
 

 На правах рукописи 

 

 

 

 

 

 

 

 

САВИНКОВА Ирина Григорьевна 

 

 

 

 

 

 

 

 

ПРОТЕКТОРНОЕ ДЕЙСТВИЕ АКТИВИРОВАННОГО 

ПРОТЕИНА С ПРИ НЕЙРОТОКСИЧНОСТИ И ИШЕМИИ МОЗГА 

 

 

 

 

 

03.03.01 – физиология 

 

 

 

 

 

 

 

АВТОРЕФЕРАТ 

диссертации на соискание ученой степени 

кандидата биологических наук 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Москва-2013 



  2 

Работа выполнена на кафедре физиологии человека и животных 

биологического факультета ФГБОУ ВПО «Московский государственный 

университет имени М.В.Ломоносова» (заведующий кафедрой – доктор 

биологических наук, профессор А.А. Каменский). 
 

НАУЧНЫЕ РУКОВОДИТЕЛИ: 

 

СТРУКОВА Светлана 

Михайловна 

  

 

доктор биологических наук, профессор 

 

 

ПИНЕЛИС Всеволод Григорьевич 

 

 

  

доктор медицинских наук, профессор 

 

 

 

ОФИЦИАЛЬНЫЕ ОППОНЕНТЫ: 

 

СТЕПАНИЧЕВ Михаил 

Юрьевич 

  

 

доктор биологических наук, 

ведущий научный сотрудник 

лаборатории функциональной 

биохимии нервной системы ФГБУН 

Институт высшей нервной 

деятельности и нейрофизиологии 

РАН 

 

 

ШЕВЦОВА Елена Феофановна 

                                                                 

кандидат химических наук, 

заведующая лабораторией 

биомолекулярного скрининга ФГБУН 

Институт физиологически активных 

веществ РАН 

   

ВЕДУЩАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ: 

 

ФГБУ «НИИ общей патологи и патофизиологии» РАМН 

 

 

Защита состоится 23 декабря 2013 года в 15 часов 30 минут на заседании 

диссертационного совета Д501.001.93 при Московском государственном 

университете имени М.В.Ломоносова по адресу: 119234, Москва, Ленинские 

горы, д.1, корп. 12, МГУ, Биологический факультет, ауд. М-1. 

 

С диссертацией можно ознакомиться в Фундаментальной библиотеке МГУ 

имени М.В. Ломоносова. 

 

Автореферат разослан 22 ноября 2013 г. 

 

Ученый секретарь 

диссертационного совета, 

доктор биологических наук 

Б.А. Умарова 



  3 

 

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

 

Актуальность проблемы 

Ишемический инсульт - острое нарушение мозгового кровообращения, 

сопровождается гибелью клеток мозга и нарушением его функций вследствие стеноза 

и/или тромбообразования. По данным Всемирной Организации Здравоохранения (ВОЗ) 

инсульт - одно из основных заболеваний, уносящих больше всего человеческих жизней. 

Так, ежегодно от ишемического и геморрагического инсульта погибает около 6,4 млн 

человек. Поэтому исследование механизмов развития и регуляции нейродегенеративных 

процессов при ишемических инсультах и травмах мозга и поиск протекторных агентов, 

в том числе среди регуляторов гемостаза, является одной из важнейших проблем 

современной физиологии и фундаментальной медицины.  

При ишемии мозга происходит мощный выброс глутамата в межклеточное 

пространство, приводящий к гиперактивации пре- и постсинаптических глутаматных 

рецепторов. Массивный вход Са
2+

 в нервные клетки нарушает внутриклеточный уровень 

этого вторичного посредника, запускает каскад реакций, которые завершаются быстрой 

или отсроченной гибелью клеток по механизму апоптоза или некроза (Bano et al, 2007). 

В нашей работе для изучения роли ключевых сериновых протеиназ гемостаза – 

тромбина, свертывающего фибриноген в фибрин - основу тромба, и антикоагулянта - 

активированного протеина С (АРС), в нейропротекторных и нейродегенеративных 

процессах в мозге использована модель глутаматной эксайтотоксичности. Кроме того 

мы исследовали участие другой сериновой протеиназы – энтеропептидазы (ЭП), в 

регуляции процессов нейрональной гибели. Ранее была показана экспрессия мРНК ЭП в 

мозге (Yahagi et al, 1996). Однако данные о механизмах протекторного и/или 

повреждающего действия энтеропептидазы на нейроны отсутствуют. 

Ишемическое повреждение мозга сопровождается нарушением целостности 

гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) и увеличением его проницаемости, что приводит 

к появлению в нервной ткани  протеиназ системы свертывания крови, таких как 

тромбин, фактор Xа (ФХа) и активированный протеин С (АРС). 

Активированный протеин С - мультифункциональный фермент, участвующий в 

регуляции не только свертывания крови, но также воспаления и апоптоза, проявляя 

антивоспалительные и цитопротекторные свойства (Riewald et al., 2002; O'Brien et al., 

2006). При ишемии мозга происходит нарушение проницаемости эндотелия сосудов 

мозга и целостности ГЭБ, развитие процессов нейровоспаления и гибели нейронов. АРС 

стабилизирует эндотелиальные клетки сосудов (Riewald, Ruf, 2005), поддерживает 

целостность ГЭБ и предотвращает вызванное эксайтотоксичностью повреждение 

нейронов (Guo et al., 2004; Strukova et al.,, 2007; Mosnier et al., 2007; Gorbacheva et al., 

2008; Zlokovic et al., 2011). Однако механизмы действия АРС на гиппокампальные 

нейроны при глутаматной эксайтотоксичности еще не достаточно изучены. Кроме того, 

актуальным представляется также выяснение особенностей  влияния АРС на 

выживаемость и количественные характеристики нейронов, а также нейроглии в 

перифокальной зоне экспериментального инфаркта мозга крыс, вызванного окклюзией 

средней мозговой артерии. 

Одним из ключевых ферментов свертывающей системы крови является тромбин, 

образующийся в результате ограниченного протеолиза протромбина фактором Ха 

свертывания крови в участках повреждения ткани, в том числе нервной, при травме, 

ишемических и геморрагических инсультах, нарушении ГЭБ при воспалении, 

гипертензии, эпилептическом статусе. Тромбин может индуцировать ретракцию 

нейритов, пролиферацию глии и модулировать процессы гибели нейронов, в 

зависимости от концентрации и длительности воздействия (Yamazaki et al., 2008; 

Nurnberg et al., 2008; Струкова и др., 2005; Henrich-Noack et al., 2005). 

http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9C%D0%BE%D0%B7%D0%B3
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Протеиназы системы свертывания крови, взаимодействуя с мембранными 

рецепторами, активируемыми протеиназами (PARs), отщепляют экзодомен рецептора и 

передают сигналы клеткам, в том числе нервной системы. В нервной системе изменение 

экспрессии PARs всех четырех типов наблюдали при травмах, воспалении и ишемии 

мозга (Ossovskaya et al., 2004; Luo et al., 2007). Поэтому несомненный интерес 

представляет исследование действия АРС на уровень экспрессии PARs и 

эндотелиального рецептора протеина С (EPCR), через которые осуществляется передача 

сигнала. 

Недавно обнаружено, что разнонаправленное действие тромбина и АРС может 

быть обусловлено смещённым агонизмом (biased agonism) при действии протеиназ -

тромбина и АРС, на PAR1 клеток эндотелия (Soh et al., 2011; Mosnier et al., 2011; 2012). 

При смещённом агонизме вместо канонического расщепления тромбином экзодомена 

PAR1 по Arg
41

Ser идентифицировано APC-специфичное не каноническое расщепление 

экзодомена PAR1 по Arg
46

Asn(R
46

N). Новый привязанный лиганд PAR1 – пептид N
47

, 

освобождаемый АРС, на культивируемых клетках эндотелия имитировал вызванную 

АРС сигнализацию, но не сигнализацию, индуцируемую тромбином (Mosnier et al., 

2012). Показано, что пептид N
47

, повторяющий структуру остатка PAR1 N
47-66

, 

стимулирует цитопротекторный путь сигнализации в клетках эндотелия, включающий 

фосфорилирование Akt и GSK3β, активацию Rac1 и стабилизацию эндотелиального 

барьера (Mosiner et al., 2012). Поэтому особый интерес представляет сравнение влияния 

АРС и пептидов-аналогов привязанного лиганда N
47-66

 на выживаемость 

гиппокампальных нейронов в модели глутаматной эксайтотоксичности. 

Кроме того известно, что PAR1 с корецептором EPCR, локализованным в кавеолах, 

связан с β-аррестинами - мультифункциональными адапторными белками. Воздействие 

АРС ведет к диссоциации PAR1 и адапторной молекулы. β-аррестин необходим для 

активации малой ГТФазы Rac1, что является ключевым механизмом в реализации 

цитопротекторного эффекта АРС на клетки (Soh et al., 2011). Исследование действия 

АРС и пептидов-аналогов привязанного лиганда PAR1, освобождаемого АРС, на 

гиппокампальные нейроны мышей нокаутных по 2 изоформе β-аррестина позволит 

установить участие адапторного белка β-аррестина в реализации эффектов АРС и 

пептидов-аналогов привязанного лиганда. 

Ишемический инсульт - комплексный патологический процесс, обеспечивающий 

активацию процессов воспаления и нейродегенерации, в которых принимают участие 

иммунокомпетентные клетки, в том числе - тучные. У крыс показано повышение числа 

тучных клеток в мозговой ткани при её повреждении и их участие в формировании 

ишемического отека мозга на ранних сроках очаговой церебральной ишемии (Strbian et 

al., 2006, Jin et al., 2007). Сравнительно небольшой концентрации тучных клеток может 

быть достаточно для изменения проницаемости ГЭБ и нарушения его целостности 

(Esposito et al., 2001). В связи с этим представляется важным исследование эффектов 

АРС на гиппокампальные нейроны, ко-культивированные с активированными тучными 

клетками, что позволит оценить возможность реализации протекторного действия 

исследуемых препаратов при наличии активированных воспалением тучных клеток в 

системе. 

Таким образом, исследование роли АРС и пептидов-аналогов привязанного 

лиганда, освобождаемого АРС, а также низких концентраций тромбина и 

энтеропептидазы в процессах нейропротекции и нейродегенерации представляет 

интерес как для физиологии, так и для практической медицины и фармакологии. 
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Цель и задачи исследования 

Целью работы являлось выяснение влияния АРС как агониста PAR1 рецептора и 

ЭП на клетки мозга при токсическом воздействии глутамата и действия АРС в 

экспериментальной ишемии мозга крыс. 

Для достижения цели в ходе работы решались следующие задачи: 

1. Оценить влияние АРС и тромбина на экспрессию рецепторов, активируемых 

протеиназами (PARs) и эндотелиального рецептора протеина С (EPCR) в 

культивируемых нейронах гиппокампа крысы и выживаемость клеток при глутаматной 

эксайтотоксичности. 

2 Исследовать влияние APC на размеры ишемического очага и 

морфометрические показатели нейронов и нейроглии в перифокальной зоне фокального 

инсульта, моделируемого в мозге крысы с помощью окклюзии средней мозговой 

артерии. 

3 Сравнить действие АРС с влиянием пептидов-аналогов привязанного лиганда 

PAR1, освобождаемого АРС, на выживаемость культивируемых гиппокампальных 

нейронов крысы при глутаматной эксайтотоксичности. 

4 Оценить зависимость нейропротекторного действия АРС и пептидов-аналогов 

привязанного лиганда PAR1 от β-аррестина 2 в модели глутаматной эксайтотоксичности 

на гиппокампальных нейронах с использованием линии мышей, нокаутных по гену β-

аррестина 2. 

5 Оценить влияние энтеропептидазы на выживаемость культивируемых 

гиппокампальных нейронов при глутаматной эксайтотоксичности. 

6 Проанализировать влияние АРС на нейродегенеративный эффект 

активированных воспалением тучных клеток, кокультивируемых с гиппокампальными 

нейронами крысы. 

 

Научная новизна работы 

В работе впервые выявлены следующие закономерности: 

 АРС нормализует экспрессию рецепторов PARs и EPCR в нейронах 

гиппокампа, нарушенную при глутаматной эксайтотоксичности; 

 синтетические пептиды-аналоги «привязанного лиганда» PAR1, 

освобождаемого АРС, обладают нейропротекторным действием при глутаматной 

эксайтотоксичности; 

 АРС защищает культивируемые гиппокампальные нейроны от токсического 

влияния активированных тучных клеток; 

 Низкие концентрации энтеропептидазы, подобно АРС, проявляют 

нейропротекторное действие в условиях глутаматной токсичности; 

 Действие энтеропептидазы в низких концентрациях реализуется через 

активацию PAR1, а в области высоких концентраций – через инактивацию этого 

рецептора. 

 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Полученные в работе факты расширяют представления о механизмах 

протекторного действия АРС и демонстрируют новые свойства энтеропептидазы. 

Впервые обнаруженное PAR1-опосредованное протекторное действие энтеропептидазы 
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в условиях токсичности, вызванной глутаматом, позволяет высказать предположение о 

наличии протекторных свойств у некоторых других эндогенных протеиназ, кроме 

протеиназ гемостаза. Кроме того, в работе продемонстрирована возможность 

использования синтетических пептидов, сходных по строению с привязанным лигандом 

N
47

 рецептора PAR1, образующимся при его активации АРС, для защиты клеток от 

гибели при ишемии мозга. Исследование механизмов действия пептидов-агонистов 

PAR1, а также разработка их модифицированных укороченных версий с высокой 

нейропротекторной активностью, может быть важным и актуальным направлением в 

поиске новых нейропротекторных препаратов для лечения нейродегенеративных 

заболеваний и последствий инсульта. Использование низкомолекулярных соединений 

вместо крупных рекомбинантных белков имеет существенные преимущества, 

увеличивая скорость и точность доставки препаратов. 

 

Апробация материалов диссертации 

Основные результаты работы были представлены на II Съезде физиологов СНГ 

«Физиология и здоровье человека» (2008. Кишинев, Молдова), XXII Congress of ISTH 

(2009, Бостон, США), на V международном междисциплинарном конгрессе «Нейро-

наука для медицины и психологии» (2009, Судак, Украина), XXth ISFP Congress (2010, 

Амстердам, Нидерланды), на III Съезде физиологов СНГ (2011, Ялта, Украина), 7th 

International Interdisciplinary Congress «Neuroscience for Medicine and Psychology» (2011, 

Судак, Украина), на Международной конференции «Рецепторы и внутриклеточная 

сигнализация» (2013, Пущино), на Всероссийской научной конференции с 

международным участием «Фармакологическая нейропротекция» (2013, Санкт-

Петербург). 

 

Публикации 

По материалам диссертации опубликовано 16 печатных работ, в том числе 5 работ 

в изданиях, рекомендованных ВАК РФ, и  11 в материалах российских и 

международных конференций. 

 

Структура и объем диссертации 

Диссертация изложена на 140 страницах и включает введение, обзор литературы, 

описание материалов и методов исследования, результаты, обсуждение, выводы и 

список цитируемой литературы (содержит 183 источника). Работа иллюстрирована 44 

рисунками и 2 таблицами. 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

В работе были использованы следующие препараты: Активированный протеин 

С (APC) (Sigma), тромбин человека (Sigma), NaCl, KCl, CaCl2, MgCl2, KH2PO4, HEPES, 

глюкоза, глутамат, MTT(3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium 

bromide), Triton X-100, поли-D-лизин (Sigma,USA); нейробазальная среда – А (NBM), 

содержащая 2% Supplement B-27 и L-глутамин («Gibco», США); ARAC (арабинозид), 

PEI (ethyleneimine polymer solution) (Sigma,USA); флуоресцентные красители Hoechst 

33342, SYTO-13; Ethidium bromide (HPLC) (Sigma); агароза, ТВЕ-буфер (Bio-rad, США), 

β-меркаптоэтанол, iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad, США), iQ SYBR Green Supermix 

(Bio-Rad, США), маркер молекулярных весов Gene Ruler 100 bp DNA Ladder (Fermentas, 

США), SCH 79797 - антагонист PAR-1 (TOCRIS), флуоресцентные красители Hoechst 
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33342, SYTO-13, SYTOX (Molecular Probes, Eugene OR, США); первичные антитела 

Thrombin R (H-111) (Santa Cruz), EPCR (p-20) (Santa Cruz); anti-neuron specific enolase 

(Millipore), вторичные антитела Alexa Fluor 488 Goat anti-rabbit и Alexa Fluor 350 Rabbit 

anti-goat (Invitrogen), парафин. 

Синтез пептида-9 (NPNDKYEPF-амид) и  пептида-11 (NPNDKYEPFWE) был 

осуществлен в лаборатории  синтеза пептидов ФГБУ «Российский кардиологический 

научно-производственный комплекс» Минздрава РФ Беспаловой Ж.Д. по стандартной 

технологии пептидного синтеза на твердой фазе с применением методологии Fmoc-(9-

флуоренилметоксикарбонил). Структура пептидов подтверждена данными 
1
Н-ЯМР-

спектроскопии, а их гомогенность – данными аналитической ВЭЖХ. 

Энтеропептидаза (ЭП) была выделена Михайловой А.Г. из слизистой дуоденума 

быка и очищена по разработанному ранее методу (Mikhailova et al, 2000). Активность 

препаратов фермента определяли по скорости активации трипсиногена и гидролиза (Z-

Lys-S-Bzl) (Михайлова и др., 2005). Рекомбинантная легкая цепь энтеропептидазы 

человека любезно предоставлена M.E.Гаспарян, ИБХ РАН. 

Все эксперименты с животными выполняли в соответствии с этическими 

принципами и нормативными документами, рекомендованными Европейским научным 

фондом (ESF) и декларацией о гуманном отношении к животным. 

Исследования проводили на первичных культурах нейронов гиппокампа (9-10 

дневных), извлеченного из мозга 1-3 дневных крысят линии Вистар или 1-3 дневных 

контрольных и нокаутных по 2 изоформе β-аррестина мышах. Контрольные и нокаутные 

по 2 изоформе β-аррестина мыши были любезно предоставлены И.И.Полетаевой 

(биологический факультет МГУ имени М.В.Ломоносова). 

 

Получение культуры гиппокампальных нейронов 

Исследования проводили на первичных культурах нейронов гиппокампа (9-10 

дневных), извлеченных из мозга 1-3 дневных крысят или мышат. Суспензию клеток (10
6
 

клеток/мл) получали по ранее описанному методу (Ходоров с соавт., 2001) и переносили 

на покровные стекла, покрытые поли-D-лизином (10 мг/мл). Через час добавляли 1,5 мл 

культуральной среды (нейробазальная среда – А (NBM), содержащая 2% Supplement B-

27 и 0.5 мМ L-глютамина). На 3-4 день добавляли арабинозид (ARAC, 10
-5

М) на сутки 

для подавления роста глиальных клеток. 

 

Получение ко-культуры первичных гиппокампальных нейронов и 

активированных перитонеальных тучных клеток 

К первичной гиппокампальной культуре нейронов, культивированной в течение 10-

12 дней, добавляли тучные клетки, выделенные в день эксперимента, в концентрации 

10
5 

на 1 культуральную чашку с прикрепленным стеклом. Далее ко-культуру оставляли в 

СО2 инкубаторе на 1 сутки. На следующий день проводили морфологическую оценку 

гибели нейронов. 

Для получения активированных тучных клеток использовали модель острого 

воспаления, когда крысам внутрибрюшинно вводили раствор 40% тиогликолата из 

расчета 4 г/кг веса животного. Через 1,5 часа после введения тиогликолата животных 

наркотизировали диэтиловым эфиром, декапитировали и выделяли из перитонеальной 

жидкости тучные клетки (совместно с А.А. Ерухимович). 
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Моделирование глутаматной эксайтотоксичности 

Для моделирования глутаматной токсичности в культуре нейронов NBM заменяли 

на HEPES-солевой буфер (HBSS) и далее клетки инкубировали 40 минут в присутствии 

глутамата (100 мкМ). Состав HBSS в мМ: NaCl – 145, KCl – 5, CaCl2 – 1.8, MgCl2 – 1.0 

(без MgCl2 в случае экспозиции клеток с глутаматом); Gly, 0.01; HEPES – 20, глюкоза – 5 

(рН 7.4). Исследуемое вещество добавляли за 15 минут до последующего добавления 

глутамата или других веществ. 

Оценка гибели нейронов 

Гибель нейронов в культуре определяли через сутки после действия глутамата и 

протекторных агентов. 

Гибель оценивали двумя способами: биохимическим (MTT-(3-(4,5-Dimethyl-2-

thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) метод (Castoldi et al., 1998)) и 

морфологическим методами. МТТ добавляли в культуральную среду до конечной 

концентрации 1 мг/мл и инкубировали клетки 3 часа при 37 
0
С. Затем среду отбирали и 

добавляли DMSO для растворения формазанов. Оптическую плотность измеряли 

спектрофотометрически (590 нм) на универсальном микропланшетном Rider. Оценивали 

результаты в процентах по отношению к контролю. 

Морфологическая оценка гибели нейронов включала исследование ядерной 

фрагментации (апоптоза) с помощью флуоресцентного ДНК-тропного красителя Hoechst 

33342 и витального красителя SYTO-13 (доля живых клеток). Количество некротических 

нейронов оценивали с использованием этидиума гомодимера (EthD-1), который 

окрашивает клетки с нарушеной плазматической мембраной, что является первичным 

морфологическим критерием ее смерти. Окрашенные клетки исследовали, 

подсчитывали визуально под флуоресцентным микроскопом (Axiovert 200 Zeiss, 

Германия). 

 

ПЦР в реальном времени 

Для изучения изменений экспрессии мРНК исследуемых генов проводили ПЦР в 

реальном времени (ПЦР-РВ). В качестве референсного гена был выбран ген Hmbs 

(hydroxymethylbilane synthase). Дизайн праймеров для ПЦР проводили на основании 

данных GeneBank. Выбор праймеров для ПЦР проводили с учетом экзон/интронной 

структуры исследуемых генов, чтобы избежать коамплифицирования геномной ДНК. 

Оценка специфичности выбранных праймеров проводилась с использованием 

программы NCBI Primer-Blast. Для проведения ПЦР-РВ были выбраны следующие 

праймеры: 

PAR1 forward 5-AGC-CTG-TGC-GGT-CCT-TTG-3, reverse 5-GGG-GGT-TTG-GCG-

TAG-CAT-3; PAR2 forward 5-GAA-GTC-TCA-GCC-TGG-CGT-3, reverse 5-GCG-TGT-

CCA-ATC-TGC-CAA-TCA-3; PAR3 forward 5-GCA-CAC-TTA-GTG-ACA-TCC-CAT-

AAC-3, reverse 5-GTT-GCC-ATT-AAA-ACT-CTC-AGC-AG-3; PAR4 forward 5-CTC-

GGG-TTC-AGC-ATC-AGC-3, reverse 5-GGG-GAC-TTC-GAC-TCA-TTA-AGT-TCT-A-

3;EPCR forward 5’-CGA CGT GGT CTT TCC TCT GAC-3, reverse 5’-TCA GGA TAC CCA 

GGA CCA GTG-3’; Hmbs forward 5-CCA-TCT-GCA-AAC-GGG-AAA-ACC-3, reverse  5-

TGA-GGG-AAC-TTT-CTC-TGT-AGC-TG-3. 

Для проведения ПЦР-РВ был выбран следующий режим: 95°С, 3 мин; далее 94°С, 

30 сек; 58°С, 30 сек; 72°С, 30 сек в течение 50 циклов в автоматическом амплификаторе. 

Затем в течение 1 мин при 95°С и 1 мин при 56°С (см.). После проводили построение 

кривых плавления для определения однородности полученного продукта реакции. 

Длины образующихся продуктов реакции оценивали при помощи электрофореза в 

1,5% агарозном геле с бромистым этидием при 80 Вольт/200 мА в течение 25 минут. В 

качестве маркера использовали Gene Ruler 100 bp DNA Ladder (Fermentas, USA). 
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Анализ данных ПЦР-РВ проводили на основании значений пороговых циклов 

амплификации. Для сравнения уровней экспрессии полученные данные для каждого 

исследуемого гена нормализовали к уровню референсного гена Hmbs с учетом 

эффективности реакции с каждой парой праймеров по формуле: 

fold change= E(housekeeper)^(Ct(exp) - Ct(ctrl)) / E(target)^(Ct(exp) - Ct(ctrl)), где 

housekeeper - контрольный ген, target - целевой ген, ctrl - контрольные условия (напр. 

нормальные клетки), exp - экспериментальные условия (напр. патологические клетки), Е 

– эффективность ПЦР, Сt – пороговый цикл амплификации. 

Кроме того, сравнение уровней экспрессии проводилось с использованием 

программного обеспечения iCycler Optical System Software Version 3.0a (Bio-Rad). 

 

Иммунофлуоресцентный анализ 

Иммунофлуоресцентный анализ проводился на культурах первичных 

гиппокампальных нейронов, зафиксированных ПФА (персульфат аммония), и 

пермеабилизованных 0,1% Тритон Х-100. Для оценки уровня рецепторов PAR1 и EPCR 

клетки инкубировали с первичными антителами PAR1 rabbit α-rat thrombin R (H-111) 

(1:50, Santa Cruz Biotechnology, Inc) и goat α-rat EPCR (p-20) (1:30, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc). Для визуализации экспрессии рецепторов клетки инкубировали со 

вторичными антителами goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 (1:500) или donkey anti-goat 630 

(1:100) . Фотографии были получены с использованием конфокального микроскопа 

Leica TCS SPE. 

NFκBp65 в ядерной и цитоплазматической фракции определяли с помощью 

первичных антител к NF-κBp65 ((C22B4) rabbit mAb в разведении 1:100) и вторичных 

антител Alexa Fluor® 488 (1:500) или Alexa Fluor®)546 (1:250)). Для визуализации ядра 

использовали ядерный краситель SYTOX (разведение 1:10000, Molecular Probes). 

Изображения получали с помощью инвертированного конфокального лазерного 

сканирующего микроскопа, LSM_Pascal (Carl Zeiss, Германия). 

 

Исследование ишемического очага и перифокальной зоны в модели окклюзии 

левой ветви средней мозговой артерии. 
Опыты выполнены на самцах крыс массой 250-300 г. Фокальное ишемическое 

повреждение создавали необратимой окклюзией левой ветви средней мозговой артерии 

(ОСМА) и подходящей к ней вены с одновременной перевязкой ипсилатеральной 

сонной артерии для стабилизации размера поражения (Гаврилова и др., 2008). Через 72 

часа после ОСМА оценивали локализацию и размеры ишемического очага методом 

магнитно-резонансной томографии (МРТ): ЯМР спектрометр BioSpec 70/30 USR, Bruker, 

с напряженностью магнитного поля 7 Тесла. Его размеры определяли планиметрически 

на фронтальных МРТ снимках, используя программу Image J. Кроме того, площадь 

инфаркта и плотность распределения нейронов в слоях III и V сенсомоторной коры и 

нейроглии оценивали на гистологических срезах мозга под микроскопом.  

Статистическая обработка данных. 

Обработку данных проводили по t-тесту. Для анализа использовали данные 3-5 

независимых экспериментов. Различия считали достоверными при р<0,05, n – число 

независимых экспериментов. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

1. Исследование влияния активированного протеина С и механизмов 

реализации его эффектов при нейротоксичности и ишемии мозга 

Ишемическое повреждение головного мозга приводит к избыточному 

высвобождению в межклеточное пространство возбуждающего медиатора глутамата, 

активирующего глутаматергические рецепторы и патологически увеличивающего 

внутриклеточный [Ca
2+

]i в нейронах (Hazell, 2007). При этом происходит запуск каскада 

внутриклеточных реакций, приводящего к гибели клеток механизмами апоптоза или 

некроза (Bano et al., 2007). АРС защищает эндотелиальные клетки сосудов от 

апоптотической гибели и поддерживает целостность ГЭБ. АРС при ишемии может 

напрямую защищать нейроны головного мозга от гибели (Guo et al., 2004; Griffin et al., 

2007; Walker et al., 2010; Gorbacheva et al., 2008). Однако, молекулярные основы 

антивоспалительного и антиапоптотического действия APC еще не выяснены. 

 

1.1. Исследование действия активированного протеина С на выживаемость 

культивируемых нейронов в норме и при эксайтотоксичности, вызванной 

глутаматом 

Задачей первой серии наших исследований было изучить влияние низких 

концентраций АРС на выживаемость нейронов при глутаматной эксайтотоксичности. 

Ранее в нашей лаборатории было показано, что АРС в низких концентрациях (0,01–

10 нM) не вызывает гибели нейронов, но в узком диапазоне низких концентраций 

существенно (в 2 и более раз) снижает гибель клеток от токсического действия 

глутамата. АРС в высоких концентрациях (>50 нM) вызывает гибель гиппокампальных 

нейронов, подобную токсическому действию глутамата. (Горбачева и др., 2008). Однако, 

влияние низких концентраций АРС на гиппокампальные нейроны при глутаматной 

эксайтотоксичности еще мало изучено. 

В первой серии экспериментов мы оценивали выживаемость культивируемых 

гиппокампальных нейронов через 24 часа после 30-минутного воздействия 100 мкМ 

глутамата биохимическим (МТТ-тест) и морфологическим методами и АРС (1 нМ) на 

выживаемость гиппокампальных нейронов при действии глутамата. Показано, что 

действие 100 мкМ глутамата на клетки приводит к трехкратному увеличению гибели 

гиппокампальных нейронов относительно контроля (рис.1А). 

Далее мы исследовали влияние АРС (1 нМ) на выживаемость гиппокампальных 

нейронов в условиях токсического действия глутамата. 

Предварительная 15-минутная инкубация клеток с 1 нМ АРС снижала 

нейротоксическое действие глутамата. В этих условиях наблюдали уменьшение 

клеточной гибели в 2 раза (р<0,05) (рис.1). 

Данные морфологических исследований (рис.1Б) подтверждают данные, 

полученные биохимическим методом (рис.1А). Так морфологическое исследование 

гибели культивируемых гиппокампальных нейронов с использованием флуоресцентных 

красителей SYTO-13, Hoechst 33342 и EthD выявило снижение количества 

апоптотических клеток после 15-минутной инкубации с 1 нМ АРС в условиях 

глутаматной эксайтотоксичности в 2,4 раза по сравнению с действием высоких 

концентраций глутамата (р<0,05). 
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 А  
Рис. 1. Влияние АРС на гибель нейронов при токсическом действии глутамата.  
А - на основании уровня накопления МТТ оценивали  оптическую плотность при 

540 нм. (биохимический метод) (* - сравнение контроля и глутамата; ** - сравнение 
глутамата и АРС с глутаматом, р<0,05). 

Б - данные морфологического исследования гибели культивируемых 
гиппокампальных нейронов (по анализу флуоресценции с использованием красителей 
SYTO-13, Hoechst 33342 и EthD) (* - сравнение контроля (к) и глутамата (Глу); ** - 
сравнение глутамата и АРС с глутаматом, р<0,05). 

 

Таким образом, активированный протеин С в низких (нМ) концентрациях 

защищает гиппокампальные нейроны от гибели при токсическом воздействии 

глутамата. 

 

1.2.Динамика активации транскрипционного фактора NF-κB в 

культивируемых гиппокампальных нейронах при глутаматной 

эксайтотоксичности  и влияние активированного протеина С на этот процесс 

Острая церебральная ишемия вызывает активацию комплекса генетических 

программ с последующей экспрессией про- и антиапоптотических генов. Одним из 

транскрипционных факторов является NF-κB. Субъединица NF-κBр65/RelA, 

освободившаяся из комплекса с ингибиторными IκB белками () транслоцируется в ядро, 

где активирует гены ряда ключевых белков, участвующих в процессах воспаления, 

иммунного ответа, пролиферации, ангиогенеза, апоптоза и др. (Carroll et al., 2000; 

Hayden, Ghosh, 2004;.
 
Nakano et al., 2006; Crack et al., 2006; Massa, 2006). Ранее в нашей 

лаборатории было показано, что АРС подавляет транслокацию NF-κBp65 в ядро 

культивируемых гиппокампальных нейронов при эксайтотоксичности (Gorbacheva et al., 

2010). 

Однако данных о динамике активации NF-κB при глутаматной 

эксайтотоксичности и влиянии АРС на этот процесс было не достаточно. Поэтому в 

следующей серии экспериментов с помощью иммунофлуоресцентного окрашивания мы 

исследовали влияние АРС на транслокацию NFkBp65 в ядро во времени. 

Нами установлено, что 30-ти минутное воздействие глутамата на культуру 

гиппокампальных нейронов приводит к транзиторной активации NF-κB и транслокации 

в ядро NF-κBр65. При этом максимальный уровень NF-κBр65 наблюдается через 4 часа 

после токсического воздействия. Так, уровень NF-κBр65 увеличивается через час после 

воздействия в 3,2 и в 5,3 раза через 4 часа, в то время как через 12 и 24 часа после 

экспозиции нейронов с глутаматом уровень p65 возвращается к исходному значению. 

При добавлении 1 нМ АРС за 15 мин до токсического воздействия глутамата мы 

наблюдали снижение транслокации NF-κBр65 в ядро до контрольного уровня. При этом 

этот протекторный эффект АРС сохранялся в течение 24 часов.  

Таким образом, нами показано, что АРС на изолированных нейронах гиппокампа 

при эксайтотоксичности блокирует транслокацию NF-κBp65 в ядро и демонстрирует 
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антиапоптотические свойства. Исходя из полученных данных, можно сделать вывод, что 

наиболее удачной временной точкой для исследования протекторных эффектов АРС на 

изменения в ядре клетки, происходящие под действием глутамата, является 4-х часовая 

инкубация после глутаматной эксайтотоксичности. 

 

1.3. Влияние активированного протеина С на экспрессию мРНК PAR и EPCR 

в гиппокампальных нейронах при глутаматной эксайтотоксичности 

Известно, что для цитопротекторного действия АРС на клетки эндотелия 

необходимы два типа рецепторов – эндотелиальный рецептор протеина С (EPCR) и 

рецептор, активирумый протеиназами 1 типа (PAR1)  или 2 типа (PAR2) (Riewald et al., 

2002;  Petrovan et al., 2003). 

АРС связывает EPCR и вызывает протеолитическое расщепление PAR1. 

Новообразованный в результате расщепления PAR1 его N-конец активирует рецептор, 

запуская внутриклеточные сигнальные процессы (Riewald et al., 2002; Griffin et al., 2006). 

Для выяснения вопроса об участии PAR1 и EPCR в нейропротекторном действии 

протеиназ, мы исследовали экспрессию всех четырех подтипов PAR и EPCR при 

действии протеиназ – тромбина и АРС через 4 часа после индукции глутаматной 

эксайтотоксичности. 

Мы выявили экспрессию всех подтипов PARs - PAR1, PAR2, PAR3 и PAR4, а 

также экспрессию EPCR в исследуемых культурах гиппокампальных нейронов в норме. 

Установлено, что инкубация клеток в буфере, содержащем 100 мкМ глутамата, 

через 4 часа приводит к увеличению экспрессии мРНК PAR1 и PAR4 в 2,25 и в 2,8 раза, 

соответственно (рис.3a и 3б) (p<0,05). При этом через 4 часа после токсического 

воздействия не наблюдали достоверного изменения экспрессии мРНК PAR2 и PAR3 

(графики не представлены). Вместе с тем, в условиях глутаматной эксайтотоксичности 

мы обнаружили снижение экспрессии мРНК EPCR в 3 раза (рис.2в) (p<0,05). 

Предынкубация с 1 нМ АРС приводила к снижению в 2,3 раза уровня экспрессии 

мРНК PAR1 и в 2,6 раз уровня экспрессии мРНК PAR4 (p<0,05), в то время как уровень 

экспрессии мРНК PAR2 и PAR3 не изменялся по сравнению с контрольным значением. 

Уровень мРНК EPCR после воздействия АРС возвращался к контрольному.  

Компенсаторные эффекты АРС на экспрессию мРНК PAR1 и EPCR могут быть 

связаны с его протекторным действием. Известно, что при кислородно-глюкозной 

депривации наблюдается увеличение экспрессии мРНК PAR1 (Striggow et al, 2001), а 

при моделировании травматического повреждения ЦНС увеличивается экспрессия 

мРНК и PAR1, и PAR4 (Rohatgi et al, 2003).  

Таким образом, снижение под действием АРС экспрессии мРНК PAR1 до 

контрольного уровня может являться проявлением протекторного эффекта АРС, так как 

увеличение экспрессии PAR1 приводит к мобилизации Ca
2+

 через Gq (Junge et al, 2004) 

на фоне эксайтотоксичности, дополнительно нарушая баланс этого внутриклеточного 

мессенджера.  

Так как уровень экспрессии мРНК PAR2  и PAR3 не изменялся ни при глутаматной 

эксайтотоксичности, ни после инкубации с АРС, это может свидетельствовать о том, что 

оба этих типа рецепторов либо не принимают участия во внутриклеточной сигнализации 

в гиппокампальных нейронах при выбранных условиях моделирования 

эксайтотоксичности, либо не наблюдается достоверного изменения мРНК этих 

рецепторов через 4 часа. 
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Рис.3. Изменение уровня экспрессии мРНК PAR1 (a), PAR4 (б) и EPCR (в) в 

гиппокампальных нейронах после 15-минутной предынкубации с 1 нM APC в условиях 
глутаматной эксайтотоксичности (100 мкM). * р<0,05 по сравнению с контролем, 
**р<0,05 по сравнению с глутаматом (Глу). n=4. 

 

Исходя из полученных данных, можно сделать вывод о первичном участии PAR1, 

PAR4 и EPCR в развитии внутриклеточных сигналов в условиях глутаматной 

эксайтотоксичности и о возможном влиянии АРС на экспрессию мРНК этих рецепторов. 

 

1.4. Влияние активированного протеина С на экспрессию белка PAR1 и EPCR 

в гиппокампальных нейронах при глутаматной эксайтотоксичности 

В следующей серии экспериментов мы исследовали изменение экспрессии белка 

рецепторов PAR1 и EPCR в гиппокампальных нейронах при глутаматной 

эксайтотоксичности. Так в условиях глутаматной эксайтотоксичности происходит 

увеличение экспрессии рецептора PAR1 на 18%, а предынкубация с 1 нМ АРС приводит 

к возвращению уровня экспрессии белка PAR1 к контрольному значению (рис.4). Кроме 

того, при глутаматной эксайтотоксичности наблюдается снижение экспрессии белка 

EPCR на 20%. Однако, добавление АРС не приводило к восстановлению уровня 

экспрессии EPCR, наблюдаемого в контроле. Возможно, это связано с тем, что через 4 

часа после моделируемой глутаматной токсичности не все процессы, реализуемые 

протекторным действием АРС на уровне мРНК в ядре, успевают найти отражение в виде 

изменений значений белка рецептора. 

Исходя из полученных данных, можно сделать вывод об участии PAR1 и EPCR в 

развитии внутриклеточных сигналов при глутаматной эксайтотоксичности. 

Б А 
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Рис.4. Изменение экспрессии белка рецепторов PAR1 (А) и EPCR (Б) после 15-

минутной предынкубации с 1нМ АРС в условиях глутаматной эксайтотоксичности. 
Данные получены с использованием иммунофлуоресцентного анализа на конфокальном 
микроскопе Leica TCS SPE. Для визуализации рецепторов клетки инкубировали с 
первичными антителами PAR1 rabbit α-rat thrombin R (H-111) (1:50, Santa Cruz 
Biotechnology, Inc) и goat α-rat EPCR (p-20) (1:30, Santa Cruz Biotechnology, Inc) и со 
вторичными антителами goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 (1:500) или donkey anti-goat 555 
(1:100). * р<0,05 по сравнению с контролем, **р<0,05 по сравнению с глутаматом (Глу). 
n=3. 

 

2. Действие пептидов-аналогов привязанного лиганда, освобождаемого 

активированным протеином С, на выживаемость гиппокампальных нейронов 

крысы при глутаматной эксайтотоксичности 

С помощью морфологического метода установлено, что через 24 часа после 

экспозиции нейронов крысы в присутствие глутамата (100 мкМ, 40 мин) наблюдается 

значимое изменение выживаемости. 40-минутное воздействие глутамата в высокой 

концентрации приводило к развитию эксайтотоксичности и снижению количества 

живых гиппокампальных нейронов в 2 раза, увеличивая количество апоптотических 

клеток в 2,1 раза (рис.5).  

Предынкубация культивируемых нейронов гиппокампа крыс с 1 нМ АРС 

приводила к снижению количества апоптотических и некротических клеток более чем в 

2 раза в условиях глутаматной эксайтотоксичности и повышения количества живых 

клеток до уровня контрольных значений. Эти данные подтверждают наличие у АРС 

нейропротектоных свойств, демонстрируемых в других моделях, например, в модели 

токсичности, вызванной стауроспорином или NMDA(Mosnier et al, 2007; Zlokovic et al, 

2011).В следующей серии экспериментов мы сопоставили нейропротекторные эффекты 

АРС с действием новых синтетических пептидов, аналогичных последовательностям N-

конца PAR1, освобождаемого АРС в результате расщепления рецептора. Как видно из 

рис.4, исследуемые пептиды более эффективно снижали уровень апоптоза в нейронах 

крысы при эксайтотоксичности, чем АРС. Предынкубация нейронов с АРС, 9-членным 

(пептид 9) или 11-членным пептидом (пептид 11) (20 мкМ) в условиях глутаматной 

токсичности снижала апоптоз клеток в 2,18, 5,8 и 3,8 раза, соответственно (рис. 5Б). 

Показано, что количество живых нейронов в присутствии пептидов достоверно не 

отличается от эффекта АРС в исследуемых условиях (рис.5А). Аналогичный результат 

был получен при анализе уровня некроза в исследуемых культурах, где количество 

некротических нейронов под действием пептидов и АРС достоверно (и в равной 

степени) снижалось при глутаматной эксайтотоксичности. Таким образом, анализ 

количества живых, апоптотических и некротических клеток при действии синтетических 
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9- и 11-членного пептидов-аналогов «привязанного лиганда» PAR1 в концентрации 20 

мкМ  указывает на наличие у них защитного эффекта, подобного эффектам АРС. 

 

 
 Рис. 5. Влияние глутамата (100 мкМ), активированного протеина С (АРС, 1 нМ), 

9-членного (20 мкМ ) и 11-членного пептидов-аналогов «привязанного лиганда» PAR1 
(20 мкМ ) на выживаемость гиппокампальных нейронов крысы (А) и % апоптотических 
клеток (Б). Долю живых клеток оценивали по количеству клеток, окрашенных Syto-13, 
апоптотических - по количеству клеток, окрашенных Hoechst 33342. Количество клеток 
в контроле принято за единицу. Различие статистически достоверно при р < 0.05: * – по 
сравнению с контролем, # – по сравнению с глутаматом. n=4. 

 

Результаты представленного исследования впервые демонстрируют 

нейропротекторное действие пептидов –аналогов «привязанного» лиганда, 

освобождаемого АРС от экзодомена PAR1, при эксайтотоксичности. Полученные 

данные позволяют сделать вывод о том, что протекторное действие этих пептидов– 

аналогов «привязанного» лиганда PAR1, сопоставимо с защитным действием АРС при 

эксайтотоксичности, индуцируемой глутаматом. 

 

3. Влияние АРС и пептидов-аналогов привязанного лиганда PAR1 на 

выживаемость гиппокампальных нейронов мышей, контрольных и нокаутных по  

изоформе 2β-аррестина, в модели глутаматной эксайтотоксичности 

Для выяснения механизмов нейропротекторного  действия АРС и синтетических 

пептидов-аналогов привязанного лиганда PAR1, высвобождаемого АРС, на 

выживаемость гиппокампальных нейронов мыши в модели глутаматной 

эксайтотоксичности  в следующей части работы мы исследовали влияние АРС и 9-

членного и 11-членного пептидов-аналогов «привязанного лиганда» PAR1 (20 мкМ) на 

выживаемость нейронов и участие в передаче сигнала  2 изоформы β-аррестина. Для 

этого мы использовали гиппокампальную культуру нейронов мышей, контрольных и  

опытных - нокаутных по  2 изоформе β-аррестина. 

При глутаматной эксайтотоксичности через 24 часа мы наблюдали достоверное 

увеличение гибели нейронов в контрольной группе в 2,7 раза, а в нокаутной - в 3,9 раза. 

В то же время  предынкубация нейронов с 1 нМ АРС приводила к снижению 

клеточной гибели нейронов  контрольных мышей в 1,6 раза, а опытных в 2 раза. 

Подобные эффекты мы регистрировали и при предынкубации нейронов с 20 мкМ 

9-членным или 20 мкМ 11-членным пептидом – аналогом «привязанного» лиганда 

PAR1. Мы отмечали снижение клеточной гибели  в экспериментах с предынкубаций 

нейронов контрольных мышей с пептидом 9 в 1,4 раза, а с пептидом 11– в 1,6 раз. В 

экспериментах с предынкубаций нейронов мышей , нокаутных по 2 изоформе β-

А 
Б 
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аррестина, с 20 мкМ пептидом 9 или  с 20 мкМ пептидом 11 мы регистрировали 

снижение  гибели в 2,1 и 2,3 раза, соответственно (рис. 6).  

По-видимому, реализация протекторного действия АРС осуществляется 

независимо от экспрессии в клетках  2 изоформы β-аррестина.  

  
Рис.6. Влияние глутамата (100 мкМ), активированного протеина С (1 нМ), 9-

членного и 11-членного пептидов – аналогов «привязанного» лиганда PAR1 (20 мкМ) на 
гибель (апоптоз) нейронов гиппокампа контрольных (+/+ β-аррестин 2) и нокаутных по 
β-аррестину 2 (-/- β-аррестин 2). 

Различие статистически достоверно при р < 0.05 (* – по сравнению с контролем (к) 
(+/+ β-аррестин 2); ** – по сравнению с контролем (-/- β-аррестин 2); # - по сравнению с 
глутаматом (+/+ β-аррестин 2); &- - по сравнению с глутаматом (-/- β-аррестин 2), n=3. 

 

Эти данные свидетельствуют о протекторном действии  пептидов– аналогов 

«привязанного» лиганда PAR1, сопоставимом с протекторным действием АРС на 

нейронах контрольных и нокаутных по 2 изоформе β-аррестина мышей. Отсутствие 

различий между контрольной и нокаутной группами может указывать на реализацию 

протекторного действия АРС и пептидов – аналогов «привязанного» лиганда PAR1 по β-

аррестин 2-независимому механизму.  

 

4. Влияние активированного протеина С на выживаемость гиппокампальных 

нейронов, кокультивированных с активированными при воспалении 

перитонеальными тучными клетками 

При ишемическом инсульте основные патологические ответы происходят в рамках 

так называемой «нейроваскулярной единицы», представляющей собой нейрон, 

сосудистые клетки (эндотелий, перицит и клетки гладкой мускулатуры) и глиальные 

клетки (астроциты, микроглию и олигодендроциты. На развитие процессов воспаления и 

нейродегенерации в рамках нейроваскулярной единицы оказывают влияние и 

иммунокомпетентных клеток, в частности тучных клеток (Strbian et al 2009, Lindsberg, 

2010). 
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В следующей серии экспериментов мы исследовали действие активированного 

протеина С на выживаемость гиппокампальных нейронов при их кокультивировании с 

тучными клетками, активированными в модели острого воспаления.  

Нами было показано, что добавление активированного протеина С (1 нМ) к 

кокультуре нейронов с активированными тучными клетками увеличивает число живых 

нейронов на 39% (рис.7А) и снижает количество некротических клеток в 5 раз (рис.7Б). 

Полученные данные могут служить основой для дальнейшей работы в области изучения 

механизмов протекторного действия активированного протеина С при воспалительных и 

сердечно-сосудистых заболеваниях, в том числе нейровоспалительных заболеваниях и 

инсультах. 
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Рис. 7. Влияние АРС (1 нМ) на выживаемость гиппокампальных нейронов в 
кокультуре с активированными тучными клетками. Данные морфологического 
исследования гибели культивируемых гиппокампальных нейронов (по анализу 
флуоресценции с использованием красителей SYTO-13 (А) и EthD (Б)) (* по сравнению 
с кокультурой нейронов и активированных тучных клеток, р<0,05), n=3. 

 

5. Влияние активированного протеина С на размеры зоны поражения и 

морфометрические показатели нейронов и нейроглии в перифокальной зоне 

инфаркта 

В следующей серии экспериментов мы исследовали влияние APC при                                    

внутрижелудочковом введении на размеры ишемического очага и морфометрические 

показатели нейронов и нейроглии в перифокальной зоне фокального  инсульта, 

моделируемого в мозге крыс с помощью окклюзии средней мозговой артерии. 

Моделирование фокального ишемического инсульта с помощью ОСМА показало, 

что размеры инфаркта на МРТ снимках составляли 21,4±6,31% от площади всей коры 

левого полушария (рис.8). Под влиянием APC, вводимого в дозе 50 мкг/кг, его размеры, 

по сравнению с инфарктом, служившем контролем, уменьшались в 2,5 раза на МРТ, в то 

время как введение АРС в дозе 5 мкг/кг не приводило к значимому снижению очага 

ишемического поражения. 

В нашей работе было показано, что введение АРС животным с моделируемым 

ишемическим инсультом, вызываемым ОСМА, способствует сохранности структур 

коры головного мозга при острой церебральной ишемии. Прижизненное исследование 

мозга животных с помощью МРТ и срезов мозга с помощью компьютерной 

морфометрии позволило обнаружить, что под влиянием APC размеры инфаркта 

уменьшались в 2.5 и 2.3 раза, соответственно, что сопоставимо с результатами, 

полученными на аналогичной модели при исследовании нейропротекторного действия 

ишемического и гипоксического прекондиционирования (Гаврилова и др., 2008). 

 

А Б 
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Рис. 8. Объем поражения коры головного мозга, выраженный в процентах от общего 
объема коры левого полушария: 

ОСМА + физ. р-р - окклюзия средней мозговой артерии, с последующим 
внутрижелудочковым введением физиологического р-ра (n=9); ОСМА + АРС 5 мкг/кг - 
окклюзия средней мозговой артерии, с последующим внутрижелудочковым введением 
АРС в концентрации 5 мкг на кг (n=9); ОСМА + АРС 50 мкг/кг - окклюзия средней 
мозговой артерии, с последующим внутрижелудочковым введением АРС в 
концентрации 50 мкг на кг (n=9); * р<0,05 по сравнению с ОСМА+физ. р-р.  

 

При морфометрии структур зоны пенумбры, окружающей инфаркт мозга, выявили, 

что по сравнению с интактным контролем у крыс после ОСМА плотность распределения 

нейронов  уменьшалась в слое III на 12,5%, в слое V – на 21%. Под влиянием APC 

плотность нейронов в зоне пенумбры, по сравнению с контрольным инфарктом, 

увеличивалась на 16% в слое V и проявляла тенденцию к увеличению на 10% в слое III. 

Плотность глиоцитов в зоне пенумбры контрольного  инфаркта по сравнению с 

интактными животными достоверно увеличивалась в слое III – на 41%, а в слое V – на 

94%. Под влиянием APC плотность глиоцитов в слое III, по сравнению с контрольным 

инфарктом, возрастала на 63%, но в слое V она оставалась без существенных изменений. 

В результате, у опытных крыс почти вдвое возрастала плотность глиальных клеток по 

сравнению с интактными животными.  

Нами показано, при моделировании ишемического инсульта происходит 

возрастание глиальных клеток  вокруг ишемического очага. По сравнению с контролем 

(интактный мозг) их число в зоне пенумбры увеличивалось почти в 1.5 раза в слое III и 

практически в два раза в слое V. Введение животным APC поддерживало в зоне 

пенумбры число нейроглии на высоком уровне в слое V и способствовало её росту в 

слое III, в результате чего под влиянием APC плотность нейроглии в исследуемых слоях 

выравнивалась. 

Таким образом, внутрижелудочковое введение АРС в концентрации 50 мкг/кг при 

ОСМА уменьшает  очаг ишемического поражения и приводит к возрастанию количества 

глиальных клеток в зоне пенумбры. 

 

6. Действие тромбина  в низкой концентрации на экспрессию мРНК PAR и 

EPCR в гиппокампальных нейронах при глутаматной эксайтотоксичности 

Одним из нейротоксических и воспалительных факторов, увеличивающих свою 

концентрацию при ишемическом поражении, травме, болезни Альцгеймера или других 
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патологических состояниях головного мозга, является тромбин (Suo et al., 2004). Однако 

данных относительно механизмов действия низких концентраций тромбина на 

гиппокампальные нейроны при нейротоксичности не достаточно. 

Мы исследовали изменения уровней экспрессии мРНК PAR и EPCR    в 

гиппокампальных нейронах при предынкубации с низкой (10нМ) концентрацией 

тромбина в модели глутаматной эксайтотоксичности. Ранее в нашей лаборатории было 

показано протекторное действие этой низкой концентрации тромбина  на выживаемость 

гиппокампальных нейронов  в данной модели (Горбачева и др., 2006).  
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Рис.9. Изменение уровня экспрессии мРНК PAR2(a), PAR4 (б) и EPCR (в) на 

гиппокампальных нейронах после 15-минутной предынкубации с 10 нM тромбином в 
условиях глутаматной эксайтотоксичности (100 µM). * р<0,05 по сравнению с 
контролем, **р<0,05 по сравнению с глутаматом. n=4. 

 

Нами установлено, что тромбин также может выступать фактором, модулирующим 

уровень экспрессии, исследуемых рецепторов. Показано, что инкубация 

культивируемых гиппокампальных нейронов с 10 нМ тромбина в течение 45 минут 

приводит к достоверному изменению экспрессии PAR2 через 4 часа после воздействия 

(рис. 9а).  

А Б 

В 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Suo+Z%22%5BAuthor%5D
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При предынкубации нейронов с 10 нМ тромбином в условиях глутаматной 

эксайтотоксичности происходит  уменьшение экспрессии мРНК PAR4 в 3,2 раза(рис. 

9б). 

При токсическом воздействии глутамата наблюдалось снижение экспрессии мРНК 

EPСR в 3,17 раза. При этом  после 15-минутной инкубации с 10 нМ тромбином 

отмечается тенденция к возвращению значения экспрессии мРНК рецептора к 

контрольному уровню (рис.8в).  

Таким образом, показано влияние низкой концентрации тромбина на изменение 

профиля экспрессии мРНК PAR2 и PAR4. 

 

7. Влияние энтеропептидазы на выживаемость культивируемых нейронов в 

сравнении с действием низкой концентрации тромбина и АРС 

Показано, что в контроле процессов нейродегенерации и нейрорегенерации  могут 

участвовать, по-видимому, не только сериновые протеиназы гемостаза, такие, как 

тромбин и АРС, но также и другие протеиназы (Wang et al 2008). Показано что 

сериновая протеиназа - энтеропептидаза (ЭП), расщепляющая трипсиноген в процессе 

пищеварения, может регулировать в нейронах Са
2+

 –сигнал, индуцируемый тромбином 

(Rumsh et al., 2008).  Однако данные о механизмах протекторного и/или повреждающего 

действия на нейроны двух ее форм - энтеропептидазы быка и легкой цепи 

рекомбинантной энтеропептидазы человека отсутствуют. 

В следующей серии экспериментов нами было изучено влияние 

высокоспецифической протеиназы процессинга трипсиногена – ЭП, на выживаемость 

культивируемых гиппокампальных нейронов. Известно, что активируя трипсиноген в 

процессе пищеварения, энтеропептидаза с высокой эффективностью отщепляет N-

концевой активационный пептид после последовательности -Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-. 

Рецептор 1 типа, активируемый протеиназами (PAR1) содержит последовательность, 

подобную активационному пептиду трипсиногена. При гидролизе PAR1 

энтеропептидазой по сайту Lys
61

-Asn
62

 (K
61

N) , видимо, происходит неспецифическое 

расщепление связи в структуре рецептора и удаление привязанного лиганда, что делает 

рецептор не чувствительным к тромбину (рис.10.).  

 

 
 

 
Рис. 10. Модель протеолиза N-концевого пептида PAR1 человека тромбином, АРС 

или энтеропептидазой (ЭП). 
 

Мы предположили что ЭП, подобно АРС,  имеет способность расщеплять PAR1 по 

сайту Arg
46

-Asn
47

 (R
46

N
47

)и также, как АРС, защищать нейроны от гибели при 

эксайтотоксичности (рис.10). Мы проверил это предположение, анализируя  действие 

высокой (10 нМ) и низкой (0,1 нМ) концентраций полноразмерной энтеропептидазы 

быка (ВЕК) и легкой цепи рекомбинантной энтеропептидазы человека (L-HEP) на 

выживаемость гиппокампальных нейронов при глутаматной эксайтотоксичности. Ранее 

в нашей лаборатории было показано, что сериновые протеиназы тромбин, FXa и АРС 

имеют разнонаправленное действие в низких и высоких концентрациях (Strukova et al 

2006,Горбачева и др, 2007; Горбачева и др,2008). 
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а) Влияние двух форм энтеропептидазы (ЭП)  -  полноразмерной энтеропептидазы 

быка (ВЕК) и легкой цепи рекомбинантной энтеропептидазы человека (L-HEP) на 

выживаемость гиппокампальных нейронов в норме и при эксайтотоксичности, 

вызванной глутаматом.  

Экспозиция нейрональных культур в среде, содержащей 100 мкМ глутамата (30 

мин), приводила через 24 ч к снижению количества живых клеток до 68,8% (рис. 11). 

Мы оценили состояние выживаемости нейронов при действии высокой (10нМ) и низкой 

концентрации (0,1 нМ) обеих форм энтеропептидазы в условиях токсического действия 

глутамата. Обнаружено, что  в низкой концентрации L-HEP и  BEK защищают нейроны 

гиппокампа от гибели, вызванной глутаматом (рис. 11).  

Выраженность токсического воздействия на клетки была выше в присутствии 10 

нМ ВEK, когда доля живых клеток снижалась до 22,4%. L-HEP в концентрации 10 нМ 

вызывала увеличение индуцированной глутаматом гибели нейронов и уменьшение 

числа живых нейронов до 37,9%, что на 15,5% выше показателей выживаемости  при 

действии 10 нМ полноразмерной BEK и это различие носит достоверный характер (рис. 

11).  В концентрации 10 нМ BEK вызывает в 3 раза большую гибель нейронов (22,4%), 

чем глутамат (68,8%). Хотя выживаемость нейронов при действии  10 нМ L-HEP 

снижается, но остается почти в 2 раза выше, чем при действии 10 нМ полноразмерной 

BEK при глутаматной токсичности.  
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Рис. 11. Влияние высокой и низкой концентрации АРС и двух форм 
энтеропептидазы: легкой цепи рекомбинантной энтеропептидазы человека (L-HEP) и 
полноразмерной энтеропептидазы быка (BEK) на выживаемость гиппокампальных 
нейронов при 30-минутной инкубации культур с глутаматом (100 мкМ).Выживаемость 
нейронов оценивали МТТ-методом через 24 ч после действия глутамата. Результаты 
представлены в процентах по отношению к контролю (фон). Различия достоверны при 
р<0,05: * - по сравнению с глутаматом, #, - сравнение отдельных групп, n = 3-4 
независимых эксперимента. 

 
Эти эффекты двух форм энтеропептидазы сопоставимы с эффектами, 

реализуемыми высокой (100 нМ) и низкой (1нМ) концентрациями АРС при глутаматной 
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эксайтотоксичности. Так предынкубация с   1нМ  АРС приводит к увеличению 

количества живых клеток в 1,3 раза, а высокая концентрация АРС (100 нМ) не оказывает 

протекторного действия.  
 
б)  Влияние энтеропептидазы на вызванную тромбином выживаемость 

гиппокампальных нейронов при глутаматной токсичности. 

В наших экспериментах мы подтвердили, что тромбин в концентрации 10 нМ 

также защищает нейроны гиппокампа от глутаматной цитотоксичности, повышая долю 

живых нейронов почти на 25% (92,3% по сравнению с 68,8% при изолированном 

действии глутамата).  Предобработка клеток 10 нМ энтеропептидазой (BEK и L-HEP) 

отменяла протекторный эффект 10 нМ тромбина при глутаматной цитотоксичности, 

вызывая снижение количества живых клеток до 42,6% и 34,6%, соответственно, для 

энтеропептидазы человека и быка. В концентрации 0,1 и 0,5 нМ BEK не отменяла 

протекторное действие тромбина, и уровень выживаемости достоверно не отличался от 

действия одного тромбина в условиях эксайтотоксичности (88,8% для 0,1 нМ, BEK по 

сравнению с 92,3% живых нейронов при действии тромбина и глутамата. 

 

в) Участие PAR1 в действии энтеропептидазы на выживаемость гиппокампальных 

нейронов при глутаматной токсичности. 

Для выяснения роли PAR1 в действии энтеропептидазы на нейроны гиппокампа 

при глутаматной цитоксичности мы использовали специфический непептидный 

антагонист PAR1 рецептора - SCH 79797 (Ahn et al, 2000).  

 
Рис. 12. Влияние антагониста PAR1 рецептора SCH 79797 (SCH, 0,2 мкМ) на 

действие пептидаз (тромбина (Тромб), легкой цепи рекомбинантной энтеропептидазы 
человека (L-HEP) и полноразмерной энтеропептидазы быка (BEK)) на выживаемость 
нейронов в условиях токсического действия глутамата (Глу). Выживаемость нейронов 
оценивали МТТ-методом через 24 ч после действия глутамата. Результаты представлены 
в процентах по отношению к контролю (выживаемость в отсутствии исследуемых 
веществ). Различия достоверны при р<0,05: * - по сравнению с глутаматом, # - 
сравнение отдельных групп, здесь и далее n = 3-4 независимых эксперимента. 
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Нами показано, что предварительная 15-минутная инкубация культур с 

антагонистом PAR1 SCH 79797 в концентрации 0,2 мкМ не отменяла действия 

энтеропептидазы быка в концентрации 10 нМ на выживаемость нейронов при 

глутаматной цитотоксичности, как в присутствии, так и в отсутствии тромбина (рис.12). 

SCH 79797 в используемой концентрации не влиял на вызванную глутаматом гибель 

нейронов. О направленном действии низких концентраций (0,1 нМ) L-HEP  и ВЕК  

свидетельствуют тот факт, что предварительная 15-минутная инкубация культур с 

антагонистом PAR1 рецептора  - SCH-79797 отменяла действие энтеропептидаз при 

глутаматной цитотоксичности, как в присутствии, так и в отсутствии тромбина. 

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что действие низких 

концентраций  двух форм энтеропептидазы (L-HEP  и ВЕК)  реализуется через PAR1, 

подобно действию тромбина.  

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Известно, что протеиназы появляются в тканях мозга при травме, воспалении, 

нарушении гематоэнцефалического барьера  и могут генерироваться нейронами мозга 

(Wang et al, 2008, Ossovskaya, Bunnett, 2004). Сериновые протеиназы регулируют 

функции клеток через трансмембранные PARs, сопряженные с G-белками (Coughlin, 

2000, 2005; Hollenberg, Houle, 2005; Saito, Bunnett, 2005). Экспрессия PARs обнаружена в 

областях мозга, наиболее уязвимых для ишемического повреждения, среди них - кора, 

стриатум, гипоталамус, гиппокамп и мозжечок (Rohatgi et al, 2004а). Изменение 

экспрессии данных рецепторов наблюдали при травмах, воспалении и ишемии мозга, 

однако данные о роли PAR и протеиназ гемостаза в травматическом и ишемическом 

повреждении мозга крайне противоречивы и нет данных о влиянии АРС на экспрессию 

PAR. Антивоспалительный эффект APC на клетки эндотелия реализуется через PAR1 

или PAR2 сигнальный путь (Riewald et al, 2002, 2003) при непосредстенном участии 

EPCR (Bunnett, 2006). 

Нами было исследовано влияние сериновых протеиназ – тромбина, АРС и ЭП - на 

выживаемость культивируемых гиппокампальных нейронов мозга крысы в условиях 

токсического воздействия 100мкМ глутамата на клетки, а также влияние АРС и низкой 

концентрации тромбина (10нМ) на изменение экспрессии всех 4 подтипов PAR и EPCR. 

Впервые показано, что АРС нормализует экспрессию мРНК рецепторов PARs  и EPCR. 

Действие глутамата на фоне низких концентраций АРС не сопровождалось значимым 

повышением уровня NF-κBp65 в ядерной фракции, что свидетельствует о защитном 

эффекте АРС при эксайтотоксичности. 

Протекторное действие АРС на количественные характеристики нейронов и 

нейроглии в перифокальной зоне инфаркта было продемонстрировано в модели 

фокальной ишемии мозга, вызванной окклюзией средней мозговой артерии крыс. АРС 

не только уменьшал размеры инфаркта по сравнению с зоной инфаркта у контрольных 

крыс, но и предотвращал гибель нейронов в слое V перифокальной зоны инфаркта, 

способствовал росту количества глиоцитов в перифокальной зоне очага. Известно, что 

нейроглия поддерживает тканевой гомеостаз нервной ткани и нормальное 

функционирование нейронов (Panickar, Norenberg, 2005; Verkhartsky, Boot, 2007). 

Поэтому  активацию нейроглии в зоне пенумбры ишемического очага в наших 

экспериментах можно расценить как компенсаторно-восстановительный ответ структур 

мозга на поддержание функции нервных клеток при ишемии, что подтверждается 

данными литературы (Panickar, Norenberg, 2005; Kuboyama et al. 2011).  

Мы также сопоставили нейропротекторные эффекты АРС с действием новых 

синтетических пептидов-аналогов привязанного лиганда PAR1, освобождаемого АРС 

(пептид-9 и  пептид-11). Нами впервые установлено, что неканонические пептиды 



  24 

снижали уровень апоптоза нейронов при эксайтотоксичности, оказывая протекторное 

действие при глутаматной эксайтотоксичности, подобное действию АРС.   

Кроме того нами было показано, что протекторные эффекты АРС реализуются 

видимо по β2-аррестин-независимому пути, так как защитное действие АРС и пептидов 

сохранялось  на гиппокампальных нейронах мышей, нокаутных по гену β2-аррестина.  

В нашей работе впервые выявлено протекторное действие ЭП в низкой (0,1 нМ) 

концентрации на выживаемость гиппокампальных нейронов при глутаматной 

цитотоксичности и нейротоксическое действие ЭП в более высокой концентрации (10 

нМ). Эффекты, реализуемые двумя исследованными формами ЭП (BEK и L-HEP), 

сопоставимы с действием  АРС при глутаматной эксайтотоксичности. Эффект 

токсичности BEK и L-HEP в области высоких концентраций можно объяснить 

инактивацией PAP1 рецептора в результате гидролиза по связи  Lys
61

-Asn
62

 (Румш, 

2008).  

С помощью специфического  антагониста PAR1 рецептора (SCH 79797) мы 

показали, что действие ЭП реализуется через PAR1, подобно действию тромбина. 

Таким образом, полученные данные указывают на способность низких 

концентраций обеих форм ЭП защищать нейроны гиппокампа от глутаматной 

токсичности.  

При ишемическом инсульте происходит активация процессов воспаления и 

нейродегенерации при участии иммунокомпетентных клеток. Одними из важнейших 

адресатов провоспалительных медиаторов являются клетки глии и микроглии, входящие 

в состав нейроваскулярной единицы и обеспечивающие ответ на провоспалительные 

сигналы, поступающие от иммунокомпетентных клеток. Особую роль в сигнализации 

играют тучные клетки (Strbian, 2009). Тучные клетки могут проникать в ЦНС в 

результате повреждения ГЭБ (Skaper et al, 2012), что может приводить к увеличению 

отека и клеточной гибели при ишемическом поражении мозга, благодаря прямому 

токсическому действию на нейроны и опосредованному действию в виде синтеза 

провоспалительных медиаторов. В нашей работе было впервые показано, что АРС 

увеличивает выживаемость гиппокампальных нейронов, в кокультуре с 

активированными воспалением тучными клетками крыс. 

Исследованные нами механизмы действия АРС, пептидов-аналогов привязанного 

лиганда PAR1, освобождаемого АРС и ЭП открывают возможности синтеза и 

использования новых протекторов для лечения ишемического повреждения мозга. 

 

ВЫВОДЫ 

1. В культивируемых гиппокампальных нейронах мозга крысы 

экспрессируется EPCR (эндотелиальный рецептор протеина С) и все четыре подтипа 

рецепторов, активируемых протеиназой (PAR) – PAR1, PAR2, PAR3 и PAR4. Действие 

глутамата (100 мкМ, в течение четырех часов) приводит к повышению уровней 

экспрессии мРНК PAR1 и PAR4 и снижению уровня экспрессии EPCR. Прединкубация с 

АРС (1нМ) и тромбином (10 нМ) приводит к восстановлению уровеня экспрессии мРНК 

PAR 1, PAR4 и EPCR, нарушенной при глутаматной эксайтотоксичности. 

2. АРС уменьшает размер инфаркта в модели окклюзии средней мозговой 

артерии крыс, снижая гибель нейронов и увеличивая количество глиальных клеток. 

3. Пептиды-аналоги привязанного лиганда PAR1, освобождаемого АРС 

(пептид-9 (NPNDKYEPF-амид) и пептид-11 (NPNDKYEPFWE)), как и сам АРС, 

обладают нейропротекторным действием на культивируемые гиппокампальные нейроны 

при глутаматной эксайтотоксичности, которое реализуется по пути, независимому от β-

аррестина 2. 
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4. Энтеропептидаза в низких концентрациях (0,1 нМ) обладает 

нейропротекторным действием в условиях глутаматной токсичности. Действие 

энтеропептидазы в низких концентрациях реализуется через активацию PAR1, а 

энтеропептидаза в высоких концентрациях вызывает инактивацию этого рецептора. 

5. АРС увеличивает выживаемость гиппокампальных нейронов в кокультуре с 

активированными тучными клетками, полученными в модели острого воспаления. 

6. Эндогенные сериновые протеиназы – тромбин, ЭП, АРС и синтетические 

пептиды-аналоги привязанного лиганда PAR1, освобождаемого АРС, служат 

регуляторами выживаемости нейронов в условиях глутаматной эксайтотоксичности и 

могут быть использованы для разработки новых препаратов, направленных на 

коррекцию ишемических повреждений мозга. 
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