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1. СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

АО - антиоксиданты 

АФК - активные формы кислорода 

мАО - антиоксиданты, адресованные в митохондрии 

мАФК - митохондриальные активные формы кислорода 

ФК – фокальные контакты 

ЭМП - эпителиально-мезенхимальный переход 

ABP - актин связывающие белки (actin binding proteins) 

APC - комплекс, способствующий анафазе (anaphase promoting complex) 

CDK - циклин-зависимые киназы (cyclin-dependent kinases) 

CPC - хромосомный пассажирский комплекс (chromosomal passenger complex)  

INCENP - белок внутренней центромерной области (inner centromere protein)  

NAC - N-ацетилцистеин (N-acetylcysteine)  

MAPK – митоген-активируемая протеинкиназа (MAP kinase, mitogen activated protein 

kinase  

PBS - фосфатно-буферный раствор (phosphate-buffered saline)  

Rb - белок ретинобластомы (retinoblastoma protein) 
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2. ВВЕДЕНИЕ 

При работе над данным разделом диссертации использованы следующие публикации автора, в 

которых, согласно Положению о присуждении ученых степеней в МГУ, отражены основные результаты, 

положения и выводы исследования:  

Agapova L.S., Chernyak B.V., Domnina L.V., Dugina V.B., Efimenko A.Y., Fetisova E.K., Ivanova O.Y., 

Kalinina N.I., Khromova N.V., Kopnin B.P., Kopnin P.B., Korotetskaya M.V., Lichinitser M.R., Lukashev A.L., 

Pletjushkina O.Y., Popova E.N., Skulachev M.V., Shagieva G.S., Stepanova E.V., Titova E.V., Tkachuk V.A., 

Vasiliev J.M., Skulachev V.P. Mitochondria-targeted plastoquinone derivatives as tools to interrupt execution of the 

aging program. 3. Inhibitory effect of SkQ1 on tumor development from p53-deficient cells // Biochemistry 

(Moscow). – 2008. V. 73, № 12. – P. 1300-1316.  

Titova, E., Shagieva, G., Ivanova, O., Domnina, L., Domninskaya, M., Strelkova, O., Khromova, N., 

Kopnin, P., Chernyak, B., Skulachev, V., and Dugina, V. Mitochondria-targeted antioxidant SkQ1 suppresses 

fibrosarcoma and rhabdomyosarcoma tumour cell growth // Cell Cycle. – 2018. V. 17. – P. 1797-1811.  

 

2.1. Актуальность и степень разработанности темы исследования 

В ходе процесса клеточной трансформации клетки человека приобретают ряд 

специфических характеристик, связанных с изменением внутриклеточных сигнальных 

путей, генетической нестабильностью, измененными пролиферативными и 

морфологическими характеристиками. Появление способности к неограниченной 

пролиферации, инвазии и метастазированию является важным условием опухолевой 

прогрессии (Hanahan and Weinberg, 2011). Усиление инвазивного потенциала 

сопровождается рядом морфологических изменений клеток, в основе которых лежит 

реорганизация актинового цитоскелета и уменьшение экспрессии молекул межклеточных 

адгезий. Образующиеся в результате этого мембранные структуры, богатые актином 

(ламеллиподии, филоподии, раффлы), являются важной морфологической 

характеристикой, обеспечивающей процесс метастазирования (Bravo-Cordero et al., 2012). 

Показано также, что патологические изменения морфологии и организации актинового 

цитоскелета вызывают нарушение внутриклеточных путей передачи сигналов, запуская 

процесс трансформации, в том числе, через регуляцию физических взаимодействий между 

плазматической мембраной и ядерной оболочкой, механическую модуляцию катионных 

каналов и сигнальных молекул (Yamaguchi et al., 2007; Khalil et al., 2022). 

Актиновые микрофиламенты в тандеме с актин-связывающими белками (ABP, 

actin binding proteins) и молекулами миозина обеспечивают поддержание клеточной 

формы, адгезию, деление и цитокинез (Pollard et al., 2016). Актин в клетке представлен 

шестью паралогами (изоформами): четыре мышечных изформы (преимущественно 

тканеспецифичных) и два немышечных (цитоплазматических) актина – β и γ 

(универсальны и экспрессируются во всех клетках). Как в нормальных, так и в 

трансформированных фибробластах цитоплазматические актины образуют две различные 

актиновые системы: кортикальная сеть из тонких филаментов, богатая γ-актином, и 

система параллельно ориентированных плотных β-актиновых пучков, формирующих 



7 
 

стресс-фибриллы и участвующих в натяжении и миграции клеток. Работа каждой системы 

обеспечивается активностью специфических актин-связывающих белков. Нарушение в 

пространственно-временной организации каждой из актиновых систем в ходе клеточной 

трансформации приводит к изменению морфологии, увеличению клеточной подвижности 

и дальнейшей опухолевой прогрессии (Dugina et al., 2022; Khromova et al., 2024).  

Для трансформированных клеток характерен повышенный уровень 

внутриклеточных активных форм кислорода (АФК), вызывающий окислительный стресс.  

(Ganesh et al., 2022). Взаимодействие различных изоформ актина со специфическими ABP 

в условиях изменения окислительно-восстановительного статуса представляет большой 

научный интерес. Учитывая высокое цитоплазматическое содержание актина, данный 

белок является одной из важных мишеней АФК при окислительном стрессе. Показано, что 

АФК могут оказывать влияние на конформацию молекул актина и организацию 

актиновых филаментов и их взаимодействие с ABP (Фёдорова М.А. и др.; 2006, Perez et 

al., 2005; Rajan et al., 2023), однако механизм таких изменений при опухолевой 

трансформации изучен недостаточно. Поиск агентов, модифицирующих окислительно-

восстановительный статус трансформированных клеток, и, как следствие, влияющих на 

организацию различных актиновых систем, является важным направлением 

фундаментальных и прикладных исследований. 

Реорганизация различных паралогов актина при трансформации связана с 

нарушениями регуляции клеточного цикла опосредованно через взаимодействие 

различных изоформ актина с MAP-киназами и другими сигнальными молекулами (Dudina 

et al., 2015). Также одним из важных регуляторов клеточного деления выступает 

циклосома, или комплекс, способствующий анафазе (APC, anaphase promoting complex). 

APC контролирует митотический цикл в момент перехода клетки из метафазы в анафазу и 

отвечает за финальные события в митозе и цитокинезе, обеспечивая деградацию киназ 

семейства Aurora (Stewart et al., 2005; Littlepage et al., 2002). Патологическое изменение 

активности данных киназ способствует развитию и прогрессии опухолей, стимулируя 

аномальное клеточное деление и геномную нестабильность (Anand et al., 2003; González-

Loyola et al., 2015; Borah et al., 2021). На данный момент активно изучается 

противоопухолевая активность ряда низкомолекулярных ингибиторов киназы Aurora B 

(Borah et al., 2021; Schecher et al., 2017). При этом влияние изменения окислительно-

восстановительного статуса клеток в ходе процесса трансформации на активность киназ 

семейства Aurora изучено недостаточно для понимания того, могут ли они являться 

потенциальными мишенями для противоопухолевой терапии, опосредованной 

антиоксидантами (АО). 
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Роль внутриклеточного окислительно-восстановительного гомеостаза в опухолевой 

прогрессии является спорной. Трансформированные клетки часто характеризуются 

повышенным уровнем АФК и нарушением окислительно-восстановительного потенциала 

по сравнению с нормальными (Fruehauf et al., 2007). Индукция АФК и ингибирование 

антиоксидантных систем является механизмом действия многих прооксидантных 

противоопухолевых веществ. Однако, было показано, что трансформированные клетки не 

только адаптируются к окислительному стрессу, но и зависят от высокого уровня АФК, 

поскольку данные молекулы активируют сигнальные пути, обеспечивающие 

подвижность, пролиферацию и выживаемость клеток (Kim et al., 2018; Luo et al., 2009). С 

другой стороны, АФК участвуют в противоопухолевой защите, контролируют процессы 

апоптоза и клеточного старения.  Таким образом, перспективными молекулами для 

исследования противоопухолевой активности могут выступать как антиоксиданты, 

индуцирующие апоптоз опухолевых клеток при снижении АФК (Athreya et al., 2017), так и 

вещества, стимулирующие выработку АФК или ингибирующие антиоксидантные системы 

клетки (Trachootham et al., 2009; Bakalova et al., 2020). 

В дыхательной цепи митохондрий продуцируется основная часть внутриклеточных 

АФК и окислительные повреждения накапливаются в митохондриях быстрее, чем в 

других органеллах (Pletushkina et al., 2006). Митохондриальные АФК (мАФК) играют 

важную роль в сигнальных каскадах, регулирующих пролиферацию, клеточную гибель, 

дифференцировку, миграцию, а также процесс опухолевой прогрессии. Вещества, 

адресованные в митохондрии, стали перспективными для противоопухолевой терапии 

(Sabharwal et al., 2014; Guzman et al., 2017) 

 Конъюгаты алкил-трифенилфосфониевого катиона (TPP+) и молекул, обладающих 

противоопухолевой активностью, хорошо зарекомендовали себя в более ранних 

исследованиях (Guzman et al., 2017). Показано, что подобные TPP+ липофильные катионы 

накапливаются в митохондриях благодаря разнице потенциалов внешней и внутренней 

мембран и отрицательному заряду со стороны матрикса на внутренней мембране этих 

органелл. Величина данного потенциала в опухолевых клетках значительно выше по 

сравнению с нормальными. В результате этого, конъюгаты липофильных катионов имеют 

тенденцию к избирательному накоплению в митохондриях именно опухолевых клеток 

(Modica-Napolitano et al., 2001). Показано, что ряд конъюгатов TPP+, таких, как MitoQ и 

Mito-CP, эффективно подавляют пролиферацию опухолевых клеток in vitro и рост 

опухолевых ксенотрансплантатов in vivo (Rao et al., 2010; Starenki et al., 2013). Однако 

большинство из них демонстрирует данный эффект при использовании высоких 

концентраций и благодаря прооксидантному действию (Rao et al., 2010; Starenki et al., 
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2013). Таким образом, механизмы действия малых доз конъюгатов TPP+ с 

антиоксидантной активностью при клеточной трансформации представляют большой 

исследовательский интерес. Данные молекулы могут являться перспективными агентами, 

которые могут избирательно накапливаться в митохондриях опухолевых клеток, обладать 

противоопухолевой активностью, при этом, предположительно, оказывая минимальный 

эффект на здоровые клетки организма. 

Ранее было показано, что антиоксидант, адресованный в митохондрии (мАО) SkQ1, 

представляющий собой конъюгат децил-TPP+ с пластохиноном, имеет высокую 

антиоксидантную активность при использовании в малых концентрациях, подавляя 

пролиферацию опухолевых клеток in vitro (Agapova et al., 2008; Shagieva et al., 2017) и 

ингибируя опухолевый рост in vivo (Titova et al., 2018). При этом механизмы действия 

мАО семейства SkQ, избирательно снижающих уровень мАФК, остаются недостаточно 

изученными на клеточном уровне. Остается открытым вопрос о влиянии изменения 

окислительно-восстановительного статуса клетки при воздействии мАО на пролиферацию 

и параметры клеточного цикла. До настоящего времени неизвестно, является ли 

уменьшение пролиферации трансформированных клеток при снижении уровня мАФК в 

присутствии мАО результатом ингибирования митотического цикла на какой-либо 

стадии, или же активацией апоптотической программы. Поэтому исследование 

пролиферативных свойств и динамики клеточного цикла в условиях инкубации с мАО 

является актуальной задачей. 

 

2.2. Цель исследования 

Целью работы является исследование влияния антиоксидантов, адресованных в 

митохондрии, на морфологию и пролиферацию трансформированных фибробластов 

человека в культуре. 

 

2.3. Задачи исследования 

В ходе работы решались следующие задачи: 

1. Исследовать изменение морфологии нормальных, SV40-трансформированных и 

опухолевых фибробластов в присутствии мАО. 

2. Проанализировать влияние мАО на пространственную и структурную организацию 

 и -актиновых систем в нормальных, SV40-трансформированных и опухолевых 

фибробластах.  
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3. Оценить влияние мАО на: организацию фокальных контактов (ФК), общее 

количество белка зрелых ФК винкулина, распределение α-актинина-1, поддерживающего 

структуру стресс-фибрилл, в SV40-трансформированных фибробластах. 

4. Исследовать влияние мАО на структурную организацию маркера 

миофибробластной дифференцировки α-гладкомышечного актина и немышечного 

миозина II в SV40-трансформированных фибробластах. 

5. Проанализировать влияние мАО на распределение белка p34 комплекса Arp2/3 в 

SV40-трансформированных фибробластах.  

6. Оценить влияние мАО на пролиферацию и динамику клеточного цикла SV40-

трансформированных и опухолевых фибробластов. 

 

2.4. Объект и предмет исследования 

Объектом исследования данной диссертационной работы являются линии 

нормальных клеток человека мезенхимального происхождения: линия легочных 

фибробластов MRC5, первичная культура подкожных фибробластов человека HSCF 

(Human Subcutaneous Fibroblasts); трансформированные клональные производные 

фибробластов MRC5 – линии MRC5-V1 и MRC5-V2 (Huschtscha and Holliday, 1983); 

линия клеток фибросаркомы человека HT1080, культура эмбриональной 

рабдомиосаркомы человека RD (McAllister et al., 1969).  

Предметом исследования являются морфология клеток; структурно-

пространственная организация актинового цитоскелета, β- и γ-актиновых цитоскелетных 

систем; структурно-пространственное распределение ABP (p-34, α-актинина-1), маркера 

миофибробластной дифференцировки α-гладкомышечного актина и немышечного 

миозина II; количественные характеристики белков (α-гладкомышечного актина, 

винкулина, киназ фосфо-Aurora A, B, C и белка ретинобластомы фосфо-Rb); общее 

количество клеток в культуре, количество митотических и многоядерных клеток в 

культуре; параметры клеточного цикла; структурно-пространственное распределение 

киназы Aurora B.   

 

2.5. Научная новизна, теоретическая и практическая значимость 

исследования 

В ходе исследования проведен детальный анализ организации γ- и β-актиновых 

цитоскелетных систем с помощью современных методов визуализации - конфокальной 

микроскопии и микроскопии сверхвысокого разрешения со структурированным 

освещением и описаны их морфофункциональные отличия в нормальных и 
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трансформированных мезенхимальных клетках. Впервые показано изменение 

пространственно-структурной организации актинового цитоскелета, а также 

распределения актиновых изоформ (фенотипическая нормализация) в вирус-

трансформированных клетках при снижении уровня мАО в присутствии мАО семейства 

SkQ. Наблюдаемая реорганизация актина сопровождается восстановлением системы β-

актиновых пучков, содержащих маркеры миофибрбластной дифференцировки, клетки при 

этом приобретают более нормальный фенотип. Данные литературы свидетельствуют о 

том, что уменьшение экспрессии -актина при сохранении гомогенного распределения -

актина можно считать характерным признаком опухолевой трансформации (Дугина и др., 

2019). Таким образом, полученные данные о восстановлении системы β-актиновых пучков 

в трансформированных фибробластах в присутствии мАО позволяют рассматривать 

данные молекулы как потенциальные противоопухолевые агенты и дальнейшее 

исследование механизмов их действия является перспективной не только теоретической, 

но и практической задачей.  

В данной работе впервые исследовано воздействие мАО группы SkQ на фокальные 

адгезии вирус-трансформированных клеток, показавшее увеличение размера ФК и 

появление популяции зрелых ФК, что указывает на нормализацию трансформированного 

фенотипа клеток. Данный эффект также сопровождался появлением актиновых пучков, 

богатых -гладкомышечным актином. Полученные данные говорят в пользу того, что 

снижение мАФК с помощью мАО вызывает ряд последовательных этапов модуляции 

трансформированных фибробластов в направлении миофибробластного фенотипа (Hinz et 

al., 2002).  

Нарушения в прогрессии клеточного цикла являются одним из основных факторов 

опухолеобразования, что делает регуляторы пролиферации перспективными мишенями 

противоопухолевой терапии. В исследовании оценен вклад мАФК в регуляцию 

клеточного цикла трансформированных клеток. Впервые показано, что уменьшение 

уровня мАФК при воздействии мАО семейства SkQ подавляет рост вирус-

трансформированных фибробластов, а также клеток фибросаркомы и рабдомиосаркомы в 

культуре. При этом данный эффект частично опосредован модуляцией белков APC, 

снижением уровня Aurora B и фосфорилированных форм киназ Aurora A/B/C.   

Полученные экспериментальные данные позволили выдвинуть гипотезу о том, что 

мАФК играют важную роль в процессе клеточной трансформации, регулируя 

реорганизацию цитоплазматических изоформ актина и ABP, а также процесс клеточного 

деления опухолевых и вирус-трансформированных фибробластов с участием киназ 

семейства Aurora. Результаты данного исследования позволяют рассматривать мАО как 
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потенциальные средства противоопухолевой терапии, а дальнейшее изучение механизмов 

их действия – как важную научно-прикладную задачу. Проведенные в данной работе 

эксперименты внесли существенный вклад в разработку данного направления, 

использованные подходы соответствуют мировому уровню исследований.  

 

2.6. Методология диссертационного исследования 

Данное исследование проведено с использованием современных методов 

клеточной и молекулярной биологии, биохимии. При исследовании организации 

актиновых цитоскелетных систем, ABP и фокальных адгезий использовались: широкий 

спектр специфических антител к изоформам актина и соответствующим белкам, методы 

иммунофлуоресценции, лазерной сканирующей конфокальной микроскопии и 

микроскопии сверхвысокого разрешения со структурированным освещением. Для 

количественной оценки содержания белков в клеточных культурах применялся метод 

белкового электрофореза и иммуноблоттинга. При исследовании количества клеток в 

культурах клетки выявляли с помощью фазово-контрастной микроскопии, для анализа 

динамики клеточного цикла применялась прижизненная цейтраферная видеомикроскопия, 

параметры клеточного цикла исследовались методом проточной цитофлуориметрии. 

Полученные в ходе исследования данные были обработаны с помощью 

специализированного программного обеспечения MetaMorрh, Beckman Coulter CXP, 

Adobe Photoshop, LSM, Image J - для обработки и анализа изображений, измерения 

размеров (длина ФК, площадь, занимаемая клетками на субстрате), измерения 

интенсивности флуоресценции и интенсивности экспрессии белков. Для оценки 

статистической значимости различий между контрольными и экспериментальными 

данными применялись непараметрический двусторонний U-критерий Манна-Уитни и t-

критерий Стьюдента. Эксперименты выполнены в трёх – пяти повторах с хорошей 

воспроизводимостью. 

 

2.7. Положения, выносимые на защиту 

Положение 1: для неопластически трансформированных мезенхимальных клеток 

характерно нарушение организации актиновых филаментов, β- и γ-актиновых 

цитоскелетных систем и распределения ABP. Снижение уровня мАФК при воздействии 

мАО приводит к фенотипической нормализации таких клеток и восстановлению системы 

β-актиновых пучков, увеличению размера ФК и появлению зрелых ФК. 
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Положение 2: снижение уровня мАФК в присутствии мАО в культуре опухолевых 

фибробластов приводит к ингибированию пролиферации, изменению динамики 

клеточного цикла и индукции апоптоза. 

 

2.8. Апробация результатов 

Результаты исследования были представлены и обсуждены на 7 российских и 

международных конференциях и симпозиумах. 

 

2.9. Публикации по теме исследования 

По материалам исследования опубликовано 5 научно-исследовательских работ в 

рецензируемых научных изданиях, рекомендованных для защиты в диссертационном 

совете МГУ им. М. В. Ломоносова по специальности и отрасли наук. Список публикаций 

представлен в разделе 9. 

 

2.10. Финансовая поддержка  

Работа была выполнена в рамках гостемы «Изучение внутри- и межклеточных 

взаимодействий методами молекулярной и клеточной биологии, физиологии, математики 

и биоинформатики». 

 

2.11. Личный вклад автора в проведение исследования  

Автору диссертационного исследования принадлежит основная роль в анализе 

литературы по теме, формулировании задач работы, подготовке и проведении 

экспериментов, статистической обработке данных, подготовке тезисов и публикаций по 

теме исследования. 
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3.   ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

При работе над данным разделом диссертации использованы следующие публикации автора, в 

которых, согласно Положению о присуждении ученых степеней в МГУ, отражены основные результаты, 

положения и выводы исследования:  

Титова Е.В., Шагиева Г.С., Дугина В.Б., Копнин П.Б. Роль киназы AURORA B в нормальных и 

опухолевых клетках // Биохимия. – 2023 – Т. 88. - № 12. – С. 2435 – 2445. 

 

3.1. Характеристики трансформированных клеток 

Биология опухолей представляет собой сложную систему из множества различных 

типов клеток, которые взаимодействуют между собой. Непосредственно опухолевые 

клетки в ходе многоступенчатого процесса трансформации приобретают ряд 

специфических характеристик, связанных с изменением внутриклеточных сигнальных 

путей, генетической нестабильностью, измененными пролиферативными и 

морфологическими характеристиками. Ханахан и Вейнберг выделили основные 

отличительные признаки процесса трансформации клеток и канцерогенеза как основу для 

понимания и описания широкого разнообразия всех неопластических новообразований 

(Hanahan and Weinberg, 2011): 

1. Способность опухолевых клеток поддерживать неограниченную 

пролиферацию. 

Нормальные ткани тщательно контролируют продукцию факторов клеточного 

роста, отвечающих за вступление и прохождение клеток по клеточному циклу, а также 

регулирующих увеличение размера клеток. Такой контроль обеспечивает регуляцию 

количества клеток и поддерживает нормальную архитектуру и функцию ткани. 

Нарушение данных сигнальных путей в опухолевых клетках часто влияет и на другие 

биологические свойства клетки, такие как выживаемость и энергетический метаболизм 

(подробнее рассмотрено в разделе 3.3.1.)  

Трансформированные клетки приобретают способность поддерживать 

пролиферативную сигнализацию несколькими альтернативными способами. Так, они 

могут сами вырабатывать факторы роста - лиганды, в ответ на появление которых 

экспрессируются соответствующие рецепторы, что приводит к аутокринной 

пролиферативной стимуляции. В качестве альтернативы, опухолевые клетки могут 

посылать сигналы для стимуляции нормальных клеток в опухоль-ассоциированной 

строме, которые в ответ снабжают их различными факторами роста (Cheng et al., 2008; 

Bhowmick et al., 2004). Сигнальные пути также могут быть изменены путем увеличения 

количества рецепторов, экспонируемых на поверхности клеточной мембраны, что делает 

трансформированные клетки гиперчувствительными к факторам роста. Аналогичный 
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эффект наблюдается в результате лиганд-независимого ответа рецепторов при 

структурных изменениях в рецепторных молекулах.  

Механизмы обратной связи обеспечивают гомеостаз в потоке многочисленных 

внутриклеточных сигналов.  Различные дефекты в механизмах обратной регуляции могут 

приводить к усилению пролиферации. Так, онкогенные эффекты Ras не являются 

результатом гиперактивации его нисходящих сигналов. Напротив, онкогенная мутация, 

затрагивающая гены ras, приводит к снижению активности Ras ГТФаз и работает как 

внутриклеточный механизм отрицательной обратной связи. Аналогичным образом 

действует фосфатаза PNEN, противодействующая PI3-киназам путем деградации их 

продукта PIP3. Мутации, подавляющие функцию PTEN, усиливают PI3K-сигнализацию и 

способствуют опухолеобразованию (Jiang and Liu, 2009). 

Стоит отметить, что чрезмерная активация пролиферативных сигнальных путей 

может запускать процесс старения. Так, усиление сигналинга от онкобелков RAF, RAS, 

MYC может вызывать ответные реакции клеток - индукцию клеточного старения, 

апоптоза (Collado and Serrano, 2010; Lowe et al., 2004). Клетки с характеристиками, 

указывающими на процесс старения (увеличенная цитоплазма, отсутствие маркеров 

пролиферации, усиленная экспрессия β-галактозидазы), преобладают в некоторых 

опухолях (Mooi and Peeper, 2006). Этот эффект, по-видимому, отражает внутренние 

механизмы клеточной защиты, направленные на уничтожение клеток с чрезмерной 

активацией сигналов определенных типов. Соответственно, относительная интенсивность 

онкогенной сигнализации в трансформированных клетках может представлять собой 

компромисс между максимальной митогенной стимуляцией и избеганием 

антипролиферативных защитных механизмов. Альтернативно, некоторые 

трансформированные клетки могут адаптироваться к высокому уровню онкогенных 

сигналов путем ингибирования сигналинга, запускающего старение или апоптоз. 

Контактное торможение оказывает ингибирующее действие на процесс 

пролиферации. Известно, что межклеточное взаимодействие в плотном монослое 

нормальных клеток в двумерной культуре подавляет пролиферацию. Данный эффект 

контактного торможения утрачен в различных типах опухолевых клеток. Один из 

механизмов связан с продуктом гена NF2. Он долгое время считался супрессором 

опухолей, поскольку его потеря вызывает одну из форм нейрофиброматоза человека. 

Процесс контактного торможения обеспечивает белок мерлин, цитоплазматический 

продукт гена NF2. Он взаимодействует с адгезионными молекулами на поверхности 

клеток (например, с E-кадгерином) и присоединяется к трансмембранным рецепторным 
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тирозинкиназам (например, рецепторам EGF). При этом мерлин усиливает межклеточные 

контакты, опосредованные E-кадгерином (Curto et al., 2007; Okada et al., 2005). 

В другом механизме контактного торможения важную роль играет белок LKB1, 

отвечающий за организацию и целостность эпителия. LKB1 может блокировать 

митогенный эффект онкогена Myc в случае его активации. Снижение экспрессии LKB1 

приводит к нарушению эпителиальной ткани и клетки становятся восприимчивы к 

трансформации, вызванной активацией гена Myc (Partanen et al, 2009; Hezel and Bardeesy, 

2008). 

Неограниченная пролиферация опухолевых клеток также может быть опосредована 

нарушением TGF-β-сигнальных путей. В ходе процесса трансформации клетки 

приобретают ряд механизмов уклонения от антипролиферативного эффекта TGF-β 

(Ikushima and Miyazono, 2010; Massagué et al., 2023). На поздних стадиях развития многих 

опухолей цитостатические сигналы TGF-β сменяются на сигналы, активирующие 

эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП). В ходе этой клеточной программы клетки 

приобретают свойства, характерные для высокодифференцированной злокачественной 

опухоли. 

2. Инактивация генов-супрессоров клеточного деления.  

В дополнение к способности поддерживать сигналы, стимулирующие клеточный 

рост, трансформированным клеткам необходимо преодолевать механизмы, которые в 

норме ограничивают пролиферацию клеток с помощью генов-супрессоров опухолей. 

Многие из таких генов были открыты благодаря их инактивации в опухолевых клетках. 

Один из классических генов-супрессоров RB кодирует белок ретинобластомы Rb 

(retinoblastoma protein), другой, ген TP53 - кодирует белок P53. Они являются ключевыми 

компонентами в двух взаимодополняющих друг друга сигнальных цепочках, которые 

определяют, будет в клетке запущена пролиферация или же программы старения и 

апоптоза. Белок Rb в ответ на различные, преимущественно внеклеточные, сигналы 

влияет на то, пройдет ли клетка цикл роста и деления (Burkhart and Sage, 2008).  Таким 

образом, в трансформированных клетках с дефектами в RB сигнальной цепочке, 

отсутствует точка контроля прогрессии клеточного цикла, что вызывает неограниченную 

пролиферацию. TP53 получает сигналы от рецепторов, активирующихся в ответ на 

различные внутриклеточные аномалии. Если при повреждении генома уровень глюкозы 

или АФК оказываются чрезмерными, TP53 может остановить дальнейшую прогрессию 

клеточного цикла, пока внутриклеточные условия не нормализуются. Если же 

патологические изменения в клетке оказываются необратимыми, TP53 может запустить 

программу апоптоза. 
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3. Нарушение регуляции гибели клеток и иммортализация. 

Одним из основных естественных барьеров на пути процесса опухолеобразования 

является запрограммированная клеточная гибель путем апоптоза (Adams and Cory, 2007). 

Этот механизм запускается при нарушении внутриклеточного сигналинга в ответ на 

повышение уровня онокогенов и повреждении ДНК в связи с гиперпролиферацией клеток. 

Показано, что в клетках злокачественных опухолей, резистентных к терапии, уровень 

апоптоза снижается (Adams and Cory, 2007). Описывают три фазы апоптоза: сигнальную, 

эффекторную и фазу деградации. Регуляторы апоптоза включают в себя внеклеточные 

(например, Fas-опосредованные) и внутриклеточные (митохондриальный путь апоптоза) 

сигнальные каскады. Молекулярные маркерами первого являются инициирующие 

каспазы: 8 и 10. Маркерами митохондриального пути являются белки p53, p21, p16, 

играющие важную роль в ответе на повреждение ДНК и клеточном старении, а 

инициирующей является каспаза-9. При этом в роли эффекторной каспазы как при 

внешнем, так и при собственном пути апоптоза выступает каспаза-3 (Elmore, 2007). В 

результате процесса апоптоза клетка постепенно распадается на апоптотические тельца и 

поглощается как соседними клетками, так и специализированными фагоцитирующими 

клетками. В самом общем виде процесс апоптоза контролируется про- и 

антиапоптотическими регуляторными белками семейства Bcl-2 (B-cell 

Leukemia/Lymphoma 2) (Adams and Cory, 2007). Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1 являются 

ингибиторами апоптоза. Они преимущественно связываются с двумя проапоптотическими 

белками Bax (Bcl2 Associated X Protein) и Bak (Bcl-2 homologous antagonist killer), 

встроенными в мембрану митохондрий, подавляя их активность. При активации Bax и Bak 

нарушают целостность внешней митохондриальной мембраны, что приводит к 

высвобождению проапоптотических сигнальных белков, таких как цитохром с. Он 

активирует ряд каспаз, что приводит к многочисленным апоптотическим изменениям 

благодаря их протеолитической активности. Bax и Bak содержат BH3-домены, 

отвечающие за взаимодействие с антиапоптотическими Bcl-2-подобными белками (Adams 

and Cory, 2007; Willis and Adams, 2005).  

К наиболее заметным аномалиям, запускающим апоптоз в трансформированных 

клетках, относятся повреждения ДНК. Данный механизм функционирует через 

опухолевый супрессор p53 (Junttila and Evan, 2009). Он вызывает остановку клеточного 

цикла как фактор транскрипции ингибиторов циклин-зависимых киназ – белков p16 и p27. 

Также p53 индуцирует апоптоз, повышая уровень экспрессии белков, содержащих BH3-

домен – Noxa (NADPH oxidase activator) и Puma (p53 upregulated modulator of apoptosis), 

при значительном увеличении количества разрывов ДНК, хромосомных аномалий. С 
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другой стороны, недостаточное количество таких факторов как интерлейкин-3 (для 

лимфоцитов) или инсулиноподобный фактор роста 1/2, Igf1/2 (для эпителиальных клеток) 

может вызывать апоптоз через BH3-содержащий белок BIM (Bcl-2 Interacting Mediator of 

cell death). Гиперактивность онкопротеинов, таких как Myc, также приводит к запуску 

программируемой клеточной гибели (Junttila and Evan, 2009). Трансформированные 

клетки имеют ряд механизмов, позволяющих ограничить процесс апоптоза или избежать 

его. Наиболее распространенными являются инактивация опухолевого супрессора TP53, 

увеличение экспрессии антиапоптотических регуляторов (Bcl-2, Bcl-xL) или факторов 

роста (Igf1/2), снижение экспрессии проапоптотических факторов (Bax, BIM, Puma). 

Таким образом, запрограммированная клеточная гибель является одним из основных 

барьеров клеточной трансформации и опухолеобразования. 

4. Репликативное бессмертие.  

В отличие от большинства нормальных клеток, которые способны пройти лишь 

ограниченное число последовательных циклов деления, опухолевые клетки обладают 

неограниченным репликативным потенциалом. В нормальных клетках существует два 

механизма, препятствующих неограниченной пролиферации – старение и клеточная 

гибель. Соответственно, когда клетки размножаются в культуре, повторяющиеся циклы 

деления приводят к индукции старения. Клетки, которым удалось обойти этот механизм, 

претерпевают кризис, в результате которого подавляющее большинство из них погибает. 

Часть клеток переживает кризис и приобретает неограниченный репликативный 

потенциал. Этот переход называется иммортализацией (способность клеток 

пролиферировать в культуре без признаков старения или кризиса).  

Теломеры, защищающие концы хромосом, играют центральную роль в 

способности клеток к неограниченному делению (Blasco, 2005; Shay and Wright, 2000). 

Теломеры, состоящие из множества тандемных гексануклеотидных повторов, непрерывно 

укорачиваются в процессе делений нормальных клеток. В конечном итоге теломеры 

теряют способность защищать концы хромосомных ДНК от слияния между собой. В 

результате такого взаимодействия образуются нестабильные дицентрические хромосомы, 

что приводит к нарушению кариотипа и угрозе жизнеспособности клеток. 

Соответственно, длина теломерной ДНК в клетке определяет, через сколько циклов 

делений может пройти клетка, прежде чем теломеры утратят свою защитную функцию, 

что приведет к критическому состоянию клетки.  

 Теломераза, специализированная ДНК-полимераза, добавляет сегменты 

теломерных повторов к концам теломерной ДНК. Ее практически нет в 

неиммортализованных клетках, но значителен уровень экспрессии в подавляющем 



19 
 

большинстве (90%) спонтанно иммортализованных клеток, включая опухолевые клетки 

человека. В последних наличие теломеразной активности коррелирует с устойчивостью к 

процессу старения и апоптозу, а ее снижение влечет за собой укорачивание теломер и 

активацию одного из этих процессов. Эти две программы, ограничивающие 

пролиферацию - старение и программируемая клеточная гибель – являются важнейшими 

противоопухолевыми защитными механизмами, которые в норме препятствуют 

появлению и росту клонов неопластически трансформированных клеток. Иммортализация 

отдельных клеток, образующих опухоли, объясняется их способностью поддерживать 

достаточную длину теломерной ДНК. Благодаря этому процессы старения и апоптоза не 

запускаются, что чаще всего достигается путем повышения экспрессии теломеразы. Таким 

образом, укорочение теломер является фактором, определяющим ограниченный 

репликативный потенциал нормальных клеток, который должен быть преодолен в ходе 

процесса неопластической трансформации. 

Стоит также отметить двоякую роль теломер в процессе опухолеобразования, 

выявленную при сравнительном анализе предопухолевых и злокачественных образований 

в молочной железе человека (Raynaud et al., 2010). Менее злокачественные поражения не 

экспрессировали значительный уровень теломеразы, имели укороченные теломеры и 

неклональные хромосомные аберрации. В отличие от них, злокачественные карциномы 

демонстрировали высокое содержание теломеразы, более длинные теломеры и 

накапливали клональные аберрантные кариотипы. Последние, по-видимому, были 

приобретены в результате разрушения теломерных участков, и до появления вновь 

теломеразной активности. Описанное вначале снижение активности теломеразы в менее 

злокачественных клетках необходимо, предположительно, для накопления мутаций, 

способствующих развитию опухоли. Последующая же активация теломеразы 

стабилизирует мутантный геном и наделяет его неограниченным репликативным 

потенциалом, необходимым для роста опухоли. 

5. Индуцирование ангиогенеза. 

Неопластически трансформированным клеткам, как и нормальным тканям, 

необходимо питание в виде питательных веществ, кислорода, а также удаление продуктов 

метаболизма и углекислого газа. В условиях организма в ходе опухолевой прогрессии для 

этих целей злокачественные клетки активируют механизм ангиогенеза, синтезируя ряд 

сигнальных молекул (Hanahan and Folkman, 1996). К регуляторам этого процесса 

относятся такие сигнальные белки как сосудистый эндотелиальный фактор роста-А 

(VEGF-A, vascular endothelial growth factor-A) и тромбоспондин 1 (TSP-1, thrombospondin-

1). Ген VEGF-A кодирует лиганды, которые участвуют в индукции роста новых сосудов. 
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VEGF сигналинг осуществляется через три рецепторные тирозинкиназы (VEGFR-1-3), при 

этом экспрессия гена VEGF может повышаться как в условиях гипоксии, так и в 

присутствии онкогенов (Ferrara et al., 2009). TSP-1 выступает основным ингибитором 

ангиогенеза, связываясь с трансмембранными рецепторами эндотелиальных клеток и 

противодействует проангиогенным сигналам (Kazerounian et al., 2008). 

6. Активация инвазии и метастазирование. 

Процессы, лежащие в основе инвазии и метастазирования, в значительной степени 

связаны с изменением формы клеток и их контактами с внеклеточным матриксом. Так, 

наиболее характерные изменения для клеток карциномы – это потеря E-кадгерина, 

ключевой молекулы клеточной адгезии. Повышенная экспрессия Е-кадгерина является 

антагонистом инвазии и метастазирования, в то время как снижение его экспрессии, как 

известно, усиливает соответствующие изменения фенотипа (Berx and van Roy, 2009). И 

наоборот, молекулы адгезии, обычно связанные с миграцией клеток во время 

эмбриогенеза и воспаления, часто повышаются. Например, N-кадгерин, который обычно 

экспрессируется в мигрирующих нейронах и мезенхимальных клетках во время 

органогенеза, повышается во многих инвазирующих клетках карциномы (Cavallaro and 

Christofori, 2004).  

Для эпителиальных клеток ведущую роль в процессе метастазирования играет 

ЭМП, в результате которого клетки приобретают способность инвазировать в 

окружающие ткани, противостоять апоптозу и мигрировать (Klymkowsky and Savagner, 

2009; Polyak and Weinberg, 2009; Thiery et al., 2009; Yilmaz and Christofori, 2009). Процесс 

ЭМП обеспечивается активностью транскрипционных факторов, включая Snail, Slug, 

Twist и Zeb1/2, повышенная экспрессия которых в различных комбинациях отмечена в 

ряде злокачественных опухолей (Micalizzi et al., 2010; Taube et al., 2010; Schmalhofer et al., 

2009; Yang and Weinberg, 2008). Их активность приводит к нарушению межклеточных 

контактов, изменению морфологии клеток с полигональной (эпителиальной) на 

веретенообразную (фибробластоподобную) и экспрессии разрушающих внеклеточный 

матрикс ферментов, усилению подвижности (Peinado et al., 2004).  

В поддержании клеточной архитектуры опухолевой клетки, ее миграции, адгезии и 

инвазии активно участвуют компоненты цитоскелетных систем. Ведущую роль в этих 

процессах играет реорганизация актинового цитоскелета и связанная с ней 

пространственно-временная координация сигнальных путей белков, регулирующих 

полимеризацию актина, и ABP (Blanchoin et al., 2014; Pollard and Cooper, 2009). При 

неопластической трансформации активируются различные молекулярные механизмы, 

приводящие к реорганизации актинового цитоскелета, миграции клеток и 
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метастазированию из первичной опухоли (Yamaguchi and Condeelis, 2007). Формирование 

богатых актином мембранных структур (ламеллиподий, филоподий, инвадоподий, 

раффлов) является ключевой особенностью опухолевых клеток, которая позволяет им 

распространяться и формировать колонии в других органах (Bravo-Cordero et al., 2012). 

 

3.2. Организация актинового цитоскелета в клетке 

3.2.1. Актин 

Актин – фундаментальный структурный компонент цитоскелета, один из самых 

распространенных и высококонсервативных белков клеток эукариот (Pollard et al., 2016; 

Svitkina et al., 2018). К актиновой цитоскелетной системе млекопитающих относятся 

шесть идентифицированных изоформ актина, более 400 ABP и порядка 2500 актин-

ассоциированных белков (Meenakshi et al., 2023). Данные белки регулируют 

полимеризацию и деполимеризацию актина, а также формирование функционально 

различных структур (микрофиламенты и стресс-фибриллы, кортикальная и ламеллярная 

сети) (Reymann et al., 2016; Schaks et al., 2019; Clarke et al., 2021). Кроме того, актин 

взаимодействует с молекулярными моторами суперсемейства миозинов, отвечающих за 

движение и транспорт вдоль актиновых микрофиламентов (Sellers et al., 2000). 

Публикации последних лет указывают на то, что несмотря на высокую структурную и 

функциональную консервативность, изоформы актина формируют различные 

цитоскелетные системы, которые выполняют различные функции и взаимодействуют с 

определенными ABP (Arora et al., 2023; Mactaggart et al., 2021). Динамическая 

реорганизация актинового цитоскелета играет одну из ведущих ролей в прогрессии и 

метастазировании опухолей.  

Актин в клетке существует в виде мономерных субъединиц (глобулярный G-актин) 

и в форме полимера - фибриллярного F-актина, формирующего пучки микрофиламентов и 

другие актиновые структуры. Каждый пул составляет примерно 50% от общего 

количества актина в клетке (Dominguez et al., 2011). Мономерный актин представляет 

собой сферическую молекулу массой 42 кДа (Рис. 1, А). Она образована полипептидом, 

образующим две доли молекулы, соединенные линкерным участком. Каждая доля 

содержит два субдомена (SD1, SD2 и SD3, SD4) (Kabsch et al., 1990). Глубокая щель 

между субдоменами SD2 и SD4, разделяющая молекулу на две части, имеет участки 

связывания АТФ или АДФ, двухвалентных ионов металлов, как правило Ca2+ или Mg2+. 

Обычно в сайте связывания находится АТФ или АДФ-Рi, т.к. их сродство к Mg-G-актину 

больше, чем у АДФ; связь с Са-G-актином у всех нуклеотидов слабее (De La Cruz et al., 

1995). Mg2+ - основной катион определяющий, насколько сильно или слабо нуклеотид 
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связан с молекулой актина (Estes et al., 1992).  Полость между доменами SD1 и SD3 

опосредует продольные взаимодействия между мономерами актина внутри 

микрофиламента (Oda et al., 2009), является участком связывания ABP и молекул миозина 

(Dominguez et al., 2004). 

 

 

Рисунок 1. Структура молекулы G-актина (Heissler, 2025). 

А   ̶  трехмерная структура G-актина (PDB ID: 1ATN). В центре молекулы расположена 

полость, где находится участок связывания нуклеотида и ионов металлов (показаны 

молекула АТФ и катион Ca2+); SD1-SD4 – общепринятые обозначения субдоменов; 

полость между субдоменами SD3 и SD1, соответствующая (+) концу филамента; 

Б   ̶ трехмерная структура субдомена SD1. Показано наложение мономерных структур 

изоформ актина: скелетного α-актина (PDB ID: 8DMX, синий), кардиального или 

сердечного α-актина (PDB ID: 8DMY, фиолетовый), β-актина (PDB ID: 8DNH, красный) и 

γ-актина (PDB ID: 8DNF, желтый). Различное положение N-концевых участков отмечено 

звездочкой (*). 

 

В результате полимеризации актина образуются полярные микрофиламенты. 

Структурно этот процесс сопровождается существенным уплощением актинового 

мономера (Oda et al., 2009). Микрофиламент актина имеет диаметр 8 нМ и структуру 

правосторонней спирали с шагом 37,5 нМ и выступающими N-концевыми остатками (Рис. 

2). SD2 и SD4 субдомены молекулы актина находятся на остром (-) конце, а SD1 и SD3 

субдомены на тупом (+) конце. Концы актинового филамента биохимически и структурно 

различны (Carman et al., 2023). Мономеры актина в составе фибриллы имеют 

ассиметричную структуру и ассоциируют друг с другом со смещением. Структура 

нативной молекулы G-актина отличается от молекулы актина в составе филамента. Так, 
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D-петля, расположенная в верхней части субдомена SD2 (который опосредует 

взаимодействие с ДНКазой I), неупорядочена в нативном состоянии и имеет 

структурированную конформацию в филаментной форме (Graceffa and Dominguez, 2003; 

Oda et al., 2009).  

 

Рисунок 2. Структура 

фибриллы F-актина (PDB ID: 

3G37). Представлен фрагмент 

фибриллы из четырех молекул 

актина. Обозначены N-

концевые участки мономеров 

актина, молекулы нуклеотида и 

катионы Mg2+; субдомены SD1-

SD4, D-петля, тупой (+) конец 

и острый (-) конец филамента; 

 

 

Процесс полимеризации актина включает два основных этапа: 

-  в ходе первого этапа образуется «затравка». При этом два мономера связываются 

в димер, который имеет большую тенденцию к диссоциации, чем к присоединению новых 

молекул актина. Далее образуется более стабильный триплет (или олигомер), который 

является затравкой для последующей полимеризации. В этом состоянии филамент имеет 

большую тенденцию к присоединению мономеров, чем к диссоциации (Wegner et al., 

1975; Cooper et al., 1983). 

-  в ходе второго этапа, элонгации, мономеры актина быстро присоединяются к 

филаменту с обоих его концов. (Murphy et al., 1988). К факторам, способствующим 

полимеризации, относятся большая ионная сила (концентрация KCl>50 мМ), нейтральная 

или слабо кислая среда, высокая концентрация Ca2+ и особенно Mg2+, повышенная 

температура (Grazi et al., 1985).  

Актиновые микрофиламенты - это динамичные структуры: мономеры из 

цитоплазматического пула постоянно присоединяются к концам нити или отделяются от 
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них. Контакты между соседними мономерами актина обеспечиваются за счет 

гидрофобных и электростатических взаимодействий. Процесс элонгации филамента 

состоит из процессов ассоциации и диссоциации G-актина. Полимеризация актина in vitro, 

может происходить на обоих концах микрофиламента, но с разной скоростью (зависит от 

взаимной ориентации мономеров актина). На так называемом остром или медленном (-) 

конце присоединение новых молекул актина затруднено. На тупом или быстром (+) конце 

полимеризация идет быстрее. Здесь преимущественно идет процесс удлинения нити, а не 

разборки. Таким образом, микрофиламенты актина обладают структурной и 

функциональной полярностью. 

Динамический оборот актиновых филаментов контролирует клеточную 

подвижность у эукариот, и связан с изменениями связи F-актина с нуклеотидами. 

Строительным материалом для удлинения микрофиламентов является мономер актина, 

содержащий в своем составе молекулу АТФ и катион Ca2+ (условие, необходимое для 

сохранения актина в неполимеризованной форме). Таким образом, на плюс-конце нити 

располагаются в основном мономеры актина, содержащие АТФ и Ca2+. После встраивания 

в состав микрофиламента актин быстро гидролизует АТФ, поэтому часть мономеров в 

составе полимера содержат АДФ и неорганический фосфат (Blanchoin et al., 2002). После 

длительного пребывания в составе филамента такие мономеры приобретают способность 

медленно высвобождать неорганический фосфат из своей центральной щели, при этом 

катион Ca2+ сменяется на Mg2+ (Carlier et al., 1986). Как следствие, мономеры, 

находящиеся на (-) конце микрофиламента, содержат только АДФ. Мономеры актина, 

содержащие АТФ, прочнее взаимодействуют друг с другом, чем мономеры, содержащие 

АДФ – поэтому на (+) конце полимеризация идет быстрее (Winder et al., 2005) (Рис. 3). 

Таким образом, актиновые филаменты эукариот преимущественно 

полимеризуются на своем тупом (+) конце и преимущественно деполимеризуются на (-) 

конце в ходе постоянного динамического процесса удлинения/укорочения, называемого 

тредмиллингом (от англ. treadmilling) (Carlier et al., 2017). При этом постоянная текущая 

длина микрофиламента в клетке исключительно велика и составляет около 10 мкм (Ott et 

al., 1993). Структурные особенности обоих концов микрофиламента актина в ходе 

процесса сборки и старения были недавно выявлены с помощью криоэлектронной 

микроскопии (Chou et al., 2023). Остается не до конца ясным, как F-актин гидролизует 

АТФ и затем претерпевает тонкие конформационные перестройки, которые в конечном 

итоге приводят к деполимеризации филамента под действием ABP. Криоэлектронно-

микроскопический анализ структуры F-актина показал, что полимеризация актина 

вызывает перемещение молекул воды в нуклеотид-связывающем кармане, активируя одну 
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из них для нуклеофильной атаки АТФ. Небольшие изменения в нуклеотид-связывающем 

кармане после гидролиза АТФ и высвобождения неорганического фосфата 

воспринимаются соответствующей аминокислотой, усиливаются и передаются на 

периферию филамента. Кроме того, различия в положении молекул воды в нуклеотид-

связывающем кармане объясняют, почему Ca2+-актин демонстрирует более медленную 

скорость полимеризации, чем Mg2+-актин (Oosterheert et al., 2022).  

 

 

Рисунок 3. Динамика актиновых микрофиламентов в клетке (Bai, 2023).  

А – Полимеризация и деполимеризация актина с участием ABP, где АТФ-содержащий G-

актин встраивается в микрофиламент (АТФ-F-актин), а АТФ-F-актин спонтанно 

диссоциирует на АДФ-Pi-F-актин. Затем он превращается в АДФ-F-актин и финально 

деполимеризуется в АДФ-содержащий G-актин. Таким образом достигается баланс 

процессов полимеризации и деполимеризации.  

Б – тупые (+) концы актина полимеризуются быстрее, а острые (-) концы - медленнее. 

Боковые актиновые филаменты образуют угол в 70° по отношению к старому филаменту. 

 

Фаза созревания заключается в установлении равновесного баланса между 

полимеризацией и деполимеризацией на концах филамента. Мономеры актина, 

присоединяющиеся и диссоциирующие в ходе полимеризации-деполимеризации, имеют 
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различную конформацию, что влияет на сродство актина к различным ABP (Kueh and 

Mitchison, 2009). In vivo сайт связывания нуклеотидов основной части молекул G-актина 

ассоциирован с АТФ, тогда как большая часть молекул F-актина содержит АДФ (Hegyi et 

al., 1988). Деполимеризация актина - это не просто процесс, обратный полимеризации. 

Молекула G-актина, связанная с АДФ не может превратить свой нуклеотид в АТФ из 

АДФ и Pi. Субъединица, связанная с АДФ, должна быстро диссоциировать, отделив 

нуклеотид, и присоединить АТФ. Мономеры актина в составе филамента быстро 

перемещаются от его плюс-конца к минус-концу (Neidl and Engel, 1979). 

 

3.2.2. Изоформы актина 

Геном птиц и млекопитающих, в том числе человека, содержит шесть генов, 

кодирующих шесть паралогов, или изоформ, актина. Это четыре изоформы мышечного 

актина: α-скелетный - кодируется геном ACTA1, локализованном на хромосоме 1, α-

гладкомышечный (сосудистый) – ген ACTA2 на хромосоме 10, α-кардиальный 

(сердечный) – ген ACTC1 на хромосоме 15, γ-гладкомышечный (кишечный) – ген ACTG2 

на хромосоме 2. Две немышечные цитоплазматические изоформы актина кодируются 

генами: β-актин – ACTB на хромосоме 7, γ-актин – ген ACTG1 на хромосоме 17. Эта 

классификация основана на относительном количестве соответствующих изоформ в 

мышечных (около 20%) и немышечных (около 5%) клетках (Gunning P et al., 1984; Perrin 

and Ervasti, 2010; Otey et al., 1987). Изоформы актина имеют высокую степень 

гомологичности нуклеотидной последовательности (93-99%) и структурной идентичности 

(Arora et al., 2023, Otey et al., 1987). Изоформы актина образуют характерную двойную 

спираль с почти идентичным шагом спирали (около 27,6 Å) и скручиванием (около 166,7° 

- 168,0°). 22 аминокислотные замены между изоформами актина расположены в 

субдоменах SD3, SD4 и SD1. В N-концевой области субдомена SD1 изоформ актина 

сосредоточены четыре консервативные аминокислотные замены (Рис. 4, А) 

(Vandekerckhove and Weber, 1978). По данным структурных исследований, N-концевой 

участок принимает изоформ-специфические конформации и, вероятно, взаимодействует с 

молекулами миозина и ABP (Arora et al., 2023; Muller et al., 2013; Chen et al., 2017, Namba 

et al., 1992). Такая структурная вариабельность обуславливает различия в заряде молекул, 

на основании чего актины классифицированы как α-, β-, и γ-изоформы в порядке 

возрастания изоэлектрических точек по данным изоэлектрофокусирования (Garrels et al., 

1976; Rubenstein et al., 1990). С помощью криоэлектронной микроскопии была 

подтверждена возможность ко-полимеризации различных изоформ актина с образованием 

гетерологичных актиновых микрофиламентов в исследованиях in vitro. Также было 
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показано, что соотношение β-актин/γ-актин в таких филаментах определяет степень, с 

которой F-актин может влиять на увеличение АТФазной активности молекул миозина 

(Muller et al., 2013). Существование гетерологичных актиновых филаментов в клетках in 

vivo активно изучается и на данный момент ещё не доказано.  

Было показано, что изоформы актина формируют in vitro структуры с различными 

механическими свойствами. Так, γ-актин образует более жесткие актиновые сети по 

сравнению с β-актином. В присутствии молекул миозина, β-актиновые системы 

демонстрируют большее количество сократительных взаимодействий, чем γ-актиновые, 

что может оказывать влияние структурные и функциональные особенности как отдельных 

цитоскелетных систем, так и клеток в целом (Neitmann et al., 2023).   

Также показаны различия во взаимодействии между собой β-актиновых и γ-

актиновых филаментов в присутствии  Mg2+ - β-актин формирует сети с толстыми 

филаментами большим размером ячеек, γ-актин же формирует сети с меньшим размером 

ячеек. Это согласуется с их преимущественной локализацией в стресс-фибриллах или  

клеточном кортексе, соответственно. Детально механизм образования γ-актиновой сети не 

изучен. Предположительно, γ-актин способен образовывать сшивки в местах пересечения 

филаментов посредством взаимодействия ионов Mg2+ с выступающими N-концевыми 

участками молекул актина в составе соседних филаментов (Neitmann et al., 2023). Хотя 

важность изоформ актина в клеточных функциях не вызывает сомнений, механизмы их 

действия изучены неполно.  

Изоформы β- и γ-актина отличаются друг от друга лишь четырьмя 

консервативными аминокислотными заменами в N-концевой области (в положении 1, 2, 3 

и 9) (Рис. 4, А), однако имеют разную пространственную организацию в пределах одной 

клетки, играют особую роль в таких клеточных процессах, как поляризация, миграция, 

адгезия и цитокинез (Шагиева и др., 2020; Dugina et al., 2009; Dugina et al., 2021, Perrin et 

al., 2010). При исследованиях на культурах нормальных фибробластов и эпителиальных 

клеток было показано, что β-актином в клетке обогащены стресс-фибриллы, области 

адгезионных межклеточных контактов и ведущего края. Локализация γ-актина зависит от 

состояния клетки: в мигрирующей клетке γ-актин находится в кортикальном слое и 

ламеллиподиях, а в спокойном состоянии - также обнаруживается в стресс-фибриллах 

(Dugina et al., 2009; Neitmann et al., 2023). 

 

3.2.3. Специфические для изоформ актина модификации N-концевого участка 

Актин является высококонсервативным белком и имеет схожую 

последовательность аминокислот у различных представителей эукариот. Все изоформы 
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актина подвергаются изоформ-специфическим модификациям N-концевого участка 

(Drazic et al., 2018; Rebowski et al., 2020). В мышечных изоформах актина инициаторный 

метионин исчезает, а цистеин 2 подвергается ацетилированию. Впоследствии цистеин 

также удаляется ацетил-аминопептидазой, а вновь открытый N-концевой участок 

ацетилируется (Drazic et al., 2018, Rebowski et al., 2020). В немышечных актинах 

инициирующий метионин ацетилируется и затем удаляется, при этом новый N-концевой 

участок также подвергается ацетилированию с помощью фермента ацетилтрансферазы 

NAA80 (N-terminal acetyltransferase) (Рис. 4, А). Модификация N-концевого участка путем 

ацетилирования обнаружена более чем в 90 % изоформ актина (Drazic et al., 2018). 

Показано, что фермент NAA80 не связывается с F-актином и ацетилирует молекулы 

актина, связанные с профилином. Это указывает на то, что ацетилирование N-концевого 

участка предшествует полимеризации актина (Rebowski et al., 2020).  

Перед ацетилированием N-концевого участка с помощью NAA80 в молекулах β-

актина N-концевые аспартатные остатки могут быть последовательно удалены N-

концевыми аминопептидазами (DNPEP и ENPEP). В результате образуются варианты 

молекул β-актина с различным количеством кислых остатков на N-конце (Рис. 4, Б), 

которые обнаруживаются как в пуле G-актина, так и в составе филаментов (Chen et al., 

2021). Эта модификация происходит в 1 - 3 % молекул β-актина от общего количества β-

актина клетки, однако нокаутные по ферментам DNPEP и ENPEP клетки демонстрируют 

значительные изменения в строении актиновых структур и клеточной подвижности. 

Различные схемы модификаций N-концевого участка наблюдаются   в различных типах 

клеток и тканей (Chen et al., 2021). Поскольку N-концевой участок выступает на 

поверхности β-актинового филамента, включение в его состав мономеров с 

модифицированным N-концевым участком может локально изменять плотность заряда 

микрофиламента. Это в свою очередь влияет на его способность связываться с ABP, 

молекулами миозина. Так, более короткий N-концевой участок с меньшим количеством 

отрицательных зарядов, предположительно, будет иметь более слабое сродство к 

молекулам миозина (Arora et al., 2023; Holmes et al., 1990).  
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Рисунок 4. N-концевой процессинг и посттрансляционные модификации в изоформах 

актина (Heissler, 2025). 

А –  Процессинг в N-концевой области изоформ актина. Консервативные 

аминокислоты показаны черным цветом, вариабельные аминокислоты – розовым, 

аминокислоты, отсутствующие в зрелых изоформах актина вследствие протеолиза – 

серым. 

Б –  различные виды изоформ актина образуются в результате N-концевого 

процессинга. Ацетилирование (Ac-) и аргинилирование (R-) показаны розовым цветом. 

Аминокислоты, отсутствующие в результате протеолитического расщепления, 

показаны серым цветом. Знак (-) указывает на пропуски при выравнивании. 

 

В организме млекопитающих α-сердечный актин сосредоточен 

преимущественно в сердечной мышце, α-скелетный – в скелетной мускулатуре,  α- и γ-

гладкомышечные изоформы экспрессируются в гладкой мускулатуре сосудистых 

стенок и внутренних органов. Цитоплазматические же изоформы актина  α- и β- 

встречаются как в мышечных, так и в немышечных клетках и имеют различную 

пространственную организацию в клетке, изменяющуюся во времени в зависимости от 
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функционального состояния клеток и необходимости в построении тех или иных 

цитоскелетных структур. 

 

3.2.4. Актин-связывающие белки, формирующие различные актиновые 

цитоскелетные системы клетки 

Организация и функционирование актинового цитоскелета  in vivo обеспечиваются 

целым рядом ABP, которые отвечают за процессы полимеризации-деполимеризации 

микрофиламентов, связывают их друг с другом и придают контрактильные свойства (dos 

Remedios et al., 2003). По данным литературы описано более 160 ABP, а с учетом 

многочисленных изоформ - более 400 (Meenakshi et al., 2023; Yin et al., 2021). Количество 

известных белков, связывающихся с актином, постоянно растет по мере проведения 

новых исследований. Многие АРВ связываются с одними и теми же локусами на 

поверхности G-актина, а значит между этими белками идет конкуренция за 

присоединение к мономеру актина. При этом некоторые из них действуют согласованно, 

образуя тройные комплексы. В миофибриллах по меньшей мере восемь саркомерных 

белков связываются с актиновыми филаментами. Как минимум двенадцать ABP являются 

мембранно-ассоциированными белками, еще девять - мембранными рецепторами или 

ионными транспортерами. Тринадцать ABP сшивают актиновые филаменты, в то время 

как другие обеспечивают взаимодействие  актиновых филаментов с другими элементами 

цитоскелета. Микрофиламенты, вероятно, не взаимодействуют напрямую с 

микротрубочками и/или промежуточными филаментами, а делают это через линкерные 

белки (dos Remedios et al., 2003).  

Как уже было отмечено выше, актиновые микрофиламенты в тандеме с ABP и 

молекулами миозина играют ключевую роль во множестве клеточных процессов: 

поддержание формы клетки, эндоцитоз, адгезия, деление и цитокинез, эмбриогенез 

(Pollard, 2016). Для реализации этих функций в клетке формируются различные типы 

актиновых цитоскелетных систем, каждая из которых имеет специализированные 

механические, пространственные и динамические характеристики и взаимодействует с 

определенным набором ABP.  В мигрирующих клетках актиновые микрофиламенты 

образуют ветвящуюся сеть на ведущем крае, формирующую ламеллиподию. На 

периферии ближе к ведущему краю клетки она переходит в ламеллу, где актин 

организуется в длинные стресс-фибриллы, контактирующие в фокальными адгезионными 

комплексами в плазматической мембране. В этом месте образуется прочный контакт 

ведущего края мигрирующей клетки с внеклеточным матриксом, обеспечивающий 

эффективное продвижение. Полимеризация актиновых филаментов ламеллы может 
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инициироваться как ближе к телу клетки, в области ламеллеподии, так и в местах 

образования ФК с участием нуклеирующих полимеризацию ABP – форминов. В клетках 

человека они представлены в виде нескольких изоформ. Предположения о том, что 

определенные формины избирательно удлиняют микрофиламенты той или иной изформы 

актина подтверждаются экспериментальными данными. Так, на завершающей стадии 

цитокинеза, область сократительного кольца в узком межклеточном канале между 

дочерними клетками, сформированная β-актиновыми филаментами, богата Dia2 

формином. Предположительно, именно эта изоформа формина ответственна за удлинение 

филаментов β-актина (Valencia et al., 2021). 

На самом дистальном участке ламеллы параллельно ориентированные пучки 

актина образуют тонкие выросты – филоподии, характеризующиеся особым набором ABP 

(формины, VASP). 

Высокоспецифичные моноклональные антитела к цитоплазматическим β- и γ-

актинам позволили выявить их специфическую локализацию в клетке, а метод РНК 

интерференции – функциональные различия: 

- было выявлено, что γ-актин преимущественно образует динамические сети из 

тонких филаментов в кортикальном и ламеллярном компартментах мигрирующей клетки, 

обеспечивая процессы эндоцитоза, образования ламеллиподии и раффлов при движении. 

γ-актин в делящихся клетках преимущественно также локализуется в кортикальной 

субмембранной области. 

- β-актин же формирует более стабильные и плотные линейные пучки в 

филоподиях, сократимых структурах совместно c миозином II – стресс-фибриллах, 

соединенных с ФК, обеспечивая натяжение, сократительную функцию и движение клетки. 

В делящихся клетках β-актин образует кольцевые пучки в области клеточной перетяжки 

во время телофазы (Шагиева и др., 2020; Dugina et al., 2009).  

Формирование двух описанных выше актиновых систем, образованных 

преимущественно специфической изоформой актина, принято связывать с работой 

различной композиции ABP. Так, для образования кортикальной сети необходимы 

комплекс Arp2/3, белки кофилин, кортактин, филамины. Для построения более 

стабильной системы пучков и стресс-фибрилл требуется активность фасцина миозин II, 

тропомиозинов и α-актинины. 

Комплекс Arp2/3 (actin-related protein) играет ключевую роль в инициации сборки 

нового актинового филамента с боковой стороны уже существующей нити. Этот процесс 

чрезвычайно важен при формировании актиновой сети на ведущем крае клетки (Pollard 

and Borisy, 2003). Arp2/3 состоит из 7 белков, два из которых – молекулы Arp2 и Arp3 
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имеют схожую с мономерами актина структуру. Они играют ключевую роль в 

присоединении  Arp2/3 к «затравке» и формировании стабильного триплета. В 

дальнейшем Arp2/3  служит кэпирующим белком и препятствует разборке быстро 

растущего нового филамента. In vivo для правильного функционирования комплекса 

Arp2/3 необходим ряд вспомогательных белков семейства NPF (Nucleation Promoting 

Factors, факторы способствующие нуклеации) – WASP, SCAR/WAVE и другие. 

Активированный WASP (получивший сигнал через PIP2, Cdc42) способен связывать 

глобулярный актин и Arp2/3. Активированный таким образом Arp2/3 изменяет свою 

конформацию и в таком состоянии способен инициировать сборку нового («дочернего») 

актинового филамента, отходящего от «материнского» под углом 70°. Затем тупые концы 

могут связываться с мембраной клетки через Scar и Rac, осуществляя таким образом 

протрузию и распластывание клетки (Dos Remedios et al., 2003). Роль WASP заключается в 

поставке мономеров актина к плюс-концу растущего филамента. Верпролин/WIP может 

связываться и с глобулярным, и с фибриллярным актином. Было показано, что он 

усиливает обусловленную Arp2/3 комплексом полимеризацию актина при участии белка 

кортактина, также являющегося активатором Arp2/3 (Paavilainen et al., 2004). Верпролин 

может связываться с интегринами, предположительно связывая процессы полимеризации 

актина и протрузию с клеточной адгезией, обусловленной интегринами (De Mali, et al., 

2002). Полимеризация актина также инициируется белками форминами. Это семейство 

белков в клетках человека включает пятнадцать членов, катализирующих полимеризацию 

G-актина в линейный F-актин (Chesarone et al., 2010; Schonichen and Geyer, 2010). Все они 

имеют центральную область, содержащую FH2 (formin homology) домен, который 

обеспечивает активное присоединение мономеров актина к плюс-концу актинового 

микрофиламента (Xu et al., 2004, Zigmond et al., 2004). Этому домену предшествует 

богатый пролином домен FH1, который рекрутирует профилин (белок, связывающийся с 

G-актином). В ходе полимеризации FH2 домен димера формина стабилизирует димер 

актина и с помощью связанного с профилином G-актина происходит эллонгация 

актинового филамента. На протяжении всего процесса полимеризации FH2 домен димера 

формина остается связанным (+) концом филамента, способствуя присоединению новых 

субъединиц актина (Labat-de-Hoz et al., 2024). 

Большая часть AВР относится к группе факторов, деполимеризующих актин, 

родственных кофилину. Это небольшие белки (15-19 кДа), представленные большим 

количеством изоформ. Их основная функция заключается в регуляции быстрой сборки-

разборки актиновых филаментов при цитокинезе и мембранном раффлинге (Abe et al., 

1990). Кофилин располагается диффузно в цитоплазме покоящихся клеток и 
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концентрируется в, соответственно, кортикальной зоне мигрирующих клеток (Yonezawa et 

al., 1990). Этот белок обеспечивают высокий уровень деполимеризационной активности 

актиновых филаментов in vivo путем увеличения пороговой концентрации фибриллярного 

актина, необходимой для сборки филамента на остром конце (примерно в 30 раз) без 

изменения этого показателя для тупого конца (Carlier et al., 1997). Кофилин легче 

связывается с мономерами актина, содержащими АДФ или АДФ и Рi (со свободным 

мономером или в составе филамента), чем АТФ. Связывание кофилина с мономером 

актина в составе микрофиламента сопровождается небольшим поворотом молекул актина 

друг относительно друга, что увеличивает вероятность разрыва связи между ними. В 

присутствии профилина процесс диссоциации F-актина на минус- конце ускоряется (Didry 

et al., 1998).   В итоге высокая концентрация G-актина, связанного с кофилином, быстро 

падает в результате связывания (после отсоединения АДФ) мономера с плюс-концом нити 

актина, т.к. молекула G-актина-АДФ, может заменять нуклеотид в своем составе на АТФ. 

Это происходит при условии, что плюс-конец микрофиламента не связан с кэпирующим 

белком (например, CapZ), если же этот конец кэпирован – будет идти полная разборка 

филамента. Присоединяясь к мономеру актина в середине микрофиламента, кофилин 

способствуют «делению» актиновой нити. Кофилин может также инициировать сборку 

актиновой нити. Активность кофилина регулируется  фосфатидилинозитами (PIP и PIP2) – 

при их связывании действие белка ингибируется (Yonezawa et al., 1990). 

 

3.2.5. Изоформы актина и неопластическая трансформация 

Показано, что для неопластической трансформации характерно изменение 

морфологии и увеличение миграционной активности клеток, сопровождающееся 

структурно-пространственным перераспределением изоформ актина и модуляцией их 

экспрессии. Исчезновение стресс-фибрилл, богатых β-актином сопровождается усилением 

подвижности опухолевых клеток и инвазивности (Pokorna et al., 1994; Sahai et al, 2003). 

Для β-актина также известно, что мутации в гене ACTB приводят к неопластической 

трансформации фибробластов человека (Vandekerckhove  et al., 1980; Leavitt et al., 1987). 

Влияние β-актина на клеточную подвижность и пролиферацию может быть опосредовано 

как непосредственной локализацией β-актина и формированием пучков, так и его ролью в 

регуляции транскрипции. β-актин, локализованный в ядре, напрямую связывается с 

белками, ремоделирующими хроматин, а также с РНК-полимеразами (Zheng et al., 2009). 

β-актин регулирует экспрессию генов, связанных с клеточным циклом и динамикой 

актина, а также экспрессию своего собственного гена ACTB (Bunnell  et al., 2011; Kalo et 
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al., 2015). Для вирус-трансформированных и опухолевых клеток также характерно 

уменьшение содержания α-гладкомышечного актина (Leavitt et al., 1985; Witt et al., 1983).  

Для γ-актина показано, что ген ACTG1 отвечает за усиление пролиферации и 

миграции опухолевых клеток (Dong et al., 2018). С помощью селективной модуляции 

изоформ актина с использованием shRNA и экзогенной экспрессии ACTG1 и ACTB было 

выявлено, что β-актин отвечает за сохранение нормального фенотипа клеток, а γ-актин 

усиливает опухолевую морфологию клеток карцином различного генеза (Dugina et al., 

2015; Dugina et al., 2016). Клетки с пониженной экспрессией ACTG1 демонстрируют 

снижение миграционной активности (Dugina  et al., 2009; Shum et al., 2011). 

В клетках рака молочной железы изоформы актина играют важную роль в процессе 

клеточного деления, γ-актин преимущественно на стадии G1 фазы, а β-актин - на более 

поздних стадиях митоза и в ходе цитокинеза (Dugina et al., 2018), поэтому для культур 

клеток с пониженной экспрессией генов β- или, особенно, γ-актина характерна сниженная 

пролиферация (Bunnell et al., 2011; Joseph et al., 2014; Dugina et al., 2015). 

 

3.3. Метаболизм и роль АФК в трансформированных клетках 

3.3.1. Метаболическое перепрограммирование трансформированных клеток 

По мере роста опухоли в результате недостаточного формирования кровеносных 

сосудов и особенностей микросреды формируются условия гипоксии, повышенной 

кислотности и недостатка питательных веществ. Отто Варбургом был описан феномен 

перепрограммирования метаболизма в трансформированных клетках, обусловленный 

необходимостью адаптации клеток к подобным изменениям (Warburg, 1930). 

Метаболическое перепрограммирование играет решающую роль в поддержании 

пролиферации и выживании опухолевых клеток при ингибировании онкогенного сигнала 

(Lue et al., 2017). В аэробных условиях нормальные клетки используют глюкозу, сначала 

расщепляя ее до пирувата в ходе гликолиза (в цитоплазме), а затем пируват расщепляется 

до углекислого газа и воды уже в митохондриях. В анаэробных условиях лишь небольшое 

количество пирувата направляется в митохондрии, потребляющие кислород. Даже в 

присутствии достаточного количества кислорода трансформированные клетки могут 

перепрограммировать свой метаболизм, ограничиваясь, преимущественно, гликолизом. 

Такое «переключение» клеток с одного метаболизма на другой и получило название 

«эффект Варбурга».  

Такое перепрограммирование энергетического метаболизма кажется 

нерациональным, так как синтез АТФ в ходе аэробного процесса окислительного 

фосфорилирования в митохондриях в 18 раз эффективнее, чем при гликолизе. 
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Трансформированные клетки компенсируют это путем повышения активности 

транспортеров глюкозы, в частности GLUT1 (glucose transporter member 1), что 

значительно увеличивает поступление глюкозы в цитоплазму (Jones and Thompson, 2009; 

DeBerardinis et al., 2008). Методом позитронно-эмиссионной томографии (ПЭТ) было 

показано, что метаболизм на основе гликолиза сопровождается активацией онкогенов 

(RAS, MYC) и мутантных опухолевых супрессоров (TP53), происходящей на фоне 

усиления пролиферации и нарушения процесса апоптоза (DeBerardinis et al., 2008; Jones 

and  Thompson, 2009). 

Запуск процесса гликолиза в трансформированных клетках и, соответственно, 

увеличение количества промежуточных продуктов этой реакции позволяет перенаправить 

их в различные биосинтетические пути. Так, в частности, увеличение количества 

нуклеозидов и аминокислот облегчает биосинтез макромолекул и органелл, необходимых 

для сборки новых опухолевых клеток (Vander Heiden et al.,  2009).  

 

3.3.2. Митохондрии трансформированных клеток 

Митохондрии отвечают за множество ключевых функций клетки таких как 

дыхание, продукция АФК, поддержание гомеостаза кальция, программируемая клеточная 

гибель и пролиферация (Trotta et al., 2017). Они также вовлечены в процесс клеточной 

трансформации и опухолевой прогрессии, демонстрируя гетерогенность морфологии и 

изменение пространственной организации (Desai et al., 2013; Trottaet al., 2017). 

Компоненты цитоскелета играют решающую роль в поддержании структурной и 

функциональной организации митохондрий, включая их морфологию, подвижность, 

внутриклеточную пространственную локализацию (Caino et al., 2016; Desai et al., 2013). В 

исследованиях последних лет активно изучается регуляторная роль актинового 

цитоскелета в функционировании митохондрий. Было показано участие некоторых ABP в 

трафике, динамике, биогенезе, метаболизме и апоптозе митохондрий (митоптозе); для 

гельзолина была показана его роль в нарушении механизма окислительного 

фосфорилирования (Illescas et al., 2021). Митохондрии в ходе процесса трансформации и 

канцерогенеза демонстрируют высокую вариабельность формы и объема. На фоне общего 

уменьшения среднего объема митохондрий иногда можно наблюдать и митохондрии 

огромных размеров. Процессы гликолиза в трансформированных клетках 

сопровождаются патологическими изменениями в кристах и матриксе (присутствуют 

включения, может наблюдаться пикнотическая картина) митохондрий. Для опухолевых 

клеток описывают специфическое, ориентированное вдоль длинной оси клетки, 
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распределение митохондрий, связанное с недостаточностью цитохромоксидазы (Kim et al., 

2020).  

 

3.3.3. Биологическая роль АФК в клетке 

Активные формы кислорода – это небольшие молекулы, являющиеся 

производными кислорода, образующие в результате аэробного метаболизма. К ним 

относятся радикалы кислорода (супероксид анион - O2
•-, гидроксил - ОН•, пероксил - RO2

•  

и алкоксил  - RO•) и молекулы, которые представляют собой окисляющие агенты или 

легко превращаются в радикалы (хлорноватистая кислота, озон, синглетный кислород, 

перекись водорода) (Scandalios, 2005).  Некоторые АФК, такие как супероксид или 

гидроксильный радикал, крайне нестабильны, другие же долго остаются стабильными и 

способны свободно диффундировать через мембраны (например, перекись водорода) 

(Finkel and Holbrook, 2000). 

Источники АФК  могут быть как экзогенными, так и внутриклеточными. Большая 

часть внутриклеточных АФК образуется в митохондриях в электрон-транспортной 

дыхательной цепи. Компоненты дыхательной цепи встроены в митохондриальную 

мембрану в виде 4 белково-липидных комплексов: НАДН-КоQН2-редуктаза (комплекс I), 

сукцинат-КоQ-редуктаза (комплекс II), КоQН2-цитохром c-редуктаза (комплекс III) и 

цитохром а-цитохромоксидаза (комплекс IV). В нормальных условиях, комплекс III 

является главным источником образования АФК  (Chen et al., 2003). АФК появляются в 

клетке в качестве побочного продукта, если кислород в дыхательной цепи митохондрий 

восстанавливается не полностью. АФК образуются также за счет работы некоторых 

цитозольных ферментов,  например, в случае ксантиноксидазы, как побочный продукт. 

Кроме того, существуют ферменты, единственное назначение которых - генерация 

активных форм кислорода. Так, белки семейства NOX (NADPH oxidase) -  

восстанавливают молекулярный кислород во внеклеточном пространстве до супероксида 

(Bedard and Krause, 2007). 

Образование супероксида в клетке происходит в том числе в ходе каскадов 

свободнорадикальных реакций, приводящих к стремительному увеличению 

внутриклеточного уровня АФК. Супероксид может быстро превращаться в перекись 

водорода, вступать в реакцию с оксидом азота, участвовать в образовании гипохлористой 

кислоты из перекиси водорода, катализируемой пероксидазой, а также участвовать в 

реакции Фентона, приводящей к генерации гидроксильных радикалов (Bedard and Krause, 

2007). АФК играют важную роль во многих внутриклеточных процессах, являясь частью 

регуляторных сигнальных каскадов. АФК активно взаимодействуют с малыми 
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неорганическими молекулами, белками, липидами, углеводородами и нуклеиновыми 

кислотами. Такие взаимодействия могут необратимо разрушать структуру или полностью 

изменять функции молекул-мишеней (Scandalios, 2005). Хорошо изученным примером 

такого взаимодействия является H2O2-опосредованное окисление остатков цистеина в 

белках (Rhee, 2006). Остатки цистеина существуют в виде тиолат-аниона (Cys-S-) при 

физиологическом значении pH и более восприимчивы к окислению по сравнению с 

цистеином с тиольной группой (Cys-SH) (Finkel, 2012). Во время окислительно-

восстановительных процессов H2O2 окисляет тиолат-анион до формы Cys-SOH, вызывая 

аллостерические изменения в белке и модулируя его функцию. Такая модификация в 

присутствии наномолярных внутриклеточных концентраций H2O2 обратима и может быть 

восстановлена до тиолат-аниона, например, дисульфидными редуктазами – т.е. является 

обратимым механизмом передачи сигнала (Winterbourn and Hampton, 2008). Однако более 

высокие уровни пероксида дополнительно окисляют тиолат-анионы до SO2H или 

сульфоновых (SO3H) видов. Такого рода модификации могут приводить к необратимому 

повреждению белка (характерно для феномена «окислительного стресса»). Накоплению 

избытка внутриклеточного H2O2 и связанным с этим повреждениям клеток препятствуют 

ряд специализированных ферментов, таких как пероксиредоксины и 

глутатионпероксидазы. Исторически, внутриклеточную продукцию АФК связывают 

именно с феноменом «окислительного стресса», в рамках которого считается, что они 

запускают патологические процессы в клетке, повреждая липиды, белки и ДНК (Cross et 

al., 1987). В норме продуцируемые внутриклеточные АФК находятся в равновесии с 

антиоксидантами. Окислительный стресс развивается, если этот баланс нарушается 

(вследствие истощения источника клеточных антиоксидантов или при чрезмерной 

продукции АФК). Маркерами окислительного стресса являются увеличенное содержание 

АФК или активация и деятельность антиоксидантной системы в клетке (Scandalios, 2005).  

К повреждающим эффектам АФК относят: 

-  разрушение липидов при взаимодействии АФК с жирными кислотами в билипидном 

слое плазматической мембраны, что приводит к структурным поломкам в мембране, 

клеточной смерти. Перекисное окисление липидов.  

-  разрушение белков: сайт-специфическая модификация аминокислот (аминокислоты 

различаются по своей чувствительности к действию активных форм кислорода), 

фрагментация пептидной связи, образование поперечных связей, изменение 

электрического заряда, нарушение ферментативных функций белка (т.к. O2
•- способен 

окислять Fe-S центры ферментов). 
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-  повреждение ДНК: делеции, мутации, одноцепочечные разрывы, образование 

поперечных межмолекулярных связей ДНК с белками. 

К защитным функциям АФК в клетках животных относят феномен, аналогичный 

«окислительному взрыву» в растительных клетках. Так, в фагоцитах патогены 

уничтожаются с помощью продукции большого количества перекиси водорода, 

образованной из супероксида, генерированного семейством НАДФН-оксидаз NOX 

(NADPH oxidase). Эти ферменты обладают способностью переносить электроны через 

плазматическую мембрану и генерировать супероксид и другие АФК. Механизмы 

активации и тканевое распределение различных представителей семейства заметно 

отличаются. Физиологические функции ферментов семейства NOX включают защиту 

хозяина, посттрансляционный процессинг белков, клеточную сигнализацию, регуляцию 

экспрессии генов и дифференцировку клеток. Ферментные системы, сходные с NADPH-

оксидазой фагоцитов, существуют во многих других типах клеток, включая фибробласты, 

гладкомышечные клетки сосудов, различные опухолевые клетки (Bedard and Krause, 

2007). 

АФК также осуществляют ряд сигнальных функций, поддерживая окислительно-

восстановительный гомеостаз в клетке. Они участвуют в регуляции активации ядерного 

фактора NF-kB и белка AP-1, играющих важную роль в пролиферации, дифференцировке 

и морфогенезе (Bedard and Krause, 2007). В настоящее время накоплено множество 

доказательств того, что АФК участвуют в регуляции организации цитоскелета, клеточной 

подвижности, в процессе распластывания клеток, зарастании ран, трансдифференцировке 

клеток и онкогенезе. Наиболее подробно изучены механизмы регуляции активности NOX 

малыми ГТФ-азами семейства Rac. Показано также, что Rac1 может регулировать уровень 

внутриклеточных АФК независимо от NOX через митохондрии (Hordijk, 2006). 

Как внутриклеточные, так и внеклеточные АФК способны регулировать генную 

экспрессию. Малые дозы пероксида водорода (<20 мкM) способствуют 

фосфорилированию специфических регуляторных белков, включая белковую киназу B 

(protein kinase B). АФК могут включать регуляторные антиоксидантные гены. Н2О2 влияет 

на активацию MAP-киназ, которые функционируют, как регуляторы транскрипции. 

Каскад   MAP-киназ - это совокупность реакций, одни из которых контролируется 

протеинкиназным каскадом, передающим митогенные сигналы (ERK), а другие связаны с 

протеинкиназным каскадом, активируемым стрессом (SAPK), под контролем которого 

находятся ингибирование клеточного роста и воспалительные реакции.  NOX-зависимая 

генерация АФК вызывает экспрессию TNF-α, TGF-β и ангиотензина II (Thannickal and 

Fanburg, 2000). Регуляция экспрессии может осуществляться с помощью редокс-
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чувствительных вторичных мессенджеров, например, путем активации MAP-киназ, или 

при участии транскрипционных факторов, таких как NF-kB, AP-1 и р53 (содержащих 

редокс-чувствительные цистеиновые остатки в ДНК-связывающем домене).  

АФК способны запускать апоптоз, повреждая ДНК, липиды и белки, или за счет 

активации MAP-киназ SAPK/JNK, ERK1/2 и р38. Известно, что в высоких концентрациях 

пероксид водорода способен подавлять действие каспаз, что вызывает переключение 

программы апоптоза на некроз (Hampton et al., 1998).  Активация NOX может в 

зависимости от условий приводить к клеточной смерти или, наоборот, подавлять апоптоз. 

Определяющими факторами являются: сила и продолжительность сигнала, 

внутриклеточная локализация NOX, участие редокс-чувствительных сигнальных мишеней 

(транскрипционные факторы, киназы, фосфатазы, каспазы) (Bedard and Krause, 2007). 

АФК участвуют в биосинтезе и образовании межбелковых  связей, регулировании редокс-

потенциала клетки, окислении ионов металла, играют важную роль в процессе 

ангиогенеза (через ряд сигнальных молекул способны увеличивать экспрессию 

ангиогенных факторов, таких как фактор роста сосудов VEGF (vascular endothelial growth 

factor)  (Bedard and Krause, 2007). 

 

3.3.4. АФК и клеточная трансформация 

Изменение метаболизма трансформированных клеток приводит к повышенной 

генерации АФК с участием митохондрий и белков семейства NOX (Cairns et al., 2011). 

Первые наблюдения, сделанные более трех десятилетий назад показали, что опухолевые 

клетки генерируют более высокий уровень АФК, чем нетрансформированные (Szatrowski 

et al., 1991). Исторически считалось, что повышенный уровень АФК вызывает 

нестабильность генома. способствуя развитию опухолевого процесса (Amez et al., 1993). 

Однако генетическая нестабильность трансформированных клеток скорее вызвана 

снижением функции p53 и другими механизмами, приводящими к анеуплоидии. Myc-

индуцированная трансформация приводит к увеличению хромосомной нестабильности и 

способствуют опухолеобразованию через АФК-зависимое усиление сигнальных путей 

(Gao et al., 2007). Кроме того, присутствие антиоксиданта N-ацетилцистеина (NAC) или 

ингибитора NOX блокирует митогенные сигнальные пути в Kras-трансформированных 

фибробластах. Генерация митохондриальных АФК необходима таким клеткам для 

поддержания высокого уровня пролиферации (Irani et al., 1997). Митохондриальные 

мутации, приводящие к дисфункции цикла трикарбоновых кислот или электрон-

транспортной цепи, приводят к генерации АФК для активации онкогенных сигнальных 

путей, включая PI3K и MAPK (Sullivan et al., 2013). Другой важной мишенью АФК при 



40 
 

клеточной трансформации является транскрипционный фактор NF-κB, контролирующий 

их выживаемость (Ben-Neriah et al., 2011). Высокий уровень продукции АФК в 

опухолевых клетках компенсируется столь же высокой активностью антиоксидантных 

систем, что препятствует окислительному стрессу, обеспечивает окислительно-

восстановительный баланс и выживаемость (Gorrini et al., 2013; Nogueira et al., 2008). В 

спокойном состоянии такие клетки могут демонстрировать как общее увеличение, так и 

снижение уровня АФК по сравнению с нормальными клетками. Сигнальные пути, 

реагирующие на изменение уровня АФК, пространственно локализованы в цитоплазме 

трансформированных клеток вблизи источников генерации АФК. Благодаря этому 

активация АФК-сигнальных путей становится возможной несмотря на высокую 

активность антиоксидантных систем таких клеток.  

Ведущий механизм поддержания высокого количества антиоксидантных белков 

при этом основан на активации ядерного фактора транскрипции NRF2 (erythriod 2-related 

factor 2) (Sporn et al., 2012). NRF2 активируется при повышении уровня внутриклеточных 

АФК, а также ERK, MAPK и PI3K опосредованными сигналами (Jaramillo et al., 2013). 

Показано, что инактивация NRF2 в опухолевых клетках усиливает окислительный стресс, 

что замедляет процесс канцерогенеза (DeNicola et al., 2011). Важно отметить, что 

ингибирование NRF2 снижает работу многочисленных механизмов антиоксидантной 

защиты, приводя к резкому повышению уровня АФК, при котором происходит 

повреждение клеток. Однако потеря конкретной системы антиоксидантной защиты может 

привести к повышению уровня АФК до уровня ниже порога, вызывающего повреждение 

клеток. В этом случае повышение внутриклеточных АФК активируют сигнальные пути, 

способствующие опухолевой прогрессии (например, как при инактивации 

пероксиредоксина-1) (Cao et al., 2009). Также экспрессию целого ряда антиоксидантов 

контролирует опухолевый супрессор p53 (Budanov et al., 2004). Более того, 

предотвращение канцерогенеза, опосредованное р53, может осуществляться в большей 

степени через регуляцию экспрессии генов антиоксидантной системы клетки и 

метаболизма, а не контроля апоптоза и клеточного цикла (Li et al., 2005). 

Таким образом, трансформированные клетки генерируют высокие уровни АФК, 

активирующие сигнальные пути, поддерживающие  выживание и пролиферацию, 

перепрограммирование метаболизма. В то же время, в таких клетках поддерживается 

высокий уровень антиоксидантной активности, чтобы предотвратить накопление АФК до 

критичного уровня, что может привести к окислительному стрессу и гибели клеток. 
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3.3.5. Антиоксиданты, адресованные в митохондрии 

Антиоксиданты - вещества, способные ингибировать процессы 

свободнорадикального окисления.  Такие вещества предотвращают перекисное окисление 

липидов и не дают активным формам кислорода накапливаться в клетке.  

Дыхательная цепь митохондрий -  основной источник внутриклеточного 

супероксида. Показано, что в митохондриях окислительные повреждения накапливаются 

гораздо быстрее, чем в остальных клеточных органеллах (Pletushkina et. al., 2006)  

Митохондриальный убихинон – важный компонент дыхательной цепи,  погруженный во  

внутреннюю часть липидного слоя наружной мембраны митохондрий. Он принимает 2 

электрона от  комплексов I и II,  восстанавливаясь до убихинола, который служит донором 

электронов для комплекса III.   Убихинол  действует как антиоксидант и ограничивает 

процесс  липидного окисления в пределах внутренней мембраны митохондрий.  

Для изучения митохондриальных окислительных повреждений и их роли в клеточной 

смерти группой под руководством В. П. Скулачева был синтезирован митохондриально-

направленный антиоксидант МitoQ, состоящий из убихинона, присоединенного к 

трифенилфосфониевому липофильному катиону (Рис. 5)  

MitoQ является эффективным антиоксидантом, защищающим митохондрии от 

окисления (Kelsoet al., 2001). Убихиноновая часть участвует в процессе обмена 

электронами, а трифенилфосфоний необходим для быстрого и обратимого накопления 

МitoQ  во внутренней мембране митохондрий. Показано, что МitoQ предотвращает 

апоптоз, вызванный пероксидом водорода, меняет устойчивость митохондриального 

ретикулума к различным повреждениям, предотвращает дробление митохондрий, 

индуцируемое миксотиазолом и пероксидом водорода (Jauslin et. al., 2003). Позднее та же 

группа ученых разработала антиоксиданты семейства SkQ (Antonenko et al., 2008). Они 

представляют собой соединение пластохинона, отвечающего за антиоксидантную 

функцию, и катиона, адресованного в митохондрии. Свойство этих молекул 

накапливаться в области внутренней мембраны митохондрий, где генерируются АФК, а 

также способность к многократному восстановлению после окисления в ходе инактивации 

митохондриальных АФК делает их высокоэффетивными антиоксидантными агентами, 

работающими в низких наномолярных концентрациях. Они также защищают молекулы 

кардиолипина, контролирующего апоптоз, от окисления (Gonzalvez et al., 2007; Yani et al., 

2012). Одним из главных отличий соединений класса SkQ от MitoQ является меньшая 

токсичность. В более низких концентрациях они подавляют пролиферацию 

трансформированных клеток in vitro и рост опухолевых ксенографтов in vivo (Agapova et 

al., 2008; Severina et al., 2013; Shagieva et al., 2017).  
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К антиоксидантам семейства SkQ относится несколько адресованных в 

митохондрии молекул. Первым был синтезирован SkQ1 (10-(6'-пластохинонил) 

децилтрифенилфосфония), представляющий собой конъюгат катиона 

децилтрифенилфосфония (TPP+) с пластохиноном (Feniouk et al., 2017).  

Конъюгированный с родамином SkQR1 (10-(6′-пластохинонил)децилродамин 19) является 

одним из наиболее эффективных антиоксидантов семейства, показавшим эффективность в 

экспериментах in vivo (Plotnikov et al., 2010). Дигидрородамин используется для 

измерения митохондриальных АФК, но он приобретает положительный заряд и 

накапливается в митохондриях только после окисления, что затрудняет интерпретацию 

его эффектов (Koide et al., 2007). В 2010 году были синтезированы SkQB (13-[9-(6′-

пластохинонил)нонилоксикарбонилметил]берберин) и SkQP (13-[9-(6′-

пластохинонил)нонилоксикарбонилметил]пальматин). Берберин и пальматин, 

проникающие катионы растительного происхождения, были конъюгированы с 

децилпластохиноном (Chernyak et al., 2012). 

 

Рисунок 5. Схема строения антиоксидантов семейства SkQ и MitoQ. 

 

3.4. Основные регуляторы клеточного цикла 

Прохождение клетки через каждую фазу клеточного цикла контролируется 

множеством регуляторных молекул. Нарушение их слаженной работы при мутации или 

сверхэкспрессии отдельных участников приводит к потере контроля пролиферации, что 

является важной особенностью канцерогенеза. Клеточный цикл млекопитающих 

регулируется подсемейством циклин-зависимых киназ (CDK, cyclin-dependent kinases), 

активность которых в свою очередь контролируется различными активаторами 

(циклинами), фосфорилированием и ингибиторами. Циклины представляют собой белки, 

уровень которых колеблется в результате экспрессии их генов и контролируемой 
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деградации в строго определенное время клеточного цикла (Mishra et al., 2013). Циклины 

активируют CDK, делая возможным их взаимодействие с субстратом, что способствует 

прогрессии клеточного цикла (Ding et al., 2020). Ведущую роль в этом процессе у 

млекопитающих играют циклины A (A1 и A2), B, D (D1, D2 и D3) и E (E1 и E2) 

(Satyanarayana et al., 2009). Деградация митотических циклинов осуществляется E3 

убиквитин-лигазами, для циклинов В и А такой лигазой служит APC. После 

убиквитинирования циклины подвергаются быстрой деградации благодаря постоянной 

активности протеасомного комплекса (Bansal et al., 2019). 

Ткани взрослого человека состоят в основном из терминально 

дифференцированных клеток в состоянии G0 фазы. Остальные клетки способны 

переходить из состояния G0 в фазу G1 под воздействием митогенных стимулов, таких как 

внеклеточные факторы роста (Zhou et al., 2021). Действительно, митогенные сигналы 

вызывают повышение уровня циклинов D, которые впоследствии связываются и 

активируют киназы CDK4 и CDK6. Образующиеся комплексы циклин D - CDK4/6 играют 

решающую роль в фосфорилировании различных клеточных мишеней, при этом особое 

значение имеет белок ретинобластомы Rb (Icard et al., 2019). Белок Rb в 

нефосфорилированной форме связывается с фактором транскрипции E2 (E2F), ингибируя 

его. Rb частично фосфорилируется и инактивируется комплексами циклин D-CDK4/6, что 

приводит к высвобождению фактора транскрипции E2F, который, в свою очередь, 

увеличивает активность циклинов E и А. Циклин Е и циклин А образуют комплексы с 

CDK2, активируя её и завершая фосфорилирование Rb, что приводит к высвобождению 

транскрипционного фактора E2F (Leal-Esteban and Fajas, 2020). Таким образом, 

увеличение E2F-зависимой транскрипции позволяет клетке пройти через контрольную 

точку клеточного цикла, что приводит к синтезу белков, необходимых для входа клеток в 

S-фазу (Hume et al., 2020). Впоследствии оба комплекса циклин E-CDK2 и циклин A-

CDK2 способствуют продвижению клетки через S-фазу путем фосфорилирования белков, 

которые запускают процесс синтеза ДНК. Циклин А также может связывать и 

активировать CDK1, которая играет важную роль в прохождении клеткой фазы G2 и 

перехода G2/M. Во время стадии G2/M ключевая роль циклина А заключается в 

активации комплекса циклин В-CDK1 (Suski et al., 2021). Циклин В, главный активатор 

CDK1 в ходе митоза, синтезируется по мере продвижения клетки через G2 и локализуется 

в основном в цитоплазме. В начале митоза после фосфорилирования киназами PLK1 

(Polo-like kinase 1) и CDK1 циклин В транслоцируется в ядро и остается там в составе 

комплекса с CDK1 в неактивном состоянии благодаря WEE1/MYT1-зависимого 

фосфорилирования CDK1. Дефосфорилирование CDK1 фосфатазой 25C (CDC25C) на 
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стадии G2/M активирует комплекс циклин B-CDK1. Циклин B-CDK1 катализирует свою 

собственную активацию через петлю обратной связи, которая одновременно активирует 

CDC25C и деактивирует WEE1/MYT1. Первоначальная активация CDC25C может быть 

усилена PLK1, которая, в свою очередь, активируется киназой Aurora A и Bora (Kousholt 

et al., 2012). В активном состоянии комплекс циклин B-CDK1 фосфорилирует множество 

белков, необходимых для митотической прогрессии и деления клетки. Они ответственны 

за конденсацию хромосом, разрушение ядерной оболочки, сборку и функционирование 

митотического веретена, сегрегацию хромосом и реорганизацию цитоскелета, 

необходимую для цитокинеза (Dantas et al., 2021) (Рис. 6). 

 

 

Рисунок 6. Схема регуляции клеточного цикла (описание см. в тексте) (Cavalu, 2024). 

 

3.5.  Киназы семейства Aurora и их роль в регуляции клеточного цикла 

3.5.1. Общая характеристика киназ семейства Aurora 

Критическими точками в контроле клеточного цикла являются репликация 

геномной ДНК и сегрегация генетического материала между дочерними клетками. Как 

уже было описано, одной из основных характеристик трансформированных клеток 

является усиленная пролиферация и потеря контроля клеточного цикла. 
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Серин/треониновые протеинкиназы семейства Aurora участвуют в регуляции таких 

событий в клеточном делении, как конденсация и ориентация хромосом, контроль 

динамики веретена деления и взаимодействия микротрубочек с кинетохорами при 

образовании метафазной пластинки. Они также играют ведущую роль на стадии поздней 

телофазы, обеспечивая правильный цитокинез. Члены семейства эволюционно 

консервативны. У млекопитающих описано, как минимум, три киназы семейства Aurora – 

А, В, С, кодируемые генами: AURKA (Aurora A) – расположен на хромосоме 20, AURKB 

(Aurora B) – на хромосоме 17, AURKC (Aurora C) – на хромосоме 19 (Fu et al., 2007). 

Несмотря на сходство, представители семейства демонстрируют специфические функции 

и пространственно-временное распределение в ходе клеточного цикла. Отмечается 

повышение их экспрессии и/или активности во многих опухолях, что позволяет 

рассматривать их в качестве перспективных противоопухолевых агентов. 

Aurora C описана исключительно в клетках млекопитающих, её содержание 

максимально в семенниках, где она участвует в регуляции мейоза (Fernandez-Miranda et 

al., 2011). В соматических клетках уровень Aurora C минимален в ходе S-фазы и 

увеличивается во время митотического деления, где она локализуется в центросомальной 

области на стадии анафазы и телофазы (Kimura et al., 1999). Киназа локализуется в 

центросомах начиная с анафазы и заканчивая телофазой, взаимодействует с сурвивином и 

белком внутренней центромерной области INCENP (inner centromere protein). Aurora C 

совместно с Aurora B образуют каталитическую часть CPC комплекса (Sasai et al., 2016).  

В процессе клеточного деления киназы Aurora A и B локализуются в различных 

структурах митотического аппарата. Aurora B входит в состав хромосомного 

пассажирского комплекса CPC (chromosomal passenger complex,), состоящего из четырех 

белков, связанного с хромосомами в ходе митоза (Carmena et al., 2012). Локализация 

комплекса зависит от стадии митотического деления и обусловлена его функциями – 

регуляция сегрегации хромосом, корректной сборки и работы веретена деления, 

инвагинации цитоплазмы и цитокинеза, образования оболочки ядра (Broad and DeLuca, 

2020). Киназа Aurora B играет важнейшую роль в регуляции клеточного цикла и, в 

частности, процесса клеточного деления. Транслокация Aurora B связана с её активностью 

в разных компартментах клетки в зависимости от фазы митоза. Роль данной киназы в 

регуляции клеточного цикла будет подробнее рассмотрена в разделе 3.5.2. 

Aurora A локализуется на концах микротрубочек, обращенных к центросомам, и в 

центросомальной области с момента удвоения центросом в начале митоза и остается там 

до его завершения, участвуя в регуляции сборки веретена деления (Sugimoto et al., 2002; 

Barr and Gergely, 2007). Показано, что киназа также локализуется в области центромеры 
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(Eot-Houllier et al., 2018). Расположение киназы в центросомальной области наблюдается, 

начиная с S-фазы и указывает на то, что она регулирует созревание и функцию 

центросомы во время сборки митотического веретена, а также полимеризацию 

центросомальных микротрубочек. На стадии G2 наблюдется высокое содержание киназы, 

сопровождающее созревание центросом. В это же время сюда рекрутируется большое 

количество перицентриолярного материала (PCM, pericentriolar material) (Glover et al., 

1995; Magnaghi-Jaulin et al., 2019). При этом фосфорилирование белка, связанного с 

центросомой, CPAP (Centrosomal P4.1 associated Protein) киназой Aurora A необходимо 

для предотвращения рассредоточения PCM в данной фазе митоза (Chou et al., 2016). 

Созревание центросомы характеризуется накоплением гамма-тубулинового кольцевого 

комплекса (γTuRC, gamma-tubulin ring complex), способствующим нуклеации 

микротрубочек (Tillery et al., 2018), что необходимо для правильного пространственно-

временного расположения веретена в митотических клетках. Ряд исследований указывает 

на то, что Aurora A является ведущим регулятором процесса созревания центросомы 

(Joukov et al., 2010; Joukov et al, 2014; Zhu et al., 2008). 

Aurora A также локализуется в области концов микротрубочек, обращенных к 

центросомам в начале сборки веретена деления. Здесь ее активация, в отличие от пула в 

области центросомы, зависит от белка TPX2 (Targeting Protein for Xklp2) (Wittmann  et al. 

1998). Связываясь с импортинами α и β в ходе интерфазы, TPX2 вызывает локальную 

активацию Aurora A (Bayliss, et al., 2003; Zorba et al., 2014). Пул Aurora A в области 

веретена деления способствует нуклеации микротрубочек путем фосфорилирования белка 

гамма-тубулинового кольцевого комплекса NEDD1 (Neural precursor cell expressed, 

developmentally down-regulated 1) (Haren et al., 2006). Фосфорилирование NEDD1 киназой 

Aurora A обеспечивает его локализацию в области веретена деления и нуклеации сборки 

микротрубочек веретена (Pinyol et al., 2013). 

Большинство исследований описывают вклад Aurora A в функции центросомы, а 

Aurora B связывают с событиями, происходящими в области центромеры. Однако ряд 

работ указывает на то, что Aurora A играет важную роль в функциях, связанных с 

хроматином. Показано, что фосфорилирование гистона H3T118 во время профазы зависит 

от активности Aurora A (Kunitoku et al., 2003; Wike et al., 2016) и сопровождается 

локализацией эндогенного пула киназы в области центромер (Eot-Houllier et al., 2018). В 

профазе Aurora A отвечает за фосфорилирование CENP-A – белка нуклеосомы, 

представляющего собой вариант гистона Н3, специфичного для центромеры (Sullivan et 

al., 1994; Tromer et al., 2019). 
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3.5.2. Роль Aurora B в регуляции клеточного деления 

Киназа Aurora B играет важнейшую роль в регуляции клеточного цикла и, в 

частности, процесса клеточного деления. Транслокация Aurora B во время митоза связана 

с её активностью в разных компартментах клетки в зависимости от фазы деления (рис. 7). 

В начале митоза киназа рекрутирует остальные белки в составе CPC и фосфорилирует 

гистон H3 во внутренней прицентромерной области. Aurora B является ферментативным 

компонентом CPC комплекса и отвечает за процесс сегрегации хромосом во время митоза 

через фосфорилирование различных субстратов, расположенных на хромосомах.  

В состав CPC помимо Aurora B входят также INCENP, сурвивин и бореалин. Два 

последних регулируют пространственное расположение комплекса в клетке (Carmena et 

al., 2012; Vader et al., 2006). INCENP имеет две функциональных части: C-концевая 

обеспечивает фосфокиназную активность Aurora B и правильную локализацию самого 

белка, а N-концевая часть – связывается с бореалином и сурвивином и ориентирует белок 

в области прицентромерного гетерохроматина (Bishop and Schuniacher, 2002; Honda et al, 

2003; Broad and DeLuca, 2020). Все большее число исследований подтверждают 

локазлизацю Aurora B также и в области кинетохоров, что указывает на дополнительный 

механизм регуляции стабильности прикрепления кинетохоров к микротрубочкам. При 

этом Aurora B рекрутируется в область кинетохора в начале митоза, фосфорилируя 

соответствующие мишени, а затем покидает область кинетохоров по мере образования 

стабильных соединений микротрубочек веретена с кинетохорами (Broad et al., 2020; 

Caldas et al., 2013; Hadders et al., 2020). 

Правильная пространственно-временная локализация CPC необходима для 

клеточного деления (Van der Horst et al., 2015), поскольку он играет важную роль в ходе 

конденсации хромосом и прикрепления их кинетохоров к микротрубочкам веретена 

деления, в контрольной точке сборки веретена деления SAC (spindle assembly checkpoint) 

и цитокинезе (Krenn and Musacchio, 2015; McVey et al., 2021). Частично каталитически 

активированная Aurora B рекрутируется в область кинетохора на стадии прометафазы 

(Caldas et al., 2013; Hadders et al., 2020). В конце прометафазы и метафазе CPC 

располагается в прицентромерной области, что обусловлено связыванием INCENP с 

фосфорилированными гистонами, опосредованным активностью сурвивина и бореалина 

(Hindriksen  et al., 2017). На стадии анафазы CPC мигрирует в центральную область 

веретена деления, а на стадии телофазы - в область остаточного тельца. Локализация CPC 

в центральной области веретена деления обеспечивается множеством факторов, включая 

дефосфорилирование гистона H2A по Thr3 и киназы Cdk1 в INCENP (Van der Horst et al., 

2015).   
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Рисунок. 7. Локализация Aurora B в различных фазах клеточного деления (Titova et al., 

2023). синий - ДНК (DAPI), красный – Aurora B; масштаб – 10 мкм. Флуоресцентная 

микроскопия.  

 

Завершение цитокинеза – абсцизия зависит от процесса сегрегации хромосом и 

корректного распределения генетического материла между дочерними клетками (Mierzwa 

and Gerlich, 2014). При появлении хроматиновых мостиков или отстающих хромосом 

процесс абсцизии приостанавливается для предотвращения разрывов ДНК или 

образования многоядерных клеток (Gisselsson, 2008; Petsalaki and Zachos, 2016). При 

формировании узкого межклеточного канала между клетками и его закрытии в ходе 

абсцизии происходит реорганизация цитоскелетных систем в этой области с участием 

белков виментина, глиального фибриллярного кислого белка и десмина. В регуляции 

этого процесса важную роль играет Aurora B (Goto et al., 2003). Эндосомальный 

сортировочный комплекс, необходимый для транспорта ESCRT (endosomal sorting 

complex required for transport), связываясь с АТФазой Vps4, обеспечивает образование 

спиральных филаментов в области межклеточной перетяжки, и завершение цитокинеза 
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(Chris et al., 2017). Aurora B контролирует расположение и активность Vps4 в остаточном 

тельце, в норме ингибируя его, а при завершении абсцизии и разделении дочерних клеток 

– снижая свою активность благодаря регуляторным механизмам, обеспечивающих 

процесс клеточного деления (Davies et al., 2011). 

 

3.5.3. Aurora B при опухолевой трансформации 

Aurora B играет важную роль в регуляции клеточного цикла и обеспечивает 

стабильность генетического материала дочерних клеток в ходе митоза. Процесс клеточной 

трансформации характеризуется нарушением её экспрессии и контроля активности, что 

обуславливает различные генетические аномалии (Borah and Reddy, 2021; Gonzalez-Loyola 

et al., 2015). Подобные изменения Aurora B описаны для ряда опухолей: рак молочной 

железы (Huang et al., 2019), простаты (Chieffi  et al., 2006), кишечника (Pohl et al., 2011) и 

карцином различного генеза (Smith et al., 2005; Sorrentino et al., 2005; Vischioni et al., 2006). 

Исследования in vitro выявили влияние Aurora B на развитие устойчивости 

химиотерапевтическим препаратам (Failes et al., 2012; Skaland et al., 2009). Повышение 

содержания Aurora B в трансформированных клетках контролируется циклином K, 

онкогенами Myc (c-Myc и MYCN), белком MDM2, киназой CDK1 и приводит к 

нарушениям в процессе клеточного деления и анеуплоидии. В клетках рака 

предстательной железы Aurora B участвует в MDM2-опосредованных сигнальных 

каскадах совместно с CDK1 и циклином K, нарушая процесс апоптоза и стимулируя 

клеточное деление (Schecher et al., 2017). Снижение р53 опосредованно через уменьшение 

активности FBXW7 также повышает содержание Aurora B при трансформации (Teng et al., 

2012). При этом фосфорилирование р53 киназой Aurora B уменьшает его активность, 

приводя к активации CDK1 и иммортализации опухолевых клеток (Gully et al., 2012). Для 

В-клеточных лимфом, вызванных активностью c-Myc, показано усиление экспрессии гена 

Aurora B (Den Hollander  et al., 2010). MYCN ответственен за повышенное содержание 

Aurora B в опухолевых клетках нейробластомы (Bogen  et al., 2015) и ретинобластомы 

(Borah et al., 2021).  

 

3.5. Заключение 

Таким образом, при анализе литературы были обобщены и сформулированы 

основные признаки клеточной трансформации, включающие нарушение контроля 

пролиферации и клеточной гибели, изменение нормальной морфологии, необходимое для 

усиления подвижности и метастазирования. Важнейшую роль в приобретении клетками 

опухолевого фенотипа играет реорганизация актинового цитоскелета и активность ABP. γ- 
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и β- цитоплазматические изоформы актина в композиции с соответствующим набором 

ABP образуют две структурно-функционально отличные цитоскелетные системы - γ-

актиновая кортикальная сеть из тонких филаментов и более стабильные и плотные 

линейные пучки β-актина, обеспечивающие натяжение и сократительную функцию. 

Реорганизация данных цитоскелетных систем является признаком опухолевых клеток, а 

снижение количества β-актина можно считать маркером клеточной трансформации.  

Нарушение регуляции клеточного цикла при мутации или сверхэкспрессии 

отдельных участников соответствующих сигнальных механизмов приводит к потере 

контроля пролиферации, что является одним из этапов канцерогенеза. Реорганизация 

актинового цитоскелета является необходимым событием в процессе клеточного деления. 

Киназы семейства Aurora являются важными регуляторами клеточного деления. Особенно 

подробно изучена роль в этом процессе Aurora B, которая участвует в контроле 

сегрегации хромосом и цитокинеза. Повышенная активность данной киназы в ряде 

опухолей позволяют рассматривать ее как потенциальную мишень противоопухолевой 

терапии. 

Еще одной важной характеристикой опухолевых клеток является нарушение 

окислительно-восстановительного гомеостаза и митохондриальных функций, увеличение 

уровня мАФК. Помимо повреждающего окислительного эффекта, внутриклеточные АФК 

играют важную роль в регуляторных сигнальных путях и могут способствовать как 

клеточной гибели, так и усилению пролиферации и клеточной подвижности опухолевых 

клеток. мАО избирательно накапливаются в митохондриях, нейтрализуя избыток мАФК и 

способствуя нормализации окислительно-восстановительного статуса клетки, что влечет 

за собой соответствующие изменения в морфологии и параметрах клеточного цикла. Это 

даёт основание полагать, что мАО могут стать перспективными агентами коррекции 

опухолевого фенотипа и пролиферативных характеристик клеток при неопластической 

трансформации. В связи с этим целью настоящей работы является исследование влияния 

антиоксидантов, адресованных в митохондрии, на морфологию и пролиферацию 

нормальных и трансформированных фибробластов человека. 
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4. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

4.1. Клеточные культуры и культивирование клеток 

Для анализа влияния мАО на клетки мезенхимального происхождения в ходе 

исследования были использованы различные культуры. 

1) В качестве контрольных клеток использовалась первичная культура 

нормальных фибробластов кожи человека HSCF (Human Subcutaneous Fibroblasts, 

человеческие подкожные фибробласты) из коллекции клеточных культур Института 

медицинской генетики РАН (Москва) и линия эмбриональных легочных фибробластов 

человека MRC-5 с ограниченным количеством пассажей, любезно предоставленные проф. 

Шапонье (лаб. патологии и иммунологии медицинского центра университета Женевы, 

Швейцария). 

2) В качестве трансформированных фибробластов были использованы 

клональные производные клеток MRC-5, трансформированные вирусом SV40: линии 

MRC5-V1 и MRC5-V2, также любезно предоставленные проф. Шапонье (лаб. патологии и 

иммунологии медицинского центра университета Женевы, Швейцария). Перманентные 

линии V1 и V2 обладали трансформированными свойствами, такими как измененная 

морфология, продукция Т-антигена, способность к росту в полужидкой среде, потеря 

контактного торможения и способность к росту в низкой концентрации сыворотки. 

Клетки линии MRC5-V2   имели исходно более выраженный трансформированный 

фенотип (Huschtscha & Holiday, 1983).   

3) В качестве опухолевых клеток мезенхимального происхождения были 

использованы культуры HT1080 - линия фибросаркомы человека с одним эндогенным 

мутантным аллелем N-Ras (Gupta, 2001) и RD - линия рабдомиосаркомы человека 

(McAllister, 1969) 

Клетки культивировали на среде DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Megium, 

(ПанЭко) c 5-10% сыворотки крупного рогатого скота (HyClone), 100 U/мл пенициллина, 

100 U/мл стрептомицина, 5 mU L-глутамина (ПанЭко) при 37° С в увлажненной 

атмосфере 5% СО2 на культуральном пластике. 

 

4.2. Экстракция и фиксация клеток  

Для иммунофлуоресцентного окрашивания клетки выращивали на покровных 

стеклах и промывали DMEM, содержащей 20 мМ HEPES. Клетки фиксировали в течение 

15 мин 1,5% параформальдегидом на среде DMEM (с 20 мМ HEPES) без сыворотки при 

комнатной температуре с последующей экстракцией-фиксацией холодным метанолом при 

-20°С в течение 5 минут (для последующей окраски антителами), либо 
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пермеабилизировали с помощью 0,1% тритоном Х-100 на фосфатно-буферном растворе 

(PBS, phosphate-buffered saline) в течение 3 минут (для окраски фаллоидином, DAPI) при 

комнатной температуре. После отмывки PBS клетки подвергались окраске красителями 

или антителами для выявления цитоскелетных структур, ДНК и распределения 

анализируемых белков. 

 

4.3. Анализ ростовых характеристик клеточных культур   

 Клетки рассаживали в чашки Петри и подсчитывали количество клеток через 

каждые 24 часа с помощью фазово-контрастной микроскопии на микроскопе Axioplan 

(Zeiss) с объективом 20х/0,50 (Plan-Neofluar). Анализировалось не менее 20 полей зрения 

для каждого из условий эксперимента. 

 

4.4. Обогащение клеточной популяции митотическими клетками 

Для обогащения культур опухолевых фибробластов митозами использовалось два 

метода: 

1) Для анализа параметров и динамики клеточного цикла клетки предынкубировали в 

бессывороточной среде в течение 24 часов для обогащения культур митотическими 

клетками без химической обработки. Клетки пересаживали после 24 часов в 

бессывороточной среде и инкубировали в свежей среде, содержащей сыворотку, в 

течение 13-24 часов перед анализом.  

2) Для иммуноблоттинга использовали предынкубацию клеток с малыми дозами 

колцемида (0,02 мкг/мл, Sigma) для обогащения культур митозами. Клетки 

пересаживали на культуральный пластик и через 3 часа (после прикрепления к 

субстрату) добавляли колцемид в среду на 24 часа. Затем клетки промывали один раз 

средой без сыворотки и затем инкубировали в среде с сывороткой в течение 24 часов 

перед анализом.  Данный способ является менее физиологичным, чем первый, однако 

позволяет получить большую популяцию митотических клеток в культуре для 

последующего анализа содержания белкa.  

 

4.5. Анализ параметров клеточного цикла 

После 24-96 часов инкубации клетки снимали с помощью раствора трипсина с 

ЭДТА (ПанЭко) для анализа параметров клеточного цикла. Клетки снимали с пластиковой 

подложки, промывали PBS и фиксировали ледяным 80% этанолом (1:2), инкубировали в 

течение ночи при 40C и хранили при 40C до анализа методом проточной 

цитофлуориметрии. Непосредственно перед анализом клетки центрифугировали для 
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удаления этанола, промывали PBS и окрашивали пропидий йодидом (MP Biomedicals) 30 

мкг/мл с РНКазой А (Fermentas) 10 нг/мл в буфере PBS в течение 45 минут при 370C в 

темноте. Анализировали не менее 20000 клеток на каждое условие эксперимента с 

помощью проточного цитометра Beckman Coulter Cytomics FC500. Для дальнейшей 

визуализации и анализа полученных данных использовалось программное обеспечение 

Beckman Coulter CXP. 

 

4.6. Измерение внутриклеточных АФК 

Для измерения внутриклеточных АФК клетки RD и HT1080 инкубировали в 

бессывороточной среде DMEM с 1,8 мкМ DCFH-DA (2',7'- дихлордигидрофлуоресцеин 

диацетат, Invitrogen) в течение 10 минут при 37°C в темноте. После окисления под 

действием АФК дихлордигидрофлуоресцеин превращается в высокофлуоресцентный 

дихлорфлуоресцеин (DCF). Затем клетки снимали с помощью раствора трипсина с ЭДТА 

(ПанЭко). Накопление АФК измеряли методом проточной цитофлуориметрии на приборе 

Beckman Coulter Cytomics FC500.  

 

4.7. Фазово-контрастная микроскопия живых клеток 

Клетки культивировали на покровных стеклах в закрытых стеклянных камерах в 

течение 24 часов перед началом наблюдения. Клетки анализировали с помощью фазово-

контрастной микроскопии (микроскоп Opton, с использованием объектива 40х/1,0 Planapo 

с масляной иммерсией). Для динамических наблюдений использовали длительную 

цейтраферную видеосъемку (замедление в 120 раз) с помощью камеры Hamamatsu C2400-

01. При исследовании поддерживалась температура 37°C. Для обработки изображений 

использовалось программное обеспечение Studio Launcher. Для подсчета 

продолжительности митотических фаз анализировали не менее 30 митотических клеток 

для каждого из условий эксперимента.   

 

4.8. Морфометрический анализ клеток 

Изображения анализировались с помощью программы MetaMorph. Клетки 

фиксировали через 72 часа после рассадки на покровные стекла. Морфометрический 

анализ проводился на изображениях препаратов, окрашенных фаллоидином, выявляющим 

общий актин. Для исключения влияния на площадь и форму клеток межклеточных 

взаимодействий исследовали одиночные клетки в редких культурах. В качестве 

морфометрических характеристик была выбрана площадь проекции, занимаемая клеткой 

на субстрате, которую определяли по контурам клетки.  
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4.9. Морфометрический анализ фокальных контактов 

 Морфометрия фокальных контактов проводилась с использованием программы 

Image J при анализе изображений, полученных с помощью флуоресцентного микроскопа. 

Исследовались изображения препаратов, окрашенных антителами к паксиллину в 

комбинации с фаллоидином, выявляющим общий актин. Для измерения выбиралась 

квадратная зона площадью 500 мкм2 вблизи ведущего края клетки. Длину фокальных 

адгезий измеряли как максимальный размер контакта независимо от его ориентации 

относительно края и тела клетки. 

 

4.10. Антиоксиданты и ингибиторы 

Вещества группы SkQ («Митотехнологии») – SkQ1, SkQB, SkQP, SkQR1, DPQ, 

SkQRC12, использовали в концентрации 10-100 нМ в среде для культивирования, при 

постановке эксперимента добавляли из спиртового раствора концентрацией 10-100 µM, 

соответственно (1 мкл на 1 мл среды). Липофильный катион додецилтрифенилфосфония 

C12TPP и децилродамина С12R1 в отличии от SkQ1 не имеют остатка пластохинона, 

отвечающего за антиоксидантную активность. DPQ – децилпластохинон не имеет 

катионной части, обеспечивающей адресное накопление вещества в митохондриях. 

Данные молекулы использовались нами в качестве контрольных соединений. 

АО Тролокс (Sigma) использовался в концентрации 100 µM, NAC (Sigma) - в 

концентрации 1 мM в среде для культивирования. 

Ингибиторы каспаз использовались для предотвращения апоптоза в клетках 

рабдомиосаркомы RD. Ингибитор каспазной активности zVAD-fmk (Sigma) и ингибитор 

каспазы-3 DEVD (Sigma) использовались в концентрации 20 мкМ в среде для 

культивирования.  

Митохондриальный разобщитель оксилительного фосфорилирования FCCP 

(карбонилцианид-4-(трифторметокси)фенилгидразон) (Sigma) использовался в 

концентрации 5 мкМ в среде для культивирования.  

 

4.11. Антитела 

Использовали следующие первичные антитела: 

- мышиные моноклональные антитела к цитоплазматическому β-актину 

(µA5775GA, AbD Serotec), γ-актину (µA5776GA, AbD Serotec), альфа-гладкомышечному 

актину (клон SM-1, IgG2a, были получены и любезно предоставлены проф. Шапонье, лаб. 

патологии и иммунологии медицинского центра университета Женевы, Швейцария), α-
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актинину-1 (Sigma), паксиллину (BD Transduction Lab), α-тубулину (клон DM1A, Cell 

Signaling), α-тубулину (клон DM1A, Sigma), Rb (Cell Signaling); виментину (клон V9, 

DAKO); 

- кроличьи высокоспецифичные поликлональные антитела к белку p34-Arc/ARPC2 

комплекса Arp2/3 (Upstate), кроличьи поликлональные антитела к миозину II (BTI), 

кроличьи антитела к Aurora B (клон E3R8N, Cell Signaling), фосфо-Aurora A/B/C (Cell 

Signaling), фосфо-Rb (Ser795) (Cell Signaling), фосфо-Rb (Ser 807/811) (Cell Signaling).  

Использовали следующие вторичные антитела: козьи Alexa 488-, AlexaFluor 594-

конъюгированные к иммуноглобулинам IgG1, IgG2b, IgG мыши (Molecular Probes) и 

родамин-конъюгированные к иммуноглобулинам кролика (Jackson ImmunoResearch 

Laboratories. Inc), козьи флуоресцеин- и родамин-конъюгированные антитела к 

иммуноглобулинам Ig2a, Ig2b и IgG1 мыши (Southern Biotechnology). 

 

4.12. Флуоресцентная, лазерная сканирующая конфокальная микроскопия, 

микроскопия со структурированным освещением  

Клетки фиксировались описанными выше методиками.  

Для окрашивания антителами клетки инкубировали 40 минут в растворе первых 

антител на PBS, отмывали 3 раза в PBS в течение 5 минут, затем инкубировали в растворе 

вторых антител на PBS в течение 30 минут. Окрашивание проводили при комнатной 

температуре. Препараты заключали в эльванол.   

Для совместного выявления общего актина и паксиллина, родамин-

конъюгированный фаллоидин добавляли в раствор вторых антител. Для совместного 

выявления Aurora B, тубулина и ДНК – DAPI добавляли в раствор вторых антител. Для 

ядерного окрашивания использовали DAPI (Sigma). Общий F-актин окрашивали родамин-

конъюгированным фаллоидином (Sigma). Для выявления митохондрий использовался 

SkQR1 (SkQ1, меченный родамином), 20 мкМ в среде для инкубации.  

Иммунофлуоресцентное исследование проводили с помощью микроскопа Axioplan 

(Zeiss) с увеличением 40×/0,75 и 63х/1,25 объективами Plan-Neofluar с масляной 

иммерсией. Полученные цифровые изображения препаратов подвергались компьютерной 

обработке, качественному и количественному анализу. Окрашивание DAPI и родамин-

конъюгированным фаллоидином использовали для оценки количества клеток на разных 

стадиях митоза (500 клеток на каждое условие эксперимента, от трех до пяти независимых 

экспериментов на каждое из экспериментальных условий).  

 Окрашивание DAPI и антителами к Aurora B использовали для оценки 

флуоресценции Aurora B в митотических клетках. Интенсивность флуоресценции белка 
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измеряли с помощью программы Image J в квадрате площадью 100 мкм2 (10 мкм на 10 

мкм) чтобы захватить всю область флуоресценции киназы в области клетки, где она была 

локализована. Для каждого экспериментального условия исследовали не менее 30 полей 

зрения.    

Микроскопию сверхвысокого разрешения со структурированным освещением (3D-

SIM) использовали для анализа совместного распределения Aurora B, тубулина и ДНК. 

Анализ проводили с помощью микроскопа Nikon N-SIM (Nikon) с объективом 100x/1.49 

NA с масляной иммерсией, диодным лазером 488 нм и 561 нм. возбуждения. Стопки 

изображений (z-шаг 0,12 мкм) были получены с помощью EµCD-камеры (iXon 897, Andor, 

эффективный размер пикселя 60 нм). Серийные оптические срезы одной и той же клетки, 

полученные в широкоугольном режиме были деконволюционированы с помощью 

алгоритма слепой деконволюции AutoQuant. Получение изображений, реконструкция 

SIM-изображений и выравнивание данных осуществлялись с помощью программного 

обеспечения NIS Elements 4.2 (Nikon).  

Распределение общего актина, изоформ актина и паксиллина анализировали 

методом лазерной сканирующей конфокальной микроскопии. Анализ проводили с 

помощью конфокального микроскопа LSM 510 с использованием аргон-неонового лазера 

(исходящая длина волны 488).  

Исследовали различные уровни фокуса – базальный вблизи субстрата и 

кортикальный над ядром. Далее путем сложения изображений двух уровней получали 

совмещенные проекции с помощью программы Adobe Photoshop. 

Были получены серии последовательных x/y оптических срезов с шагом 0,3 мкм, от 

базальной к дорзальной области клетки. Были получен z-срезы, наглядно показывающие 

толщину и рельеф поверхности клетки. Ось прохождения z-среза выбиралась в участке 

ламеллярной цитоплазмы и проходила радиально от тела клетки к ее ведущему краю. Для 

обработки полученных изображений и морфометрических измерений использовались 

программы Zeiss LSM Image Browser и Zeiss LSM Image Examainer. 

 

4.13. Вестерн-блот анализ 

Клетки экстрагировали холодным буфером для образцов (62,5 мМ Трис-HCl, pH 

6,8, 2% додецилсульфат натрия (SDS), 10% глицерин, 50 мМ дитиотреитол, 0,01% 

бромфеноловый синий). Лизаты разделяли в 10%-ном полиакриламидном геле SDS и 

переносили на поливинилиденфторидную мембрану (Amersham GE Healthcare). После 

блокирования неспецифического связывания бычьим сывороточным альбумином, 

мембраны инкубировали со специфическими антителами. В качестве контроля нагрузки 
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использовали α-тубулин. Мембраны инкубировали с вторичными антителами, связанными 

с пероксидазой хрена (Amersham GE Healthcare). Мембраны окрашивали методом 

хемилюминесценции с использованием реагентов ECL (Amersham GE Healthcare) в 

соответствии с протоколом производителя. Полученные пленки сканировали или 

проявляли с помощью ChemiDoc MP (BioRad) и анализировали денситометрически с 

помощью программы ImageJ 1,37C (NIH, http://rsb.info.nih.gov/ij/) и программного 

обеспечения Image Lab (BioRad). 

 

 4.14. Статистический анализ 

 Данные представлены с указанием среднего ± стандартная ошибка среднего по 

трем - пяти независимым экспериментам. Межгрупповые различия анализировали с 

помощью U-критерия Манна-Уитни или t-теста Стьюдента, если это применимо. Значения 

p < 0,001 (***), p < 0,01 (**), и p < 0,05 (*) считались статистически значимыми. 
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5.1.  Влияние мАО на морфологию трансформированных фибробластов 

5.1.1.  Сравнительная характеристика культур нормальных, SV40-

трансформированных и опухолевых фибробластов 

В качестве контрольных нормальных клеток в работе были использованы линии 

нормальных клеток человека мезенхимального происхождения: линия легочных 

фибробластов MRC5 и первичная культура фибробластов кожи человека HSCF. Линия 

нормальных человеческих фибробластов HSCF состояла из популяций нормальных 

фибробластоподобных клеток классической морфологии: удлиненной триангулярной, 

редко - полигональной формы. Популяцию составляли преимущественно одноядерные, 

поляризованные клетки, можно было выделить ведущий край с выраженной 

псевдоподиальной активностью (Рис. 9). В густой культуре клетки вытягивались, образуя 

характерные тяжи, фибробласты были ориентированы вдоль длинной оси клеток 

параллельно друг другу. В трех- и семисуточных культурах клетки располагались близко 

друг к другу, имело место контактное торможение, клетки не «наползали» друг на друга, 

образуя правильный плотный монослой.  

Описанная нами культура HSCF похожа на большинство культур нормальных 

фибробластов различного тканевого происхождения (Dugina et al., 1998). Существуют 

культуры, выделенные из легочной ткани, такие как MRC5, в которых фибробласты 

обладают повышенной стабильностью и сократимостью, связанной с экспрессией альфа-

гладкомышечного актина (Hinz et al., 2002; Hinz et al., 2003), что характерно для 

миофибробластной дифференцировки. Содержание данной изоформы актина в 

миофибробластах и ремоделирование актинового цитоскелета зависит от активации 
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SMAD- и RhoA (независимо от SMAD) сигнальных путей, индуцируемых TGF-β (Derynck 

et al., 2003). По данным наших коллег Поповой и др., длительная инкубация фибробластов 

с SkQ1 приводит к миофибробластной дифференцировке по TGF-β-зависимому типу 

(Popova et al., 2010). Поэтому, кроме обычных фибробластов кожи с невысоким 

содержанием миофибробластов в культуре мы анализировали действие мАО на культуру 

легочных фибробластов MRC5 и культуры ее вирус-трансформированных производных. 

Линия MRC5 была представлена преимущественно миофибробластами - 

морфологический тип хорошо распластанных клеток большой площади с сильно 

изрезанным краем (Рис. 8, А).  

 

 

Рисунок 8. Сравнительные характеристики культур нормальных и трансформированных 

фибробластов.  

a – общий вид контрольных культур MRC-5 и MRC5-V2, 24 часа инкубации; 

фазовый контраст, масштаб 50 мкм; 

б – сравнение средней площади клеток, занимаемой на субстрате, 72 часа 

инкубации; данные морфометрического анализа: среднее значение ± стандартная ошибка 

среднего, мкм2; три независимых эксперимента;  

 

Линии MRC5-V1 и MRC5-V2 являются трансформированными вирусом SV40 

клональными производными фибробластов линии MRC5 (Huschtscha, Holliday, 1983). 

MRC5-V1: линия эмбриональных легочных фибробластов человека, 

трансформированных вирусом SV40. Средняя площадь, занимаемая клетками на 
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субстрате, в трехсуточных культурах основной популяции MRC5-V1 была примерно в 1,5-

2 раза меньше, чем у нормальных фибробластов линии MRC-5 по (Рис. 8, Б). Клетки 

имели преимущественно одно ядро. Также выявлялась небольшая (0,5 ± 0,09 % от общего 

числа клеток в культуре) популяция многоядерных клеток (подробный количественный 

анализ описан в разделе 5.2.2). В редкой культуре клетки были поляризованы хуже 

нормальных фибробластов. Помимо ведущего края наблюдалось некоторое количество 

участков цитоплазмы с выраженной псевдоподиальной активностью (Рис. 10). Клетки 

двигались ненаправленно. В густом монослое было нарушено контактное торможение, 

клетки могли наползать друг на друга, образуя многослойные островки.  

MRC5-V2:  линия эмбриональных легочных фибробластов человека, 

трансформированных вирусом SV40. По морфологическим критериям и степени 

опухолеродности – более трансформированное клональное производное клеток MRC5 по 

сравнению с линией MRC5-V1 (Huschtscha and Holliday, 1983). Культура, в основном, 

состояла из мелких, плохо распластанных клеток (Рис. 10, А). Средняя площадь, 

занимаемая клетками на субстрате, в трехсуточных культурах основной популяции 

MRC5-V2 была примерно в 3-3,5 раза меньше, чем у нормальных фибробластов линии 

MRC-5 (Рис. 8, Б). В монослое клетки имели эпителиальноподобный фенотип. При 

распластывании клеток данной культуры можно было наблюдать многочисленные 

псевдоподии, раффлы и блебы (Рис. 8, А). Культура была морфологически полиморфна: 

встречались клетки полигональной и немного удлиненной формы, которые имели одно, 

реже два ядра, выявлялась популяция многоядерных клеток (0,9±0,15% от общего числа 

клеток, подробный количественный анализ описан в разделе 5.2.2). В плотном монослое 

было нарушено контактное торможение, в культуре можно было обнаружить очаги 

интенсивного деления (так называемые «фокусы роста»), где клетки наползали друг на 

друга, не наблюдалось регулярного расположения клеток.  

В перспективе данных исследований нашими соавторами планировалось 

проведение исследований на животной модели подкожных опухолевых ксенографтов, 

подобной работе Агаповой и соавторов (Agapova et al., 2008). Поэтому мы анализировали 

действие мАО на две опухолевые линии мезенхимального происхождения:  

HT1080: линия клеток фибросаркомы человека. Псевдодиплоидная, 

морфологически полиморфная культура, содержащая мутантный аллель онкогена N-Ras 

(Gupta and Stanbridge, 2001). Клетки были плохо распластаны, по периметру клеток 

выявлялись многочисленные участки активности края, на поверхности имелись 

многочисленные раффлы и блебы. В культуре выявлялась популяция двуядерных клеток 

(2±1,2% от общего числа клеток в культуре, подробный количественный анализ описан в 
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разделе 5.2.2). Клетки быстро делились с образованием плотного монослоя уже через 

сутки инкубации на субстрате, контактное торможение было нарушено (Рис. 10).  

RD: псевдодиплоидная культура клеток эмбриональной рабдомиосаркомы 

человека (McAllister et al., 1969). Клетки веретеновидной формы, мелкие по площади, 

занимаемой на субстрате. По периметру клеток выявлялись участки активности края, на 

поверхности имелись многочисленные раффлы и блебы. В культуре выявлялись 

единичные многоядерные клетки. Культура клеток быстро делились с образованием 

плотного монослоя.  

 

5. 1. 2. Воздействие мАО на морфологию нормальных, SV40-

трансформированных и опухолевых фибробластов  

При инкубации с мАО SkQ1 (20нМ, инкубация в течение 3-7 суток) значительных 

изменений в морфологии культур нормальных фибробластов не наблюдалось: клетки 

становились еще более распластанными, статистически значимого увеличения площади 

клеток, занимаемой ими на субстрате, выявлено не было, снижалась активность ведущего 

края (Рис. 9).  

 

Рисунок 9. Эффект мАО на морфологию нормальных фибробластов кожи HSCF, общий 

вид культуры, SkQR1 (20нМ, 48 часов инкубации); фазовый контраст, масштаб 50 мкм. 

 

При инкубации клеток MRC5-V1 с SkQ1 наблюдалась частичная морфологическая 

нормализация фенотипа, заметно уменьшалась плотность исследуемой культуры по 

сравнению с контрольной (Рис. 10, А), улучшалось распластывание: достоверно 

увеличивалась площадь клеток, занимаемая на субстрате (Рис. 10, Б). Процент 
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многоядерных клеток увеличивался до 4,5 ± 0,35% (3 сут.) и 18,2 ± 1,23% (7 сут.) при 

инкубации с SkQ1 (20 нм; среднее значение ± стандартная ошибка среднего; три 

независимых эксперимента). Подробный количественный анализ описан в разделе 5.2.2. 

При инкубации с мАО клеток линии MRC5-V2 наблюдалась частичная 

морфологическая нормализация фенотипа клеток, уменьшалась плотность исследуемой 

культуры по сравнению с контрольной, улучшалось распластывание: увеличивалась 

средняя площадь, занимаемая клетками на субстрате (Рис. 10, Б). Процент многоядерных 

клеток увеличивался до 1,5 ± 0,72% (3 сут.) и 19,5 ± 2,31% (7сут.) при инкубации с SkQ1 

(20 нм; среднее значение ± стандартная ошибка среднего; три независимых 

эксперимента). Подробный количественный анализ описан в разделе 5.2.2. 

 

Рисунок 10. Эффект мАО на морфологию культур трансформированных фибробластов. 

А – общий вид культуры MRC5-V1, SkQR1 (20нМ, 48 часов инкубации); фазовый 

контраст, масштаб 50 мкм; 

Б – действие SkQ1 (20 нМ, 72 часа) на среднюю площадь клеток, занимаемую на 

субстрате, 72 часа инкубации; данные морфометрического анализа: среднее значение ± 
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стандартная ошибка среднего, мкм2; р < 0,001 (для MRC5-V1) и р < 0,01 (для MRC5-V2) 

согласно критерию Манна-Уитни; три независимых эксперимента. 

Клетки культуры HT1080 в присутствии мАО становились более распластанными. 

Культура приобретала более нормальный фенотип, активность края по периметру клеток 

существенно снижалась (Рис. 11). Процент многоядерных клеток на 2 сутки инкубации с 

SkQ1 (40нМ) увеличивался до 34±3% (среднее значение ± стандартная ошибка среднего; 

три независимых эксперимента) по сравнению с контрольной культурой. Подробный 

количественный анализ описан в разделе 5.2.2. 

 

Рисунок 11. Эффект мАО на морфологию культуры фибросаркомы HT1080; SkQ1 (40нМ, 

48 часов инкубации); фазовый контраст, масштаб 50 мкм.  

мАО приводили к резкому уменьшению плотности клеток в культуре RD уже через 

1-2 суток инкубации. Основная популяция клеток при этом имела измененную 

морфологию, характерную для апоптотических клеток (Рис. 12). Подробный 

количественный анализ описан в разделе 5.2.1.   

 

Рисунок 12. Эффект мАО на морфологию культуры рабдомиосаркомы RD; SkQ1 (20нМ, 

48 часов инкубации); фазовый контраст, масштаб 50 мкм.  
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5.1.3. Оценка адресного действия мАО семейства SkQ 

При инкубации нормальных и трансформированных фибробластов с SkQR1, 

родаминовым производным SkQ1, было показано избирательное накопление 

антиоксиданта в митохондриях, что подтверждает адресное действие мАО семейства SkQ 

(Рис. 13).  

 

Рисунок 13.  Накопление родамин- меченного мАО SkQR1 (20 нМ, 2 часа инкубации) в 

митохондриях нормальных фибробластов линии MRC5 и клеток фибросаркомы  HT1080; 

флуоресцентная микроскопия; масштаб 10 мкм.   

Снижение уровня цитоплазматических АФК в присутствии SkQ1 было показано 

для клеток сарком НТ1080 и RD методом проточной цитофлуориметрии с использованием 

специфического флуоресцентного красителя DCF, что согласуется с данными литературы 

(Antonenko et al., 2008).  Для культур рабдомиосаркомы и НТ1080 уровень флуоресценции 

красителя после инкубации с SkQ1 (40 нМ, 48 часов) существенно снижался, указывая на 

уменьшение уровня АФК в присутствии мАО (Рис. 14). 

 

Рисунок 14. SkQ1 снижает уровень АФК в клетках HT1080 и RD.   
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Данные количественного анализа продукции АФК после инкубации с SkQ1 (40 нМ, 48 

часов); на графиках показана относительная флуоресценция DCF (по сравнению с 

контролем); статистический анализ данных проточной цитофлуориметрии, значимые 

различия: ** – р < 0,01, согласно t-критерию Стьюдента; три независимых эксперимента. 

 

По данным, полученным ранее в нашей лаборатории, SkQ1 эффективно снижает 

подъем уровня АФК в нормальных фибробластах, вызванный перекисью водорода, а 

также предотвращает индуцированный при этом апоптоз (Antonenko et al., 2008). 

 

5.1.4.  Влияние мАО на организацию актинового цитоскелета в нормальных 

фибробластах  

Для изучения организации морфологии и организации актинового цитоскелета 

нормальных фибробластов человека нами были выбраны две культуры клеток – HSCF и 

MRC-5. Как было описано выше, HSCF являются первичной культурой подкожных 

фибробластов человека с классической фибробластной морфологией. Исследование 

распределения общего актина показало, что клетки культуры были хорошо распластаны, 

имели стабильные края и один хорошо выраженный ведущий край. Отчетливо выявлялись 

длинные, параллельно идущие вдоль оси клетки и стабильного края пучки актина. В 

ламелле на ведущем крае выявлялась упорядоченная сеть из тангенциальных и 

радиальных пучков. 

При анализе организации актиновых изоформ была выявлена характерная для 

нормальных фибробластов система пучков β-актина и сеть γ-актина (Рис. 15).  

 

 

Рисунок 15. Организация β- и γ-актина в первичных подкожных фибробластах человека 

HSCF; 72 часа инкубации; конфокальная микроскопия; масштаб 10мкм. 
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β-актин был организован в толстые длинные пучки, идущие параллельно 

стабильным краям клетки, вдоль ее длинной оси. В ламелле на ведущем крае встречались 

редкие тангенциальные пучки, более интенсивная окраска при выявлении β-актина 

наблюдалась на ведущем крае клетки. γ-актин формировал плотную сеть тангенциальных 

пучков, идущих параллельно краю клетки, встречались редкие радиальные пучки. Также 

более выраженная окраска при анализе распределения γ-актина наблюдалась в 

ламеллиподиальных областях, на ведущем крае клетки. 

Инкубация клеток HSCF с мАО приводила к появлению клеток с 

миофибробластным фенотипом – у них были еще более выражены длинные пучки β-

актина, клетки имели стабильный, изрезанный край (Рис. 16).  Исследование таких клеток 

на организацию и содержание белка миофибробластной дифференцировки - α-

гладкомышечного актина, описано в разделе 5.1.11.   

 

 

Рисунок 16. Влияние мАО на организацию β- и γ-актина в первичных подкожных 

фибробластах человека HSCF; 40 нМ SkQ1, 72 часа инкубации; β-актин – зеленый, γ-

актин – красный; флуоресцентная микроскопия; масштаб 50 мкм. 

 

В качестве второй контрольной культуры нормальных клеток нами была выбрана 

культура легочных фибробластов (миофибробластов) MRC-5. При анализе организации 

общего актина клетки были хорошо распластаны, имели стабильные края и один 

выраженный ведущий край (Рис. 17).  
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Рисунок 17. Выявление общего актина 

(фаллоидин) в клетках линии MRC5, 72 

часа инкубации; флуоресцентная 

микроскопия; масштаб 10 мкм. 

 

Отчетливо выявлялись длинные, параллельно идущие вдоль оси клетки и 

стабильного края толстые пучки актиновых стресс-фибрилл, характерные для 

миофибробластов. В ламелле на ведущем крае выявлялась упорядоченная сеть из 

тангенциальных и радиальных пучков актина. 

При выявлении цитоплазматических изоформ актина в нормальных фибробластах 

человека наблюдалась характерная организация β- и γ-актина в пучках. В легочных 

фибробластах линии MRC-5 β-актиновая система была сформирована толстыми стресс-

фибриллами, идущими преимущественно параллельно длинной оси клетки, также 

наблюдалась более интенсивная окраска при выявлении β-актина в ламеллиподии на 

ведущем крае клетки (Рис. 18). Плотная выраженная γ-актин-содержащая сеть была 

представлена тангенциальными пучками, идущими параллельно краю клетки, встречались 

редкие пучки, идущие параллельно длинной оси клетки, редкие радиальные пучки. Также 

более выраженная окраска при выявлении γ-актина наблюдалась на периферии края 

клетки, в ламеллиподиальной области (Рис. 18).  

 

 

Рисунок 18. Выявление β- и γ-актина в контрольных фибробластах линии MRC-5; 72 часа 

инкубации на субстрате; флуоресцентная микроскопия; масштаб 10 мкм. 
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Инкубация клеток MRC-5 с мАО не вызывала значительных изменений в 

организации актиновых систем (Рис. 19). 

   

 

Рисунок 19. Влияние SkQ1 на организацию β- и γ-актина в клетках MRC-5; 40 нМ SkQ1, 

48 часов инкубации; флуоресцентная микроскопия; масштаб 20 мкм.  

 

5.1.5.  Влияние мАО на организацию актинового цитоскелета в SV40-

трансформированных фибробластах  

Нами было исследовано действие антиоксидантов на организацию актинового 

цитоскелета в клетках MRC5-V1 и MRC5-V2. Как уже было сказано ранее, это культуры - 

клональные производные эмбриональных легочных фибробластов линии MRC5, 

трансформированные вирусом SV40, с разной степенью выраженности 

трансформированного фенотипа. По морфологическим критериям и степени 

опухолеродности клетки MRC5-V2 являются более трансформированными клональными 

производными по сравнению с линией MRC5-V1. 

Иммунофлуоресцентный анализ показал, что SkQ1, SkQP, SkQB, SkQR1 

эффективно восстанавливают организацию актина в пучки в SV40-трансформированных 

фибробластах. 
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В контрольных клетках MRC5-V1 актиновый цитоскелет был представлен тонкими 

параллельными пучками, идущими вдоль длинной оси клетки (Рис. 20) При обработке 

мАО в течение 3-7 суток клетки увеличивались в размерах, пучки актина становились 

толще. На ведущем крае клеток выявлялась организованная сеть из тангенциальных и 

радиальных пучков актина. В периферических участках клетки несколько пучков могли 

соединяться в один. Клетки были более поляризованы, стабилизировался край (Рис. 20). 

Действие антиоксидантов NAC и тролокс было схоже с эффектом мАО, однако рабочие 

концентрации данных веществ были существенно выше и составляли 5 мМ и 100µМ, 

соответственно.  

 

Рисунок 20. Изменение организации общего актина (фаллоидин) в клетках линии MRC5-

V1 в присутствии мАО;  72 часа инкубации с SkQ1 (20нМ), SkQP (20нМ), SkQB (20нМ); 

флуоресцентная микроскопия; масштаб 10 мкм. 

 

В контрольных клетках линии MRC5-V2 преобладала диффузная локализация 

актина, небольшая часть актиновых микрофиламентов была организована в тонкие 

короткие ненаправленные пучки. По всему периметру клеток были видны участки с более 

интенсивной окраской. Клетки не были поляризованы, имели большое количество 
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раффлов. После инкубации с мАО клетки становились поляризованными, актин был 

организован в параллельные толстые пучки, идущие вдоль длинной оси клетки. 

Цитоплазма на выраженном ведущем крае в области ламеллы имела сеть из 

тангенциальных и радиальных пучков актина (Рис. 21).  

 

 

Рисунок 21. Изменение организации общего актина (фаллоидин) в клетках линии MRC5-

V2 после инкубации с SkQ1 (20 нМ, 72 часа инкубации); конфокальная микроскопия, 

совмещенная проекция базального и кортикального уровней; масштаб 10 мкм. 

 

5.1.6.  Влияние мАО на организацию актиновых структур из 

цитоплазматических изоформ актина в SV40-трансформированных фибробластах 

человека 

В связи с полученными данными об изменении распределения общего актина при 

трансформации и воздействии мАО семейства SkQ далее был проведен более подробный 

сравнительный анализ структур актиновых цитоскелетных систем с помощью выявления 

- и -актина.  

При анализе β-актиновой системы в клетках MRC5-V1 наблюдалась диффузная 

окраска цитоплазмы со слабо выраженной сетью тонких коротких пучков. Радиальные 

пучки были локализованы преимущественно в теле клетке, тонкие тангенциальные – в 

ламеллярных областях, выявлялись ярко окрашенные раффлы на ведущем крае. γ-актин 

был организован в виде развитой сети пучков в кортикальном слое клетки и 

ламеллиподиальных структурах, кортекс был ярко выражен. (Рис. 22). 
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Рисунок 22. Организация β- и γ-актиновых систем в контрольных клетках линии MRC5-

V1; 72 часа инкубации; 1,2 – различные уровни фокуса (вблизи субстрата и над ядром, 

соответственно), 3 – совмещенная проекция 1+2; флуоресцентная микроскопия; масштаб 

10 мкм. 

 

При исследовании распределения β-актина в контрольных клетках MRC5-V2 была 

выявлена диффузная окраска цитоплазмы, практически не наблюдалось окрашивания β-

актина в пучках. Встречались многочисленные ярко окрашенные раффлы. γ-актин 

частично был локализован диффузно в цитоплазме, и образовывал сеть тонких фибрилл в 

кортикальном слое клетки и ламелле, был ярко выражен кортекс (Рис. 23).  
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Рисунок 23.  Организация β- и γ-актиновых систем в контрольных клетках линии MRC5-

V2; 72 часа инкубации; 1, 2 – различные уровни фокуса (вблизи субстрата и над ядром, 

соответственно), 3 – совмещенная проекция 1+2; флуоресцентная микроскопия; масштаб 

10 мкм. 

 

После инкубации с мАО в клетках линии MRC5-V1 выявлялись выраженные 

стресс-фибриллы β-актина, идущие преимущественно параллельно между собой, вдоль 

длинной оси клетки, а также параллельно стабильным краям клетки. Пучки могли 

пересекаться, на периферии несколько пучков могли сливаться в один. При выявлении γ-

актина после инкубации с мАО в клетках появлялись радиальные и выраженные длинные, 

идущие через всю клетку тангенциальные пучки, образующие плотную развитую сеть. 

Единичные раффлы встречались редко, кортекс был слабо выражен (Рис. 24). 
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Рисунок 24. Реорганизация β- и γ-актиновых систем в клетках линии MRC5-V1 в 

присутствии SkQ1 (20нМ, 72 часа инкубации); 1,2 – различные уровни фокуса (вблизи 

субстрата и над ядром, соответственно), 3 – совмещенная проекция 1+2; флуоресцентная 

микроскопия; масштаб 10мкм. 

 

При инкубации с мАО в фибробластах линии MRC5-V2 появлялась четкая сеть 

тангенциальных и радиальных длинных фибрилл γ–актина. Выявлялась сеть толстых 

длинных стресс-фибрилл β-актина, идущих параллельно длинной оси клетки, вдоль 

стабильных краев клетки. Раффлы отсутствовали, или встречались в единичном 

количестве, кортекс был слабо выражен. (Рис. 25). 
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Рисунок 25. Реорганизация β- и γ-актиновых систем в клетках линии MRC5-V2 в 

присутствии SkQ1 (20 нМ, 72 часа инкубации); 1,2 – различные уровни фокуса (вблизи 

субстрата и над ядром, соответственно), 3 – совмещенная проекция 1+2; флуоресцентная 

микроскопия; масштаб 10мкм. 

 

5.1.7.  Влияние мАО на организацию актиновых структур из 

цитоплазматических изоформ актина в опухолевых фибробластах  

При анализе β-актиновой системы в клетках линии фибросаркомы человека 

HT1080 была выявлена слабая диффузная окраска цитоплазмы со значительно более 

выраженной окраской в области края практически по всей периферии клетки. 

Локализация γ-актина была также диффузна, на краю по периметру клеток окраска была 

более заметна, был ярко выражен кортекс. Не наблюдалось окрашивания β- и γ-актина в 

пучках. (Рис. 26). 
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Рисунок 26.  Организация β- и γ-актиновых систем в контрольных клетках фибросаркомы 

НТ1080; 72 часа инкубации; γ-актин - совмещенная проекция; флуоресцентная 

микроскопия; масштаб 10мкм. 

 

Инкубация клеток фибросаркомы НТ1080 с мАО вызывала аналогичные, но менее 

выраженные, чем в вирус-трансформированных сублиниях MRC-5, изменения 

организации β- и γ-актина. При анализе распределения β-актина на фоне диффузной 

окраски цитоплазмы были выявлены яркие параллельно ориентированные пучки, более 

выраженная окраска цитоплазмы наблюдалась в области края клетки, в раффлах. На фоне 

диффузной окраски цитоплазмы при выявлении γ-актина была выявлена сеть длинных 

тангенциальных и радиальных пучков, края клеток в области раффлов были ярко 

окрашены (Рис. 27). 

 

 

Рисунок 27. Реорганизация β- и γ-актиновых систем в клетках НТ1080 в присутствии 

SkQR1 (20 нМ, 72 часа инкубации); флуоресцентная микроскопия; масштаб 10мкм. 

 

Распределение γ-актиновой окраски на разных уровнях препарата, что было 

особенно выражено в клетках MRC5-V1 и MRC5-V2, создавало проблемы фокусировки 

изображения при использовании обычного флуоресцентного микроскопа. Поэтому, для 
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более детального изучения организации γ-актинового цитоскелета, дополнительно 

использовалась лазерная сканирующая конфокальная микроскопия с исследованием серии 

оптических X/Y срезов, а также Z-срезов. 

 

5.1.8. Исследование влияния мАО на реорганизацию γ-актиновой 

цитоскелетной системы в SV40-трансформированных фибробластах методом 

лазерной сканирующей конфокальной микроскопии 

При исследовании распределения γ-актиновой окраски в клетках MRC5-V1 и 

MRC5-V2 c помощью метода конфокальной микроскопии были получены серии 

оптических x/y срезов. На Рис. 28 показаны результаты исследования для контрольных и 

обработанных мАО клеток MRC5-V1, в которых реорганизация γ-актиновой системы в 

присутствии мАО была наиболее выраженной. Видно, что в контрольных клетках γ-актин 

образует развитую сеть филаментов на базальном уровне в области ламеллы, а также 

развитую сеть в области ядра и дорзальной части клетки, формируя выраженные 

кортикальные структуры. После инкубации с мАО толщина распределения γ-актиновой 

окраски существенно уменьшается, клетки становятся более распластанными, 

кортикальные структуры становятся менее выражены. γ-актин в большей степени 

реорганизуется в толстую сеть тангенциальных и радиальных филаментов в области 

ведущего края и тела клетки. 

При анализе распределения γ-актина также были получены серии оптических z-

срезов. Ось прохождения z-срезов выбиралась в области ламеллярной цитоплазмы и 

проходила радиально от тела клетки к ее ведущему краю. На Рис. 29 представлены z-

cрезы контрольных и обработанных SkQ1 фибробластов. Поскольку γ-актиновая сеть 

локализуется в кортикальных областях, по полученным Z-срезам можно было судить о 

3D-форме клеток, их поверхности, толщине кортикального слоя микрофиламентов. 

Видно, что контрольные клетки линии МRC5-V1 и MRC5-V2 были плохо распластаны, 

интенсивность окраски была равномерна в области всей клеточной поверхности. После 

инкубации с мАО профиль клеток уплощался, т.е. клетки становились более распластаны. 

Интенсивность флуоресценции была значительно слабее, чем в контрольных клетках, и 

увеличивалась лишь в области ламеллиподии, на ведущем крае клетки, что было 

характерно для Z-cреза нормальных фибробластов линии МRC-5 (Рис. 29).  

С помощью программного обеспечения Zeiss LSM Image Browser была измерена 

сравнительная толщина γ-актинового кортекса в области ламеллы и над клеточным ядром 

клеток. Эта величина уменьшалась для клеток линии МRC5-V1 и MRC5-V2, 

обработанных SkQ1 (20 нМ, 72 часа инкубации), по сравнению с контрольными 
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культурами. Также была измерена сравнительная ширина клеточной ламеллы. Для клеток 

линии МRC5-V1 и MRC5-V2 эта величина увеличивалась после инкубации SkQ1 (20 нМ, 

72 часа инкубации) (Рис. 30). Для нормальных клеток MRC5 подобных изменений в 

размерах ламеллы и толщине кортикального слоя в этой области в присутствии мАО 

выявлено не было. 

 

Рисунок 28. Изменение организации γ-актиновой системы в трансформированных 

фибробластах в присутствии мАО; серии последовательных x/y оптических срезов с 

шагом 0,3 мкм, от базальной к дорзальной области клетки; а – MRC5-V1, контроль; б - 



78 
 

MRC5-V1, SkQ1 (20нМ, 72 часа инкубации); лазерная сканирующая конфокальная 

микроскопия; масштаб 10 мкм. 

 

 

 

Рисунок 29. Влияние мАО на изменение профиля одиночных оптических z-срезов клеток 

MRC5-V1 и MRC5-V2 при выявлении γ-актина;  

1 - MRC5 (контроль, 72 часа инкубации), 2 - MRC5-V1 (контроль, 72 часа 

инкубации), 3 - MRC5-V1 (SkQ1 20нМ, 72 часа инкубации), 4 - MRC5-V1 (SkQ1 20нМ, 7 

сут. инкубации), 5 - MRC5-V2 (контроль, 72 часа инкубации), 6 - MRC5-V2 (SkQ1 20нМ, 

72 часа инкубации), 7 - MRC5-V4 (SkQ1 20нМ, 7сут. инкубации); лазерная сканирующая 

конфокальная микроскопия. 

 

 

Рисунок 30. Влияние мАО на реорганизацию γ-актиновой сети в ламеллярной области 

клеток линии MRC5-V1; 1 – контроль, 72 часа инкубации; 2 – SkQ1 20нМ, 72 часа 

инкубации; сверху – область ламеллы, где показана белая линия с графиком 

интенсивности флуоресценции по данной оси, по которой получали серию оптических z-

срезов; снизу – одиночные z-срезы клеток и измерение ширины ламеллы – белая черта 

соответствует ширине ламеллярной цитоплазмы; лазерная сканирующая конфокальная 

микроскопия; масштаб 10 мкм. 
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На Рис. 31 представлены графики интенсивности флуоресценции по оси 

прохождения z-cрезов в области ламеллярной цитоплазмы, по направлению от тела клетки 

к ведущему краю. Отмечалось уменьшение среднего уровня интенсивности 

флуоресценции после инкубации клеток с мАО. Интенсивная флуоресценция после 

инкубации с SkQ1 сохранялась лишь на ведущем крае. 

 

Рисунок 31. Влияние мАО на интенсивность флуоресценции на ведущем крае клетки при 

выявлении γ-актина в линии MRC5-V1; 1 – контроль; 2 – SkQ1 20 нМ, 72 часа инкубации; 

данные получены при обработке одиночных z-срезов с помощью программы Zeiss LSM 

Image Browser. 

 

5.1.9.  Влияние мАО на локализацию актин-связывающих белков в SV40-

трансформированных фибробластах  

При исследовании распределения белка p34 комплекса Arp2/3 в нормальных 

фибробластах кожи выявлялась слабая диффузная окраска цитоплазмы и обогащение края 

в области ламеллы. Инкубация с SkQ1 не вызывала видимых изменений в распределении 

белка (Рис. 32).  
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Рисунок 32. Влияние мАО на распределение белка p34 комплекса Arp2/3 в нормальных 

фибробластах HSCF (20 нМ SkQ1, 72 часа инкубации); зеленый – γ-актин, красный – p34; 

флуоресцентная микроскопия; масштаб 10мкм. 

 

При исследовании распределения p34 в контрольных клетках линии MRC5-V1 

выявлялось диффузное окрашивание цитоплазмы и яркая флуоресценция на протяженных 

активных краях клетки (Рис. 33). В контрольных клетках линии MRC5-V2 также 

наблюдалось обильное диффузное распределение белка в цитоплазме и яркое 

окрашивание многочисленных активных участков края (Рис. 34). 

При выявлении белка p34 в клетках MRC5-V1 в присутствии мАО, на фоне 

диффузного окрашивания цитоплазмы выявлялась менее обогащенная по сравнению с 

контролем окраска на одном выраженном ведущем крае поляризованных клеток (Рис. 33). 

В клетках MRC5-V2 при инкубации с мАО также уменьшалось число краевых участков 

цитоплазмы, обогащенной белком p34, выраженная флуоресценция присутствовала 
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только в области активного ведущего (одного или нескольких) края клетки, диффузная 

окраска цитоплазмы сохранялась (Рис. 34). Аналогичное распределение p34 наблюдалось 

в контрольных фибробластах линии MRC-5 и HSCF.  

 

Рисунок 33. Влияние мАО на распределение белка p34 комплекса Arp2/3 в клетках 

MRC5-V1 (20 нМ SkQ1, 72 часа инкубации); зеленый – γ-актин, красный – p34; 

флуоресцентная микроскопия; масштаб 10мкм. 
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Рисунок 34. Влияние мАО на распределение белка p34 комплекса Arp2/3 в клетках 

MRC5-V2 (20 нМ SkQ1, 72 часа инкубации); зеленый – γ-актин, красный – p34; 

флуоресцентная микроскопия; масштаб 10мкм. 

 

При анализе распределения белка α-актинина-1 в клетках линий MRC5-V1 и 

MRC5-V2 для обеих культур было показано диффузное окрашивание цитоплазмы. В 

присутствии мАО (SkQ1 20нМ, 72 часа инкубации) в клетках появлялась интенсивная 

окраска концевых участков микрофиламентов на краях и в теле клетки. Данные изменения 

были более выражены в клетках MRC5-V1 (Рис 35).  
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Рисунок 35. Влияние мАО на распределение белка α-актинина-1 в клетках MRC5-V1 (20 

нМ SkQ1, 72 часа инкубации); зеленый – β-актин, красный – α-актинин-1; конфокальная 

микроскопия; масштаб 10мкм. 

 

5.1.10.  Влияние мАО на систему фокальных контактов в SV40-

трансформированных фибробластах 

Нашей целью было выявить в исследуемых клетках ФК разной степени зрелости, 

поэтому для их выявления использовалось иммунофлуоресцентное окрашивание на 

паксиллин – белок, присутствующий как в незрелых, так и в крупных зрелых адгезионных 

структурах. Данная окраска выявила в контрольных клетках MRC-5 крупные длинные 

ФК, характерные для нормальных фибробластов. Контакты преимущественно 

располагались на краю клетки, на концах стресс-фибрилл, что выявлялось при двойном 

окрашивании на паксиллин и актин (Рис. 36).  

 



84 
 

 

Рисунок 36. Система фокальных 

контактов в контрольной культуре 

MRC5, 72 часа инкубации; 

зеленый - паксиллин, красный - 

актин (фаллоидин); конфокальная 

микроскопия; масштаб 10мкм. 

 

 

В контрольной культуре фибробластов кожи также наблюдалась популяция зрелых 

длинных ФК, однако она была выражена в меньшей степени по сравнению с клетками 

MRC5. В присутствии мАО клетки HSCF занимали большую площадь на субстрате, актин 

формировал длинные стресс-фибриллы, на концах которых располагались зрелые ФК, 

характерные для миофибробластов линии MRC5 (Рис. 37). 

 

Рисунок 37. Влияние SkQ1 на систему фокальных контактов нормальных фибробластов 

HSCF (SkQ1 20нМ, 72 часа инкубации); зеленый - паксиллин, красный – общий актин 

(фаллоидин); флуоресцентная микроскопия; масштаб 10мкм. 

 

В трансформированных фибробластах MRC5-V1 выявлялись короткие, средней 

толщины ФК, преимущественно расположенные на краю клетки. Большинство ФК 

клетках MRC5-V2 были точечные или крайне короткие, тонкие, располагались 

параллельными «штрихами». При инкубации с мАО в клетках обеих культур ФК 

становились толще, длиннее, располагались на ведущем крае поляризованной клетки. 
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Более выраженные изменения организации ФК наблюдались в клетках линии MRC5-V1 

(Рис. 38).  

Контроль                                                       SkQ1 

 

Рисунок 38. Влияние мАО на систему фокальных контактов в культуре MRC5-V1. 

Byre,fwbz c SkQ1 (20 нМ, 72 часа инкубации); зеленый - паксиллин, красный - актин 

(фаллоидин); флуоресцентная микроскопия; масштаб 10мкм. 

 

Количественные морфометрические данные подтвердили изменение длины ФК, 

полученные с помощью выявления паксиллина, после инкубации с SkQ1 в культуре 

MRC5-V1. Так как паксиллин присутствует и в молодых, и в зрелых адгезионных 

структурах, мы исследовали изменения числа ФК разной степени зрелости. В присутствии 

мАО средняя длина одиночного ФК увеличивалась примерно вдвое (Рис. 39)  

 

 

Рисунок 39. Влияние мАО на 

распределение фокальных контактов 

по длине в культуре клеток MRC5-

V1 (SkQ1 20 нМ, 7 сут. инкубации) 

по сравнению с контрольными 

миофибробластами MRC5; данные 

морфометрии. 
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С помощью метода белкового иммуноблоттинга было исследовано влияние мАО 

на относительное содержание винкулина, белка зрелых фокальных контактов, в 

нормальных фибробластах линии MRC-5 и трансформированной линии клеток MRC5-V1. 

Было показано, что инкубация с SkQR1 и SkQB клеток линии MRC-5 не вызывает 

изменения содержания винкулина в лизатах тотального клеточного белка (Рис. 40). 

 

Рисунок 40. Влияние мАО (7 суток инкубации) на содержание винкулина в клетках 

культуры MRC5. Иммуноблоттинг (слева) и количественная оценка иммуноблоттинга 

(справа); нормализация по виментину. Показаны среднее и стандартная ошибка среднего, 

различие между значениями согласно критерию Манна-Уитни статистически не значимо; 

3 независимых эксперимента.  

 

При этом в лизатах линии MRC5-V1 были выявлены существенные изменения. По 

данным иммуноблоттинга и денситометрии уровень экспрессии винкулина в клетках 

линии MRC5-V1 после инкубации с производными SkQ1 увеличивался в 1,5 – 2,5 раза 

(Рис. 41).  

 

Рисунок 41. Влияние мАО (5 суток инкубации) на содержание винкулина в клетках 

культуры MRC5-V1. Иммуноблоттинг (слева) и количественная оценка иммуноблоттинга 

(справа); нормализация по α-тубулину. Показаны среднее и стандартная ошибка среднего; 
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значимые различия:** – p < 0,01, *** – р < 0,001согласно критерию Манна-Уитни; 3 

независимых эксперимента. 

 

Также было показано, что увеличение рабочей концентрации антиоксиданта (до 

100 нМ) не оказывало на клетки MRC5-V1 прооксидантного эффекта, не препятствовало 

улучшению фокальных контактов, а, напротив, индуцировало дальнейшее повышение 

уровня содержания винкулина в клетках (Рис. 42). В качестве контрольной молекулы при 

этом использовалась производная SkQR1 - SkQRC12 (не содержит остатка пластохинона, 

отвечающего за антиоксидантную активность).  

 

Рисунок 42. Влияние мАО (7 суток инкубации) на содержание винкулина в клетках 

культуры MRC5-V1 в присутствии различных концентраций вещества. Иммуноблоттинг 

(слева) и количественная оценка иммуноблоттинга (справа); нормализация по α-тубулину. 

Показаны среднее и стандартная ошибка среднего; значимые различия: * – p < 0,05, ** – р 

< 0,01 согласно критерию Манна-Уитни; 3 независимых эксперимента. 

 

5.1.11.  Влияние мАО на организацию α-гладкомышечного актина в SV40-

трансформированных фибробластах 

В культурах нормальных фибробластов, таких как клетки HSCF, как правило 

присутствует небольшой процент миофибробластоподобных клеток, содержащих α-

гладкомышечный актин (Dugina et al., 1998, Hinz et al., 2002; Hinz et al., 2003). Инкубация 

с мАО приводит к появлению большего количества клеток в культуре, позитивных на 

данный маркер миофибробластной дифференцировки (Рис. 43).  
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Рисунок 43. Влияние мАО на распределение α-гладкомышечного актина в культуре 

фибробластов кожи HSCF (20 нМ SkQ1, 72 часа инкубации); красный – актин 

(фаллоидин), зеленый – α-гладкомышечный актин; флуоресцентная микроскопия; 

масштаб 20 мкм. 

 

В клетках HSCF с помощью иммуноблоттинга было исследовано содержание α-

гладкомышечного актина. Было показано, что мАО вдвое увеличивают количество 

данного белка на седьмые сутки инкубации (Рис. 44) 

 

 

Рисунок 44. Влияние мАО (7 суток инкубации) на содержание α-гладкомышечного 

актина в клетках культуры HSCF. Иммуноблоттинг (слева) и количественная оценка 

иммуноблоттинга (справа); нормализация по виментину. Среднее и стандартная ошибка 
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среднего; значимые различия: ** – р < 0,01 согласно критерию Манна-Уитни; 3 

независимых эксперимента. 

 

При иммунофлуоресцентном анализе контрольных клеток культуры MRC5-V1, α-

гладкомышечный актин был распределен в цитоплазме преимущественно диффузно. В 

присутствии SkQ1 (20 нМ, 72 часа инкубации) отмечалась реорганизация 

гладкомышечного актина в длинные пучки, идущие вдоль тела клетки, колокализация 

этой изоформы актина с β-актиновыми пучками (Рис. 45).  При этом в клетках культуры 

MRC5-V2 таких изменений не наблюдалось, α-гладкомышечный актин обнаруживался в 

цитоплазме и был распределен преимущественно диффузно как в контрольных клетках, 

так и в присутствии мАО. 

 

 

Рисунок 45. Влияние мАО на организацию α-гладкомышечного актина в клетках MRC5-

V1; SkQ 20нМ, 72 часа инкубации; зеленый - α-гладкомышечный актин; красный – β-

актин; флуоресцентная микроскопия; масштаб 10 мкм. 
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5.1.12.  Влияние мАО на организацию немышечного миозина II в SV40-

трансформированных фибробластах 

При выявлении β-актина и немышечного миозина II в нормальных фибробластах 

линии HSCF (Рис. 46) и миофибробластах MRC-5 мы наблюдали организацию этих 

белков в пучках. Окрашивались характерные толстые пучки, идущие вдоль стабильного 

края клетки, параллельно длинной оси клетки. Была выявлена колокализация пучков β-

актина и немышечного миозина  II. Инкубация с мАО не приводила к заметным 

изменениям в распределении миозина II, также наблюдалась колокализация с пучками β-

актина  

 

 

Рисунок 46. Организации β-актина и немышечного миозина II в нормальных 

фибробластах кожи HSCF (72 часа инкубации); зеленый - β-актин, красный -  миозин II; 

флуоресцентная микроскопия; масштаб 10 мкм. 

 

При выявлении β-актина в контрольных клетках MRC5-V1 окраска цитоплазмы 

была диффузной с небольшим количеством тонких пучков в теле клетки, немышечный 

миозин II был локализован преимущественно диффузно. В присутствии SkQ1 (20нМ, 72 

часа инкубации) выявлялись толстые длинные пучки β-актина, содержащие немышечный 

миозин II. Пучки были ориентированы параллельно друг другу, вдоль длинной оси клетки 

и частично перпендикулярно ей. В периферических участках клетки несколько пучков 

могли соединяться в один. Была выявлена колокализация пучков β-актина и немышечного 

миозина II (Рис. 47). 

При выявлении β-актина и немышечного миозина II в контрольных клетках MRC5-

V2 преобладала диффузная окраска цитоплазмы, встречались редкие тонкие пучки. После 

инкубации с антиоксидантом выявлялись длинные пучки β-актина, идущие параллельно 

стабильным краям клетки. Пучки содержали немышечный миозин II (Рис. 48).  
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Рисунок 47. Изменение организации β-актина и немышечного миозина II в клетках линии 

MRC5-V1 в присутствии SkQ1 (20нМ, 72 часа инкубации); зеленый - β-актин, красный -  

миозин II; флуоресцентная микроскопия; масштаб 10 мкм. 

 

Рисунок 48. Изменение организации β-актина и немышечного миозина II в клетках линии 

MRC5-V2 в присутствии SkQ1 (20нМ, 72 часа инкубации); зеленый - β-актин, красный -  

миозин II; флуоресцентная микроскопия; масштаб 10 мкм. 
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Реорганизация актинового цитоскелета является критически необходимым 

фактором в процессе клеточного деления. В ряде исследований показана роль в этом 

процессе взаимодействия различных актиновых систем с микротрубочками (Kunda and 

Baum, 2009; Plessner et al., 2019). β- и γ-актиновые структуры пространственно разделены 

на протяжении всего периода клеточного деления и выполняют различные функции. 

Показано, что уменьшение количества γ-актина в делящихся клетках приводит к 

нарушению веретена деления, а подавление полимеризации тубулина вызывает 

нарушение β-актиновой системы (Шагиева и др., 2020). Наблюдаемые нами в ходе 

исследования изменения в распределении изоформ актина в трансформированных клетках 

в присутствии мАО позволили сделать предположение о том, что воздействие веществ 

семейства SkQ1 может через реорганизацию актинового цитоскелета влиять на динамику 

клеточного цикла и митоза в исследуемых нами культурах. 

 

5.2.  Действие мАО на рост и динамику клеточного цикла SV40-

трансформированных и опухолевых фибробластов 

5.2.1.  Действие антиоксидантов на рост SV40-трансформированных и 

опухолевых фибробластов в культуре 

При анализе общего вида культур контрольных фибробластов линий MRC5-V1 и 

MRC5-V2 и культур, инкубированных с мАО, нами была выявлена разница в плотности 

клеток в культуре. Инкубация с мАО приводила к уменьшению плотности клеток в 

культуральных чашках по сравнению с контрольными культурами, что указывало на 

снижение пролиферации трансформированных фибробластов. Наиболее ярко данный 

эффект был показан для культуры клеток линии MRC5-V1 (Рис. 49). 

При подсчете количества клеток на единицу площади было показано, что SkQ1 и 

его производные эффективно (в 1,5-2 раза) тормозят пролиферацию фибробластов MRC5-

V1. Контрольная молекула DPQ (не имеет катионной части, обеспечивающей адресное 

накопление вещества в митохондриях) не оказывала статистически значимого эффекта на 

рост исследуемых культур. Антиоксиданты NAC и тролокс, по сравнению с мАО, 

вызывали менее выраженный эффект, а действующие концентрации веществ при этом 

были значительно выше: 5 мM для NAC и 100 мкM для тролокс. Эффективность мАО 

может быть связана с адресным накоплением этих молекул в митохондриях. Так, 

инкубация клеток с митохондриальным разобщителем окислительного фосфорилирования 

FCCP предотвращала адресное накопление веществ группы SkQ в митохондриях, 

ингибируя их влияние на пролиферацию трансформированных клеток в культуре (Рис. 
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51). Для более детальных исследований нами преимущественно использовалась 

минимальная эффективно работающая концентрация SkQ1 в 20 нМ (Рис. 50). 

 

 

Рисунок 49. Влияние мАО на плотность культуры клеток MRC5-V1; SkQ1 (10-40нМ, 48 

часов инкубации); фазовый контраст; масштаб 50 мкм. 

 

 

Рисунок 50. Изменение количества клеток в культуре MRC5-V1 после инкубации с NAC 

(5 мM), тролокс (100 µM), мАО семейства SkQ, 120 часов инкубации; статистический 

анализ данных фазово-контрастной микроскопии, значимые различия: * – р < 0,05, ** – р 

< 0,01 согласно t-критерию Стьюдента; три независимых эксперимента. 
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Рисунок 51. Влияние FCCP на эффект, оказываемый SkQ1 на количество клеток в 

культуре HT1080. Представлено количество клеток на единицу площади (относительно 

контроля) в присутствии SkQ1 (20 нМ), C12TPP (20 нМ) и FCCP (5 мкМ), 24 часа 

инкубации; статистический анализ данных фазово-контрастной микроскопии, значимые 

различия: *** – р < 0,001 согласно t-критерию Стьюдента; три независимых эксперимента; 

 

При анализе общего вида культур опухолевых фибробластов после инкубации с 

мАО, нами также было выявлено уменьшение количества клеток в культуральных чашках 

по сравнению с контрольными культурами. Особенно ярко данный эффект был показан 

для культуры клеток RD. При этом наблюдалось изменение фенотипа клеток - они 

становились поджатыми, с многочисленными блебами по периметру клетки. Такая 

морфология клеток RD могла указывать на апоптоз. Классический антиоксидант NAC 

также приводил к уменьшению количества клеток в культуре RD, однако эффект был 

менее выражен (Рис. 52). 

 

Рисунок 52. Влияние различных АО на количество клеток в культуре RD; SkQ1 (40 нМ), 

NAC (1 мМ, 48 часов); фазовый контраст; масштаб 40 мкм. 
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При подсчете количества клеток фибросаркомы НТ1080 и рабдомиосаркомы RD в 

культуральных чашках было показано, что SkQ1 эффективно (в 2-2,5 раза) тормозит 

пролиферацию. Контрольная молекула DPQ не оказывала статистически значимого 

эффекта на плотность исследуемых культур (Рис. 53). 

 

 

Рисунок 53. Влияние SkQ1 на количество клеток в культурах HT1080 и RD. 72 часа 

инкубации с SkQ1 (20 - 40 нМ) вызывает торможение пролиферации клеток HT1080 и RD, 

контрольная молекула DPQ (40 нМ) не оказывает такого эффекта; статистический анализ 

данных фазово-контрастной микроскопии; значимые различия: ** – р < 0,01, *** – р < 

0,001 согласно t-критерию Стьюдента; три независимых эксперимента. 

 

При этом вещества группы SkQ не оказывали статистически значимого влияния на 

пролиферацию нормальных фибробластов в культуре (Рис. 54). 

 

 

Рисунок 54. Влияние веществ группы SkQ на количество клеток в культуре фибробластов 

кожи HSCF. 72 часа инкубации; статистический анализ данных фазово-контрастной 

микроскопии; количество клеток на единицу площади относительно контроля; три 

независимых эксперимента. 
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5.2.2.  Выявление популяции больших многоядерных клеток в культурах 

SV40-трансформированных фибробластов после инкубации с мАО 

При анализе культуры клеток MRC5-V1, инкубируемых с мАО, была выявлена 

популяция больших многоядерных клеток. Такие клетки имели большую площадь, 

занимаемую на субстрате (в 3-5 раз больше контроля) и имели два и более ядер. При 

подсчете процента больших многоядерных клеток в культурах MRC5-V1 и MRC5-V2 

было показано, что инкубация с SkQ1 (20 нМ, 7 сут.) увеличивает количество таких 

клеток в 15-20 раз (Рис. 55). 

 

 

Рисунок 55. Влияние мАО на содержание больших многоядерных клеток в культуре 

MRC5-V1 и MRC5-V2; SkQ1 (20нМ, 3-7 сут. инкубации). Показано среднее ± стандартная 

ошибка среднего; значимые различия: * – р<0,05, *** – р<0,001 согласно t-критерию 

Стьюдента; три независимых эксперимента. 

 

Аналогичные данные были получены для клеток фибросаркомы НТ1080 и 

рабдомиосаркомы RD. В присутствии SkQ1 увеличивалось количество многоядерных 

клеток (Рис. 56).  

Для более детального изучения выявленной популяции больших клеток в 

культурах трансформированных фибробластов, клетки были проанализированы с 

помощью метода проточной цитофлуориметрии. 
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Рисунок 56. SkQ1 увеличивает количество многоядерных клеток в культурах HT1080 и 

RD.  

А -  морфология многоядерных клеток НТ1080 в присутствии SkQ1 (20нМ, 48 часов); 

зеленый - β-актин, синий - DAPI, масштаб 10 µм; 

 Б - увеличение количества многоядерных клеток в культуре HT1080 после инкубации с 

SkQ1 (20 - 40 нМ, 48 часов); статистический анализ данных иммунофлуоресцентной 

микроскопии, значимые различия: ** – р < 0,01, *** – р < 0,001 согласно t-критерию 

Стьюдента; четыре независимых эксперимента; 

В - увеличение количества многоядерных клеток в культуре RD после инкубации с SkQ1 

(20 - 40 нМ, 72 часа); статистический анализ данных иммунофлуоресцентной 

микроскопии, значимые различия: ** – р < 0,01, *** – р < 0,001 согласно t-критерию 

Стьюдента; три независимых эксперимента. 

 

5.2.3. Влияние мАО на динамику клеточного цикла опухолевых клеток  

С помощью метода проточной цитофлуориметрии были исследованы параметры 

клеточного цикла клеток культур HSCF, HT-1080 и RD в присутствии мАО. Культура 

клеток фибросаркомы HT-1080 была выбрана нами для более подробного описания как 

наиболее наглядная экспериментальная модель, где крупные многоядерные 

(преимущественно, двуядерные) клетки в популяции появлялись уже на вторые сутки 

после инкубации с мАО, при этом также изменялась динамика клеточного цикла. Так, 

SkQ1 (10 - 40нМ, 24 часов инкубации) вызывал уменьшение количества митотических 

клеток на стадии G1-фазы и приводил к увеличению G2/M популяции (Рис. 57, А). При 

более длительной инкубации с мАО (96 часов) наблюдался аналогичный эффект 

уменьшения G1 и увеличения G2/M популяции (Рис. 57, Б). Похожие изменения 

характеристик клеточного цикла, а также увеличение популяции клеток < G1 (область 

слева от пика G1 на графике распределения клеток по данным проточной 

цитофлуориметрии)  и уменьшение G1 пула были описаны для культуры RD (Рис. 57, В). 
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При этом мАО не индуцировали статистически значимых изменений в динамике 

клеточного цикла в нормальных фибробластах человека (Рис. 57, Г). 

 

 

Рисунок 57. Влияние мАО на изменение параметров клеточного цикла в культурах 

HT1080, RD и HSCF. Данные проточной цитофлуориметрии после окраски йодидом 

пропидия, на графиках по вертикальной оси – число событий, по горизонтальной оси – 

интенсивность флуоресценции пропидий йодида, представленные данные: среднее значение 

± стандартная ошибка среднего: 

А – изменение параметров клеточного цикла клеток HT1080 при инкубации с SkQ1 (10-

40нМ), 24 часа; значимые различия продемонстрированы для  G1 и G2/M периодов после 

инкубации с 20 нМ  (р < 0,05) и 40 нM (р < 0,01) SkQ1 по сравнению с контролем согласно 

t-критерию Стьюдента; четыре независимых эксперимента; 

Б – изменение параметров клеточного цикла клеток HT1080 при инкубации с SkQ1(40нМ, 

96 часов); значимые различия по сравнению с контролем продемонстрированы для G1 и 

G2/M периодов (р < 0.01) согласно t-критерию Стьюдента; пять независимых 

экспериментов; 
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В – SkQ1 (40 нМ, 24 часа) приводит к увеличению популяции клеток < G1 (р < 0,01)  и 

уменьшению количества G1 (р < 0,05) клеток в культуре RD (значимые различия согласно 

t-критерию Стьюдента); пять независимых экспериментов; 

Г – SkQ1 (40нМ, 24 часа) не вызывает значимых изменений параметров клеточного цикла 

фибробластов HSCF по сравнению с контролем; три независимых эксперимента; 

 

Для более детального исследования появления клеточной популяции < G1 (область 

слева от пика G1 на графике распределения клеток по данным проточной 

цитофлуориметрии, которая могла соответствовать пулу апоптотических клеток) в 

культуре RD в присутствии мАО были использованы ингибиторы каспаз zVAD и DEVD. 

В присутствии данных ингибиторов SkQ1 практически не снижал количество клеток в 

культуральных чашках. Исходя из полученных данных, можно сделать вывод о том, что 

SkQ1 индуцирует апоптоз в клетках RD, который ингибируется zVAD и DEVD. Это 

объясняет снижение плотности культуры в культуральных чашках и появление популяции 

клеток < G1 по данным цитофлуориметрии в присутствии мАО (Рис. 58).  

 

Рисунок 58. Влияние ингибиторов каспаз zVAD и DEVD на снижение плотности культур 

рабдомиосаркомы RD в присутствии мАО.  

А -  Изменение количества клеток RD на единицу площади (относительно контроля) в 

присутствии SkQ1 (20 нМ) и zVAD (20 мкМ), 24 часа инкубации; статистический анализ 

данных фазово-контрастной микроскопии, значимые различия: *** – р < 0,001 согласно t-

критерию Стьюдента; три независимых эксперимента; 

 Б - Изменение количества клеток RD на единицу площади (относительно контроля) в 

присутствии SkQ1 (20 нМ) и DEVD (20 мкМ), 24 часа инкубации; статистический анализ 

данных фазово-контрастной микроскопии, значимые различия: * – р<0,05, *** – р<0,001 

согласно t-критерию Стьюдента; три независимых эксперимента. 
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Увеличение количества клеток в G2/M популяции в исследуемой культуре, в 

присутствии SkQ1, могло свидетельствовать как об увеличении процента митотических 

клеток, так и о появлении популяции полиплоидных и многоядерных клеток. С целью 

более подробного описания состава G2/M популяции был проведен подсчет митотических 

клеток при разных сроках и условиях инкубации с мАО. 

 

5.2.4.   Влияние мАО на количество митозов и динамику митотического цикла 

в культуре клеток фибросаркомы НТ1080 

Данные проточной цитофлуориметрии были дополнены иммунофлуоресцентным 

микроскопическим анализом культуры клеток HT1080 при воздействии мАО. При анализе 

количества митотических клеток в контрольных культурах HT1080 и в присутствии мАО 

было выявлено, что инкубация с SkQ1 приводит к снижению числа митотических клеток 

(Рис. 60, А). Контрольные молекулы DPQ и C12ТРР не оказывали действия на количество 

митозов. При анализе количества митотических клеток в культурах HT1080, обогащенных 

митозами (путем инкубации клеток в бессывороточной среде 24 часа и последующей 

рассадки в среду с 5% сыворотки), было также выявлено, что инкубация с мАО приводит 

к снижению числа митотических клеток (Рис. 60, Б). Количество митозов снижалось более 

чем в 2 раза уже через 24 часа предынкубации с мАО. Подбор оптимальных условий для 

обогащения культуры митотическими клетками показал, что оптимальный срок 

инкубации с сывороткой (после культивации в бессывороточной среде) составляет 18 

часов (Рис. 60, Б).  

Для более подробного анализа состава G2/M популяции, выявленной методом 

проточной цитофлуориметрии, были проведены динамические наблюдения за культурами 

клеток HT1080 с помощью прижизненной цейтраферной видеомикроскопии. При этом 

была выявлена популяция митотических клеток с измененной морфологией, которые 

находились на стадии телофазы. Клетки имели асимметричные контуры, дочерние клетки 

заметно отличались друг от друга по размеру и форме, были вытянуты, имели неровные 

контуры и множество активных псевдоподий с многочисленными блебами (Рис. 59). 

Стадия телофазы в таких клетках была затянута во времени (продолжительность 

составляла более 2 часов), клетки совершали частые ненаправленные движения. Стадию 

телофазы с описанными характеристиками называли затянутой во времени телофазой. 

Митозы с такой длительной телофазой называли затянутыми во времени митозами. 

Различия в длительности фаз в каждом из двух типов митозов были слишком велики, 

поэтому дальнейший анализ продолжительности стадий деления клеток был проведен 

внутри каждой из групп – в нормальных и в затянутых митозах отдельно.  
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Рисунок 59. Влияние мАО на морфологию митотических клеток НТ1080 на стадии 

телофазы. SkQ1 (20 нМ, 24 часа инкубации); фазовый контраст, масштаб 50 мкм. 

 

В ходе экспериментов было выявлено, что инкубация с мАО вызывает изменения 

продолжительности фаз как нормальных, так и затянутых митотических делений в 

культуре НТ1080 (Рис. 60, В, Г). В обеих указанных популяциях наблюдалось увеличение 

продолжительности митотических фаз после инкубации с мАО, в особенности - телофазы. 

Для контрольной культуры в популяции клеток с нормальным клеточным делением 

средняя длительность телофазы составляла 37,9±3,26 мин., с затянутым клеточным 

делением - 169,3±6,2 мин. После инкубации клеток с мАО длительность телофазы как в 

популяции клеток с нормальными, так и с затянутыми митозами увеличивалась в 2 - 2,5 

раза. Также было отмечено увеличение продолжительности профазы как в нормальных, 

так и в затянутых митотических делениях, а метафазы – в нормальных (Рис. 60, В-Г). При 

инкубации клеток с DPQ и C12ТРР изменений в продолжительности фаз митоза выявлено 

не было. 

Таким образом, в ходе динамических наблюдений было показано, что мАО 

приводят к значительному увеличению процента затянутых митозов в культуре НТ1080. 

Доля затянутых митозов от общего количества митотических клеток составляла 7,3±3,04% 

для контрольной культуры и 60,9±18,86% для опытной (Рис. 60, Е). В присутствии 

контрольных молекул DPQ и C12ТРР такого эффекта не наблюдалось. 

Анализ иммунофлуоресцентно окрашенных препаратов культуры НТ1080 также 

показал, что мАО вызывают изменения в распределении популяции митотических клеток 

по фазам клеточного деления, наиболее выраженные – также на стадии телофазы (Рис. 60, 

Д). В присутствии мАО количество митотических клеток на стадии нормальной телофазы 

уменьшалось на 40-50% относительно контрольной культуры, а доля клеток на стадии 

затянутой телофазы увеличивалась примерно в 4,5 раза. Контрольные молекулы DPQ и 

C12ТРР не влияли на распределение клеток по фазам митотического цикла, увеличения 

количества клеток на стадии затянутой телофазы по сравнению с контролем также не 

наблюдалось. 
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Рисунок 60. Изменение количества митотических делений, параметров клеточного цикла 

и продолжительности митозов в культуре клеток НТ1080 под действием мАО:  

А - действие мАО на количество митотических клеток в культуре НТ1080: К – контроль, 

С12 - C12ТРР (40 нМ) S -  SkQ1 (40 нМ, 24 часа); статистический анализ данных фазово-

контрастной микроскопии; показано среднее ± стандартная ошибка среднего; значимые 

различия: ** – р < 0,01, *** – р < 0,001, согласно t-критерию Стьюдента; три 

независимых эксперимента; 

Б – Подбор оптимальных условий обогащения культуры НТ1080 митотическими 

клетками. Предынкубация с SkQ1, 40 нМ в течение 24 и 72 часов. Анализ проводился 

после предынкубации клеток в среде без сыворотки через 13 и 18 часов инкубации с 5% 

сыворотки; статистический анализ данных фазово-контрастной микроскопии; показано 

среднее ± стандартная ошибка среднего; значимые различия * – р < 0,05, согласно t-

критерию Стьюдента; три независимых эксперимента; 

В – изменение продолжительности фаз нормальных митозов в культуре НТ1080 после 72 

часов инкубации с SkQ1 (40 нМ): П – профаза, М – метафаза, А – анафаза, Т - телофаза; 

статистический анализ данных цейтраферной видеомикроскопии; показано среднее ± 
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стандартная ошибка среднего; значимые различия: * – р < 0,05, ** – р < 0,01, согласно t-

критерию Стьюдента; семь независимых экспериментов (5-7 клеток на экспериментальное 

условие в одном эксперименте); 

Г – изменение продолжительности фаз затянутых митозов в культуре НТ1080 после 72 

часов инкубации с SkQ1 (40 нМ): П – профаза, М – метафаза, А – анафаза, Т – телофаза; 

статистический анализ данных цейтраферной видеомикроскопии; показано среднее ± 

стандартная ошибка среднего; значимые различия: * – р < 0,05, *** – р < 0,001 согласно t-

критерию Стьюдента; семь независимых экспериментов (5-7 клеток на экспериментальное 

условие в одном эксперименте); 

Д - распределение митотической клеточной популяции по фазам митоза в культуре клеток 

НТ1080, SkQ1 (40нМ, 24 часа): П – профаза, М – метафаза, А – анафаза, нТ – нормальная 

телофаза, зТ – затянутая телофаза; статистический анализ данных цейтраферной 

видеомикроскопии; показано среднее ± стандартная ошибка среднего; значимые различия: 

** – р < 0,01, *** – р < 0,001 согласно t-критерию Стьюдента; семь независимых 

экспериментов (5-7 клеток на экспериментальное условие в одном эксперименте). 

Е - индукция затянутых митозов в популяции делящихся клеток культуры фибросаркомы 

НТ1080 после инкубации с мАО; К – контроль, SkQ1 - 20 нМ, 72 часа; статистический 

анализ данных цейтраферной видеомикроскопии; показано среднее ± стандартная ошибка 

среднего; значимые различия *** – р < 0,001 согласно t-критерию Стьюдента; семь 

независимых экспериментов (5-7 клеток на экспериментальное условие в одном 

эксперименте). 

 

Таким образом, было показано значительное увеличение продолжительности 

митоза. Были выявлены: 1) увеличение продолжительности профазы и метафазы после 

инкубации с мАО; 2) задержка митотических клеток на стадии телофазы. 

 

5.2.5.   Исследование механизмов действия мАО на изменение динамики 

клеточного цикла клеток культуры НТ1080 

Выявленные в ходе динамических наблюдений изменения клеток на стадии митоза 

указывали на возможные воздействия SkQ1 на APC-комплекс. На выходе из 

митотического деления APC отвечает за деградацию киназ семейства Aurora, в частности, 

Aurora B, и завершение процесса цитокинеза (Willems et al., 2018). В связи с этим, в 

данной работе были изучены изменения локализации и содержания фосфокиназы Aurora 
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B в клетках НТ1080, демонстрирующих выраженные изменения в динамике клеточного 

цикла в присутствии мАО.  

Изменение распределения белка Aurora B в митотических клетках было 

исследовано с помощью иммунофлуоресцентной микроскопии. В контрольных 

опухолевых клетках киназа была локализована: на стадии метафазы - в области 

прицентромерного гетерохроматина в области метафазной пластинки; в ранней телофазе - 

в экваториальной области клетки (центральной части веретена), на стадии цитокинеза - в 

области межклеточной перетяжки в виде точечных структур (Рис. 61). В опытных клетках 

Aurora B была локализована похожим образом. Интенсивность окраски на Aurora B на 

всех стадиях клеточного деления снижалась в присутствии мАО, что было подтверждено 

анализом локального уровня интенсивности флуоресценции (Рис. 62 А, Б). 

 

 

Рисунок 61. Изменение локализации белка Aurora B на разных стадиях митоза в 

контрольных клетках HT1080. Синий - ДНК, красный – α-тубулин, зеленый - Aurora B; 

масштаб – 10 мкм; флуоресцентная микроскопия. 

 

Анализ распределения Aurora В в митотических клетках НТ1080 был проведен с 

помощью метода микроскопии сверхвысокого разрешения. В метафазе контрольных 

клеток Aurora В распределялась в области прицентромерного гетерохроматина, окраска 

была ярко выражена. В присутствии мАО белок был локализован в той же области в виде 

более компактных, точечных структур с менее интенсивной окраской. На стадии телофазы 

Aurora В была локализована в центральной области веретена деления, а на стадии 

цитокинеза – в остаточном тельце. Особенно отчетливо данные изменения были заметны 

на стадии метафазы и телофазы клеточного деления (Рис. 63). 

Показано, что инактивация Aurora B приводит к ингибированию E2F-

опосредованной транскрипции и остановке клеточного цикла благодаря опухолевым 

супрессорам p53 и белку ретинобластомы Rb. В многочисленных источниках литературы 

подробно описана роль Rb в регуляции входа клетки в S-фазу, однако белок также 
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контролирует более поздние стадии клеточного цикла и апоптоз (Kumari et al., 2014). Для 

понимания возможных механизмов действия мАО на клетки НТ1080, содержащие 

активированный N-Ras онкоген (Paterson, et al., 1987), были изучены сигнальные пути с 

участием опухолевого супрессора pRb и киназы семейства Aurora B.  

 

Рисунок 62. Количественная оценка изменения интенсивности окрашивания Aurora B и 

уровня экспрессии фосфокиназ семейства Aurora и белка фосфо-Rb в митотических 

клетках линии НТ1080 под действием мАО:  

А – изменение интенсивности флуоресцентного окрашивания белка Aurora B при 

инкубации с мАО: 1 – контроль, 2 – SkQ1 (40 нМ, 24 часа инкубации); синий - ДНК, 

красный – Aurora B; флуоресцентная микроскопия.  

Б – измерение интенсивности окрашивания Aurora B при действии мАО на митотические 

клетки НТ1080: М – на стадии метафазы, Т – на стадии поздней телофазы; K – контроль, 

Q - SkQ1 (40 нМ, 24 часа инкубации), интенсивность флуоресценции на единицу 
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площади: среднее ± стандартная ошибка среднего; значимые различия: *** – р < 0,001 

согласно критерию Манна-Уитни; три независимых эксперимента; 

В – влияние мАО на количество митозов в культурах НТ1080 после инкубации клеток с 

малыми дозами колцемида: 1 – колцемид (0,02 мкг/мл), 2 – колцемид (0,02 мкг/мл) + SkQ1 

(40 нМ, 24 часа инкубации); показано среднее ± стандартная ошибка среднего;  

Г - экспрессия белков фосфо-Aurora А, В, С, фосфо-Rb (Ser807/811) в клетках 

фибросаркомы НТ1080 после 24 часов инкубации с мАО: 1 – контроль, 2 - SkQ1 (100 нМ), 

3 – колцемид (0,02 мкг/мл), 4 – колцемид (0,02 мкг/мл) + SkQ1 (100 нМ). Иммуноблоттинг 

(слева) и количественная оценка иммуноблоттинга (справа); нормализация по α-тубулину; 

показано среднее ± стандартная ошибка среднего; значимые различия: ** – р < 0,01 

согласно критерию Манна-Уитни; четыре независимых эксперимента. 

 

 

Рисунок 63. Изменение распределения киназы Aurora B в митотических клетках линии 

НТ1080 в присутствии мАО; SkQ1 (40нМ, 24 часа инкубации); красный - Aurora В, 
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зеленый - α-тубулин, синий – ДНК; масштаб 5 мкм; микроскопия сверхвысокого 

разрешения со структурированным освещением (3D-SIM).  

Поскольку среди киназ семейства Aurora в регуляции клеточного цикла на разных 

стадиях участвует и Aurora А, а также встречаются данные о роли Aurora C в процессе 

опухолевой трансформации, было проанализировано содержание в клетках 

фософорилированной формы всех представителей семейства. Активное 

фосфорилированное состояние киназ исследовали с помощью белкового 

иммуноблоттинга в контрольных и синхронизированных колцемидом культурах HТ1080. 

Данный вид синхронизации был выбран для накопления достаточного количества 

исследуемых белков в митотических клетках. Содержание фосфо-Aurora А, B, С в 

несинхронизированных культурах было значительно ниже, чем в присутствии 0,02 мкг/мл 

колцемида, что объясняется активацией киназ семейства Aurora во время митотического 

деления. При инкубации с мАО уровень экспрессии в несинхронизированных культурах 

также оставался низким. В синхронизированных клетках НТ1080 уровень экспрессии 

фосфо-Aurora А, B, С был достаточно высоким. В присутствии мАО в таких культурах 

наблюдалось значительное снижение количества данного белка (Рис. 62, Г). Важно 

отметить, что это происходило не за счет уменьшения числа пролиферирующих клеток - 

относительное количество митотических клеток в синхронизированных культурах, как в 

контрольных, так и в присутствии мАО, практически не отличалось (Рис. 62, В).   

Было также обнаружено, что мАО снижают количество белка ретинобластомы 

фосфо-Rb (Ser 807/811) в синхронизированных колцемидом культурах НТ1080. 

Содержание белка фосфо-Rb в несинхронизированных контрольных культурах было 

низким и практически не менялось в присутствии мАО (Рис. 62, Г). Контрольные 

молекулы DPQ и C12ТРР, SkQRC12 не оказывали влияния на уровень экспрессии 

исследуемых белков фосфо-Aurora А, B, С и фосфо-Rb (Ser 807/811) в клетках НТ1080. 
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6. ОБСУЖДЕНИЕ 

При работе над данным разделом диссертации использованы следующие публикации автора, в 

которых, согласно Положению о присуждении ученых степеней в МГУ, отражены основные результаты, 

положения и выводы исследования:  

Titova, E., Shagieva, G., Ivanova, O., Domnina, L., Domninskaya, M., Strelkova, O., Khromova, N., 

Kopnin, P., Chernyak, B., Skulachev, V., and Dugina, V. Mitochondria-targeted antioxidant SkQ1 suppresses 

fibrosarcoma and rhabdomyosarcoma tumour cell growth // Cell Cycle. – 2018. V. 17. – P. 1797-1811.  

Титова Е.В., Шагиева Г.С., Дугина В.Б., Копнин П.Б. Роль киназы Aurora B в нормальных и 

опухолевых клетках // Биохимия. – 2023. – T. 88. – № 12. – C. 2435 – 2445. 

 

6.1. Влияние мАО на морфологию трансформированных фибробластов 

Как уже было подробно описано в обзоре литературы, опухолевые клетки 

претерпевают ряд критических изменений, связанных с реорганизацией цитоскелета и 

адгезионных структур, клеточной поляризацией, характером клеточной подвижности и 

регулирующим эти процессы клеточным сигналингом. Особую роль в неопластической 

трансформации играют патологические изменения в организации актинового цитоскелета. 

Такая реорганизация актиновой системы опосредована изменениями в молекулярных 

сигнальных механизмах клетки, а также изменениями в экспрессии ABP, таких как 

моторный белок миозин (Halder et al., 2021), гельзолин (Alsofyani and Nedjadi, 2023), 

тропомиозин (Cagigas et al., 2022). Реорганизация актина в трансформированных клетках 

происходит в результате активации онкогенных сигнальных путей (семейства Ras, Src, 

Rac), инактивации ABP, выполняющих функции опухолевых супрессоров (таких как 

гельзолин) (Rao et al., 2004).  

Опухолевые клетки также часто характеризуются повышенным уровнем АФК и 

нарушениями в окислительно-восстановительном потенциале по сравнению с 

нормальными клетками (Fruehauf et al., 2007). АФК усиливают пролиферацию, 

подвижность и запускают сигнальные пути, обеспечивающие выживание 

трансформированных клеток, что способствует процессу опухолеобразования. С другой 

стороны, АФК играют важную роль в защите клеток от неопластической трансформации, 

участвуя   в процессах апоптоза и клеточного старения. Таким образом, митохондрии 

являются регуляторами опухолевого роста и прогрессии благодаря их специфической 

роли в метаболизме и контроле апоптотических сигнальных путей при трансформации. 

Показано, что для правильной пространственной ориентации, перемещения в нужный 

компартмент клетки, динамики и корректной работы митохондрий по поддержанию 

оксилительно-восстановительного гомеостаза клетки необходимо участие актиновых 

микрофиламентов (Kim et al., 2020). Окислительно-восстановительные модификации 

актина внутриклеточными АФК контролируют множество клеточных событий, зависящих 

от локального и своевременного ремоделирования актинового цитоскелета (Rouyere et al., 

2022). В литературе появляется все больше данных о ABP, являющихся мишенью для 
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окисления и восстановления активными формами кислорода. Например, окисление 

цистеина 139/147 в молекуле кофилина под действием H2O2 ухудшает его связывание с 

молекулой актина и, как следствие, уменьшает возможность разрыва актинового 

филамента, регулируя тем самым миграцию мезенхимальных клеток (Cameron et al., 

2015). Окислительный стресс также регулирует экспрессию многочисленных генов, 

кодирующих ABP (Balta et al., 2020) 

Одним из актуальных направлений современных исследований является поиск 

агентов, напрямую модулирующих полимеризацию актина, а также направленных на 

взаимодействие с малыми ГТФ-азами Rac, Rho, и Cdc42, семейством Ras или актин-

связывающими белками (Rao et al., 2004, Terri, 2024, Sun, 2023, Matos, 2022). К группе 

таких веществ относятся антиоксиданты, нейтрализующие избыток внутриклеточных 

АФК при патологических событиях в клетке, таких как трансформация, старение. Один из 

механизмов действия АФК на цитоскелет и клеточную подвижность связан с их 

способностью модулировать сигнальные каскады, в которых участвует Rac1. Этот фактор 

опосредованно через WAVE-Arp2/3 путь может стимулировать полимеризацию 

актиновых микрофиламентов на ведущем крае, усиливая клеточную подвижность (Ridley 

et al., 1992; Chan et al., 2005).  В ряде работ было показано действие антиоксидантов, в том 

числе и специфически адресованных в митохондрии, на морфологию 

трансформированных клеток (Alexandrova et al., 2006; Popova et al., 2006).  

В нашей работе был исследован эффект изменения уровня мАФК на нормальные и 

трансформированные фибробласты человека с помощью мАО. Молекула SkQ1 

представляет собой конъюгат децил-TPP+ с пластохиноном. Присоединение алкил-

трифенилфосфониевого катиона (TPP+) к различным молекулам стало хорошо 

зарекомендовавшим себя подходом к получению специфически адресованных в 

митохондрии соединений. Значительное количество конъюгатов алкил-TPP+ было 

изучено для противоопухолевой терапии (Guzman-Villanueva et al., 2017). 

Делокализованные липофильные катионы (такие как производные алкил-TPP+) 

накапливаются в митохондриях опухолевых клеток, поскольку их митохондрии имеют 

значительно более высокий отрицательный заряд со стороны матрикса на внутренней 

мембране по сравнению с нормальными клетками (Modica-Napolitano et al., 2001).  

Специфическая локализация мАО в митохондриях была показана нами с помощью 

родаминового производного SkQR1 и подтверждена в ряде исследований наших 

соавторов (Antonenko et al., 2008; Skulachev, 2007). Было выявлено снижение уровня 

цитоплазматических АФК в присутствии SkQ1 в клетках сарком НТ1080 и RD методом 
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проточной цитофлуориметрии с использованием специфического флуоресцентного 

красителя DCF, что согласуется с данными литературы (Antonenko et al., 2008).   

Полученные в данной работе результаты показали различие в морфологии 

выбранных в качестве экспериментальной модели культур нормальных и 

трансформированных фибробластов человека. Нормальные клетки HSCF имели 

фибробластоподобную морфологию – преимущественно удлиненные поляризованные 

клетки с выраженной ламеллярной активностью на ведущем крае.  Культура MRC5 была 

представлена клетками с миофибробластным фенотипом. SV40-трансформированные 

клетки имели морфологию, отличную от нормальных (множество псевдоподий, раффлов и 

блебов, многочисленные участки активности края). В присутствии мАО значительного 

изменения в морфологии нормальных фибробластов не наблюдалось, тогда как в вирус-

трансформированных клетках наблюдалась частичная морфологическая нормализация 

фенотипа. Клетки рабдомиосаркомы в присутствии мАО приобретали измененную 

морфологию, характерную для апоптотических клеток, сильно уменьшалась плотность 

культуры. При этом появление апоптотических клеток в культуре рабдомиосаркомы не 

было результатом окислительного действия, присущего SkQ1 в более высоких 

концентрациях (Skulachev et al., 2009). 

Проведенное ранее сравнение организации β- и γ-цитоплазматических актинов в 

фибробластах из нормальных человеческих эмбриональных легочных линий WI38 и 

MRC-5 с их SV40-трансформированными опухолеродными производными WI38-VA13 и 

MRC-5V2, показало, что трансформированные клетки отличаются от нормальных 

редукцией β-актиновых пучков и развитием кортикальных и ламеллиподиальных γ-

актиновых протрузий (Zwaenepoel et al., 2005).  В отделе патологии Женевского 

университета группой К. Шапонье были получены высокоспецифичные моноклональные 

антитела к двум цитоплазматическими изоформам актина, что позволило использовать их 

для изучения нормальных и опухолевых клеток. В литературе описаны различные 

функции этих изоформ актина и их различное пространственное распределение в клетке. 

Специфические моноклональные антитела и аккуратно подобранная последовательная 

фиксация клеток параформальдегидом и метанолом позволила выявить два типа 

актиновых структур. Первый тип, в котором преимущественно преобладает β-актин – это 

пучки микрофиламентов, образующие стресс-фибриллы, филоподии, пучки, участвующие 

в образовании межклеточных контактов и межклеточной перетяжки в ходе телофазы, что 

указывало на роль β-актина в клеточной адгезии и сокращениях. Второй тип, 

преимущественно образованный γ-актином – кортикальные и ламеллярные сети 

ветвящихся микрофиламентов (Dugina et al., 2005). В литературе встречаются данные, 



111 
 

указывающие на возможность использования β- и γ-актина в качестве маркеров в 

дифференциальной диагностике опухолей (Дугина и др., 2017). В нашей работе для более 

детального изучения морфологических изменений исследуемых культур в ходе 

трансформации и в присутствии мАО, также была проанализирована реорганизация 

актинового цитоскелета как важного признака неопластической трансформации. Двойное 

иммунофлуоресцентное окрашивание позволило параллельно исследовать организацию в 

одной и той же клетке двух актиновых систем - β- и γ-актина. Селективная организация 

актиновых систем наблюдалась нами как в нормальных, так и в трансформированных 

фибробластах. В трансформированных клетках структурно-пространственное различие 

между двумя актиновыми системами было особенно выражено. 

Иммуноморфологоический анализ показал, что актиновая система в нормальных 

первичных подкожных фибробластах HSCF была представлена толстыми длинными, 

идущими параллельно оси клетки пучками β-актина, тогда как γ-актин формировал 

плотную сеть тангенциальных пучков, идущих параллельно краю клетки, обе изоформы 

наблюдались на ведущем ярко окрашенном крае. Культура легочных фибробластов MRC-

5 была представлена преимущественно миофибробластами. Миофибробласты – высоко 

дифференцированные мезенхимальные клетки, имеющие характеристики 

гладкомышечных клеток и фибробластов, способные к сокращению, с толстыми пучками 

актина, содержащие α-гладкомышечный актин – стресс-фибриллами (Hinz et al., 2002). 

Эти клетки играют ключевую роль в заживлении тканей и ремоделировании 

внеклеточного матрикса. Обычные фибробласты могут приобретать свойства 

миофибробластов как вынужденный ответ на изменение внеклеточного матрикса и в 

присутствии различных веществ, например, TGF-β (Tomasek et al., 2002). В клетках линии 

MRC5 выявлялись длинные толстые пучки актиновых стресс-фибрилл, характерные для 

миофибробластов. Двойное иммунофлуоресцентное окрашивание выявило стресс-

фибриллы преимущественно β-актина, содержащие α–гладкомышечный актин. В ламелле 

на ведущем крае выявлялась упорядоченная сеть из тангенциальных и радиальных пучков 

актина обеих изоформ. Клеток с такой миофибробластной морфологией практически не 

было в контрольной культуре HSCF. В присутствии мАО популяция миофибробластов 

появлялась, что согласуется с данными литературы. Ранее группой Поповой было 

показано, что снижение мАФК в нормальных подкожных фибробластах с помощью мАО 

приводит к миофибробластной дифференцировке через активацию Rho/ROCK/LIMK 

сигнального пути, приводящей к фосфорилированию кофилина и стабилизации актиновых 

стресс-фибрилл. Тот же эффект оказывали классические АО, не направленные в 

митохондрии (NAC, тролокс), но при более высоких концентрациях. Наблюдаемое при 
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этом повышение количества маркеров миофибробластной дифференцировки - изоформы 

фибронектина EDA-FN и α-гладкомышечного актина было опосредовано фактором TGF-

β1, который активировался металлопротеазой MMP9 (matrix metalloprotease 9). Фенотип 

миофибробластов поддерживался в течение длительного времени после удаления мАО из 

культуральной среды благодаря аутокринной TGFβ1-зависимой стимуляции (Popova et al., 

2010).  

 

 

 

Рисунок 64. Схема регуляции миофибробластной дифференцировки 

митохондриальными АФК (Popova et al., 2010). 

 

 Для изучения эффекта мАО на уровень α–гладкомышечного актина в нормальных 

клетках с помощью белкового иммуноблоттинга нами был проведен количественный 

анализ экспрессии данного маркера в подкожных фибробластах HSCF. На 7 сутки 

инкубации мАО приводили к увеличению количества α–гладкомышечного актина вдвое, 

что свидетельствовало о процессе дифференцировки HSCF в миофибробластоподобные 

клетки, а также сопровождалось характерным изменением фенотипа. Подобный эффект на 

клеточную морфологию и содержание α–гладкомышечного актина был описан для 

нормальных фибробластов человека в присутствии мАО MitoQ (Popova et al., 2006). 
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Был подробно исследован эффект мАО на реорганизацию актинового цитоскелета 

в трансформированных клетках. Вирус-трансформированные и опухолевые клетки 

демонстрировали схожую сегрегацию в распределении двух актиновых систем - β- и γ-

актина, характерную для процесса трансформации. Клональные производные MRC5, 

трансформированные вирусом SV40 - MRC5-V1 и MRC5-V2 имели измененную 

морфологию, сопровождающуюся частичной потерей β-актиновых пучков, которая была 

более выражена в более трансформированной культуре MRC5-V2. γ-актин был 

организован в виде развитой сети фибрилл в кортикальном слое и ламеллиподиальных 

структурах, более выраженной в клетках MRC5-V2, что указывало на наличие 

многочисленных активных ведущих краев по периметру клетки.  

В клетках НТ1080 была выявлена еще более измененная организация актинового 

цитоскелета: в цитоплазме наблюдалось диффузное распределение как β-, так и γ-актина, 

не выявлялись пучки, ярко выраженные раффлы содержали обе изоформы актина. 

Изменения цитоскелетных систем в виде потери организованных β-актиновых пучков, его 

диффузного распределения соотносятся с данными литературы об опухолеродности 

культуры фибросаркомы (Gupta and Stanbridge, 2001; Slovak et al., 1991). При этом данных 

об опухолеродности вирус-трансформированных фибробластов MRC5-V2, имеющих, по 

сравнению с HT1080, организованную сеть тонких β-актиновых пучков, в литературе не 

встречается. Таким образом, можно предположить, что редукция β-актина является 

маркером опухолевой трансформации клеток фибросаркомы, что согласуется с данными 

литературы (Dugina et al., 2015).  Сопоставление этих результатов и данных литературы 

для опухолевых тканей молочной железы человека подтверждает, что уменьшение 

экспрессии бета-актина и гомогенное распределение γ-актина можно считать 

характерными признаками трансформированных и злокачественных клеток. В 

исследуемых нами трансформированных культурах γ -актин был организован в виде сети 

в кортикальном слое клетки и ламеллиподиальных структурах, что согласуется с данными 

о его роли в клеточной подвижности. В работах по изучению процесса миграции клеток в 

экспериментальную рану γ-актин преимущественно выявлялся в подвижных доменах 

клетки, в то время как экспрессия бета-актина преобладала в стабильных пучках 

микрофиламентов (Dugina et al., 2005).  

Особые трудности в исследовании кортикальных структур при выявлении γ-актина 

в трансформированных клетках возникали при микроскопии линии MRC5-V2, в связи с 

чем для анализа данной культуры нами дополнительно использовалась лазерная 

сканирующая конфокальная микроскопия с исследованием серии оптических X/Y срезов, 

а также Z-срезов клеток. Были выявлены различия в толщине γ-актинового кортекса в 
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области ламеллы – она была больше в трансформированных MRC5-V1 и MRC5-V2 

клетках по сравнению с нормальными MRC5, что указывало на высокую активность 

клеточного края.  

В присутствии мАО и его аналогов наблюдалась морфологическая нормализация 

трансформированных клеток, особенно выраженная в культуре MRC5-V1 (клетки 

приобретали миофибробластоподобный фенотип). Аналогичная, но менее выраженная 

реорганизация актиновых систем наблюдалась в клетках MRC5-V2. Проведенный нами 

подробный иммуноморфологический анализ с использованием конфокальной 

микроскопии показал существенные различия в распределении γ-актина в дорзальной 

субмембранной области клеток MRC5-V1 и MRC5-V2 в присутствии мАО. Было 

выявлено усиление организации кортикального слоя с появлением ориентированных 

сетей микрофиламентов с радиальной и тангенциальной направленностью. С помощью 

полученных Z-срезов мы показали уменьшение толщины кортикального слоя 

микрофиламентов, увеличение ширины ламеллярной цитоплазмы и снижение 

интенсивности флуоресценции в дорзальном (кортикальном) слое в присутствии мАО, что 

свидетельствовало о снижении псевдоподиальной активности трансформированных 

клеток. 

В клетках НТ1080 в присутствии мАО нормализация фенотипа была менее 

выражена. Обе изоформы актина частично сохраняли диффузное распределение в 

цитоплазме и концентрировались в области выраженных раффлов, β-актин также 

присутствовал в виде ярких параллельно ориентированных пучков, γ-актин был 

организован в сеть длинных тангенциальных и радиальных пучков. Таким образом, 

наиболее выраженный эффект мАО на клеточную морфологию - реорганизация 

актиновых систем и нормализация фенотипа, был продемонстрирован для клеток линии 

MRC5-V1. В данной культуре было исследовано изменение распределения α-

гладкомышечного актина и немышечного миозина II. α-гладкомышечный актин является 

маркером дифференцировки миофибробластов (Skalli et al., 1986). В литературе описано 

исчезновение α-гладкомышечного актина при спонтанной клеточной трансформации, его 

содержание также снижается в опухолевых клетках и в клетках, трансформированных 

вирусом SV40 (Leavitt et al., 1985, Okamoto-Inoue et al., 1990). Описано, что при 

дифференцировке фибробластов в миофибробласты при изменениях внеклеточного 

матрикса, в клетках появляется гладкомышечный актин и популяция зрелых и 

суперзрелых фокальных контактов (Dugina et al., 2001). Немышечный миозин II – белок 

миофибробластов, связывающийся с актиновыми микрофиламентами. Он отвечает за 

сокращение и натяжение актиновой системы. С помощью датчика натяжения и FLIM-
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FRET микроскопии была описана значительная пространственная и временная 

неоднородность натяжения вдоль актинового цитоскелета, опосредованного немышечным 

миозином II. Это указывает на роль такого актомиозинового взаимодействия как в 

миграции и движении клеток вперед, так и в ретракции «хвоста» клетки (Hart et al., 2024, 

Weissenbruch et al., 2024). При анализе распределения α-гладкомышечного актина в линии 

MRC5-V1 наблюдалась преимущественно диффузная окраска, тогда как в присутствии 

мАО клетки приобретали миофибробластоподный фенотип, в них отмечалась 

реорганизация гладкомышечного актина в длинные пучки, идущие вдоль тела клетки. 

Присутствовала колокализация α-гладкомышечного актина с β-актиновыми пучками. 

Аналогичные изменения в присутствии мАО были описаны при выявлении немышечного 

миозина II - преимущественно диффузное распределение сменялось образованием 

толстых длинных пучков β-актина, содержащих немышечный миозин II. Подобные 

изменения в присутствии мАО, указывающие на дифференцировку трансформированных 

клеток, также наблюдались в более трансформированной культуре MRC5-V2, однако 

эффект был выражен слабее. Таким образом, полученные данные могли указывать на  

улучшение контрактильности и снижение миграционной активности SV40-

трансформированных фибробластов в присутствии мАО.  

Данные иммунофлуоресцентного анализа распределения ABP показали 

перераспределение белка p34 комплекса Arp2/3 и α-актинина-1 в клетках MRC5-V1 и 

MRC5-V2 в присутствии мАО. Известно, что разные ABP участвуют в организации 

различных актиновых структур в клетке. Белок p34 является специфическим маркером 

ламеллиподий и в составе комплекса Arp2/3 обеспечивает сборку и динамику сети 

актиновых филаментов на ведущем крае клетки. α-актинин-1 поддерживает организацию 

актина в пучки и стресс-фибриллы вдоль тела клетки в тандеме с миозином II, фасцином, 

тропомиозином и другими ABP. В трансформированных клетках p34 был распределен 

диффузно в цитоплазме и особенно выражено присутствовал в протяженных участках 

активности на краях, в области раффлов. В присутствии мАО на фоне диффузного 

распределения в цитоплазме выявлялось выраженное присутствие p34 на одном ведущем 

крае поляризованных клеток для MRC5-V1 и в области нескольких краевых участков 

активности для MRC5-V2. мАО также вызывали перераспределение α-актинина-1 – 

диффузное распределение в цитоплазме контрольных клеток MRC5-V2 и MRC5-V1 

сменялось интенсивной окраской концевых участков микрофиламентов на краях и в теле 

клетки. Описанные изменения указывали на стабилизацию актиновых пучков и 

уменьшение активности клеточного края трансформированных фибробластов в 

присутствии мАО. 
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Ранее были получены данные об изменении фокальных контактов и появлении 

популяции «суперзрелых» контактов большой длины при миофибробластном переходе и 

появлении в клетках α-гладкомышечного актина (Dugina, 2001). С помощью 

морфометрического анализа нами была исследована длина ФК клеток MRC5-V1 и MRC5. 

Для выявления контактов разной степени зрелости мы применяли иммунофлуоресцентное 

окрашивание на паксиллин, белок, присутствующий в адгезиях разной зрелости. В 

клетках MRC5 наблюдались крупные длинные ФК на концах стресс-фибрилл. Тонкие, 

короткие контакты в контрольных клетках MRC5-V1 сменялись на более длинные, более 

толстые и выраженные структуры на концах актиновых пучков. Морфометрическое 

измерение длины ФК показало появление в присутствии мАО популяции зрелых (длина 5-

8 мкм) и суперзрелых (длина более 8 мкм) контактов, характерных для нормальных 

миофибробластов MRC5, тогда как в контрольных клетках MRC5-V1 все адгезии имели 

длину менее 5 мкм. В литературе описаны данные о том, что образование длинных и 

толстых суперзрелых (площадью более 6 мкм2) ФК происходит путем созревания 

незрелых адгезий, их удлинения и слияния в более крупные адгезионные структуры 

(Dugina et al., 2001; Pletjushkina et al., 1998). С помощью белкового иммуноблоттинга мы 

оценили влияние мАО на содержание в клетках MRC5-V1 и MRC5 винкулина - белка 

зрелых ФК. Было показано, что в присутствии мАО количество винкулина в клетках 

MRC5-V1 увеличивалось, а в клетках MRC5 достоверно не менялось. Эффект мАО на 

содержание винкулина в линии MRC5-V1 усиливался с ростом концентрации вещества. 

Полученные данные указывают на улучшение ФК в присутствии мАО, что косвенно 

может свидетельствовать о улучшении распластывания и прикрепления к субстрату, 

стабилизации миграционной активности клеток. 

Ранее было показано, что инкубация подкожных диплоидных фибробластов 

человека с мАО вызывает изменения в клеточной морфологии и организации актинового 

цитоскелета (Popova et al., 2010). Данные указывают на активацию Rho-ROCK 

сигнального пути в ответ на инкубацию клеток с SkQ1, а также описывают механизм 

АФК-индуцированного ингибирования Rho в Ras-трансформированных фибробластах 

(Shinohara et al., 2007). Также известно, что фибробласты, трансфицированные N-Ras-

содержащим конструктом, имеют более трансформированный фенотип по сравнению с 

нетрансфицированными исходными клетками (Alexandrova et al., 1993). Показано также, 

что трансформация p53-/- мышиных фибробластов онкогеном N-Ras вызывает 

значительное уменьшение площади клеток, индуцируя разборку актиновых стресс-

фибрилл и связанных с ними винкулин-содержащих фокальных контактов клеток с 

субстратом. Воздействие мАО на Ras-трансформированные фибробласты приводит к 



117 
 

восстановлению актиновых пучков, фокальных контактов и адгезии клеток к субстрату, 

увеличению площади клеток, занимаемой ими на субстрате (Agapova et al., 2008). 

Фенотип клеток фибросаркомы человека HT1080 обусловлен активированным онкогеном 

N-Ras (Paterson et al., 1987). Активированный Ras повышает уровень внутриклеточных 

АФК (Archer et sl., 2002; Serù et al., 2004). Мы пришли к выводу, что снижение уровня 

мАФК под действием мАО индуцировало Rho-зависимую реорганизацию актинового 

цитоскелета в клетках HT1080. Антиоксидант NAC вызывает аналогичные изменения 

морфологии и нормализацию подвижности клеток в Ras-трансформированных 

фибробластах через модуляцию активности Rac1, Rho и кофилина (Alexandrova et al., 

2006). 

Таким образом, проведенные в ходе нашей работы эксперименты показали 

изменение морфологии вирус-трансформированных и опухолевых клеток в присутствии 

мАО. АО приводили к нормализации фенотипа клеток: реорганизации β-актина в толстые 

пучки – стресс-фибриллы, γ-актина – в развитую сеть радиальных и тангенциальных 

пучков. Появление в присутствии мАО выраженных актиновых пучков в вирус-

трансформированных фибробластах сопровождалось появлением в них маркеров 

миофибробластной дифференцировки α-гладкомышечного актина и появлением 

немышечного миозина II. При этом перераспределение актин-связывающих белков p34 

комплекса Arp2/3 и α-актинина-1 указывало на стабилизацию клеточного края и снижение 

миграционного потенциала. Суммируя полученные результаты, выбранная нами 

экспериментальная модель показала влияние мАФК на морфологию трансформированных 

и опухолевых клеток. Снижение уровня мАФК с помощью мАО вызывало нормализацию 

фенотипа клеток, сопровождающуюся реорганизацией цитоскелетных систем β- и α- 

актина и перераспределением ABP.  

 

6.2.  Влияние мАО на динамику клеточного цикла вирус-

трансформированных и опухолевых фибробластов 

Митохондрии являются важными регуляторами роста и прогрессии опухолей 

благодаря своей специфической роли в метаболизме и модуляции апоптотических путей. 

Активные формы кислорода, продуцируемые митохондриями, могут иметь особое 

значение для проопухолевого сигналинга (Sabharwal et al., 2014). Ранее было показано, что 

некоторые мАО, представляющих собой конъюгаты децил-TPP+ с пластохиноном (SkQ1) 

(Agapova et al., 2008; Shagieva et al., 2017; Skulachev et al., 2009), децил-TPP+ с 

тимохиноном (SkQT1) (Severina et al., 2018), децил-TPP+ с коэнзимом Q10 (MitoQ) (Rao et 

al., 2010), нитроксидами (Mito-CP) (Starenki et al., 2013) или аналогом витамина Е (Mito-
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хроманол) (Cheng et al., 2013), подавляют пролиферацию опухолевых клеток in vitro и 

рост опухолевых ксенотрансплантатов in vivo. Противоопухолевый эффект мАО, 

использованных в этих исследованиях в высоких концентрациях, был опосредован в 

первую очередь их прооксидантным действием.  

В нашей работе мы использовали низкие наномолярные концентрации 

антиоксидантов семейства SkQ1, адресованных в митохондрии и снижающих уровень 

мАФК, чтобы изучить, может ли подавление опухолевого роста быть обусловлено 

прооксидантным действием этих соединений, или же, наоборот, ингибирование 

пролиферации клеток может быть результатом их антиоксидантного действия. Ранее нами 

было выявлено, что SkQ1 ингибирует опухолевый рост рабдомиосаркомы RD в 

ксенотрансплантатах на модели голых мышей nude (Titova et al., 2018). В тех же условиях 

прооксидантного действия мАО на рост клеток первичных подкожных фибробластов 

человека не наблюдалось. Подавление роста опухоли являлось результатом 

антиоксидантного действия низких наномолярных концентраций SkQ1.  

В разделе 5.2 был оценен вклад мАФК в регуляцию клеточного цикла клеток 

фибросаркомы HT1080 и рабдомиосаркомы RD с помощью мАО. Нами было показано, 

что мАО подавляют рост вирус-трансформированных фибробластов, а также клеток 

фибросаркомы и рабдомиосаркомы в культуре. Ранее нами уже было выявлено, что мАО 

ингибируют пролиферацию в культурах других опухолевых клеток (Agapova et al., 2008; 

Shagieva et al., 2017). В нашем исследовании митохондриальный разобщитель 

оксилительного фосфорилирования FCCP предотвращал индуцированное SkQ1 

ингибирование роста клеток фибросаркомы НТ1080, что подтверждает предположение о 

критической роли мАФК в регуляции пролиферации опухолевых клеток. 

В исследуемых опухолевых культурах в торможение пролиферации вносили вклад 

различные процессы. Так, в клетках HT1080 уменьшение количества клеток в 

культуральных чашках сопровождалось снижением числа митозов и значительным 

увеличением популяции многоядерных клеток, а также задержкой клеточного деления на 

стадии телофазы. Тогда как в культуре рабдомиосаркомы RD, помимо тех же процессов, 

что и в клетках HT1080, мАО индуцировали гибель клеток через апоптоз. помимо 

морфологической типичной картины гибели клеток RD, апоптоз блокировала 

предынкубация со специфическими ингибиторами каспаз zVAD и  каспазы-3 DEVD, т.е. 

при ингибировании апоптоза клетки не погибали.  Также апоптотический пик (популяция 

клеток < G1) был выявлен по результатам проточной цитофлуориметрии. 

Липофильный катион додецилтрифенилфосфония C12TPP (в отличии от SkQ1 не 

имеет остатка пластохинона, обладающего антиоксидантными свойствами) и молекула 
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DPQ (не имеет катионной части, обеспечивающей адресное накопление вещества в 

митохондриях) не влияли на пролиферацию и плоидность клеток HT1080 и RD. Не 

адресованные в митохондрии антиоксиданты NAC и тролокс оказывали схожий 

ингибирующий эффект на рост клеток, но в гораздо больших концентрациях. мАО не 

оказывали токсического эффекта на пролиферацию нормальных диплоидных подкожных 

фибробластов человека. 

Мы выявили значительное увеличение продолжительности митоза, 

индуцированного мАО в культурах RD и HT1080. Для клеток линии HT1080 было 

показано: 1) увеличение продолжительности профазы и метафазы после инкубации с 

мАО; 2) задержка митотических клеток на стадии телофазы, т.е. увеличение ее 

продолжительности после инкубации с мАО. По-видимому, данный эффект мАО на 

митотические клетки опухолевых культур являлся причиной снижения пролиферативной 

активности неопластически трансформированных клеток после воздействия на них АО 

семейства SkQ. Для клеток культуры RD снижение пролиферации в присутствии данных 

антиоксидантов может быть также следствием апоптоза и задержки митоза.  

Подавление роста культуры HT1080 сопровождалось задержкой клеток на стадии 

телофазы и цитокинеза, а также образованием многоядерных клеток. Выявленные в ходе 

динамических наблюдений изменения свойств клеток на стадии митоза, указывали на 

возможный эффект мАО на APC-комплекс. Известно, что активированный APC 

регулирует переход клетки из метафазы в анафазу, а также отвечает за финальные 

события в митозе через инактивацию циклин-зависимых киназ. На выходе из 

митотического деления APC отвечает за деградацию киназ семейства Aurora и завершение 

процесса цитокинеза (Littlepage et al., 2002; Stewart S et al., 2005). В связи с этим, в данной 

работе были изучены изменения локализации Aurora B и содержания фосфорилированных 

Aurora A, B и C в исследуемых клетках НТ1080 при действии мАО. В литературе описано 

повышение экспрессии киназ Aurora A и B при опухолевой прогрессии (Anand et al., 

2003). В нашей работе было выявлено, что влияние мАО на клеточный цикл может быть 

обусловлено инактивацией киназ семейства Aurora. 

Помимо ингибирования роста клеток, мАО вызывали значительные изменения 

морфологии опухолевых клеток HT1080. Реорганизация цитоплазматического β- и γ-

актина сопровождалась увеличением площади клеток. Реорганизация двух актиновых 

систем цитоплазматического β- и γ –актина регулирует различные изменения в клеточном 

цикле через взаимодействие между собой цитоплазматических актинов, MAP-киназ и 

других регуляторов клеточного деления (Dugina et al., 2015). Относительное количество β- 

и γ-актина и организация соответствующих цитоплазматических актиновых систем клетки 
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изменяются в ходе трансформации клеток и опухолевой прогрессии (Shagieva et al., 2017; 

Shagieva et al., 2012). Как уже было отмечено выше, β-актин действует как опухолевый 

супрессор, подавляя рост и инвазию клеток in vitro и рост опухоли in vivo. Напротив, γ-

актин способствует проонкогенным изменениям путем регуляции активности ERK1/2, 

актин-связывающих белков и некоторых других регуляторных белков (Dugina et al., 2015). 

Чтобы оценить частоту митотических делений в клетках HT1080 и RD, делящиеся 

клетки были посчитаны в соответствии с тем, в какой фазе деления (профаза, метафаза, 

анафаза или телофаза) или цитокинеза они находятся. Мы выявили увеличение 

продолжительности митоза и цитокинеза после инкубации с мАО. Данные вещества 

индуцировал значительное увеличение количества асимметричных по форме 

митотических клеток с затянутой во времени телофазой/цитокинезом и уменьшение 

количества нормальных митотических клеток. Как уже говорилось выше, митозы с 

затянутой во времени телофазой мы называли затянутыми митозами. В культуре RD в 

присутствии мАО выявлялась популяция клеток с морфологическими признаками 

апоптоза. Увеличение количества апоптотических клеток в культуре рабдомиосаркомы не 

было результатом окислительного действия, присущего SkQ1 в более высоких 

концентрациях (Skulachev et al., 2009), что было подтверждено методом проточной 

цитофлуориметрии с использованием DCFH-DA. 

Мы изучили локализацию, количество и активность киназ семейства Aurora, 

ответственных за прогрессию митоза и цитокинез. Киназы семейства Aurora представлены 

тремя белковыми изоформами (А, В и С), которые считаются перспективными 

молекулярными мишенями для противоопухолевой терапии (Титова и др, 2023; Baldini et 

al., 2012; Vats et al., 2025). Показано, что повышенная экспрессия Aurora A и B приводит к 

генетической нестабильности и опухолевой прогрессии (Anand et al., 2003), роль Aurora C 

в клеточной трансформации изучена недостаточно.  мАО снижали количество 

фосфорилированной формы всех трех киназ Aurora, тем самым, по-видимому, подавляя их 

активность. Aurora A регулирует вступление клеток в митоз, контролирует созревание 

центросом, дупликацию, разделение и сборку веретена деления в митозе (Carmena et al., 

2003). Низкая активность Aurora A вызывает митотический арест на стадии G2/M и 

разборку веретена деления (Marumoto et al., 2003). Задержка клеток HT1080 на стадии 

про- и метафазы может быть результатом снижения активности киназы Aurora A, 

индуцированной мАО. 

Цитокинез, заключительная стадия клеточного деления, является решающим 

событием для разделения дочерних клеток после расхождения хромосом. Незавершенный 

цитокинез может являться причиной появления популяции многоядерных клеток в 
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исследуемой культуре HT1080. Цитокинез регулируется множеством факторов, в том 

числе протеинкиназами, такими как Aurora-B и Rho-киназа/ROCK. Aurora-B активно 

функционирует как на ранних, так и на поздних стадиях митоза, сегрегации/конденсации 

хромосом и цитокинезе. Aurora-B и Rho-киназа/ROCK регулируют продвижение 

цитокинеза в месте образования межклеточной перетяжки (Yokoyama et al., 2005). 

Показано, что снижение активности Aurora-B с помощью siRNA или специфических 

ингибиторов приводит к образованию многоядерных клеток (Hauf et al., 2003) так же, как 

и ингибирование Rho-киназы/ROCK, причем эффект от подавления активности обеих 

киназ еще более выражен (Yokoyama et al., 2005). Есть данные о том, что ингибирование 

активности киназы Aurora B в клетках рака молочной железы приводит к полиплоидии, 

апоптозу и митотической катастрофе, а также эффективно подавляет опухолевый рост в 

модели мышиных ксенографтов (Gully et al., 2010). Мы наблюдали снижение количества 

киназы Aurora B и количество активной фосфорилированной формы белков Aurora A/B/C 

в присутствии мАО. Можно предположить, что такие изменения в содержании Aurora-B 

отвечают за появление многоядерных клеток и подавление роста культуры HT1080, а 

снижение уровня мАФК с помощью мАО при этом индуцировало сигнальные пути с 

участием Rho. 

По данным научной группы под руководством Фернандес, Киназа Aurora C была 

обнаружена исключительно у млекопитающих, а её экспрессия максимальна в 

семенниках. В половых клетках данная киназа играет роль в мейозе, аналогичную Aurora 

B в митозе (Fernandez-Miranda et al., 2011). В работах Кимура и соавторов было показано, 

что в митозе уровень Aurora C остаётся низким в течение S-фазы и достигает пика во 

время митоза (Kimura et al., 1999). Киназа локализуется в области центросом начиная с 

анафазы и заканчивая телофазой, взаимодействует с сурвивином и INCENP и служит 

каталитическим компонентом CPC вместе с Aurora B (Sasai et al., 2016). Aurora C 

способствует трансформации клеток рака молочной железы, но ее роль в канцерогенезе 

остается неясной (Han et al., 2017). Полученные в нашей работе данные позволяют сделать 

предположение о возможном участии Aurora C в процессе митоза в клетках с 

активированным онкогеном N-Ras. 

мАО снижали количество фосфорилированного белка ретинобластомы Rb в 

синхронизированных клетках HT1080 и RD. Rb играет важную роль в регуляции 

клеточной пролиферации, дифференцировки, старения и апоптотической гибели клеток. 

Роль Rb в опухолевой прогрессии противоречива, поскольку он действует как ингибитор 

клеточного роста, так и как ингибитор клеточной гибели. Rb играет центральную роль в 

ингибировании клеточной пролиферации, поэтому опухолевая прогрессия часто 
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сопровождается инактивацией данного белка (Sherr, 1996). Известно, что Rb может быть 

инактивирован различными механизмами, включая фосфорилирование и деградацию. В 

большинстве раковых клеток человека функция Rb инактивируются через сигнальные 

пути, регулирующие его фосфорилирование (Sherr, 1996). Следовательно, активная 

пролиферация клеток HT1080 могла быть вызвана инактивацией Rb, связанной с его 

фосфорилированием. мАО значительно снижали количество фосфорилированного Rb в 

синхронизированных клетках HT1080 и ингибировали пролиферацию.  

Мы предполагаем, что в обеих исследованных клеточных культурах фибросаркомы 

и рабдомиосаркомы мАО индуцируют изменение динамики клеточного цикла, а также 

вызывают апоптоз клеток рабдомиосаркомы. Известно, что после длительной задержки 

митоза, клетки либо погибают в результате апоптоза, либо выходят из митоза без деления 

и выживают - процесс, известный как митотическое проскальзывание (Topham et al., 

2013). Этот процесс защищает клетки от анеуплоидии и генетической нестабильности, и 

его индукция в опухолевых клетках экзогенными агентами может быть перспективной 

терапевтической мишенью (Vitale et al., 2011). 

Подводя итог, можно сказать, что мАО подавляют рост опухолевых клеток HT1080 

и RD благодаря своей антиоксидантной активности, хотя сохраняется вероятность того, 

что накопление мАО в митохондриях вызывает локальное оксидантное действие 

(Skulachev, 2007). Цитостатический эффект мАО может быть обусловлен снижением 

активности киназ семейства Aurora. 
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7.  ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Резюмируя, в ходе диссертационной работы было показано, что воздействие мАО 

группы SkQ приводит к фенотипической нормализации и снижению пролиферации вирус-

трансформированных и опухолевых фибробластов в культуре.  

На первом этапе исследования было проведено сравнение морфологии, 

организации актинового цитоскелета в нормальных и SV40-трансформированных клетках. 

Оказалось, что при трансформации нарушается структурно-пространственное 

распределение актиновых цитоскелетных систем, происходит потеря β-актиновых пучков 

и ухудшение адгезионных структур.  

Далее было проведено исследование эффекта мАО, модулирующих окислительно-

восстановительный статус клеток путем снижения уровня мАФК, на морфологию SV40-

трансформированных клеток, особенности актинового цитоскелета и адгезионных 

структур. Было показано, что мАО вызывают нормализацию фенотипа, 

сопровождающуюся реорганизацией γ- и β-актиновых цитоскелетных систем. При этом в 

клетках восстанавливались плотные организованные β-актиновые пучки, богатые α-

гладкомышечным актином и немышечным миозином II, что указывало на 

миофибробластную дифференцировку в присутствии мАО. Перераспределение белков 

p34 комплекса Arp2/3 и α-актинина-1 в SV40-трансформированных культурах при 

воздействии мАО указывало на уменьшение активности клеточного края и стабилизацию 

системы актиновых пучков.  

Последующий анализ воздействия мАО на фокальные адгезии SV40-

трансформированных клеток выявил увеличение их размера и появление популяции 

зрелых ФК. Данный эффект также сопровождался появлением актиновых пучков, богатых 

-гладкомышечным актином. Полученные данные говорят в пользу того, что снижение 

мАФК с помощью мАО вызывает ряд последовательных этапов модуляции 

трансформированных фибробластов в направлении миофибробластной дифференцировки.  

На втором этапе работы была исследована роль мАФК в регуляции клеточного 

цикла SV40-трансформированных и опухолевых клеток. Оказалось, что уменьшение 

уровня мАФК в присутствии мАО подавляет рост вирус-трансформированных 

фибробластов, а также клеток фибросаркомы и рабдомиосаркомы в культуре. Действие 

мАО на опухолевые клетки HT1080 и RD имело цитостатический эффект. Важно 

отметить, что данное воздействие предположительно обусловлено не прооксидантной, а 

антиоксидантной активностью за счет использования мАО в сверхмалых наномолярных 

концентрациях. Наблюдаемые при этом изменения - значительное увеличение 

продолжительности митоза и задержка на стадии цитокинеза, по крайне мере частично, 
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опосредованы снижением уровня фосфокиназ семейства Aurora и фосфорилированного 

белка ретинобластомы Rb. При этом была показана возможная роль Aurora C в процессе 

митоза в клетках с активированным онкогеном N-Ras. 

Таким образом, полученные экспериментальные данные указывают на то, что 

мАФК играют важную роль в процессе клеточной трансформациии. Они участвуют в 

реорганизации цитоплазматических изоформ актина и ABP, а также в процессе 

клеточного деления опухолевых и SV40-трансформированных фибробластов. Киназы 

семейства Aurora и белок Rb принимают участие в регуляции этих событий. 

Антиоксиданты семейства SkQ можно рассматривать как потенциальные 

противоопухолевые агенты, которые модулируют организацию актинового цитоскелета, 

приводя к восстановлению системы β-актиновых пучков, ФК и снижению пролиферации.  
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7. ВЫВОДЫ 

1. Антиоксиданты, адресованные в митохондрии (мАО) вызывают реорганизацию 

актинового цитоскелета и нормализацию фенотипа SV-40-трансформированных клеток 

MRC5-V1 и MRC5-V2. Данный процесс сопровождается восстановлением системы β-

актиновых пучков. Аналогичные, но менее выраженные изменения морфологии выявлены 

в опухолевых клетках фибросаркомы HT1080. 

2. мАО индуцируют появление зрелых ФК и увеличение содержания белка зрелых 

ФК винкулина в клетках линии MRC5-V1, а также перераспределение α-актинина-1, 

поддерживающего структуру стресс-фибрилл. 

3. мАО вызывают появление пучков β-актина, содержащих α-гладкомышечный актин 

(в клетках линии MRC5-V1), что характерно для миофибробластной дифференцировки, и 

немышечный миозин II (в клетках линий MRC5-V1 и MRC5-V2). 

4. мАО индуцируют распределение белка ламеллиподий p34 комплекса Arp2/3, 

характерное для нормальных фибробластов, в клетках линий MRC5-V1 и MRC5-V2. 

5. мАО снижают пролиферацию опухолевых клеток HT1080 и RD благодаря 

изменению динамики клеточного цикла. В культуре RD исследуемые вещества 

индуцируют апоптоз. Цитостатический эффект мАО сопровождается снижением 

количества фосфокиназ семейства Aurora и белка ретинобластомы фосфо-Rb. 
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