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гуляторами процессов, характеризующие новые звенья костного ремоделирования у космонавтов в
острый период реадаптации после приземления.
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Несмотря на фундаментальные исследования
изменений системных и местных факторов ремо-
делирования костной ткани под влиянием ком-
плекса факторов космического полета, регуляция
процессов ремоделирования не до конца изучена.
Ремоделирование костной ткани является непре-
рывным процессом, который направлен на со-
хранение механических свойств скелета в услови-
ях меняющихся факторов среды. Депонирование
кальция и обмен этим ионом с внеклеточной
жидкостью вовлекает костную ткань в гомеостаз
кальция. В целом, ремоделирование – это сово-
купность биохимических реакций, протекающих
последовательно или параллельно по механиз-
мам прямой и обратной связи, осуществляющих-
ся под влиянием системных и местных регулято-
ров. Сдвиг процессов в сторону преобладания
резорбции может развиться под влиянием сово-
купности факторов, в том числе – длительного
космического полета (КП) [1, 2]. Как известно,
ведущими факторами КП, влияющим на остеоге-
нез, являются микрогравитация [3], гипомагнит-
ная среда [4], радиационные эффекты [5, 6],
гиподинамия и недостаточность витамина Д [7],
изменения гормональной рецепторной чувстви-
тельности и биологических ритмов секреции
гормонов [8]. На мезенхимальных стромальных

клетках костного мозга показаны изменения экс-
прессии генов (COL15A1, CXCL12, DPT и WISP2) [9].
Отмечено, что функциональная адаптация кост-
ной системы реализуется через изменения мета-
болической активности остеобластов и остеокла-
стов (изменяется содержание в сыворотке крови
остеокальцина, тартрат-резистентной кислой
фосфатазы, остеопротегерина и лиганда рецепто-
ра – активатора ядерного фактора каппа-В), и
экспрессии генов в лейкоцитах периферической
крови, вовлеченных в формирование, рост, раз-
витие, функционирование и метаболизм костной
ткани. Значительная вариабельность изменений
минеральной плотности в шейке бедренной ко-
сти и изученных молекулярно-генетических мар-
керов, наблюдавшаяся после завершения дли-
тельных космических миссий, свидетельствует об
индивидуальной вариабельности баланса про-
цессов ремоделирования костной ткани – рез-
орбции и костеобразования [10]. Поэтому пред-
ставляется актуальным исследование протеома
космонавтов для поиска регуляторных белков,
повышающих метаболическую активность остео-
кластов.

Заслуживает внимания гипотеза о сдвиге жид-
кости и изменениях гидростатического давления,
играющие важную роль в механотрансдукции ко-
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сти и последующем костном ремоделировании.
Это объясняет, как сдвиг жидкости в торакокра-
ниальном направлении может способствовать из-
бирательной потере плотности костной ткани,
которая возникает под воздействием микрогра-
витации [11–13].

Другие физиологические изменения, которые
наблюдаются в условиях микрогравитации, оче-
видно могут также способствовать потере кост-
ной массы при разгрузке скелета; в том числе низ-
кие уровни витамина Д [7], окислительный стресс
[14], радиационное облучение [5, 6], ацидоз [14]
и, возможно, снижение уровня половых стерои-
дов [15]. Описана роль RhoA-киназы в поддержа-
нии образования волокон напряжения актина и
экспрессии синтазы оксида азота в условиях мо-
делируемой микрогравитации [16]. Эти предлага-
емые механизмы могут быть частью системного
ответа на микрогравитацию, что в конечном ито-
ге приводит к изменению физиологии человека.
Все эти изменения имеют потенциальные по-
следствия для долгосрочных эффектов воздей-
ствия микрогравитации на метаболизм костей.

Таким образом, регуляция костного ремоде-
лирования – многоуровневый процесс, в кото-
рый вовлечены как клеточные, так и системные
регуляторные факторы. Большинство из них име-
ют белковую природу (регуляторные белки, бел-
ки транспортеры, белки рецепторы, ферменты,
факторы роста, цитокины, др.) [8, 16]. Поэтому,
по нашему мнению, именно протеомные иссле-
дования могут стать связующим звеном в интер-
претации разнообразных результатов исследова-
ния изменений костной ткани под влиянием
комплекса экстремальных факторов. Существу-
ющие протеомные методы на основе хромато-
масс-спектрометрии позволяют проводить круп-
номасштабные аналитические исследования для
обнаружения, идентификации и функциональ-
ного исследования протеомов. Изменение экс-
прессии белков является свидетельством моди-
фикации регуляторных механизмов, в том числе
индуцированных микрогравитацией, и получе-
ние информации такого рода важно для направ-
ленного поиска эффективных контрмер измене-
ний костного ремоделирования в КП [17]. Боль-
шое значение имеет описание ассоциативных
связей между регуляторными белками (молеку-
лярный уровень), процессами пролиферации,
дифференцировки, активности остеобластов и
остеокластов (клеточный уровень), сопряжения
процессов остеокласты – резорбция и остеобла-
сты – новообразование костной ткани, ее мине-
рализация (тканевый уровень), а также систем-
ный уровень.

Цель работы – исследование регуляторных
белков протеома крови – регуляторов костного
ремоделирования и описание ассоциативных

связей, характеризующих процессы метаболизма
кости у космонавтов после длительных космиче-
ских полетов.

МЕТОДИКА

В анализе образцов крови принимали участие
18 российских космонавтов (средний ± SD воз-
раст: 44 ± 6 лет, все мужчины) в рамках экспери-
мента “Протеом крови и мочи”. Венозную кровь
отбирали за 30 дней до старта (сокращенно L-30),
через сутки после приземления (R + 1) и через
7 дней после возвращения на Землю (R + 7) в
коммерческие пробирки SARSTEDT-Monovette®,
содержащие K-EDTA, отделяли плазму и замора-
живали при –80°С до проведения анализа. Инги-
биторы протеаз или антимикробные агенты не
добавляли.

Целевая панель для анализа с помощью хрома-
то-масс-спектрометрии с мониторингом множе-
ственных реакций (ЖХ/МРМ-МС) состояла из
белков, осуществляющих свои функции во вне-
клеточной жидкости. Для количественного опре-
деления белков крови в качестве внутренних
стандартов использовали 13С/15N-меченые пеп-
тидные аналоги, отобранные и синтезированные
в Genome BC Proteomics Centre (Университет Вик-
тории, Канада). Чистота SIS пептидов составляла
в среднем 94.2%. Анализ ЖХ/МРМ-МС проводи-
ли на колонке Zorbax Eclipse Plus RP-UHPLC в си-
стеме хроматографа UPLC 1290 Infinity (все от Agi-
lent Technologies), сопряженного с тройным квад-
рупольным масс-спектрометром (Agilent 6490) че-
рез источник Jet Stream™ от Agilent в режиме элек-
троспрейной ионизации положительными иона-
ми. Данные мониторинга множественных
реакций визуализировали и исследовали с помо-
щью программного обеспечения Mass Hunter для
количественного анализа (версия B.07.00, Agilent).

Статистический анализ проводили в про-
граммном пакете Statistica 7 с использованием
многофакторного дисперсионного анализа. По-
исковую систему PubMed использовали для опре-
деления функций, биологических процессов и
регуляторных путей. Дополнительную информа-
цию о свойствах и молекулярной массе белков
получали с помощью базы данных Uniprot (https://
www.uniprot.org/).

Реконструкция ассоциативных генных сетей
осуществляли с помощью программы ANDSystem,
предназначенной для автоматической экстрак-
ции знаний по биомедицинской тематике из тек-
стов научных публикаций и баз данных. В ассо-
циативные генные сети включили все достоверно
различающиеся белки. Связь с функциональным
состоянием костной ткани устанавливали через
идентификатор *bone*, которому соответствова-
ли основные биологические процессы, согласно
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генным онтологиям, указанные в базе данных Go
и содержащихся в базе знаний системы ANDSystem.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследованы образцы крови 18 российских
космонавтов, в трех временных точках относи-
тельно периода космического полета. В результа-
те идентификации были получены списки белков
для каждого космонавта с указанием концентра-
ции белка в крови (фмоль/мкл). Всего определе-
ны концентрации для 125 различных белков вне-
клеточной жидкости. С помощью программного
пакета Statistica 7 был проведен многофакторный
дисперсионный анализ (ANOVA), в результате че-
го был получен список белков, достоверно разли-
чающихся между точками эксперимента (p-value <
< 0.05). С помощью программы ANDSystem уста-
новлено, что 3 из 19 достоверно различающихся
белков напрямую связаны с процессами ремоде-
лирования костной ткани как регуляторные бел-
ки (табл. 1).

Опираясь на представление, что один белок
может участвовать в регуляции множества про-
цессов [17, 18], методом ручной аннотации анали-
зировалась связь белков с достоверно различаю-
щимися концентрациями (цистатин C, фетуин-А
и фибронектин) и процессов костного ремодели-
рования.

Цистатин C (CysC) представляет собой инги-
битор цистеиновой протеиназы, относящийся к
суперсемейству цистатина, ингибирующий рез-
орбцию кости. CysC влияет на регуляторные кас-
кады костного морфогенетического белка (BMP)
в остеобластах и участвует в процессах дифферен-
циации остеобластов, минерализации и форми-
ровании кости [19]. В клетках, обработанных
CysC, наблюдались повышенные уровни мРНК
BMP-2, остеокальцинан-дифференцировочного
маркера и главного фактора остеогенной тран-
скрипции (Runx2). Ингибирование резорбции
кости CysC было более длительным, по сравне-
нию с кратковременным эффектом кальцитони-
на. В доступной литературе обсуждается, что
Z-RLVG-CHN2 (N-бензилоксикарбонил-аргинил-

лейцил-валил-глицилдиазометан ацетат) инги-
бирует резорбцию кости in vitro с помощью меха-
низма, который, по-видимому, связан с ингиби-
рованием деградации костной матрицы с помощью
цистатина С [19, 20]. Кроме того показано, что
цистатины обратимо ингибируют деградацию
костного матрикса в лакунах резорбции, прилега-
ющих к остеокластам [21]. Другими авторами
установлено, что CysC регулирует деградацию
костной матрицы с участием белка-посредника
катепсина К, как внеклеточно, так и внутрикле-
точно [22].

В данном исследовании CysC был достоверно
снижен на первые сутки после завершения кос-
мического полета и его уровень не возвращался к
фоновому уровню к 7 сут после приземления
(табл. 1). Известно, что в ранние сроки реадапта-
ции (до полутора месяцев) в некоторых случаях
наблюдалась отрицательная динамика показате-
лей по сравнению с первым послеполетным ска-
нированием минеральной плотности костной
ткани [23]. Полученные данные свидетельствует о
роли этого регуляторного белка в процессах диф-
ференциации остеобластов, минерализации и
формировании кости во время ремоделирования
кости в остром периоде реадаптации после при-
земления. Поэтому снижение уровня CysC после
приземления может косвенно свидетельствовать
о нарушении регуляции экспрессии CysC и/или
связанного с ним катепсина К, что может приве-
сти к нарушению нормального метаболического
обмена костной ткани. Эта гипотеза совпадает с
мнением других авторов и результатами несколь-
ких клинических исследований [22, 24].

Фетуин-А (Fetuin-A), гликопротеин, относится
к суперсемейству цистатина – ингибиторов ци-
стеиновой протеазы. Этот регуляторный белок
играет регулирующую роль в процессе минерали-
зации. Fetuin-A является сильным ингибирую-
щим фактором эктопической кальцификации; он
действует путем связывания кластеров кальция и
фосфата, стабилизируя эти ионы и предотвращая
их поглощение клетками [25–27]. Снижение ин-
гибиторной функции вызывает кальцификацию
сосудов.

Таблица 1. Белки, с достоверно различающимися концентрациями между фоном, +1 и +7 сут, напрямую связан-
ные с процессами ремоделирования костной ткани

Примечание: жирным шрифтом отмечены p-value < 0.05.

Название белка
M ± SD, фмоль/мкл p-values

М (кДа)
L-30 R + 1 R + 7 L-30 vs R + 1 R + 1 vs R + 7 L-30 vs R + 7

Цистатин С 71.9 ± 32.6 41.9 ± 22.52 49 ± 37.61 0.014 0.630 0.218 15.8
Фибронектин 121.8 ± 36.5 100.9 ± 21.73 110.9 ± 18.5 0.044 0.145 0.267 262.6
Фетуин-A 134.2 ± 75.9 80.3 ± 38.13 86.3 ± 51.1 0.037 0.794 0.215 39.3
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В данном исследовании Fetuin-A достоверно
снижался на первые и седьмые сутки после поле-
та, что свидетельствует о риске активизации про-
цессов эктопической кальцификации мягких тка-
ней (аорта, другие сосуды, почки и т.д.) [27–30].

Фибронектин (FN) наряду с коллагеном, ла-
минином, протеогликанами является основным
компонентом внеклеточного матрикса. Внекле-
точный матрикс обеспечивает структурную и
биохимическую поддержку окружающих клеток.
В его составе коллаген, ламинин, витронектин,
фибронектин и гликозаминогликаны. Внекле-
точный матрикс может играть ключевую роль в
биохимических и биофизических процессах на-
рушения оссификации [31]. По литературным
данным, синтез костных клеток и пространствен-
ная ориентация FN неизменны в условиях микро-
гравитации [32]. Т.е., изменение процесса фор-
мирования ячеек костной ткани не опосредовано
регуляторными звеньями фибронектин–инте-
грин–актин–цитоскелет-внеклеточный матрикс
в условиях КП [32]. Поэтому выявление сниже-
ния FN с 1 по 7 сут после приземления в нашем
исследовании свидетельствует о возможном от-
рицательном балансе образования связей между
цитоскелетом и внеклеточным матриксом, изме-
нением функции остеобластов. Остается неяс-
ным, почему в нашем исследовании выявлено
снижение концентрации гормоноподобных пеп-
тидов иризин–фибронектин в острый период
адаптации после приземления [33]. Ведь внекле-
точный домен доменного белка 5 типа фибронек-
тина III – иризин, секретируется скелетной
мышцей в ответ на физические упражнения, а
физическая нагрузка после приземления возрас-
тает.

Интересно отметить, что межмолекулярная
ковалентная сшивка остеопонтина и фибронек-
тина с помощью трансглутаминазы 2 генериру-
ет высокомолекулярные остеопонтин-полимеры
in vitro с повышенной вторичной структурой и

приобретенными функциональными возможно-
стями, включая увеличение связывания с колла-
геном I типа и усиление адгезии клеток, хемотак-
сис и миграционную активность [34]. Вероятно, в
острый период адаптации после приземления
происходит ингибирование матричной минера-
лизации.

Ряд авторов отмечает, что в условиях микро-
гравитации выявлены изменения уровня следую-
щих регуляторных белков: интегрин, белки ци-
тоскелета или клеточной адгезии и белки внекле-
точного матрикса (ламинин, фибронектин,
коллаген I и III и остеопонтин) [9, 35, 36]. В на-
шем исследовании не выявлено достоверное из-
менение вышеуказанных показателей. Эти факты
можно объяснить различиями в условиях прове-
дения исследований в условиях микрогравитации
и после приземления, доминирующим влиянием
разных действующих факторов. По нашему мне-
нию, эти различия не принципиальны. Для пони-
мания особенностей процессов ремоделирования
костной ткани при микрогравитации и после
приземления важно понимание участия основ-
ных регуляторных белков и белков-посредников,
отмеченных в доступных нам исследованиях.

С помощью программы для автоматической
экстракции данных ANDSystem была построена
ассоциативная генная сеть, описывающая связь
достоверно различающихся белков и биологиче-
ских процессов, связанных с функциональным
состоянием костной ткани (рис. 1). Установлено,
что основные процессы, которые регулируются
вышеописанными регуляторными белками, это
резорбция, минерализация, формирование ко-
сти, ингибирование минерализации, развитие
костного мозга (табл. 2).

Резорбция кости рассматривалась нами как
процесс, в котором специализированные клетки,
остеокласты, разрушают органические и неорга-
нические участки кости путем эндоцитоза и

Таблица 2. Список процессов – регуляторов костного ремоделирования у космонавтов, связанных c сигнальными
белками протеома крови, выявленными с помощью программы ANDsystem на первые сутки после полета по срав-
нению с фоном

Название белков Название процесса
(прямая связь)

Название процесса
(связь через 1 посредника)

Цистатин С Резорбция кости Ингибирование минерализации кости (Фетуин-A)

Фетуин-A

Ингибирование минерализации кости bone resorption (Цистатин С)
Развитие костного мозга

Формирование кости
Резорбция кости

Фибронектин
Резорбция кости

Минерализация кости
Формирование кости
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транспортируют продукты разложения. В данном
исследовании в процессе “резорбция кости”
участвуют три регуляторных белка: CysC, Fetuin-A
и FN. Учитывая прямую ассоциативную связь ре-
гуляторный белок – процесс (табл. 2, рис. 1), вы-
явление снижения CysC, Fetuin-A и FN с 1 до 7 сут
после приземления по окончании длительного
КП, свидетельствует об активности резорбции
костной ткани в острый период реадаптации.

Минерализация – процесс отложения мине-
ральных веществ (гидроксиапатитов и др.), один
из этапов формирования новой кости, противо-
положен резорбции. Этот термин часто использу-
ется как синоним процесса оссификации. Одна-
ко оссификация – процесс кальцификации как
костной, так и эктопической ткани (мягких тка-
ней, сосудов, др.). Основной регуляторный белок –
FN регулирует процесс минерализации в нашем
исследовании. Другой белок Fetuin-A – важней-
ший ингибитор эктопической оссификации
(табл. 2). Ингибирование минерализации – про-
цесс подавления формирования новой кости.
CysC подавляет ингибирование минерализации,
поэтому снижение его уровня после приземления

ассоциативно связано со снижением минерали-
зации (табл. 2).

Формирование кости рассматривалось как
процесс формирования структуры новой кости в
корковом и губчатом слоях, который также сни-
жается после приземления. Процесс регулируют
два белка: фибронектин и цистатин С.

Развитие костного мозга – процесс от образо-
вания костного мозга до формирования зрелой
структуры. В данном исследовании этот процесс
освещается применительно к образованию, диф-
ференцировке и миграции остеокластов. Остео-
класты образуются в костном мозге из моноци-
тарной клеточной линии. Ранние предшествен-
ники клеток дифференцируются под влиянием
гранулоцитарно-макрофагального колониести-
мулирующего фактора (ГМ-КСФ). Стимулято-
ром дальнейшей дифференцировки предше-
ственников остеокластов является активный ме-
таболит витамина Д (дефицит витамина Д
отмечен у отдельных космонавтов [7]). Процессы
образования и миграции остеокластов в кость ин-
гибируются трансформирующим фактором роста
(ТВР-β), интерфероном гамма (ИНФ-γ) и эстро-
генами. Активность зрелых остеокластов регули-

Рис. 1. Связи между сигнальными белками протеома – регуляторами костного ремоделирования.
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руется паратиреодным гормоном (ПТГ), ПТГ-по-
добным пептидом (ПТГ-ПП), действующими
местно ТВР-β и ИНФ-γ [18].

Fetuin-A, в данном исследовании, – регулятор-
ный белок изменения процесса “развитие кост-
ного мозга”, также связан с процессами форми-
рования и резорбции кости, что подтверждает его
трактовку, как маркера активности метаболизма
остеокластов (табл. 2, рис. 1).

Полученные нами данные подтверждаются ре-
зультатами В.Е. Новикова и др., свидетельствую-
щими, что у космонавтов, с потерей минеральной
плотности бедренной кости более 5%, наблюда-
лось увеличение (не менее чем в 2 раза) экспрес-
сии 36 ключевых генов: маркеров регуляторов
дифференцировки остеобластов – костные мор-
фогенные белки (BMP2, BMP4, BMP6) и инсули-
ноподобный фактор роста-1 (IGF1), маркеров
дифференцировки остеобластов – тканеспеци-
фическая щелочная фосфатаза (ALPL) и остео-
кальцин (BGLAP), маркеров дифференцировки
остеокластов – колониестимулирующий фактор
макрофагов (CSF1) и RANKL (TNFSF11), оссифи-
кации (BMP1, BMP3, FGFR2), коллагенов
(COL1A1, COL2A1, COL1A2, COL3A1, COL5A1,
COL10A1, COL14A1, COL15A1), адгезии и межкле-
точного взаимодействия (FGFR2, ITGA1, ITGA2,
ITGA3, ICAM1), ростовых факторов (EGF, FGF2) и
ключевых транскрипционных факторов (SMAD5,
SOX9, TWIST1) [10].

В условиях воздействия комплекса факторов
космического полета наблюдается сдвиг процес-
сов костного ремоделирования в сторону резорб-
ции [11, 23]. Быстрое изменение совокупности
действующих на организм факторов после при-
земления вызывает острую реадаптацию костно-
го ремоделирования, направленную на макси-
мально быстрое приспособление к условиям жиз-
ни на Земле. Регуляторные белки в этих условиях
запускают каскад реакций, которые в дальней-
шем, на протяжении 3–6 (и более) мес., восстано-
вят минеральную плотность костной ткани, силу
мышечных сокращений в соответствии с “гене-
тической памятью” об оптимальном соответ-
ствии параметров костного метаболизма к усло-
виям Земли [30]. Однако необходимо время для
изменения процессов, перешедших на новый
уровень регуляции костного ремоделирования в
условиях длительного космического полета. Вы-
явленные нами изменения в виде снижения кон-
центраций основных регуляторных белков, регу-
ляторов резорбции, формирования структуры,
минерализации и активности остеокластов сви-
детельствуют о незавершенности процессов ре-
адаптации костного ремоделирования в остром
периоде приспособления после приземления и
необходимости исследования динамики этих
маркеров, как в космическом полете, так и в тече-

ние года после полета. Применительно к клини-
ческой практике, открываются перспективы
верификации этих белков как ингибиторов рез-
орбции кости для использования в практике
травматологии, ортопедии, восстановления по-
сле длительной гиподинамии и др.

В последнее время геномные и протеомные
подходы привлекают внимание специалистов по
гравитационной физиологии и космической ме-
дицине. Можно ожидать, что вызываемая микро-
гравитацией модификация протеома позволит
понять молекулярные механизмы, в т.ч. выявить
сети, участвующие в адаптивном ответе организ-
ма на изменения в условиях окружающей среды
во время КП. Это, в свою очередь, позволит пред-
ложить определенные белки в качестве потенци-
альных мишеней для эффективных контрмер
противодействия нежелательным для здоровья
экипажа изменениям.

ВЫВОДЫ
1. Впервые исследованы регуляторные белки

протеома крови применительно к регуляции
костного ремоделирования у космонавтов, совер-
шивших длительные космические полеты.

2. После 6-месячных полетов установлено до-
стоверное снижение в протеоме крови регулятор-
ных белков цистатина С, фетуина-А, фибронек-
тина по сравнению с фоновым периодом.

3. По данным целевого количественного ис-
следования протеома плазмы крови, на первые
сутки после длительных КП, процессы костного
ремоделирования характеризуются продолжаю-
щейся резорбцией, изменением формирования
костной матрицы, усилением ингибирования ми-
нерализации.

4. Установлены основные белки – посредники
реализации белок-белковых взаимодействий.

Этические нормы. Все исследования проведены
в соответствии с принципами биомедицинской
этики, сформулированными в Хельсинкской де-
кларации 1964 г. и ее последующих обновлениях,
и одобрены комиссией по биомедицинской этике
Института медико-биологических проблем РАН
(Москва).

Информированное согласие. Каждый участник
исследования представил добровольное пись-
менное информированное согласие, подписан-
ное им после разъяснения ему потенциальных
рисков и преимуществ, а также характера пред-
стоящего исследования.
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Basing on the proteomic data, we described the parameters of bone remodeling in astronauts after long-term
space f lights. We discussed the regulatory proteins involved in the processes of bone remodeling. We analyzed
a large amount of data to determine the associations of signaling proteins that participate in new steps of bone
remodeling during readaptation of astronauts after landing.
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