2-) ил)-2,5-дифенилтетразолий бромид) 

восстанавливается в нерастворимый формазан. Для измерения 

пролиферации/выживаемости клеток методом МТТ астроциты инкубировали с 

исследуемыми веществами в течение 24, либо 48 часов. Затем к клеткам 

добавляли водный раствор MTT до конечной концентрации 500 мкг/мл и 

инкубировали 1 час при 37 °С, 5% СО2. После этого культуральную среду 

удаляли, кристаллы формазана растворяли в диметилсульфоксиде, 300-700 

мкл/лунка. Содержимое лунок планшетов перемешивали на шейкере 10 минут, 

затем пробы переносили в 96-луночный планшет для иммуноферментного 

анализа (ИФА) по 100 мкл на лунку. Оптическую плотность измеряли при 570 нм 

на микроплейтридере iMark (BioRad, США).  

2.4.2. WST-1 тест 

WST-1 (4-[3-(4-йодофенил)-2-(4-нитрофенил)-2H-5-тетразолио]-1,3-

бензилдисульфонат) восстанавливается клетками до растворимого в 

культуральной среде формазана. Измерение пролиферации/выживаемости 

астроцитов при помощи реагента WST-1 производили через 24/48 часов 

инкубации с исследуемыми веществами. К астроцитам вносили WST-1 в 

разведении 1 к 10. Клетки инкубировали в течение 1 часа при 37 °С, 5% СО2, 

после чего 100 мкл культуральной среды переносили в 96-луночный планшет для 

ИФА. Оптическую плотность измеряли при 450 нм на микроплейтридере iMark 

(BioRad, США). Фоновое поглощение измеряли при 620 нм. 
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2.5. Оценка уровня некроза астроцитов по высвобождению 

лактатдегидрогеназы (ЛДГ) 

Лактатдегидрогеназа представляет собой стабильный цитозольный 

фермент, который высвобождается во внеклеточное пространство при лизисе 

клеток. Лактатдегидрогеназа восстанавливает соли тетразолия, добавленные к 

клеткам, до красного формазана. Интенсивность образования красного формазана 

соответствует интенсивности окрашивания культуральной среды, 

пропорциональна количеству высвобожденной ЛДГ в среду и отражает 

количество погибших путём некроза клеток.  

Для измерения высвободившегося фермента использовали набор CytoTox 

96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, США). Из лунок 48-луночного 

планшета отбирали по 30 мкл среды и вносили в лунки 96-луночного планшета, 

затем добавляли 30 мкл CytoTox 96® Reagent. Планшет запечатывали и 

инкубировали в темноте 30 минут при комнатной температуре. По истечении 

времени инкубации в лунки добавляли по 30 мкл Stop Solution. Оптическую 

плотность измеряли при 490 нм на микроплейтридере iMark (Bio-Rad, США). При 

обработке результатов за единицу принимали значения оптической плотности в 

группе без воздействий.  

2.6. Измерение относительного содержания оксида азота 

Оксид азота (NO) характеризуется крайне коротким периодом полураспада 

в биологических системах, что связано с его быстрым окислением до 

нитритов/нитратов [330]. Содержание нитритов/нитратов позволяет косвенно 

судить об интенсивности секреции NO клетками и измерение их уровня является 

популярным непрямым методом оценки продукции оксида азота в водных средах 

[331].  

Для измерения относительных количеств нитритов/нитратов в 

культуральной жидкости использовали реактив Грисса. Реактив Грисса 

представляет собой смесь сульфаниловой кислоты с N-(1-

Нафтил)этилендиамином, реакция которых с ионами нитритов приводит к 
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образованию окрашенных диазосоединений, поглощающих при длине волны 530-

540 нм [331].   

Реактив Грисса вносили в лунки 96-луночных ИФА планшетов в количестве 

50 мкл и затем добавляли по 50 мкл среды от астроцитов. В эксперименте по 

измерению накопления нитритов в среде во времени культуральную среду 

собирали через 2, 6, 12 и 24 часа после стимуляции клеток. В остальных 

экспериментах измерение относительных количеств нитритов производили через 

24 часа инкубации клеток с веществами. После добавления среды к реактиву 

Грисса планшет инкубировали при комнатной температуре 15 минут, затем 

измеряли относительное количество диазосоединений при 530 нм на 

микроплейтридере iMark (BioRad, США). 

2.7. Анализ уровней экспрессии iNOS методом полимеразной цепной 

реакции (ПЦР) в реальном времени 

2.7.1. Выделение РНК 

Для выделения РНК астроциты культивировали в 12-луночных планшетах. 

Через 2, 4, 6 и 12 часов после добавления бензоил-АТФ и ингибиторов клетки 

отмывали от среды холодным PBS и лизировали в 350 мкл раствора RLT (Qiagen, 

США) с добавлением β-меркаптоэтанола. Лизат переносили в пробирку, 

добавляли 350 мкл 96% этанола и тщательно суспендировали. Для очистки РНК 

использовали набор CleanRNA Standard (Евроген, Россия). Смесь переносили на 

колонку (не более 700 мкл) и центрифугировали в настольной центрифуге 

Eppendorf Minispin 30 сек при 10000 об/мин. Проскок отбрасывали. На колонку 

наносили 500 мкл промывочного раствора для РНК и центрифугировали 30 сек 

при 10000 об/мин. Повторяли промывку ещё один раз. Затем спин-колонку 

переносили в свежую собирательную пробирку и центрифугировали 5 мин при 

10000 об/мин. После этого спин-колонку помещали в 1.5 мл пробирку для сбора 

элюата и добавляли на фильтр 30-40 мкл деионизованной воды. После 5 минут 

инкубации при комнатной температуре колонку центрифугировали 30 сек при 

10000 об/мин, элюат собирали и наносили на фильтр повторно для обогащения 



	 61	

содержания РНК в элюате. Концентрацию выделенной РНК определяли при 

помощи спектрофотометра Implen NanoPhotometer C, позволяющего производить 

измерения нуклеиновой кислоты в малом объёме образца (1-3 мкл) и экономить, 

таким образом, препарат. Кроме того, производили измерение отношения 

поглощения образца при длинах волн 260 нм и 280 нм, позволяющего оценить 

степень загрязнения препарата белком, и при длинах волн 260 нм и 230 нм, 

показывающего загрязение образца органическими веществами, используемыми 

во время процедуры выделения РНК. В дальнейшей работе использовали образцы 

РНК, удовлетворяющие критериям A260/280 = 1.85 – 2.05; A260/230 = 1.8 – 2.2. 

2.7.2. Очистка препарата РНК от примеси ДНК 

Для очистки РНК от примесей геномной ДНК образцы обрабатывали 

ферментом ДНКазой (ThermoFisher, США). На 600 нг РНК добавляли 0,6 мкл 

ДНКазы (1 U/мкл), 1,5 мкл 10х коммерческого буфера и воды до конечного 

объёма реакции 15 мкл. Смесь инкубировали при 37 °С в течение 30 минут. Для 

остановки реакции добавляли ЭДТА и инкубировали при 65 °С, 10 минут. Пробы 

охлаждали и измеряли концентрацию РНК. 

2.7.3. Обратная транскрипция 

Для синтеза комплементарной цепи кДНК использовали набор MMLV RT 

(Евроген, Россия), где ключевым реагентом является обратная транскриптаза 

вируса лейкемии мышей Молони. В пробирку вносили матрицу РНК, олиго-(dT)-

праймер, 5х буфер (280 мМ Трис-HCl, pH 8.7, 375 мМ KCl, 30 мМ MgCl2), смесь 

дезоксирибонуклеозидфосфатов, DTT, ревертазу и воду, свободную от РНКаз и 

ДНКаз, до конечного объёма 20 мкл. Обратную транскрипцию производили в 

амплификаторе по следующей программе: 42 °С 60 минут, 70 °С 10 минут. 

Синтезированные образцы кДНК использовали далее в постановке полимеразно-

цепной реакции в реальном времени. 
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2.7.4. Постановка ПЦР в реальном времени 

Для проведения ПЦР в реальном времени использовали премикс 5х 

qPCRmix-HS SYBR, содержащий Taq ДНК полимеразу с горячим стартом, смесь 

дезоксинуклеозидтрифосфатов, интеркалирующий краситель SYBR, Mg2+ и 

реакционный буфер (Евроген, Россия). Последовательности праймеров были 

следующими: β-актин прямой 5′-TCATCACTATCGGCAATGAGCGGT-3′, 

обратный 5′-ACAGCACTGTGTTGGCATAGAGGT-3′; iNOS прямой 5′-

CCACAATAGTACAATACTACTTGG-3′, обратный 5′-

ACGAGGTGTTCAGCGTGCTCCACG-3′ [322]. Образцы кДНК в количестве 50 нг 

смешивали с 5х qPCRmix-HS SYBR, праймерами и водой до конечного объёма 

реакции 25 мкл в 200 мкл пробирках, которые затем загружали в амплификатор 

для ПЦР в реальном времени DTlite 4 (ДНК-Технология, Россия). Образцы 

анализировали в трех повторах. Программа амплификации состояла из этапа 

первичной денатурации кДНК в течение 2 минут при 95 °С и 40 циклов плавления 

в течение 20 секунд при 95 °С, отжига праймеров в течение 20 секунд при 57 °C и 

элонгации при 72 °С в течение 30 секунд. При постановке ПЦР использовали 

следующие контроли: негативный контроль с водой (вместо матрицы вносили 

эквивалентное количество воды, данный контроль характеризует чистоту 

реакции); эндогенный контроль на одинаковое внесение матрицы кДНК 

(используется уровень экспрессии β-актина). Для контроля специфичности 

реакций снимали кривую плавления. Продукты ПЦР визуализовали в агарозном 

геле. Для сравнения содержания транскриптов iNOS в образцах применяли 

пороговый метод анализа накопления ДНК, суть которого заключается в том, 

чтобы для каждого образца определить цикл ПЦР, когда количество ДНК (сигнал 

флуоресценции) достигнет одинаковой для всех образцов пороговой величины. 

Уровни экспрессии iNOS нормализовали относительно экспрессии 

конститутивного гена β-актина, эндогенного контроля (ΔСt). В качестве контроля 

сравнения использовали уровень экспрессии в нестимулированных клетках. 

Финальный расчёт изменений уровней экспрессии генов в исследуемых образцах 

производили по формуле 2 – (ΔСtобразца - ΔСtконтроль) [332]. 
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2.7.5. Горизонтальный электрофорез ДНК в агарозном геле 

Полученные методом ПЦР продукты анализировали при помощи 

агарозного электрофореза. Для этого готовили агарозный гель 1-2% путём 

смешивания сухой агарозы с соответствующим количеством ТАЕ буфера (40 мМ 

Трис-ацетат, 1 мМ ЭДТА, pH 8,5). Агарозу расплавляли в микроволновой печи, 

после чего добавляли этидиум бромид для возможности дальнейшей 

визуализации фрагментов ДНК в геле. Расплавленную агарозу заливали в камеру, 

установленную на заливочном столике. После застывания геля его помещали в 

камеру для горизонтольного электрофореза с добавлением ТАЕ буфера. Образцы 

амплифицированной ДНК смешивали с загрузочным буфером для образцов 

(Евроген) и наносили в карманы геля. В качестве стандарта использовали набор 

маркёров длин ДНК (Евроген). Электрофоретическое разделение фрагментов 

проводили при 100-200 мА в течение 30-50 минут. Полосы ДНК визуализировали 

при помощи трансиллюминатора. 

2.8. Анализ уровней секреции цитокинов 

Измерение секреции IL-6 и TNF-α производили методом 

иммуноферментного анализа с использованием коммерческих наборов. 

Астроциты культивировали в 24-луночных планшетах с исследуемыми 

веществами в течение 6 часов, после чего среду отбирали в пробирки, 

центрифугировали 10-15 минут 10000 g при 4 °С и замораживали. Клетки 

отмывали от остатков среды и дебриса и добавляли буфер для лизирования клеток 

Mg2+ (Sigma, США) с добавлением ингибиторов протеаз (Calbiochem, США). 

Клетки инкубировали 10 мин на льду и снимали пипетированием. Лизаты 

центрифугировали, супернатанты переносили в отдельные предварительно 

охлаждённые пробирки, после чего концентрацию общего белка измеряли при 

помощи реактива Брэдфорда (BioRad, США).  
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2.8.1. Измерение секреции интерлейкина 6 

Секрецию IL-6 оценивали с использованием набора Rat IL-6 Quantikine 

ELISA Kit (R6000B, R&D, США). Перед измерением образцы среды 

размораживали и центрифугировали 10000 g, 10 минут, 4 °С. Стандарт IL-6 крысы 

разводили в калибровочном буфере RD5-16 до конечной концентрации 4000 

пг/мл и на основе стокового раствора готовили серию разведений. Контрольный 

образец IL-6 крысы разводили в 1 мл деионизованной воды. Измерения всех 

образцов производили в дуплетах. В лунки 96-луночного планшета с 

пресорбированными антителами против IL-6 вносили по 50 мкл буфера RD1-54, 

после чего вносили по 50 мкл образца, стандарта соответствующего разведения, 

либо контрольного образца. Планшет заклеивали адгезивной плёнкой и 

инкубировали 2 часа при комнатной температуре. По истечении времени 

инкубации содержимое лунок вытряхивали и промывали 5 раз промывочным 

буфером по 300 мкл на лунку. В отмытые лунки добавляли по 100 мкл конъюгата 

IL-6, лунки запечатывали и инкубировали 2 часа при комнатной температуре. 

Процедуру отмывки от несвязавшегося конъюгата повторяли по вышеизложенной 

схеме, после чего вносили по 100 мкл субстрата на 30 минут. Реакцию 

останавливали внесением 100 мкл стоп-раствора. Измерение оптической 

плотности производили при 450 нм. Рассчитанные по калибровочной кривой 

концентрации интерлейкина 6 нормировали на содержание белка в 

соответствующем клеточном лизате. 

2.8.2. Измерение секреции TNF-α 

Секрецию TNF-α измеряли при помощи набора Rat TNF-α ELISA kit (CSB-

E11987r, Cusabio, США). Образцы анализируемой среды размораживали, 

центрифугировали 10000 g, 10 минут, 4 °C. Стандарт разводили в 1 мл буфера 

Sample diluent и на его основе готовили калибровочные разведения. Пробы 

анализировали в дуплетах. В лунки 96-луночного планшета с сорбированными 

антителами добавляли по 100 мкл образца, запечатывали плёнкой и инкубировали 

в течение 2 часов при 370С. По истечении времени инкубации лунки вытряхивали 
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и добавляли антитела, конъюгированные с биотином (1x biotin-antibody). Лунки 

инкубировали с биотинилированными антителами 1 час при 37 °C, после чего 

жидкость отбрасывали и планшет отмывали от несвязавшихся антител  

промывочным буфером, 200 мкл/лунка, 3 раза. Далее вносили по 100 мкл 

раствора авидина, конъюгированного с HRP (1x HRP-avidin) и инкубировали 1 час 

при 37 °C. Далее планшет отмывали 5 раз, вносили по 90 мкл субстрата ТМБ и 

инкубировали 15-30 минут в темноте при 37 °C. Реакцию останавливали 

добавлением 50 мкл стоп-раствора и измеряли оптическую плотность на 

спектрофотометре при 450 нм. Концентрации TNF-α определяли при помощи 

калибровочной кривой и нормировали на количество белка в соответствующих 

пробах.  

2.9. Вестерн-блоттинг 

Для вестерн-блоттинга подготовку проб проводили следующим образом. 

Планшеты с астроцитами помещали на лёд, отбирали культуральную среду и 

отмывали от остатков среды и дебриса холодным PBS. Затем в лунки с клетками 

вносили охлаждённый буфер для лизирования клеток Mg2+ (Sigma, США) с 

добавлением ингибиторов протеаз и фосфатаз (Calbiochem, США). Лизаты 

снимали с пластика пипетированием, либо скребком, помещали в пробирки и 

центрифугировали 10000 g, 10 минут, 4 °C . Содержание белка в супернатантах 

оценивали при помощи реактива Брэдфорда. Для проведения ПААГ-

электрофореза готовили 12% разделяющий гель на основе Трис-глицина, либо на 

основе бис-Трис. Одинаковое количество белка каждого образца смешивали в 

отдельных пробирках с 4x буфером Лэммли (0,25 М Тris/HCl, pH=6.8, 8% SDS, 

40% глицерол, 0,008% бромфеноловый синий,  20% β-меркаптоэтанол, рН=6.8), 

после чего кипятили при 95 °C в течение 5-10 минут и наносили в карманы геля. 

Разделение белков в электрическом поле осуществляли при 80 В в 

концентрирующем геле с переключением на 120 В при достижении фронтом 

разделяющего геля. Перенос белков на мембрану осуществляли либо мокрым 

способом, либо полусухим. В случае мокрого переноса использовали PVDF 
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мембрану и параметры процедуры 200 мА, 1 час. В случае полусухого переноса 

использовали нитроцеллюлозную мембрану, перенос осуществляли при 20 V, 400 

мA, 1 час. В обоих случая использовали буфер для переноса (25 мМ Трис, 190 мМ 

глицин, 10% метанол, 0,1% SDS). Мембрану блокировали 5% обезжиренным 

молоком 1 час при постоянном покачивании. Первичные антитела разводили в 

отдельных пробирках в 5% молоке следующим образом: анти-Bax 1:500 (C-2, 

Santa-Cruz, США), анти-Bcl2 1:200 (Р-19, Santa-Cruz, США), анти-p65 1:1000 

(D14E12, XP®, CST, США), анти-фосфоp65 Ser536 1:1000 (93H1, CST, США), 

анти-HSP90 1:1000 (StressMarq Biosciences, США), анти-GAPDH 1:10000 (Abcam, 

США). Антитела добавляли к мембране и инкубировали в течение ночи при + 4 

°C на шейкере. На следующий день мембрану отмывали 3 раза буфером TBST (20 

мМ Трис, pH 7.5, 150 мМ NaCl, 0,1% Tween-20) в течение 15, 10 и 5 минут. Далее 

мембрану инкубировали со вторичными антителами, конъюгированными с 

пероксидазой хрена HRP, в течение 1-1,5 часов при комнатной температуре, 

отмывали в TBST по описанной схеме и проявляли при помощи 

хемилюменисцентного набора ECL (Thermo Scientific, США), либо при помощи 

FemtoLUCENT Plus-HRP (G-Biosciences, США). Свечение бэндов визуализовали 

при помощи гель-документирующей системы BioRad (США). Для повторного 

окрашивания мембрану ополаскивали водой от остатков проявителя и 

инкубировали 30 минут в стрип-буфере (Thermo Scientific, США), после чего 

заново блокировали и производили процедуру окрашивания другого белка по 

аналогичной схеме. Денситометрию полос проводили при помощи программы 

ImageJ (NIH, США). В качестве контрольного белка использовали окрашивание 

на GAPDH. Результаты по целевым белкам нормировали к уровню белка GAPDH 

в конкретной пробе. 

2.10. Иммуноцитохимическое окрашивание 

Для иммуноцитохимии клетки культивировали на специальных стёклах 

(MatTek, США). Астроциты промывали тёплым PBS и фиксировали в 4% 

параформальдегиде 15 минут. Клетки отмывали по следующей схеме: 1x 10 мин 
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120 мМ Na2HPO4, 1x 10 мин низкосолевой буфер (150 мМ NaCl, 10 мМ Na2HPO4) 

и 2x 10 мин высокосолевой буфер (0,5 М NaCl, 20 мМ Na2HPO4). Клетки 

пермеабилизовали и блокировали буфером FSBB (0,1% Triton X-100, 5% FBS в 

PBS) 20 минут. Затем клетки инкубировали ночь при +4 °C с первичными 

антителами, разведёнными в FSBB. Использовали следующие антитела: антитела 

к S100B (1:400, Dako, Германия) для определения уровня S100B, анти-GFAP 

(1:100, Sigma, США) для детекции доли астроцитов в культуре, анти-Iba1 (1:200, 

Abcam, Великобритания) для определения доли микроглии. Для анализа 

формирования стресс-фибрилл в астроцитах клетки окрашивали фаллоидином, 

специфически связывающего F-актин (1:20, Thermo Scientific, США), с пришитой 

флуоресцентной меткой. На следующий день астроциты отмывали 1x 10 мин 

низкосолевым буфером, 2x 10 мин высокосолевым буфером и инкубировали со 

вторичными антителами (1:500, AlexaFluor, Thermo Scientific, США) 1,5 часа.  По 

истечение времени инкубации клетки отмывали от несвязавшихся антител по 

аналогичной схеме, после чего инкубировали с ДНК-тропным красителем Syto-59 

(1:20000, Sigma, США) 20 минут. Избыток красителя отмывали 3x 5 мМ Na2HPO4. 

Клетки, окрашенные фаллоидином, инкубировали только с Syto-59, вторичные 

антитела не использовали. Астроциты визуализовали при помощи конфокального 

микроскопа. В работе использовали лазерный сканирующий конфокальный 

микроскоп LSM 510 (Carl Zeiss, Германия). С каждого стекла снимали не менее 

пяти произвольно выбранных полей. Стёкла были продублированы для каждой 

группы. Микрофотографии анализировали, используя программу ImageJ. 

Экспрессию S100B в клетках и уровень образования стресс-фибрилл F-актина 

оценивали по изменению интенсивности флуоресценции антител к S100B  и 

фаллоидина в экспериментальных стёклах по сравнению с контрольными. 

Отношение интенсивности флуоресценции анти-S100B и фаллоидина к 

количеству ядер на микрофотографиях экспериментальных групп нормировали к 

аналогичному параметру в контрольной группе. Для анализа различий в 

формировании пустых полей рассчитывали среднее отношение площади этих 

полей к общей площади снимка для каждой экспериментальной группы, 
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полученные значения нормировали относительно значений в контрольных 

группах. Пустыми полями считали такие, в которых в проходящем свете 

отсутствовали клетки и флуоресцентный сигнал не превышал фоновый более, чем 

на 10%. Фоновым считался сигнал с той же чашки, заполненной буфером, но не 

содержащей клеток.  

2.11. Статистический анализ 

Статистический анализ данных проводили с помощью программ GraphPad 

Prism 5 для Windows и GraphPad Prism 6 для MacOS (GraphPad Software Inc., 

США). Для анализа использовали непараметрическую статистику (Kruskal-Wallis 

test, Mann-Witney test), в случае нормального распределения выборок 

использовали one-way ANOVA. Нормальность распределения выборок проверяли 

с использованием Shapiro-Wilk test. В качестве апостериорных тестов применяли  

post hoc Dunn’s test и post-hoc Dunnett's test. Все эксперименты были выполнены 

минимум в 3-х независимых биологических повторах, n-число независимых 

экспериментов. В качестве независимого биологического повтора принимали 

результаты, полученные с одной посадки клеток. Данные представлены в виде 

среднего ± ошибка среднего арифметического (SEM). Различия считали 

статистически значимыми при p < 0.05. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1. Влияние ишемии/реперфузии на культивируемые астроциты 

крысы 

Для симуляции ишемии in vitro мы использовали модель депривации 

кислорода и глюкозы, ключевых факторов, недостаток которых вызывает 

нарушение метаболизма и гибель клеток [329].  

3.1.1. Характеристика культуры астроцитов 

Культура астроцитов, используемая в данном исследовании, была 

охарактеризована по процентному содержанию астроцитов и микроглии (Рисунок 

8). Чистота культуры астроцитов составила 90%  и содержала не более 10% 

примесей микроглии. 

                                
Рисунок 8. Иммунофлуоресцентное окрашивание культуры 

астроцитов, используемой в исследовании. Анти-GFAP (зелёная 

флуоресценция, маркер астроцитов), анти-Iba1 (маркер микроглии, здесь 

отсутствует) и Syto-59 (синия флуоресценция, ядра). 

3.1.2. Влияние ишемии/реперфузии на выживаемость астроцитов 

крысы и высвобождение ЛДГ 

Для анализа влияния депривации глюкозы и кислорода на выживаемость 

астроцитов мы использовали несколько экспериментальных групп: контрольная 

группа (нормоксия + глюкоза), группа без глюкозы в условиях нормоксии 
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(n≥3). *p < 0.05 относительно контрольной группы, Kruskal-Wallis test, post hoc 

Dunn’s test. 

3.1.3. Депривация кислорода и глюкозы стимулирует перестройку 

актинового цитоскелета астроцитов 

Повышение пролиферации астроцитов через 24 часа после перенесённой 

ишемии может свидетельствовать об активации астроглии. Известно, что 

астроциты при активации могут претерпевать морфологические изменения [333]. 

Одним из характерных признаков изменения морфологии астроцитов является 

реорганизация актинового цитоскелета, сопровождающаяся появлением 

выраженных фибрилл F-актина, называемых стресс-фибриллами, пересекающих 

астроцит в различных направлениях [334, 335]. Стресс-фибриллы служат 

сократительным аппаратом в немышечных клетках. Их появление ассоциировано 

с мобилизацией клеток, изменением их формы, то есть с процессами, которые 

характерны для активированной астроглии.  

В связи с этим, мы решили проверить влияние ишемии на перестройку 

актинового цитоскелета астроцитов. Для этого актиновый цитоскелет 

визуализовали под конфокальным микроскопом при помощи метода 

иммуноцитохимии с использованием фаллоидина (маркёра F-актина), меченного 

флуоресцентной меткой.  

Было обнаружено, что депривация кислорода и глюкозы действительно 

влияет на перестройку актинового цитоскелета и появление стресс-фибрилл. 

Флуоресценция фаллоидина, нормализованная к числу клеток, оказалась в 2,5 

раза выше в группе КГД по сравнению с контролем (p < 0.05, Mann-Whitney test) 

(Рисунок 10).  
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тромбин в высоких концентрациях (>10 нМ) [100, 105, 123, 124, 141]. В нашей 

работе мы исследовали влияние тромбина на астроциты. Из анализа литературы 

известно, что тромбин способен стимулировать пролиферацию астроглии, 

вызывая активацию астроцитов [9] [22] [130]. Активация астроцитов, процесс, 

наблюдаемый при заболеваниях ЦНС, характеризуется изменением 

морфологического и функционального состояния клеток, сменой секреторного 

профиля на провоспалительный. Мы охарактеризовали влияние тромбина в 

различных концентрациях на ряд параметров, которые могут изменяться при 

активации астроцитов, среди которых пролиферация, состояние цитоскелета, 

синтез белка S100B, синтез NO. 

3.2.1. Дозозависимое влияние тромбина на выживаемость астроцитов 

грызунов 

Действие тромбина на выживаемость клеток оценивали в диапазоне 

концентраций 10-100 нМ. Астроциты инкубировали в течение 48 часов с 

сериновой протеазой в соответствующей концентрации, после чего производили 

анализ выживаемости с помощью тестов МТТ, либо WST-1. 

Было обнаружено, что тромбин дозозависимо повышает выживаемость 

астроцитов крысы, то есть запускает пролиферацию (Рисунок 11). Тромбин в 

концентрации 10 нМ повышал пролиферацию на 11% по сравнению с контролем 

(one-way ANOVA: F (3, 40)=18.39, p < 0.0001, post hoc Dunnett's test, p < 0.05). 

Тромбин в концентрациях 50 нМ и 100 нМ (высокие концентрации тромбина, 

лежащие в физиологическом диапазоне) оказывал более существенное влияние и 

повышал пролиферацию на 28% и 37%, соответственно (one-way ANOVA: F (3, 

40)=18.39, p < 0.0001, post hoc Dunnett's test, p < 0.001 и p < 0.0001, 

соответственно). Полученные результаты по пролиферации согласуются с 

данными литературы [131, 336]. 
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Рисунок 11. Тромбин в концентрациях 10-100 нМ стимулирует 

пролиферацию астроцитов крысы. Данные отображены в виде среднего ± SEM 

(n≥8). *p < 0.05, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 относительно контрольной группы, 

one-way ANOVA, post-hoc Dunnett's test. 

Чтобы проверить универсальность митогенного эффекта тромбина на 

астроциты, мы использовали первичные культуры астроцитов, полученные из 

мыши. Клетки инкубировали с различными концентрациями тромбина по 

аналогичному протоколу.  

Было обнаружено, что тромбин в использованных концентрациях 10-100 

нМ не влияет на выживаемость астроцитов мыши (Kruskal-Wallis test: H (4, 

12)=2.9, p=0.45, post hoc Dunn’s test, p > 0.05) (Рисунок 12). Отсутствие 

митогенного эффекта тромбина оказалось неожиданным, поскольку в литературе 

описано стимулирующее действие тромбина на пролиферацию астроцитов мыши 

[9, 337, 338]. В исследовании Nicole с соавт. обработка астроцитов мыши 

специфическим пептидом-агонистом PAR1 (основной рецептор тромбина) 

дозозависимо стимулировала пролиферацию, повышая её минимум в 2,5 раза по 

сравнению с контрольными значениями [9]. В исследовании Sorensen с соавт. 

воздействие 50 пкМ тромбина приводило к увеличению пролиферации 

кортикальных астроцитов мыши приблизительно в 4-5 раз по сравнению с 

контрольными значениями [337].  
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Поскольку в нашей работе не удалось обнаружить какого-либо митогенного 

эффекта тромбина на астроглию мыши, в дальнейших исследованиях тромбина 

клетки данного происхождения решено было не использовать.                       

                   
Рисунок 12. Тромбин не оказывает влияния на пролиферацию 

астроцитов мыши. Данные отображены в виде среднего ± SEM (n=3). Для 

поиска статистически значимых различий между группами использован Kruskal-

Wallis test, post hoc Dunn’s test. 

3.2.2. Влияние тромбина на экспрессию белка S100B в астроцитах 

крысы 

Повреждение ЦНС может сопровождаться повышением уровня экспрессии 

белка S100B астроглией [336]. S100B относится к группе кальций-связывающих 

низкомолекулярных белков, регулирует процессы пролиферации и 

дифференцировки клеток, а также стабилизирует актиновый цитоскелет [339]. 

Подавление его экспрессии в астроцитах приводит к разборке стресс-фибрилл, 

уменьшению подвижности клеток, что указывает на участие S100B в регуляции 

морфологии астроцитов [339]. В связи с этим, мы исследовали уровень S100B в 

астроцитах под воздействием тромбина. Уровень белка S100B в контроле и на 

фоне тромбина в широком диапазоне концентраций (1-1000 нМ) оценивали с 

помощью иммуноцитохимического окрашивания специфическими антителами к 

S100B.  
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post hoc Dunn’s test, p > 0.05).
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специфическими антителами, в астроцитах под воздействием тромбина в разных 

концентрациях. Б - типичные микрофотографии астроцитов в контроле и в 

присутствии тромбина (Тр) (зелёная флуоресценция – антитела к S100B, синяя 

флуоресценция – ДНК-тропный краситель Syto-59). Данные отображены в виде 

среднего ± SEM (n≥3). *p < 0.05, ****p < 0.0001 относительно контрольной 

группы, Kruskal-Wallis test, post hoc Dunn's test. 

3.2.3. Тромбин стимулирует перестройку актинового цитоскелета 

астроцитов крысы 

В процессе активации астроглия может претерпевать морфологические 

изменения, одним из признаков которых служит реорганизация актинового 

цитоскелета и появление внутриклеточных стресс-фибрилл. Мы оценили влияние 

тромбина на перестройку актинового цитоскелета. Актиновый цитоскелет 

окрашивали флуоресцентно-меченым фаллоидином (маркёр F-актина) и 

визуализовали при помощи конфокальной микроскопии.  

Было обнаружено, что тромбин в концентрациях 100 и 1000 нМ вызывает 

реорганизацию актина в астроцитах и приводит к образованию стресс-фибрилл 

(Рисунок 14). Интенсивность флуоресценции фаллоидина в клетках 

(флуоресценция фаллоидина/кол-во ядер) возрастала в 1,67 и 2,52 раза на фоне 

тромбина 100 нМ и 1000 нМ через 24 часа от начала воздействия по сравнению с 

контрольными значениями (Kruskal-Wallis test: H (5, 32)=31.23, p < 0.0001, post 

hoc Dunn’s test, p < 0.05 и p < 0.0001, соответственно). Тромбин в концентрациях 1 

нМ и 10 нМ не оказывал статистически значимого влияния на перестройку 

цитоскелета (Kruskal-Wallis test: H (5, 32)=31.23, p < 0.0001, post hoc Dunn’s test, p 

> 0.05). 
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3.2.4. Тромбин индуцирует образование пустых полей в культуре 

астроцитов 

В исследовании Niego с соавт. было показано, что тромбин вызывает 

формирование пустых полей (зон, свободных от клеток) в смешанной культуре 

астроцитов и нейронов гиппокампа, что было связано с изменением морфологии 

клеток и, возможно, с миграцией, но не с гибелью клеток [328].  

Мы изучили влияние тромбина на образование пустых полей в монослое 

астроцитов кортекса крысы. Культуру клеток инкубировали с тромбином, после 

чего окрашивали на GFAP (кислый фибриллярный белок, маркёр астроцитов) и 

визуализовали под конфокальным микроскопом. Интенсивность образования 

пустых полей оценивали как суммарную площадь зон, свободных от клеток, на 

снимке к общей площади снимка. Было обнаружено, что доля пустых полей 

возрастала на фоне тромбина  100 и 1000 нМ в 15 и 16 раз, соответственно, по 

сравнению с контрольными значениями (Kruskal-Wallis test: H (5, 19)=16.49, p < 

0.01, post hoc Dunn’s test, p < 0.01 и p < 0.05, соответственно) (Рисунок 15).  
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3.2.5. Тромбин стимулирует синтез NO астроцитами крысы 

Смена секреторного профиля клеток на провоспалительный является 

характерной чертой активированной астроглии. Известно, что астроциты 

способны секретировать плеяду провоспалительных цитокинов, хемокинов и 

ростовых факторов (подробно описано в Главе 1). Оксид азота (NO)  - одна из 

сигнальных молекул, обеспечивающая релаксацию сосудов, выступает в качестве 

медиатора воспаления при патологических состояниях организма, 

сопровождающихся гиперпродукцией NO [340]. Астроциты синтезируют и 

секретируют NO под воздействием разнообразных провоспалительных стимулов 

[341]. По сравнению с измерением уровня цитокинов, являющихся белковыми 

молекулами и требующими использования специфических антител и набора 

реагентов, измерение уровня NO азота является более простым, быстрым, 

дешёвым и доступным способом оценить провоспалительный статус клеток.  

Мы оценили продукцию NO астроцитами при воздействии тромбина. 

Астроциты инкубировали с тромбином 10 нМ и 100 нМ в течение 24 часов, после 

чего анализировали содержание нитритов/нитратов, продуктов окисления NO, в 

среде культивирования. Было обнаружено, что тромбин в концентрации 100 нМ 

вызывает статистически значимое повышение уровня нитритов в среде (Kruskal-

Wallis test: H (3, 17)=12.71, p < 0.0001, post hoc Dunn’s test, p < 0.01) (Рисунок 16). 

В группе, обработанной тромбином 10 нМ, подобного не наблюдалось (Kruskal-

Wallis test: H (3, 17)=12.71, p < 0.0001, post hoc Dunn’s test, p > 0.05). 
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Рисунок 16. Влияние тромбина на синтез NO астроцитами крысы. 

Данные отображены в виде среднего ± SEM (n≥5). **p < 0.01 относительно 

контрольной группы, Kruskal-Wallis test, post hoc Dunn’s test. 

Таким образом, в результате комплексной оценки состояния астроцитов 

установлено, что тромбин оказывает активирующее влияние на астроглию, 

начиная с концентрации 10 нМ и наиболее эффективно в концентрациях 100 нМ и 

выше. Тромбин стимулирует пролиферацию астроцитов, влияет на морфологию 

клеток, повышая экспрессию S100B и изменяя состояние цитоскелета, вызывает 

продукцию оксида азота. Образование пустых полей в культуре может также 

свидетельствовать об изменении морфологии клеток и, возможно, миграции. 

Подобные эффекты тромбина на астроциты описаны в литературе, однако в 

нашем исследовании впервые проанализировано действие протеазы в широком 

концентрационном диапазоне. Кроме того, мы впервые обнаружили 

стимулирующее действие тромбина в высокой концентрации (в физиологическом 

диапазоне) на секрецию оксида азота астроцитами крысы. 

3.3. Влияние АТФ на активацию астроцитов крысы 

Повреждения ЦНС, сопровождающиеся гибелью клеток и воспалением, 

приводят к локальному многократному повышению концентрации АТФ в 

межклеточном пространстве (мкмоль/л и ммоль/л) [26]. АТФ в высоких 

концентрациях 0,1-1 мМ активирует особый ионотропный рецептор P2X7, 

являющийся одним из ключевых драйверов воспаления в ЦНС.  

Мы исследовали влияние 2′,3′-O-(бензоил-4-бензоил)-ATP (бензоил-АТФ), 

стабильного аналога АТФ и активного агониста P2X7, на ряд параметров 

культуры астроцитов крысы. 

3.3.1. Бензоил-АТФ вызывает гибель астроцитов крысы 

Действие бензоил-АТФ на выживаемость астроцитов крысы оценивали в 

диапазоне концентраций 100-500 мкМ. Астроциты инкубировали с бензоил-АТФ 

48 часов, после чего анализировали выживаемость клеток методом WST-1. 
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Было обнаружено, что инкубация астроцитов с бензоил-АТФ 300 мкМ и 500 

мкМ приводит к гибели клеток, снижая выживаемость на 10% и 25%, 

соответственно, по сравнению с контрольными значениями (one-way ANOVA: F 

(3, 28)=32.23, p < 0.0001, post hoc Dunnett's test, p < 0.05 и p < 0.0001, 

соответственно) (Рисунок 17).  

Подобные эффекты бензоил-АТФ на выживаемость астроцитов известны из 

литературы. Например, в исследовании Salas с соавт. добавление 500 мкМ 

бензоил-АТФ к астроцитам мозжечка мыши вызывало формирование крупных 

пор в мембране и клеточную гибель [342].                                      

                   

Рисунок 17. Влияние бензоил-АТФ (бзАТФ) на выживаемость 

астроцитов крысы. Данные представлены в виде среднего ± SEM (n≥7). *p < 

0.05, ****p < 0.0001,  one-way ANOVA, post-hoc Dunnett's test. 

3.3.2. Снижение выживаемости астроцитов на фоне бензоил-АТФ 

обусловлено активацией рецепторов Р2X7  

Далее мы оценили роль отдельных типов рецепторов в гибели астроцитов 

крысы, вызванной бензоил-АТФ. Для этого мы использовали арсенал 

ингибиторов пуринергических рецепторов. 

Астроциты инкубировали с неселективным ингибитором рецепторов Р2,  

пиродаксальфосфат-6-азофенил-2,4-дисульфоновой кислотой (PPADS), в 

концентрации 100 мкМ в течение 1 часа, после чего клетки отмывали и добавляли 
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свежую среду. Затем добавляли бензоил-АТФ 500 мкМ, через 48 часов инкубации 

выживаемость измеряли методом WST-1. 

Предварительная обработка астроцитов ингибитором PPADS статистически 

значимо блокировала гибель клеток, вызванную бензоил-АТФ (Рисунок 18). 

Выживаемость астроцитов крысы в группе «PPADS + бензоил-АТФ» не 

отличалась от контрольных значений (Kruskal-Wallis test: H (4, 27)=27.81, p < 

0.0001, post hoc Dunn’s test, p > 0.05). Значение выживаемости в группе «PPADS + 

бензоил-АТФ» превышало выживаемость в группе, обработанной одним бензоил-

АТФ, на 23% (Kruskal-Wallis test: H (4, 27)=27.81, p < 0.0001, post hoc Dunn’s test, 

p < 0.01). Полученные результаты свидетельствуют о вовлечении рецепторов Р2 в 

реализацию гибели астроцитов крысы, индуцируемую бензоил-АТФ. 

                     
Рисунок 18. Использование неселективного ингибитора рецепторов P2, 

PPADS 100 мкМ, отменяет гибель астроцитов крысы на фоне бензоил-АТФ 

500 мкМ. Данные представлены в виде среднего ± SEM (n≥3). **p < 0.01, ***p < 

0.001, Kruskal-Wallis test, post hoc Dunn’s test.  

Чтобы доказать участие P2X7 в бензоил-АТФ-опосредованной гибели 

астроцитов, мы использовали специфические ингибиторы рецептора P2X7: 

ортостерический ингибитор А438079, блокирующий центры связывания 

рецептора с АТФ и являющийся производным тетразолия, и аллостерический 

антагонист бриллиантовый синий G (BBG) [237, 244] [243]. К клеткам добавляли 

обозначенные антагонисты до конечных концентраций 10 мкМ и 100 мкМ и 
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инкубировали в течение 1 часа, после чего среду меняли и вносили бензоил-АТФ 

300 мкМ и 500 мкМ. Через 48 часов измеряли выживаемость астроцитов методом 

WST-1. 

В результате было обнаружено, что антагонисты P2X7 статистически 

значимо блокируют гибель астроцитов на фоне токсического действия бензоил-

АТФ 300 мкМ и 500 мкМ (Рисунок 19А, Б). Выживаемость астроцитов крысы в 

группах «ингибитор P2X7 + бензоил-АТФ» не отличалась, либо превосходила 

значения в контроле. Выживаемость в группе «А438079 100 мкМ + бензоил-АТФ 

300 мкМ» на 33% превосходила значение выживаемости в группе, получавшей 

один бензоил-АТФ 300 мкМ (Kruskal-Wallis test: H (7, 39)=28.6, p < 0.0001, post 

hoc Dunn’s test, p < 0.01). Значения выживаемости в группах «А438079 10 мкМ + 

бензоил-АТФ 500 мкМ», «А438079 100 мкМ + бензоил-АТФ 500 мкМ» 

превышали выживаемость клеток, обработанных одним бензоил-АТФ 500 мкМ, 

на 36% и 42%, соответственно (Kruskal-Wallis test: H (7, 39)=28.6, p < 0.0001, post 

hoc Dunn’s test, p < 0.001). Выживаемость астроцитов в группе «BBG 100 мкМ + 

бензоил-АТФ 300 мкМ» на 25% превосходила значение выживаемости в группе, 

получавшей один бензоил-АТФ 300 мкМ (Kruskal-Wallis test: H (7, 48)=36.79, p < 

0.0001, post hoc Dunn’s test, p < 0.01). Значение выживаемости в группе «BBG 100 

мкМ + бензоил-АТФ 500 мкМ» на 25% превышало значение выживаемости 

клеток, обработанных одним бензоил-АТФ 500 мкМ (Kruskal-Wallis test: H (7, 

48)=36.79, p < 0.0001, post hoc Dunn’s test, p < 0.001). 

Эти данные свидетельствуют об участии рецепторов P2X7 в реализации 

гибели астроцитов крысы при воздействии бензоил-АТФ. 
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среднего ± SEM (n≥7). **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001, one-way ANOVA, 

post hoc Dunnett's test. 

Далее мы исследовали накопление нитритов в культуральной среде во 

времени и обнаружили, что уже через 12 часов после воздействия бензоил-АТФ 

500 мкМ наблюдается пик содержания нитросоединений. Уровни содержания 

нитритов через 12 и 24 часа после воздействия бензоил-АТФ превышали значения 

в аналогичных контрольных группах на 32% и 35% (p < 0.05, Mann-Whitney test). 

Уровень нитритов через 24 часа после воздействия бензоил-АТФ не отличался от 

уровня нитритов через 12 часов, что свидетельствует о выходе на условное плато 

(p>0.1, Mann-Whitney test) (Рисунок 21). 

 

              
Рисунок 21. Накопление нитритов в культуральной среде астроцитов 

крысы во времени. Данные отображены в виде среднего ± SEM (n=3). *p < 0.05, 

Mann-Whitney test.  
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3.3.2. Бензоил-АТФ стимулирует синтез NO астроцитами крысы через 

активацию рецепторов P2, отличных от P2X7 

Чтобы проверить вовлечение рецепторов P2X7 в активацию синтеза NO 

астроцитами под воздействием бензоил-АТФ, мы использовали, как и в случае с 

исследованием выживаемости, специфические ингибиторы P2X7 – A438079 и 

BBG. Клетки обрабатывали по раннее описанному протоколу и через 24 часа 

инкубации с веществами проводили измерение содержания нитритов. 

Неожиданно мы обнаружили, что предварительная обработка астроцитов 

ингибиторами P2X7 не только не блокирует накопление нитритов в 

культуральной жидкости астроцитов, но, напротив, усиливает синтез NO 

клетками, обработанными бензоил-АТФ (Рисунок 22А). В группе «А438079 100 

мкМ + бензоил-АТФ 300 мкМ» содержание нитритов было повышено на 64% по 

сравнению с группой «бензоил-АТФ 300 мкМ» (Kruskal-Wallis test: H (7, 

39)=29.62, p < 0.0001, post hoc Dunn’s test, p < 0.01). Для групп «А438079 10 мкМ 

+ бензоил-АТФ 500 мкМ» и «А438079 100 мкМ + бензоил-АТФ 500 мкМ» 

превышение синтеза NO составило 54% и 92% по сравнению с группой, 

обработанной одним бензоил-АТФ 500 мкМ (Kruskal-Wallis test: H (7, 39)=29.62, p 

< 0.0001, post hoc Dunn’s test, p < 0.05 и p < 0.001). Анализ уровня продукции 

нитритов в пересчёте на единичную клетку показал статистически значимое 

превышение уровней нитритов в группах «А438079 + бензоилАТФ» по 

сравнению с контрольными клетками (Рисунок 22Б). 
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post hoc Dunn’s test.
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Рисунок 23. Влияние ингибитора P2X7 на стимулированную бензоил-

АТФ продукцию NO астроцитами крысы. А - продукция NO астроцитами на 

фоне ингибитора  Р2X7 (BBG, 10 и 100 мкМ) и бензоил-АТФ 300 и 500 мкМ. Б - 

продукция NO единичной клеткой на фоне ингибитора  Р2X7 (BBG, 10 и 100 

мкМ) и бензоил-АТФ 300 и 500 мкМ. Данные представлены в виде среднего ± 

SEM (n≥3). *p < 0.05, ***p < 0.001, ****p < 0.0001, Kruskal-Wallis, post hoc Dunn’s 

test. 

Тот факт, что схожий эффект проявляется при использовании обоих 

антагонистов P2X7, отличающихся по механизмам блокады рецептора, 

свидетельствует о специфичности процесса, чем об артефакте исследования. 

Наиболее логичным объяснением наблюдаемого усиления синтеза оксида азота 

на фоне блокады P2X7 может служить гипотеза об активации бензоил-АТФ 

других рецепторов семейства P2. Известно, что бензоил-АТФ, являясь наиболее 

активным агонистом P2X7, тем не менее неселективен и способен активировать 

другие подтипы P2, например, P2X1 и P2X3, а также метаболизироваться до 

производных аденина [237] [186]. Чтобы доказать вовлечение рецепторов P2 в 

синтез оксида азота, мы обработали клетки неселективным антагонистом 

рецепторов Р2, PPADS.                 

Использование антагониста PPADS полностью блокировало синтез оксида 

азота астроцитами на фоне воздействия бензоил-АТФ 500 мкМ (Рисунок 24А, Б).  

Более того, одновременная обработка астроцитов ингибиторами А438079 10 мкМ 

и PPADS 100 мкМ с последующей стимуляцией бензоил-АТФ 500 мкМ 

приводила к полной блокаде синтеза оксида азота по сравнению с группой, 

обработанной А438079 10 мкМ совместно с бензоил-АТФ 500 мкМ (Kruskal-

Wallis test: H (5, 37)=30.05, p < 0.0001, post hoc Dunn’s test, p < 0.05). 

Полученный результат позволяет сделать два основных вывода: 1) синтез 

оксида азота астроцитами под воздействием бензоил-АТФ 500 мкМ обусловлен 

активацией рецепторов семейства Р2; 2) синтез оксида азота астроцитами под 

воздействием бензоил-АТФ 500 мкМ реализуется через активацию рецепторов Р2, 

отличных от P2X7. 
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D$"#+-%.&"(5 . .4#" +$"#("*) ± SEM (nc3). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, 

****p < 0.0001, Kruskal-Wallis test, post hoc Dunn’s test.
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Мы использовали неселективный ингибитор NO-синтаз, L-NAME, 

совместно с обработкой астроцитов бензоил-АТФ 500 мкМ. Ингибитор L-NAME 

вносили к клеткам за час до добавления бензоил-АТФ до конечных концентраций 

100 мкМ и 1000 мкМ. Измерение уровня нитритов, как и в предыдущих 

исследованиях, производили через 24 часа совместной инкубации астроцитов с 

веществами. 

Оказалось, что использование ингибитора NO-синтаз блокировало 

механизм синтеза оксида азота в клетках, стимулированных бензоил-АТФ 500 

мкМ. В группах «L-NAME 100 мкМ + бензоил-АТФ» и «L-NAME 1000 мкМ + 

бензоил-АТФ» наблюдалось статистически значимое снижение уровней 

содержания нитритов на 34% и 36%, соответственно, по сравнению с группой, 

обработанной одним лишь бензоил-АТФ (Kruskal-Wallis test: H (4, 50)=24.8, p < 

0.0001, post hoc Dunn’s test, p < 0.05) (Рисунок 25). 

             

Рисунок 25. Использование неселективного ингибитора NO-синтазы, L-

NAME, влияет на синтез NO астроцитами крысы в условиях стимуляции 

бензоил-АТФ 500 мкМ.  Концентрации L-NAME 100 мкМ и 1000 мкМ. Данные 

представлены в виде среднего ± SEM (n≥3). *p < 0.05, Kruskal-Wallis test, post hoc 

Dunn’s test. 
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Вовлечение NO-синтаз подтвердило специфичность наблюдаемого в ходе 

экспериментов повышения уровня нитритов при воздействии бензоил-АТФ на 

астроциты. Мы предположили, что в усилении синтеза NO может принимать 

участие индуцибельная NO-синтаза, поскольку её экспрессия индуцируется 

медиаторами воспаления. Измерение относительной экспрессии iNOS проводили 

в разных временных точках после внесения веществ к астроцитам методом 

количественной ПЦР. 

Было обнаружено, что относительная экспрессия iNOS впервые 

детектируется через 6 часов после внесения бензоил-АТФ 500 мкМ (Рисунок 26). 

Нам не удалось обнаружить транскрипты iNOS через 12 часов после воздействия 

бензоил-АТФ 500 мкМ. На фоне инкубации клеток с антагонистом P2X7, 

A438079, совместно с бензоил-АТФ 500 мкМ экспрессия iNOS детектировалась 

уже через 4 часа после добавления веществ к клеткам. Через 6 часов в группах 

«A438079 + бензоил-АТФ» и «BBG + бензоил-АТФ» наблюдалась отчётливая 

экспрессия iNOS, которая достигала максимума через 12 часов в исследуемом 

временном интервале.  

Результаты количественной ПЦР согласуются и подтверждают результаты 

измерений уровней нитритов. Как монообработка астроцитов крысы бензоил-

АТФ, так и совместная обработка с ингибиторами P2X7 приводит к запуску 

экспрессии индуцибельной NO-синтазы. В случае блокады P2X7 активация 

экспресии iNOS значительно более выражена и пролонгирована во времени по 

сравнению с монообработкой бензоил-АТФ, что опять же согласуется с 

результатами по измерению нитритов, полученных для соответствующих 

экспериментальных групп.  
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Рисунок 26.  Изменение относительной экспрессии гена iNOS в 

астроцитах во времени на фоне использования ингибиторов Р2X7, A438079 и 

BBG, и бензоил-АТФ 500 мкМ. Концентрация А438079 10 мкМ, BBG 10 мкМ. 

Данные представлены в виде среднего ± SEM (n≥3). *p < 0.05 относительно 

контрольного значения, Kruskal-Wallis test, post hoc Dunn’s test. 

Таким образом, стимуляция астроцитов крысы бензоил-АТФ вызывает 

гибель клеток и синтез оксида азота, обусловенный запуском экспрессии 

индуцибельной NO-синтазы. Активация рецептора P2X7 играет ключевую роль в 

выживаемости астроцитов, но не в запуске синтеза оксида азота, обусловленного 

активацией других рецепторов семейства Р2, отличных от Р2X7. 

3.4. Провоспалительные эффекты ЛПС 

Одним из осложнений, наблюдающихся у пациентов с ишемией, является 

инфекционное заражение [349]. Мы использовали липополисахарид, компонент 

бактериальной стенки и агонист TLR4, для симуляции воспаления, 

наблюдающегося при ишемии, осложнённой инфекцией. Мы исследовали 

влияние ЛПС на выживаемость астроцитов и секрецию NO. 
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3.4.1. Эндотоксинемия стимулирует выраженную пролиферацию 

астроцитов крысы 

Астроциты крысы инкубировали с ЛПС в широком диапазоне концентраций 

и через 48 часов измеряли выживаемость методом WST-1. 

Было обнаружено, что ЛПС в концентрациях от 0,01 мкг/мл до 10 мкг/мл 

стимулировал мощную пролиферацию астроцитов. Уровень пролиферации был 

максимальным при обработке астроцитов ЛПС в минимальной концентрации 0,01 

мкг/мл, в 2,5 раза превышая контрольные значения (Kruskal-Wallis test: H (8, 

76)=59.23, p < 0.0001, post hoc Dunn’s test, p < 0.05) (Рисунок 27). ЛПС в 

концентрации 2 мкг/мл повышал уровень пролиферации в 1,9 раза по сравнению с 

контролем, при этом различие в пролиферации между группой, получавшей ЛПС 

0,01 мкг/мл, и группой, обработанной ЛПС 2 мкг/мл, было статистически 

значимым (Kruskal-Wallis test: H (8, 76)=59.23, p < 0.0001, post hoc Dunn’s test, p < 

0.05).   

                  

Рисунок 27. ЛПС в концентрации 0,01-10 мкг/мл стимулирует 

пролиферацию астроцитов крысы. Влияние липополисахарида (ЛПС) на 

выживаемость астроцитов. Данные представлены в виде среднего ± SEM (n=7). *p 

< 0.05 относительно контроля (к), #p < 0.05 относительно ЛПС 0.01 мкг/мл, 

Kruskal-Wallis test, post hoc Dunn’s test. 
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3.4.2. Эндотоксинемия стимулирует синтез оксида азота астроцитами 

крысы 

Астроциты обрабатывали ЛПС и измеряли уровень нитритов в 

культуральной среде по протоколу, описанному раннее.  

ЛПС во всех использованных концентрациях кроме 0,01 мкг/мл вызывал 

значительное высвобождение NO клетками (Рисунок 28). Максимальное 

высвобождение оксида азота наблюдалось на фоне ЛПС 2 мкг/мл и превышало 

значения в контроле в 3,7 раза (Kruskal-Wallis test: H (8, 70)=58.93, p < 0.0001, post 

hoc Dunn’s test, p < 0.05). Уровень нитритов на фоне остальных концентраций 

ЛПС превышал контрольный приблизительно в 2 раза (Kruskal-Wallis test: H (8, 

70)=58.93, p < 0.0001, post hoc Dunn’s test, p < 0.05).  

                 

Рисунок 28. Влияние липополисахарида (ЛПС) на синтез NO 

астроцитами крысы. Данные представлены в виде среднего ± SEM (n=7). *p < 

0.05 относительно контроля (к), Kruskal-Wallis test, post hoc Dunn’s test. 

3.5. Внутриклеточные эффекты тромбина, бензоил-АТФ и 

липополисахарида 

Многие заболевания ЦНС сопровождаются активацией провоспалительных 

сигнальных систем [350]. На предыдущих этапах работы мы охарактеризовали 

влияние тромбина, бензоил-АТФ и ЛПС на выживаемость астроцитов, состояние 

0

1

2

3

4

С
од
ер
жа
ни
е 
ни
тр
ит
ов

 
(к
он
тр
ол
ь=

1)

1 2 5 10

ЛПС, мкг/мл

 к 0.50.10.01

** **

*

* *



	 99	

цитоскелета, провоспалительную секрецию. В качестве первичного маркёра 

провоспалительной секреции был исследован уровень высвобождения NO 

стимулированными клетками. Определив действующие концентрации 

используемых веществ, вызывающие выраженный клеточный ответ, далее мы 

изучали влияние стимуляции на внутриклеточные сигнальные молекулы и 

охарактеризовали индуцируемый провоспалительный профиль секреции 

астроцитов более полно.  

3.5.1. Влияние тромбина, бензоил-АТФ и ЛПС на индекс Bax/Bcl-2 в 

астроцитах крысы 

Мы исследовали влияние тромбина, бензоил-АТФ и ЛПС на индекс 

апоптоза Bax/Bcl-2. Белок Bax стимулирует клеточную гибель, вызывая 

пермеабилизацию мембраны митохондрий [351] [352]. Белок Bcl-2, напротив, 

блокирует апоптоз, ингибируя Bax [352]. Баланс проапоптотических (Bax) и 

антиапоптотических (Bcl-2) белков, синтезируемых клетками, определяет судьбу 

клетки, поддерживая её выживаемость, либо вызывая гибель путём апоптоза 

[351]. 

Астроциты инкубировали с тромбином 100 нМ, бензоил-АТФ 500 мкМ, 

А438079 10 мкМ + бензоил-АТФ 500 мкМ и ЛПС 1 мкг/мл. Через 24 часа клетки 

лизировали. Уровень Bax и Bcl-2 оценивали c помощью вестерн-блота с 

использованием специфических антител. 

Индекс Bax/Bcl-2 оказался статистически значимо выше в группах, 

получавших тромбин, либо ЛПС, превышая контрольные значения в 2,23 и 2,84 

раза, соответственно (p < 0.05, Mann-Whitney test) (Рисунок 29). Изменение 

Bax/Bcl-2 в большей степени было обусловлено увеличением уровня белка Bax, 

чем уменьшением Bcl-2. Инкубация с бензоил-АТФ 500 мкМ не приводила к 

значимому изменению индекса Bax/Bcl-2 (p > 0.05, Mann-Whitney test).                      
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E("4&#3 29. :*(+&(% '-#M$(&., $%&L#(*-9FW ( 8DG &. "#N%-Q.&(%

$%*3#) Bax ( Bcl-2 ) ."'-#5('.1 3-0"0. A – +))-()6"(4" ,$).("9 0"&:). Bax 4

Bcl-2 . %+-$);4-%@, )0$%0)-%((5@ -$)/04()/ (100 (?), 0"(1)4&-AK! (500 /:?), 

A438079 (10 /:?), A438079 (10 /:?) +)./"+-() + 0"(1)4&-AK! (500 /:?), G>C

(1 /:*//&). T – $"D$"1"(-%-4.(%7 I)-)*$%I47 /"/0$%(5. M :%2"+-." :)(-$)&7

.("+"(47 0"&:% . &,(:, 4+D)&'1).%&4 ,$)."(' GAPDH. E%((5" D$"#+-%.&"(5 .

.4#" +$"#("*) ± SEM (nc3). *p < 0.05 )-()+4-"&'() :)(-$)&7, Mann-Whitney test.
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*+*

("+D";4I42"+:)9 %**$"*%;44 0"&:). [353]. ?()*4" 0"&:4-:&4"(-5, 

)0+&,34.%HN4"+7 HSP90, .).&"2"(5 . $"*,&7;4H .534.%"/)+-4/*40"&4 :&"-:4

[353]. T"&:4 -"D&).)*) 6):% /)*,- %:-4.4$).%-'+7 D)# .)1#"9+-.4"/ $%1&42(5@

+-$"++)$(5@ I%:-)$). [354]. T5&) D):%1%(), 2-) D$4/"("(4" 4(*404-)$). HSP90 

0&):4$).%&) D$).)+D%&4-"&'(,H %:-4.%;4H *&44 4 )0&"*2%&) -"2"(4"

/()3"+-."(()*) +:&"$)1% , /56"9 [354].

L$)."(' HSP90 2"$"1 24 2%+% 4(:,0%;44 %+-$);4-). + ."N"+-.%/4

);"(4.%&4 /"-)#)/ ."+-"$(-0&)-% + 4+D)&'1).%(4"/ +D";4I42"+:4@ %(-4-"& :
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Mann-Whitney test) (84+,(): 30). K$)/04(, 0"(1)4&-AK! 4 G>C (" .&47H- (%

+)#"$3%(4" HSP90 . %+-$);4-%@. 
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мембраны. В качестве контроля внесения белка в лунку использовали уровень 

GAPDH. Данные представлены в виде среднего ± SEM (n≥3). 

3.5.3. Влияние тромбина, бензоил-АТФ и ЛПС на уровень секреции IL-6 

и TNF-α астроцитами крысы  

Для расширения понимания провоспалительный активации астроцитов при 

воздействии тромбина, бензоил-АТФ и ЛПС был проведён анализ уровней 

секреции клетками двух ключевых провоспалительных цитокинов -  IL-6 и TNF-α. 

Как IL-6, так и TNF-α секретируются в острой фазе воспаления, и выполняют 

множество функций, среди которых активация синтеза белков острой фазы, 

цитокинов, вазодилатация и инфильтрация лейкоцитов в область воспаления [355] 

[356] [357].  

Астроциты инкубировали с веществами в течение 6 часов, после чего среду 

отбирали, клетки лизировали. Содержание цитокинов в среде определяли с 

помощью коммерческих наборов для ELISA.  

Значительное увеличение секреции IL-6 наблюдалось во всех 

экспериментальных группах, кроме группы, получавшей один ингибитор 

А438079 10 мкМ (p < 0.05, Mann-Whitney test) (Рисунок 31). В абсолютных 

значениях (нормированных на белок) содержание IL-6 составило: группа 

«контроль» - 64 пг/мл, группа «бензоил-АТФ 500 мкМ» - 560 пг/мл, группа 

«бензоил-АТФ 500 мкМ + А438079 10 мкМ» - 1336 пг/мл, группа «А438079 10 

мкМ»  - 78 пг/мл, группа «тромбин 100 нМ» - 1885 пг/мл, группа «ЛПС 1 мкг/мл» 

- 4744 пг/мл. Наиболее сильным провоспалительным стимулом, как и при 

измерении уровня оксида азота, оказался липополисахарид. Примечательно, что в 

группе «бензоил-АТФ 500 мкМ + А438079 10 мкМ» уровень секреции IL-6 

оказался выше по сравнению с группой, получавшей только бензоил-АТФ. 

Подобный эффект мы наблюдали раннее при измерении секреции оксида азота. 
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E("4&#3 31. :*(+&(% '-#M$(&., $%&L#(*-9FW ( 8DG &. "%3-%5(Y IL-6 

."'-#5('.M( 3-0"0. A - +":$";47 IL-6 . %0+)&H-(5@ 1(%2"(47 (D*//&) (% I)("

)0$%0)-:4 :&"-): -$)/04()/ (100 (?), 0"(1)4&-AK! (500 /:?), A438079 (10 

/:?), A438079 (10 /:?) +)./"+-() + 0"(1)4&-AK! (500 /:?), G>C (1 /:*//&). T

- )-()+4-"&'(%7 +":$";47 IL-6 (:)(-$)&'=1). E%((5" D$"#+-%.&"(5 . .4#"

+$"#("*) ± SEM (n=4). *p < 0.05 )-()+4-"&'() :)(-$)&7, Mann-Whitney test.

<")34#%((5/4 ):%1%&4+' $"1,&'-%-5 41/"$"(47 +":$";44 TNF-R (84+,():

32). A0+)&H-(5" 1(%2"(47 +)#"$3%(47 ;4-):4(% (()$/4$).%((5" (% 0"&):) 

+)+-%.4&4: *$,DD% «:)(-$)&'» - 100 D*//&, *$,DD% «0"(1)4&-AK! 500 /:?» - 249

D*//&, *$,DD% «0"(1)4&-AK! 500 /:? + A438079 10 /:?» - 297 D*//&, *$,DD%

«A438079 10 /:?»  - 82 D*//&, *$,DD% «-$)/04( 100 (?» - 50 D*//&, *$,DD% «G>C

1 /:*//&» - 95 D*//&. C-4/,&7;47 +":$";44 TNF-R (%0&H#%&%+' -)&':) (% I)("

)0$%0)-:4 0"(1)4&-AK! . :)(;"(-$%;44 500 /:?, D$42W/ 4+D)&'1).%(4"

4(*404-)$% P2X7 +)./"+-() + 0"(1)4&-AK! D).56"((,H +":$";4H (" )-/"(7&)

(p < 0.05, Mann-Whitney test). P0$%0)-:% G>C 4 -$)/04()/ (" .&47&% (%

+":$";4H TNF-R (p > 0.05, Mann-Whitney test). 
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E("4&#3 32. :*(+&(% '-#M$(&., $%&L#(*-9FW ( 8DG &. "%3-%5(Y TNF-

[ ."'-#5('.M( 3-0"0. A - +":$";47 TNF-R . %0+)&H-(5@ 1(%2"(47 (D*//&) (%

I)(" )0$%0)-:4 :&"-): -$)/04()/ (100 (?), 0"(1)4&-AK! (500 /:?), A438079 

(10 /:?), A438079 (10 /:?) +)./"+-() + 0"(1)4&-AK! (500 /:?), G>C (1 

/:*//&). T - )-()+4-"&'(%7 +":$";47 TNF-R (:)(-$)&'=1). E%((5" D$"#+-%.&"(5 .

.4#" +$"#("*) ± SEM (n=4). *p < 0.05 )-()+4-"&'() :)(-$)&7, Mann-Whitney test.

3.5.4. :*(+&(% '-#M$(&., $%&L#(*-9FW ( 8DG &. .3'().5(Y

'-.&"3-(,5(#&&#P# 2.3'#-. NF-_B ) ."'-#5('.1 3-0"0

C"/"9+-.) -$%(+:$4D;4)((5@ I%:-)$). NF-VB D$"#+-%.&7"- +)0)9 *$,DD,

+-$,:-,$()-$)#+-."((5@ 0"&:)., .).&"2W((5@ . $"*,&7;4H -%:4@ D$);"++). .

J,:%$4)-42"+:)9 :&"-:", :%: .)+D%&4-"&'(59 )-."-, %D)D-)1, D$)&4I"$%;47 [358]. 

NF-VB :)(-$)&4$,"- -$%(+:$4D;4H *"(). /()*4@ D$).)+D%&4-"&'(5@ I%:-)$)., 

+$"#4 :)-)$5@ iNOS, TNF-R, IL-1[ 4 IL-6 [359]. T"&:4 #%(()*) +"/"9+-.%

(%@)#7-+7 . ;4-)D&%1/" . :)/D&":+" + 0"&:%/4 IVB. M ,+&).47@ %:-4.%;44

:&"-)2()*) )-."-% (% )D$"#"&W((59 +-4/,&/+-$"++ NF-VB 4 IVB D)#."$*%H-+7

I)+I)$4&4$).%(4H, . $"1,&'-%-" 2"*) I)+I) - NF-VB .5+.)0)3#%"-+7 41

:)/D&":+% 4 -$%(+&);4$,"-+7 . 7#$), *#" 1%D,+:%"- -$%(+:$4D;4H ;"&".5@ *"().

[358]. C,0X"#4(4;% $65 . :)/D&":+" + $50 7.&7"-+7 (%40)&"" 2%+-)

I)+I)$4&4$,"/)9 D$4 %:-4.%;44 :%()(42"+:)*) D,-4 %:-4.%;44 NF-VB [360]. 
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>)+:)&':, (% D$"#5#,N4@ J-%D%@ $%0)-5 05&4 .57.&"(5

D$).)+D%&4-"&'(5" JII":-5 4++&"#,"/5@ ."N"+-. (% %+-$);4-5, /5 $"64&4

D$)."$4-' %:-4.%;4H NF-VB . ,+&).47@ +-4/,&7;44, :%: ."$)7-()*) /"@%(41/%

D$).)+D%&4-"&'()*) )-."-% :&"-):. A+-$);4-5 )0$%0%-5.%&4 0"(1)4&-AK!, 

-$)/04()/, G>C 4 4(:,04$).%&4 4 2%+%, D)+&" 2"*) :&"-:4 &414$).%&4. 

A:-4.%;4H p65 4++&"#).%&4 /"-)#)/ ."+-"$(-0&)-% D$4 D)/)N4 +D";4I42"+:)*)

):$%64.%(47 I)+I)$4&4$).%(()9 I)$/5 $65 (%:-4.(%7 I)$/% $65) 4 )0N"*)

D,&% $65 (%:-4.(59 + ("%:-4.(59 $65) . &41%-". P-()6"(4" 4(-"(+4.()+-4

):$%64.%(47 I)+I)$4&4$).%(()*) $65 : 4(-"(+4.()+-4 -)-%&'()*) $65 )-$%3%"-

,$)."(' %:-4.%;44 $65 . :&"-:%@.

T5&) )0(%$,3"(), 2-) )0$%0)-:% %+-$);4-). :%: 0"(1)4&-AK! 500 /:?, 

-%: 4 -$)/04()/ 100 (? D).56%"- ,$)."(' I)+I)$4&4$).%(47 $65 . :&"-:%@ .

2,6 4 . 2 $%1%, +))-."-+-."(() (p < 0.05 4 p < 0.001, Mann-Whitney test) (84+,():

33). M +&,2%" *$,DD «0"(1)4&-AK! 500 /:? + A438079 10 /:?» 4 D)&,2%.64@

G>C (%0&H#%&%+' -"(#"(;47 : D).56"(4H +)#"$3%(47 I)+I)$4&4$).%(()9

I)$/5 )-()+4-"&'() :)(-$)&'(5@ 1(%2"(49 (p=0.06 4 p=0.1, Mann-Whitney test).       
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Рисунок 33. Влияние тромбина, бензоил-АТФ и ЛПС на активацию 

транскрипционного фактора NF-κB в астроцитах крысы. А - отношение 

интенсивности бэндов активной фосфорилированной формы NF-κB (фосфо p65) к 

интенсивности общего NF-κB (тотал р65) в астроцитах, обработанных тромбином 

(100 нМ), бензоил-АТФ (500 мкМ), А438079 (10 мкМ), А438079 (10 мкМ) 

совместно с бензоил-АТФ (500 мкМ), ЛПС (1 мкг/мл). Б - репрезентативный 

результат вестерн-блота. Данные представлены в виде среднего ± SEM (n=3). *p < 

0.05, ***p < 0.001, p=0.06, p=0.1 относительно контроля, Mann-Whitney test.  
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ 

Ограничение доступа кислорода и питательных веществ к клеткам 

центральной нервной системы, развивающееся вследствие тромбоза сосудов, 

кровоизлияния, травмы, приводит к гибели нейронов, воспалению и повреждению 

мозга. Ишемическое повреждение мозга – многофакторный процесс, 

затрагивающий все типы клеток ЦНС, сопровождается вовлечением 

разнообразных молекул и систем клеточной сигнализации. В данной работе мы 

сфокусировались на астроглии и поставили целью исследовать влияние как 

непосредственно депривации кислорода и глюкозы на астроциты, так и роль ряда 

молекул и систем сигнализации, задействованных в ишемическом повреждении. 

Для модулирования ишемии in vitro был использован метод депривации 

глюкозы и кислорода. Было обнаружено, что в острый период после ишемии в 

группах КД и КГД происходит гибель астроцитов. В отставленный период 

наблюдается, напротив, пролиферация клеток, что может свидетельствовать о 

реактивной активации астроглии. Реактивный астроглиоз, эволюционно 

консервативный механизм, при высокой степени выраженности может приводить 

к формированию глиального рубца, затрудняя регенерацию нейронов в области 

повреждения. Для реактивных астроцитов характерен ряд неспецифических 

признаков, среди которых усиление пролиферации, изменение морфологии и 

функционального состояния астроглии. Гибель астроцитов и нейронов при 

депривации глюкозы и кислорода описана в литературе [361, 362]. В 

исследовании Huang с соавт. высвобождение лактатдегидрогеназы, маркёра 

некроза, происходило уже через 1 час после начала ишемии и достигало пика 

через 2 часа, сохраняясь приблизительно на одном уровне вплоть до 6 часов от 

старта КГД [362]. При этом было показано, что гибель клеток осуществлялась как 

путём некроза, так и апоптоза и онкоза (ишемическая гибель клетки) [362, 363]. В 

исследовании Almeida с соавт., напротив, депривация кислорода и глюкозы в 

течение 1 часа не влияла на уровень некроза и апоптоза астроцитов крысы, в то 

время как нейроны подвергались гибели [364]. В исследовании Zhao с соавт. 
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пролиферация астроцитов наблюдалась уже через 6 часов от начала реперфузии 

после 4-часовой ишемии, достигала пика через 12 часов и сохранялась на 

повышенном уровне через 24 часа [365]. В исследовании Shi с соавт. пик 

пролиферации также приходился на 12 часов от начала реперфузии и снижался 

через 24 часа [366]. Отличия в результатах приведённых исследований с нашими 

результатами могут объясняться различиями протоколов КГД, применяемых 

научными группами. Интересным, на наш взгляд, является выявленное в данной 

работе различие влияния основных факторов ишемии. Продемонстрировано, что 

наиболее значимым повреждающим воздействием на астроциты является 

депривация кислорода, а не глюкозы. Такая особенность чувствительности 

астроцитов к ишемическому повреждению, вероятно, связана с особенностью 

метаболизма данного типа клеток мозга.  

Ишемия, как травма и ряд других видов поражения мозга, неразрывно 

связана с активацией системы гемостаза, ключевым фактором которой является 

тромбин. Тромбин, мультифункциональная сериновая протеаза со 

специфическими функциями и системой рецепторов, обнаруживается в 

паренхиме головного мозга при воспалении. В зависимости от концентрации 

влияние тромбина на состояние клеток и ответ на повреждение в ЦНС может 

варьироваться. Тромбин в низких концентрациях (< 1-10 нМ) усиливает 

долговременную потенциацию нейронов и защищает нейроны от клеточной 

гибели [367]. Тромбин в высоких концентрациях (>100 нМ), которые 

обнаруживаются в местах повреждения и воспаления нервной ткани, напротив, 

индуцирует апоптоз нейронов и стимулирует воспаление [367]. Из литературы 

известно активирующее воздействие тромбина на астроглию. Мы решили 

исследовать и дополнить существующее представление о роли тромбина в 

активации астроглии, оценив влияние на пролиферацию, морфологию, 

провоспалительный профиль секреции клеток. Мы обнаружили, что тромбин, 

начиная с концентрации 10 нМ, активирует астроглию, влияя на ряд параметров 

(пролиферация, экспрессия S100B), однако наиболее комплексно и выражено 

влияние тромбина проявляется в концентрации 100 нМ и более. Тромбин 100 нМ 
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стимулирует пролиферацию астроцитов крысы и перестройку актинового 

цитоскелета, повышает экспрессию S100B, вызывает формирование пустых полей 

и инициирует секрецию медиаторов воспаления, среди которых NO и IL-6. 

Тромбин 100 нМ влияет на внутриклеточные пути апоптоза астроцитов, повышая 

проапоптотический индекс Bax/Bcl-2, и активирует провоспалительный 

транскрипционный фактор NF-κB, регулирующий транскрипцию iNOS и IL-6. 

Полученные результаты согласуются с данными из литературы и дополняют их. 

Пролиферация астроцитов под воздействием тромбина 100 нМ и пептидов-

агонистов PAR1 описана в литературе, как и сигнальные механизмы, её 

обуславливающие, среди которых фосфорилирование ERK1/2, усиление 

метаболизма глюкозы и стимуляция клеточного цикла [9, 131] [22]. В отличие от 

исследования Zhu с соавт., где пролиферация достигала пика уже при 5-10 нМ 

тромбина, в нашей работе астроциты оказались менее чувствительными и 

похожий уровень пролиферации достигался при концентрациях тромбина 50-100 

нМ [22]. Нами было показано повышение индекса апоптоза Bax/Bcl-2 в 

астроцитах на фоне тромбина. Данный эффект тромбина может быть опосредован 

АФК, продукция которых под воздействием протеазы обнаружена для астроцитов 

и тромбоцитов [368] [22, 138, 369]. Формирование пустых полей под 

воздействием тромбина 100 нМ описано в литературе для смешанной культуры 

гиппокампальных нейронов и астроцитов [328]. Мы показали, что культура 

астроцитов может формировать подобные участки под влиянием тромбина 100-

1000 нМ без участия нейронов, что указывает на морфологические изменения 

астроцитов. Изменение морфологии, связанное с формированием стресс-фибрилл 

и повышением экспрессии S100B в астроцитах, под воздействием тромбина 10 

нМ было продемонстрировано в исследовании Shirakawa с соавт. [336]. При 

анализе результатов перестройки актинового цитоскелета астроцитов мы, в 

отличие от работы Shirakawa, использовали специфичный для F-актина маркер - 

фаллоидин, что позволило нам выявить, что изменение цитоскелета на фоне 

обработки тромбином 100 нМ и выше связано с образованием фибрилл именно 

данного типа актина. Экспрессия белка S100B в наших экспериментах, как и в 
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исследовании Shirakawa с соавт., возрастала под воздействием тромбина в 

концентрации 10 нМ и продолжала увеличиваться с повышением концентрации 

тромбина [336]. В работе Meli с соавт. тромбин 10-100 нМ, как и синтетический 

пептид-агонист PAR1, усиливали накопление нитритов в среде клеточной линии 

глиомы С6, стимулированной IFN-γ и TNF-α [370]. Мы показали накопление 

нитритов на фоне тромбина 100 нМ в среде первичных нативных астроцитов 

крысы. Данные литературы о секреции астроцитами провоспалительных 

факторов и цитокинов на фоне тромбина являются противоречивыми. Астроциты 

человека активируются тромбином, но не продуцируют IL-6 и IL-1b [139] [125]. В 

исследовании Wang с соавт. тромбин 10 нМ и 100 нМ стимулировал накопление 

мРНК IL-6, а также мРНК TNF-α и IL-1b в астроцитах крысы [371]. Подобное 

накопление мРНК наблюдалось и при стимуляции пептидом-агонистом рецептора 

PAR1 (но не в случае IL-6) [371]. Тем не менее, измерение содержания белков IL-

6, TNF-α, IL-1b в среде через 2-24 часа после начала стимуляции тромбином 

показало отсутствие секреции цитокинов [371]. Согласно другому исследованию 

воздействие тромбина 135 нМ на астроциты мыши вызывало выраженное 

высвобождение IL-6 клетками и весьма слабую секрецию TNF-α, но не влияло на 

выделение  IL-1b [130]. В нашем исследовании тромбин 100 нМ стимулировал 

секрецию IL-6, что согласуется с наблюдениями Radulovic с соавт., но, как и в 

работе Wang с соавт., не приводил к высвобождению TNF-α астроцитами крысы. 

Тем не менее, мы не проводили анализ накопления мРНК TNF-α, поэтому 

возможно экспрессия гена происходила, но, как и в работе Wang с соавт., без 

наработки белкового продукта, либо его высвобождения. Активация 

канонического пути NF-κB лежит в основе индукции экcпрессии 

провоспалительных цитокинов [359] [372]. В исследовании Dusaban с соавт. 

тромбин уже в концентрации 5 нМ вызывал транслокацию p65 в ядро в 

астроцитах мыши [350]. В рамках нашей работы мы показали увеличение доли 

фосфорилированного p65 в астроцитах крысы под воздействием тромбина 100 

нМ, что свидетельствует об активации пути NF-κB и может являться механизмом 

повышения синтеза IL-6 в астроцитах, обработанных тромбином.  
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В результате ишемии нервной ткани происходит высвобождение в 

интерстиций больших количеств АТФ [154] [23] [155] [24]. Выделение АТФ 

может осуществляться пассивным образом за счёт гибели клеток, так и по 

активным механизмам [159] [160] [161]. Рецепторы пуринергической системы, 

обеспечивающие сигнальную функцию АТФ, экспрессируются в нейронах и 

глиальных клетках мозга [145]. АТФ в высоких концентрациях выступает в 

качестве значимого  универсального образа опасности (DAMP), запуская 

процессы воспаления [149] [26]. Рецептор P2X7, имеющий высокий порог 

активации, играет ключевую роль в обеспечении патологических эффектов АТФ, 

являясь важным драйвером воспаления в ЦНС [25]. Мы исследовали эффекты 

патологической активации пуринергической сигнализации в астроцитах крысы. 

Мы использовали  2′,3′-O-(бензоил-4-бензоил)-ATP в качестве стабильного 

аналога АТФ и одновременно активного агониста рецептора P2X7 для 

моделирования ситуации с высвобождением высоких доз АТФ в ЦНС. 

Применение АТФ в исследовании было найдено нежелательным в виду низкой 

стабильности и распада до производных, также обладающих собственными 

сигнальными функциями. Как и в случае с исследованием эффектов тромбина, мы 

охарактеризовали влияние бензоил-АТФ на ряд параметров астроцитов крысы, 

среди которых выживаемость, синтез оксида азота, секреция цитокинов и т.д., 

однако в большей степени сосредоточившись на расшифровке рецепторных 

механизмов наблюдаемых эффектов. Было обнаружено, что бензоил-АТФ в 

концентрациях 300 мкМ и 500 мкМ вызывает гибель астроцитов кортекса крысы. 

Снижение выживаемости астроцитов было наиболее выражено на фоне обработки 

клеток бензоил-АТФ 500 мкМ. Применение неселективного ингибитора 

рецепторов Р2, PPADS, отменяло бензоил-АТФ-опосредованную гибель клеток, 

что указывает на специфичность эффекта и вовлечение пуринергической 

сигнализации. Использование ингибиторов P2X7 доказало участие данного типа 

рецепторов в гибели астроцитов под воздействием бензоил-АТФ. Снижение 

выживаемости астроцитов при стимуляции P2X7 описано в литературе. В 

исследовании Salas с соавт. бензоил-АТФ в концентрации 500 мкМ вызывал 
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похожий процент гибели астроцитов мозжечка мыши, причём было показано, что 

гибель не связана с ионами кальция и активацией каспазы 3 и вероятно имеет 

некротическую природу [342]. Мы исследовали участие апоптоза в наблюдаемом 

снижении выживаемости астроцитов кортекса крысы и не обнаружили изменений 

в содержании белков апоптоза Bax/Bcl-2 в клетках, получавших безоил-АТФ, и, 

как и в работе Salas с соавт., предполагаем, что гибель астроцитов кортекса крысы 

вероятно обусловлена некрозом [342]. В других типах клеток, например в 

миоцитах и нейронах, активация P2X7 приводит к гибели клеток либо через 

активацию каспаз, либо по механизму аутофагии [373-375]. Итак, механизм/тип 

P2X7-опосредованной гибели клеток определяется типом клеток.  

Мы исследовали провоспалительный профиль секреции кортикальных 

астроцитов крысы под воздействием бензоил-АТФ. Было обнаружено, что 

бензоил-АТФ в концентрациях ≥ 300 мкМ вызывает повышение секреции оксида 

азота. При этом, уровни секреции NO через 12 часов и 24 часа после воздействия 

бензоил-АТФ значимо не различались. Использование неселективного 

антагониста P2, PPADS, отменяло бензоил-АТФ-стимулированную секрецию NO, 

что, как и в случае с выживаемостью, указывает на участие пуринергических 

рецепторов 2-ого типа в данном процессе. Применение специфических 

ингибиторов P2X7, тем не менее, оказалось не только не эффективным в 

подавлении синтеза оксида азота, но наоборот в некоторых случаях 

потенциировало синтез NO в группах, получавших бензоил-АТФ и ингибитор 

одновременно. Важно отметить, что сами по себе ингибиторы ни в одной из 

использованных концентраций не влияли ни на выживаемость, ни на синтез 

оксида азота астроцитами. Поскольку бензоил-АТФ является активным, но не 

строго селективным агонистом P2X7, наиболее вероятным объяснением этого 

явления может быть участие других типов пуринергических рецепторов 2-ого 

типа в реализации синтеза NO кортикальными астроцитами крысы [237] [186]. 

При блокаде P2X7 большее количество агониста бензоил-АТФ, не 

задействованного в активации P2X7, способно активировать большее количество 

пуринергических рецепторов, опосредующих синтез NO, что может служить 
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возможным объяснением потенциации синтеза NO стимулированными 

астроцитами на фоне ингибиторов P2X7. Мы не обнаружили в литературе 

сведений о подобных эффектах. Существует ряд работ, свидетельствующих об 

усилении продукции NO астроцитами под воздействием АТФ/бензоил-АТФ, 

однако клетки в данных исследованиях были предварительно 

стимулированы/праймированы цитокинами IL-1β, IFN- γ, эндотоксином ЛПС, 

либо комбинациями этих веществ. Так, в исследовании Narcisse с соавт., 

выполненном на фетальных астроцитах человека, добавление бензоил-АТФ в 

различных дозах к предварительно активированным IL-1β клеткам усиливало 

синтез NO [29]. В исследовании Liu с соавт. неселективная блокада рецепторов Р2 

несколькими видами ингибиторов значительно снижала продукцию NO 

фетальными астроцитами человека, стимулированными IL-1β [258]. Следует 

отметить, что фетальные человеческие астроциты имеют свои особенности, в 

частности низкую экспрессию рецепторов P2X7 на клетках и слабый кальциевый 

ответ при стимуляции бензоил-АТФ [29] [345]. В более актуальной работе 

Murakami с соавт., выполненной на эмбриональных астроцитах крысы, 

добавление к праймированным ЛПС астроцитам АТФ в различных дозах 0.15 - 5 

мМ усиливало синтез NO астроглией в несколько раз [32]. Применение 

различных агонистов рецепторов P2, в том числе и бензоил-АТФ (≥ 100 мкМ), 

вызывало похожее усиление продукции NO, что может указывать как на 

вовлечение P2X7, так и других рецепторов P2X и P2Y в синтез NO [32]. 

Одновременно с этим в литературе встречаются свидетельства о 

противовоспалительном влиянии АТФ на астроциты. Так, в работе Adzic с соавт. 

добавление к астроцитам, которые были предварительно праймированы ЛПС/ 

ЛПС + IFN-γ, АТФ в широком диапазоне концентраций (5 мкМ-1 мМ) не 

приводило к образованию активных форм кислорода и азота, но наоборот 

стимулировало активность супероксиддисмутаз и увеличивало уровень 

глутатиона [260]. Таким образом, обнаруженная в нашей работе продукция NO 

нативными астроцитами крысы под воздействием бензоил-АТФ и вовлечение в 

этот процесс рецепторов, отличных от P2X7, является новой информацией и 
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детализирует существующие знания о свойствах пуринергической активации 

астроглии. В связи с этим мы дополнительно исследовали возможные механизмы 

синтеза NO, которые могли быть задействованы в данном случае. Применение 

неселективного ингибитора NO-синтаз, L-NAME, показало вовлечение NO-синтаз 

в продукцию оксида азота астроцитами. Анализ методом количественной ПЦР 

показал индукцию экспрессии iNOS через 6 часов после стимуляции бензоил-

АТФ. Обработка астроцитов бензоил-АТФ в сочетании с ингибиторами P2X7 

усиливала экспрессию iNOS клетками. Экспрессия iNOS достигала пика через 12 

часов от начала стимуляции. Вовлечение индуцибельной NO-синтазы, 

обнаруженное в ходе работы, подтверждает результаты, полученные при 

измерении уровня нитритов, и дополняет их. Усиление синтеза NO 

стимулированными астроцитами на фоне блокады P2X7 следует принимать во 

внимание при разработках и испытаниях ингибиторов P2X7 в терапевтических 

целях. 

Похожие эффекты бензоил-АТФ мы получили в отношении уровня 

провоспалительных цитокинов IL-6 и TNF-α. Стимуляция астроцитов бензоил-

АТФ в концентрации 500 мкМ вызывала значительное высвобождение IL-6 и 

TNF-α из клеток в культуральную среду через 6 часов после добавления вещества. 

Использование ингибитора P2X7 не влияло на уровень провоспалительной 

секреции цитокинов, что, как и в случае с оксидом азота, указывает на вовлечение 

других типов пуринергических рецепторов в обеспечение наблюдаемых 

эффектов. Высвобождение IL-6 под воздействием АТФ/бензоил-АТФ  из 

астроцитов было показано раннее в литературе. В работе Lu с соавт., 

выполненной на сетчатке глаза, было показано, что увеличение внутриглазного 

давления in vivo и растяжение астроцитов верхушки зрительного нерва in vitro 

приводит к увеличению экспресcии и секреции IL-6 астроцитами и увеличению 

экспрессии гена ENTPD1, кодирующего эктоАДФазу NTPDase1, маркёра 

повышенного уровня АТФ во внеклеточном пространстве [253]. Эффект в 

отношении IL-6 был нивелирован как добавлением к культуре астроцитов 

антагонистов P2X7, BBG и A839977, так и при внутриглазном введении BBG. 
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Отсутствие увеличения IL-6 было установлено и при использовании в 

экспериментах астроцитов мышей-нокаутов по гену P2X7 (Pfizer) [253]. 

Внутриглазное введение агониста P2X7, бензоил-АТФ, и добавление его (250 

мкМ) к культуре астроцитов верхушки зрительного нерва само по себе 

стимулировало увеличение экспрессии и секреции IL-6 по сравнению с контролем 

[253]. В исследовании Munoz с соавт. активация рецепторов P2X7 в астроцитах 

спинного мозга стимулировала продукцию АФК, способствуя возникновению 

окислительного стресса, и было показано, что частично данный эффект 

опосредуется оксидазой NADPH [255]. Обработка клеток АТФ 1 мМ, либо 

бензоил-АТФ 300 мкМ значительно стимулировала секрецию астроцитами IL-6, 

которая была полностью блокирована антагонистом P2X7, А438079 (10 мкМ). 

Использование различных ингибиторов АФК, а также ингибитора NADPH 

оксидазы, апоницина, сопровождалось снижением высвобождения IL-6, из чего 

был сделан вывод о по крайней мере частичной зависимости секреции IL-6 

астроцитами от активности NADPH-оксидазы [255]. Таким образом, результаты 

обеих подробно рассмотренных здесь работ в сумме свидетельствуют о вкладе 

P2X7 в реализацию повышения уровня IL-6 астроцитами. В нашем исследовании 

использование ингибитора А438079 (10 мкМ), специфического антагониста P2X7, 

не влияло на секрецию IL-6 кортикальными астроцитами крысы, 

стимулированными бензоил-АТФ 500 мкМ, но блокировало гибель клеток. 

Возможным объяснением отсутствия согласованности наших результатов с 

результатами работ групп исследователей Lu и Munoz может служить различие 

свойств структур мозга, из которых были выделены астроциты. Данные работы 

были выполнены на астроцитах верхушки зрительного нерва, либо астроцитах 

спинного мозга, в то время как наша работа проводилась на астроцитах кортекса 

крысы. В пользу приведённого объяснения косвенно свидетельствует наблюдение 

Bianco с соавт. о различиях свойств P2X7 в астроцитах, выделенных из 

гиппокампа и из кортекса крысы, в обеспечении секреции цитокина IL-1β [30]. 

Было показано, что активация P2X7 в астроцитах гиппокампа сопровождается 

повышением экспрессии, но не секреции IL-1β, в то время как активация P2X7 в 
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астроцитах кортекса крысы приводит к значительному высвобождению IL-1β 

клетками [30].  

Бензоил-АТФ-опосредованное усиление секреции TNF-α астроцитами, 

обнаруженное в нашем исследовании, согласуется с работой Xia с соавт., где 

было показано усиление экспрессии TNF-α под воздействием АТФ (0.01-10 мМ) в 

астроцитах спинного мозга [254].  В исследовании Kucher с соавт. добавление 

АТФ 1 мМ, либо бензоил-АТФ (0.1-1 мМ) к астроцитам кортекса, предварительно 

праймированных ЛПС, напротив, способствовало снижению ЛПС-

стимулированной продукции TNF-α астроглией, в то время как АТФ в низких 

концентрациях (10-100 мкмоль) усиливал секрецию TNF-α [259]. Исследование 

активации канонического пути NF-κB, как возможного внутриклеточного 

механизма усиления синтеза провоспалительных цитокинов, показало увеличение 

доли фосфорилированного p65 в кортикальных астроцитах крысы под 

воздействием бензоил-АТФ 500 мкМ. Для группы, получавшей ингибитор P2X7 и 

бензоил-АТФ, была выявлена тенденция к повышению доли активного р65 в 

клетках относительно значений в контроле. 

Развитие эндотоксинемии вследствие нарушения ГЭБ, травмы мозга 

является осложнением, с которым могут столкнуться пациенты, перенесшие 

ишемию [349]. Было обнаружено, что обработка астроцитов кортекса крысы ЛПС, 

компонентом бактериальной стенки, вызывала пролиферацию клеток, продукцию 

NO и IL-6.  Стимулирующий эффект ЛПС на пролиферацию астроцитов и синтез 

провоспалительных факторов описан в литературе, зависит от применяемой дозы 

эндотоксина и характеристик культуры клеток, таких как чистота культуры и вид 

животного. В исследовании Kato с соавт. обработка фетальных астроцитов 

человека ЛПС 1 мкг/мл приводила к повышению пролиферации клеток [376]. 

Стимуляция пролиферации может быть опосредована простагландином Е, 

синтезируемым под воздействием ЛПС как астроцитами, так и микроглией [377] 

[378]. В нашей работе достоверное повышение пролиферации астроцитов 

наблюдалось при минимальной применяемой дозе ЛПС 10 нг/мл и существенно 

не изменялось при повышении дозы ЛПС. Запуск экспрессии  индуцибельной 
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NO-синтазы в астроцитах крысы, обработанных ЛПС 100 нг/мл, 

продемонстрирован в работах Chistyakov с соавт. [322, 379]. Мы не исследовали 

содержание мРНК iNOS в клетках, но оценивали содержание нитритов в 

культуральной среде, что может служить функциональной оценкой активности 

фермента. Как и в работе группы Chistyakov, где астроциты крысы были 

толерантны к дозе ЛПС 10 нг/мл, но реагировали запуском экспрессии iNOS на 

фоне стимуляции ЛПС 100 нг/мл, мы наблюдали статистически значимое 

повышение уровня нитритов в среде при концентрациях ЛПС 100 нг/мл и выше 

[322]. Астроциты человека, напротив, не реагируют на стимуляцию ЛПС 

повышением экспрессии  iNOS [345]. В исследовании Köller с соавт. астроциты 

продуцировали IL-6 под воздействием ЛПС в дозе 5 мкг/мл [380]. Для 

исследования секреции IL-6 мы использовали ЛПС в единственной концентрации 

1 мкг/мл и показали высокий уровень секреции IL-6 клетками через 6 часов от 

начала стимуляции. Среди всех стимулирующих воспаление веществ, 

использованных в нашей работе, таких как бензоил-АТФ 500 мкМ и тромбин 100 

нМ, обработка липополисахаридом оказалась наиболее эффективной, вызывая 

максимальный ответ астроцитов по изучаемым параметрам. Отсутствие секреции 

TNF-α астроцитами крысы на фоне ЛПС 1 мкг/мл, выявленное в ходе нашей 

работы, явилось неожиданным. Повышение экспрессии и секреции TNF-α 

астроцитами при воздействии эндотоксина описано в литературе [319, 381]. 

Секреция астроцитами провоспалительных факторов IL-6 и NO под воздействием 

ЛПС и одновременное отсутствие секреции TNF-α позволила исключить 

вероятность какой-либо ошибки в ходе исследования, поскольку астроциты явно 

активировались. Мы полагаем, что наблюдаемое отсутствие секреции TNF-α 

может быть предметом дальнейшего изучения и исследований, например, на 

уровне мРНК методом количественной ПЦР. 
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 ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Астроциты, как наиболее многочисленный тип клеток в мозге, могут 

представлять особый интерес в качестве мишени для фармакотерапии 

разнообразных нейропатологий. Воспаление, сопряженное как с 

нейродегенерацией, так и с ишемическим или травматическим повреждениями 

мозга, развивается в мозговой ткани с отсроченной активацией как истинных 

иммунных клеток – микроглии, так и иммунокомпетентных – астроцитов. 

Характер активации клеток может определяться комплексом повреждающих 

факторов. В настоящее время не ясны особенности активации астроцитов в ответ 

на воздействие разнообразных факторов воспаления. В данной работе проведен 

анализ влияния широкого спектра провоспалительных повреждающих факторов 

на морфофункциональное состояние культивируемых астроцитов крысы. Сумма 

полученных эффектов представлена в виде схемы (Рисунок 34). 

В качестве модели ишемии in vitro был использован подход депривации 

кислорода и глюкозы (КГД). Мы обнаружили, что КГД вызывает гибель 

астроцитов крысы на коротком промежутке времени и последующее за этим 

усиление пролиферации. Воздействие КГД было ассоциировано с изменением 

морфологии астроглии, что совместно с усилением пролиферации 

свидетельствуют об активирующем влиянии КГД на астроциты кортекса крысы. 

Гибель клеток в острый период ишемии сопровождается быстрым 

высвобождением во внеклеточное пространство больших количеств АТФ. Мы 

использовали бензоил-АТФ, стабильный аналог АТФ и активный агонист 

рецептора P2X7, для исследования эффектов АТФ в отношении астроцитов 

крысы. Мы показали, что бензоил-АТФ вызывает P2X7-опосредованную апоптоз-

независимую гибель астроцитов кортекса крысы и P2X7-независимую секрецию 

клетками провоспалительных факторов NO, IL-6, TNF-α. Синтез NO, 

запускаемый бензоил-АТФ, происходит с вовлечением индуцибельной NO-

синтазы в клетках. Таким образом, АТФ, высвобождающийся из погибших в 

результате ограничения доступа кислорода и глюкозы клеток, стимулирует 
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дальнейшую гибель астроцитов в области ишемии и развитие процессов 

воспаления.  

Тромбин, ключевая сериновая протеаза гемостаза, присутствует в области 

воспаления головного мозга в результате активации каскада свёртывания, 

проникновения через повреждённый ГЭБ и локального синтеза. Мы обнаружили, 

что тромбин вызывает пролиферацию астроцитов и изменение морфологии через 

увеличение экспрессии белка S100B в клетках и перестройку актинового 

цитоскелета, ведущую к появлению пустых полей в культуре. Тромбин, как и 

бензоил-АТФ, стимулировал локальное воспаление за счёт индукции секреции 

NO, IL-6 и активации транскрипционного фактора NF-κB, но в отличии от 

бензоил-АТФ тромбин не влиял на секрецию TNF-α. 

Липополисахарид, компонент бактериальной стенки, может 

обнаруживаться в паренхиме головного мозга при ишемии, связанной с травмой и 

при повреждении ГЭБ. В нашем исследовании эффекты ЛПС в отношении 

астроцитов крысы оказались сходны с эффектами тромбина. ЛПС стимулирует 

пролиферацию астроцитов крысы и секрецию провоспалительных факторов NO, 

IL-6, но, как и тромбин, не влияет на уровень секреции TNF-α. Оба фактора, ЛПС 

и тромбин, участвуют в регуляции апоптоза астроцитов крысы.  

Таким образом, ишемию можно рассматривать как системный фактор, чьи 

провоспалительные эффекты при воздействии на астроциты могут быть 

опосредованы комплексом воздействий изолированных провоспалительных 

факторов в области повреждения. АТФ вызывает гибель астроцитов, в то время 

как тромбин и ЛПС индуцируют пролиферацию. Все три фактора в той или иной 

степени вызывают провоспалительную секрецию астроцитами кортекса крысы, 

что инициирует/усиливает воспаление в области ишемического повреждения 

мозга. 
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Рисунок 34. Влияние депривации кислорода и глюкозы, тромбина, 

бензоил-АТФ и ЛПС на функциональное состояние астроцитов крысы. 
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 ВЫВОДЫ 

1) Депривация кислорода и глюкозы вызывает гибель астроцитов крысы 

и отставленную во времени пролиферацию и изменяет морфологию астроцитов 

через перестройку актинового цитоскелета. 

2) Тромбин и липополисахарид обладают сходным провоспалительным 

действием на культивируемые астроциты крысы, индуцируя их пролиферацию, 

стимулируя секрецию NO и IL-6, но не TNF-α. 

3) Тромбин дозозависимо изменяет морфологию астроцитов через 

повышение экспрессии кальций-связывающего белка S100B и перестройку 

актинового цитоскелета, что приводит к формированию пустых полей в монослое 

первичной культуры клеток. 

4) Бензоил-АТФ вызывает гибель астроцитов крысы через активацию 

P2X7. 

5) Бензоил-АТФ NO-синтаз-зависимым образом стимулирует секрецию 

NO астроцитами, а также инициирует секрецию цитокинов IL-6 и TNF-α 

опосредовано через активацию пуринергических рецепторов 2-ого типа, 

отличных от P2X7. 

6) Вызванное тромбином и липополисахаридом повышение 

апоптотического индекса в астроцитах указывает на участие этих 

провоспалительных факторов в регуляции апоптоза в культивируемых 

астроцитах. 

7) Тромбин и бензоил-АТФ вызывают активацию транскрипционного 

фактора NF-κB в астроцитах крысы.  
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 ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

Полученные результаты расширяют современные фундаментальные 

представления об особенностях функционирования астроцитов в условиях 

воздействия разных провоспалительных факторов, ассоциированных с ишемией, 

что в перспективе может обеспечить эффективный поиск и разработку 

цитопротекторов и модуляторов состояния астроцитов при патологиях с целью 

минимизации осложнений и реабилитации пациентов с поражениями мозга. 

Обнаруженное в настоящей работе усиление синтеза NO стимулированными 

астроцитами на фоне селективной блокады P2X7 следует принимать во внимание 

при разработке и испытаниях ингибиторов P2X7 в терапевтических целях. 
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 СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

2-MeSATP - 2-метилтио АТФ  

АДФ - аденозиндифосфат 

АМФ - аденозинмонофосфат 

АТФ – аденозинтрифосфат 

АФК – активные формы кислорода 

БАС – боковой амиотрофический склероз 

Бензоил-АТФ (бзАТФ) – 2,3'- О-(бензоил-4-бензоил)- аденозинтрифосфат 

ВКП – внеклеточное пространство  

ГАМК - гамма-аминомасляная кислота 

ГД – депривация глюкозы 

ГТФ-аза – гидролаза, расщепляющая гуанозинтрифосфат 

ГЭБ - гематоэнцефалический барьер 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДНКаза – фермент, расщепляющий ДНК 

ИФА – иммуноферментный анализ 

КГД – депривация кислорода и глюкозы 

КД – депривация кислорода 

кДНК – кодирующая ДНК 

ЛПС – липополисахарид 

мРНК – матричная рибонуклеиновая кислота 

МС – множественный склероз 

оАТФ - окисленный АТФ 

ОСМА - окклюзия средней мозговой артерии  

ПЦР – полимеразно-цепная реакция 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

TM - трансмембранный участок 

ТМБ - тетраметилбензидин 

ТМП – трансмембранное пространство 

УДФ - уридиндифосфат 
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УТФ - уридинтрифосфат 

цАМФ - циклический АМФ 

ЦНС – центральная нервная система 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 

ALDH1L1 – альдегиддегидрогеназа 1 член семейства L1 

AP-1 - активирующий белок 1 

AQP4 – аквапорин 4 

BBG - бриллиантовый синий G 

BDNF - нейротрофический фактор мозга 

bFGF - основной фактор роста фибробластов 

BSA – бычий сывороточный альбумин 

CCL – C-C мотив хемокин лиганд (от C-C Motif Chemokine Ligand) 

CNTF - цилиарный нейротрофический фактор 

COX-2 – циклооксигеназа 2 

Cx  - коннексин  

CXCL - C-X-C мотив хемокин лиганд (от C-X-C motif chemokine ligand) 

DAMP - универсальный образ опасности 

DMEM/F12 – модифицированная Дульбекко среда Игла с добавкой F12 

DMSO - диметилсульфоксид 

DTT – дитиотреитол, сильный восстанавливающий агент 

EAAT-1 – транспортер 1 возбуждающей аминокислоты (от excitatory amino acid 

transporter 1) 

EET – эпоксиэйкозатриеновые кислоты (от epoxyeicosatrienoic) 

EGF - эпидермальный фактор роста  

eNOS - эндотелиальная NO-синтаза 

EPCR – эндотелиальный рецептор протесина С (от endothelial protein C receptor) 

EPO - эритропоэтин 

ERK – MAP-киназы (от extracellular signal-regulated kinases) 

ESF - Европейский научный фонд 

FGF - фактор роста фибробластов 
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G-CSF –	гранулоцитарный колониестимулирующий фактор (от granulocyte colony-

stimulating factor) 

GAPDH – глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназа (от glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase) 

GAT3 – транспортер 3-его типа гамма-аминомасляной кислоты (от GABA 

transporter type 3) 

GDNF - глиальный нейротрофический фактор  

GFAP - глиальный фибриллярный кислый белок 

GLAST – транспортер глутамата/аспартата (от glutamate/aspartate transporter) 

GLT-1 – транспортер 1 глутамата (от glutamate transporter 1) 

GLUT1 – транспортер 1 глюкозы (от glucose transporter 1) 

GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор (от 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) 

GRO-α (CXCL1) –от growth-regulated alpha Protein C-X-C motif chemokine 1 

GRO/CINC-1 –от growth-regulated gene product/cytokine-induced neutrophil 

chemoattractant 

HBSS – сбалансированный солевой раствор Хэнкса 

HEPES - 4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота 

HI FBS – бычья эмбриональная сыворотка, инактивированная нагревом 

HIF-1α –фактор 1α, индуцируемый гипоксией 

HMGB1 - белок группы высокой мобильности 1 

HPLC - высокоэффективная жидкостная хроматография 

HRP – пероксидаза хрена 

HSP - белок теплового шока 

IFN1 – интерферон 1-ого типа 

IGF - инсулиновый фактор роста  

IL-1β - интерлейкин 1β 

IL-6 – интерлейкин 6 

IL-8 – интерлейкин 8 

INF-γ - интерферон γ 
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iNOS – индуцибельная NO-синтаза 

IP3 - инозитол-трифосфат 

IRAK – интерлейкин-1 рецептор-ассоциированная киназа (от interleukin-1 

receptor-associated kinase)  

IRF - регуляторный фактор интерферона  

JAK – Янус-киназа 

JNK - c-Jun N-терминальные киназы (от c-Jun N-terminal kinases) 

LIF - фактор ингибирования лейкемии 

LRR - обогащённый лейцином повтор 

MAL – белок, ассоциированный с созреванием Т-лифоцитов (от T-lymphocyte 

maturation associated protein) 

MAPK – митоген-активируемая киназа (mitogen-activated protein kinases) 

MCT - монокарбоксилатный траспортер 

MD2 - белок 2 миелоидной дифференцировки 

mGluR – метаботропный рецептор глутамата 

MIF – фактор, ингибирующий миграцию макрофагов (от macrophage migration 

inhibitory factor) 

MMP-9 – металлопротеаза-9 

mTOR – мишень рапамицина млекопитающих (от mammalian target of rapamycin) 

MTT - (3-(4,5-диметилтиазол-2-)ил)-2,5-дифенилтетразолий бромид 

MyD88 - белок 88 первичного ответа миелоидной дифферецировки 

NADPH - восстановленный никотинамидадениндинуклеотидфосфат 

NF-κB – ядерный фактор каппа B 

NGF - фактор роста нервов 

NLRP3 - NOD-, LRR и пирин-содержащий белок 3 

NMDA – N-метил-D-аспартат (N-methyl-D-aspartate) 

nNOS - нейрональная NO-синтаза 

NO – оксид азота 

NT-3 - нейротрофин 3  
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NTPDase1 – экто-нуклеозидтрифосфат дифосфогидролаза 1 (от ectonucleoside 

triphosphate diphosphohydrolase-1) 

P1 – пуринергический рецептор 1-ого типа, рецептор аденозина 

P2 - пуринергический рецептор 2-ого типа 

P2R – пуринергический рецептор 2-ого типа 

P2X – пуринергический рецептор 2-ого типа X 

P2Y - пуринергический рецептор 2-ого типа Y 

p44/42 – белок 44/42, MAP-киназа, ERK1/2 

PAMP - молекулярный паттерн (образ) патогенов 

Panx1 – паннексин 1 

PAR - рецептор, активируемый протеазами 

PBS – фосфатно-солевой буфер 

PDGF - тромбоцитарный ростовой фактор 

PGE2 - простагландин E2 

PI3K – фосфоинозитид-3-киназа 

PKC - протеинкиназа С 

PLC – фосфолипаза С 

PPADS - пиродаксальфосфат-6-азофенил-2, 4-дисульфоновая кислота  

PRR – рецептор распознавания образов (pattern receptor recognition) 

PVDF - поливинилиденфторид 

RSV - респираторный синцитиальный вирус 

S100B – S100  кальций-связывающий белок B 

Serpin E1 – серпин E1 

SOD2 – супероксиддисмутаза 2 

STAT – преобразователи сигнала и активаторы транскрипции (от signal 

transducers and activators of transcription) 

TAE – трис-ацетатный буфер 

TAFI - тромбин-активируемый ингибитор фибринолиза 

TAK1 – киназа 1, активируемая TGF-β (от Transforming Growth Factor-Beta-

Activated Kinase 1) 
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TGF - трасформирующий фактор роста 

TICAM2 – молекула-адаптор 2 Toll-подобного рецептора (от Toll Like Receptor 

Adaptor Molecule 2) 

TIR - Toll/IL-1 рецептор 

TLR4 – толл-подобный рецептор 4-ого типа 

TNF-α – фактор некроза опухоли α 

TNP-ATP - 2′, 3′-O-(2,4,6-тринитрофенил) аденозин 5′-трифосфат  

TRAF6 - TNF-рецептор-ассоциированный фактор 6 

TRIF - TIR домен-содержащий адаптор-индуцируемый IFNβ 

VEGF - фактор роста эндотелия сосудов 

WST-1 - (4-[3-(4-йодофенил)-2-(4-нитрофенил)-2H-5-тетразолио]-1,3-

бензилдисульфонат 
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