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Ретинальный пигментный эпителий (РПЭ) играет ключевую роль в развитии многих заболеваний глаз,
проявляющихся нарушением зрения и даже слепотой. Использование клеточных культур для моделиро-
вания изменений РПЭ позволяет изучать стимулирующие их факторы и сигнальные пути, координирую-
щие клеточные и молекулярные механизмы межклеточных взаимодействий в условиях патологии. Кроме
того, появляется возможность определить мишени и разработать специфическую терапию, эффективно
нацеленную на устранение патологических изменений в сетчатке. На основе результатов ранее получен-
ных экспериментальных данных о понижении уровня дифференцировки клеток РПЭ в сторону нейро-
эпителия после однократного воздействия на них оФРФ было продолжено исследование в этом направ-
лении и изучены изменения в Wnt-, BMP- и Notch-сигнальных путях, что необходимо для более глубокого
понимания механизмов, понижающих уровень дифференцировки клеток РПЭ. Так, после добавления
фактора в культуре отмечено снижение иммуноцитохимического окрашивания на β-катенин, усиление
окрашивания на Wnt7a, ВМР2 и ВМР7 и изменение локализации ВМР4. Кроме того, методом количе-
ственной ПЦР в реальном времени в клетках РПЭ, обработанных оФРФ, выявлено увеличение экспрес-
сии мРНК BMP2, снижение экспрессии мРНК CTNNB1, ВМР4, ВМPR2, а также мРНК генов Notch сиг-
нального пути: JAG1, NOTCH1, HES1 и HEY1. Анализ полученных данных свидетельствует об инактивации
Wnt/β-катенин- и Notch-сигнальных путей, активации неканонического Wnt/PCP-сигнального пути и
модулировании ВМР-сигналинга в клетках РПЭ взрослого человека на ранних сроках действия оФРФ,
что приводит к понижению уровня их дифференцировки. Таким образом, полученные результаты уточня-
ют механизмы дедифференцировки клеток РПЭ под влиянием оФРФ.
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Ретинальный пигментный эпителий (РПЭ) пред-
ставляет собой монослой сильнопигментированных
клеток, располагающихся между фоторецепторами
сетчатки и сосудистой оболочкой глаза. У взрослых
позвоночных клетки РПЭ относятся к окончательно
дифференцированным, которые в нормальных усло-
виях обладают крайне низкой митотической актив-
ностью (Al-Hussaini et al., 2008), однако при повре-
ждении или экспериментальной активации способ-

ны к делению, что приводит к регенерации сетчатки у
амфибий (Chiba et al., 2006) и является причиной раз-
нообразных патологий зрения у человека (Yang et al.,
2015). Установлено, что одним из факторов, высво-
бождаемым из клеток внутреннего ядерного слоя и
ганглиозных клеток нейральной сетчатки при дей-
ствии различных повреждающих факторов (гипо-
ксии, нарушения метаболизма, травмы, поврежде-
ния лазером) является основной фактор роста фиб-
робластов (оФРФ) (Wen et al., 1995; Cao et al., 1997).
Освобожденный оФРФ активирует клетки РПЭ,
они теряют контакты, пролиферируют, депигменти-
руются, приобретают способность к миграции, экс-
прессируют нехарактерные белки, т.е. дедифферен-
цируются, и у низших позвоночных дифференциру-
ются в клетки нейральной сетчатки, регенерируя ее
(Григорян и др., 2013; Luz-Madrigal et al., 2014), тогда
как у человека подвергаются эпителио-мезенхимно-

Принятые сокращения: BMP − костный морфогенетический
белок, ИЦХ – иммуноцитохимия, кПЦР – количественная
полимеразная цепная реакция в реальном времени, ФРФ и
оФРФ – соответственно фактор роста фибробластов и основ-
ной ФРФ, РПЭ − ретинальный пигментный эпителий, СК –
стволовые клетки, ЭМП – эпителио-мезенхимный переход,
ЭСК – эмбриональные стволовые клетки, ЯЦО − ядерно-цито-
плазматическое отношение, TCF − транскрипционный фактор,
TGFβ − трансформирующий фактор роста-бета.
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му переходу (ЭМП), участвуя в формировании эпи-
ретинальных или субретинальных мембран, что
приводит к нарушению зрения (Frank et al., 1996).
Многие исследователи связывают такое поведение
клеток РПЭ с их эволюционно консервативной пла-
стичностью, в результате которой происходит акти-
вация свойств мультипотентных стволовых клеток
(СК). Способность к изменению своего фенотипа
клетки РПЭ сохраняют и in vitro (Кузнецова и др.,
2011; Милюшина и др., 2011), что открывает возмож-
ность для исследования молекулярных механизмов
де- и трансдифференцировки специализированных
клеток. Эти сведения важны для раскрытия фунда-
ментальных процессов развития и регенерации тка-
ней глаза, а также патологических процессов в сет-
чатке.

оФРФ играет решающую роль в различных био-
логических процессах, включая рост клеток, выжи-
вание, миграцию и дифференцировку, поэтому его
используют как конститутивную добавку к ростовой
среде при культивировании различных типов СК
(Ding et al., 2010; Blauwkamp et al., 2012; Lotz et al.,
2013; Nowwarote et al., 2015). Экзогенный оФРФ под-
держивает СК в недифференцированном состоя-
нии, модулируя у них Wnt-сигналинг (Ding et al.,
2010), что сопровождается увеличением экспрессии
плюрипотентных маркеров (Ludwig et al., 2006; Lotz
et al., 2013). Известно, что Wnt-сигнальный путь пе-
рекрестно взаимодействует с сигнальными путями
ВМР и Notch (Urbán, Guillemot, 2014; Kuznetsova et al.,
2016). Однако реакция Wnt-, ВМР- и Notch-сигналь-
ных путей на оФРФ в РПЭ взрослого человека изу-
чена мало.

Для изучения влияния экзогенных факторов на
сигнальные пути, координирующие клеточные и мо-
лекулярные механизмы межклеточных взаимодей-
ствий в условиях патологии, используют клеточные
модели. В настоящее время существует два основных
источника клеток РПЭ человека для культивирования:
постоянная линия пигментного эпителия ARPE-19,
полученная в результате спонтанной трансформа-
ции, и клетки, выделенные из первичного материала
(Kuznetsova et al., 2014). Однако иммортализованная
клеточная линия РПЭ имеет значимые отличия от
линий с ограниченным сроком жизни по поведению
и молекулярно-генетическим свойствам клеток
(Tian et al., 2005; Baldwin et al., 2014), что может быть
связано с потерей важных характеристик, присущих
первоисточнику.

Цель настоящей работы – выявить влияние
оФРФ на регуляцию Wnt-, BMP- и Notch-сигналь-
ных путей в клетках РПЭ взрослого человека in vitro.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культура клеток. Использовали неиммортализо-
ванную клеточную линию РПЭ человека, выделен-
ную из глазного яблока взрослого донора в возрасте

50 лет (Кузнецова и др., 2018). Для экспериментов ис-
пользовали клетки РПЭ 4-го пассажа, которые выса-
живали на поверхность культуральных флаконов для
адгезивных культур Т-25 Greiner CELLSTAR® (Greiner
Bio-One GmbH, Германия) в концентрации 104 кл./см2

и культивировали в течение 24, 48 и 72 ч. Для оценки
действия оФРФ его добавляли в количестве 20 нг/мл
в ростовую среду, состоящую из культуральной сре-
ды DMEM/F12 (1 : 1), L-глутамина (2 мM, Sigma-
Aldrich, США), 100 Ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл
стрептомицина (Pan Biotech, Германия) и 1% ЭТС
(Gibco, США), культивировали клетки при 37°С и
5% СО2. Контролем служили клетки, культивиро-
ванные без оФРФ. В течение всего срока культиви-
рования среду не меняли. Клетки фотографировали
с помощью микроскопа Olympus (Япония) с цифро-
вой камерой DP70 (Olympus, Япония).

Ранее нами выполнен морфометрический анализ
для выявления различий клеток по размеру и форме
(Кузнецова и др., 2018). В настоящей работе мы про-
анализировали размер ядер и ядерно-цитоплазмати-
ческое отношение (ЯЦО). Для этого в программе Im-
ageJ1.51j8 (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
США) на изображениях случайных полей зрения
(формат JPEG, размер изображения 1360 × 1024 пик-
селей), полученных при увеличении объектива мик-
роскопа 20×, вручную с помощью мыши обводили
каждую клетку, исключая двуядерные и те клетки,
края которых соприкасались с границами изображе-
ния. Затем в тех же клетках обводили ядра. Для каж-
дого срока культивирования анализировали от 30 до
60 клеток. Программа автоматически рассчитывала
площади проекций клетки и ядра на подложке (да-
лее площадь клетки и площадь ядра соответствен-
но). Площади клетки и ядра были рассчитаны в пик-
селях без перевода в метрические единицы измере-
ния, поскольку для анализа важны не абсолютные
значения, а относительные. ЯЦО для каждой клетки
каждого срока рассчитывали как отношение площа-
ди ядра к разнице между площадью клетки и площа-
дью ядра (Терюкова и др., 2016). Статистическую об-
работку полученных показателей, вычисление сред-
них значений, ошибки среднего и коэффициента
детерминации (R2, достоверность аппроксимации)
проводили с помощью программы Excel 2007 (Mic-
rosoft Corporation, США). Достоверность различий
средних величин устанавливали с помощью t-крите-
рия Стьюдента при уровне значимости P < 0.05.

Иммуноцитохимический (ИЦХ) анализ. Клетки
высаживали на круглые покровные стекла (CellStar,
Германия) в 24-луночные планшеты (Greiner Bio-
One GmbH, Германия) в концентрации 104 кл./см2 и
культивировали в течение 24, 48 и 72 ч в отсутствие
(контроль) или в присутствии оФРФ, после чего
фиксировали в течение 15 мин 4%-ным парафор-
мальдегидом (Sigma-Aldrich). В работе использовали
первичные антитела (Abcam, Великобритания) к
ВМР2 (ab14933, кроличьи, 1 : 150), ВМР7 (ab54904, мы-



288

ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 4  2019

КУЗНЕЦОВА и др.

шиные, 1 : 150), β-катенину (ab32572, кроличьи, 1 : 200),
и антитела Sigma-Aldrich к ВМР4 (SAB2700755, кро-
личьи, 1 : 100), Wnt7a (HPA015719, кроличьи, 1 : 100),
разведенные в 0.1%-ном растворе БСА (Sigma-Al-
drich, США). Препараты экспериментальной и кон-
трольной групп клеток РПЭ обрабатывали парал-
лельно для последующего проведения сравнитель-
ного анализа. ИЦХ-анализ препаратов включал:
блокировку неспецифического связывания 1%-ным
БСА в течение 20 мин, инкубацию с первичными ан-
тителами при 4°С в течение ночи, связывание первич-
ных антител с соответствующими вторичными антите-
лами, меченными Alexa Fluor® 488 или 594 флуоро-
хромами, (Molecular Probes, США) в течение 40 мин
при комнатной температуре, заключение в среду c
ядерным красителем DAPI (Vectashield®, Vector Lab-
oratories, США). Фотографирование препаратов про-
водили с помощью микроскопа Olympus (Япония) с
цифровой камерой DP70 Olympus (Япония). Интен-
сивность флуоресцентного сигнала и число клеток
(ядер) оценивали с помощью программы ImageJ
(Wayne Rasband, National Institutes of Health, США) на
цифровых изображениях препаратов (RGB, формат
JPEG) с разрешением 1360 × 1024 пикселей. Для это-
го цветные изображения конвертировали в 8-бит-
ные, преобразовывая таким образом их в полутоно-
вые с оттенками серого цвета (значения яркости та-
ких изображений варьируют в диапазоне значений
от 0 до 255, где черные пиксели имеют значение 0, а
белые – 255), далее для сегментирования областей све-
чения устанавливали порог (Threshold) с помощью ав-
томатического регулятора Triangle и выбирали темный
фон (Dark background) (Takeuchi et al., 2012; Jensen,
2013). Затем для измерения суммы яркостей выделен-
ных пикселей, характеризующих интенсивность флуо-
ресценции, использовали величину Integrated Density
(Штейн и др., 2016; Штейн, Кудрявцев, 2018). Для ко-
личественной оценки интенсивности флуоресцен-
ции по каждому маркеру анализировали не менее
300 клеток каждой группы для каждого срока, ис-
пользуя 7–20 микрофотографий независимых полей
зрения, полученных при увеличении объектива мик-
роскопа 20×. Статистическую обработку получен-
ных показателей, вычисление средних значений и
ошибки среднего проводили с помощью программы
Excel 2007 (Microsoft Corporation, США). Для оценки
статистической значимости различий между группами
использовали t-критерий Стьюдента. Различия счита-
ли достоверными при уровне значимости P < 0.05.

Количественная ПЦР в реальном времени (кПЦР).
Выделение тотальной РНК из культуры клеток про-
водили с TRI® Reagent (Sigma-Aldrich) в соответ-
ствии с инструкцией фирмы производителя. Для
этого лизирующий раствор заливали во флаконы
Т25 через 24, 48 и 72 ч после посадки клеток РПЭ в
среду с оФРФ или без него (контроль) и их фотогра-
фирования. Синтез кДНК проводили с помощью
набора RevertAid H Minus Kit (Fermentas, Литва) в

объеме 20 мкл, используя 1 мкг тотальной РНК, об-
работанной ДНКазой.

С помощью кПЦР оценивали изменения уровня
экспрессии мРНК следующих генов, кодирующих
транскрипционные факторы и сигнальные белки:
CTNNB1, GSK3B (праймеры и зонды от ДНК-Син-
тез, Россия), NOTCH1, JAGGED1 (JAG1), HEY1,
HES1, NOGGIN, BMP2, BMP4, BMPR2 (Applied Bio-
systems, США). В качестве эндогенного контроля
использовали глицеральдегид-3фосфатдегидрогена-
зу (GAPDH) (праймеры и зонд от ДНК-Синтез, Рос-
сия). Смесь реагентов для кПЦР (25 мкл) включала в
себя 2 мМ MgCl2, 200 мкМ dNTPs, 1 ед Maxima HS
Taq-полимеразы (Fermentas, Латвия), 5 мкл разведен-
ной кДНК (эквивалентной 4 нг исходной тотальной
РНК), 250 нM праймеров и 250 нM зонда (табл. 1).
кПЦР проводили на приборе ABI Prism 7500 PCR
system (Applied Biosystems, США). Программа для
ПЦР включала: 1 цикл денатурации при 95°C 3 мин,
40 циклов денатурации при 95°C 15 с и совмещен-
ный этап отжига-синтеза при 60°C 1 мин. Порого-
вый цикл определяли, применяя программное обес-
печение 7500 Software v2.0.1 (Applied Biosystems,
США). Экспрессию каждой мРНК определяли по-
становкой ПЦР в двух повторах. Обработка данных
qPCR включала в себя усреднение значений Ct для
повторных точек в эксперименте и расчет значений
относительной экспрессии исследуемых генов мето-
дом ∆∆Ct для каждого образца с использованием
значения Ct по гену GAPDH в качестве нормирующе-
го. Результаты представлены как средние значения и
их ошибка. Для оценки статистической значимости
различий между группами использовали t-критерий
Стьюдента. Различия считали достоверными при уров-
не значимости P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфология клеток. Культуры клеток РПЭ 4-ого

пассажа состояли из непигментированных и слабо-
пигментированных полигональной формы эпите-
лиоподобных и вытянутой формы фибробластопо-
добных клеток, что свидетельствует об их дедиффе-
ренцировке in vitro (рис. 1а). После однократного
воздействия оФРФ в клетках выявлялись морфоло-
гические отличия от контрольных клеток, которые
имели место во всех временных точках. Значитель-
ную выраженность изменений культуры отмечали
во временном интервале 48–72 ч, которая и заклю-
чалась в увеличении числа клеток вытянутой (фиб-
робластоподобной) формы и формировании “рых-
лых” колоний из хаотично расположенных клеток
(рис. 1а).

Результаты количественного анализа показали сни-
жение средних значений площади и ядер клеток РПЭ
по сравнению с контролем через 72 ч после воздей-
ствия оФРФ (табл. 2), что говорит в пользу появления
клеток меньшего размера. Соотношение между пло-
щадью ядра и цитоплазмы в клетках РПЭ после воз-



ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 4  2019

ВЛИЯНИЕ ОСНОВНОГО ФАКТОРА РОСТА ФИБРОБЛАСТОВ 289

действия оФРФ сдвигалось в сторону уменьшения ча-
сти цитоплазмы (табл. 2). Коэффициент детермина-
ции составил 100% (R2 = 1) в обеих группах, что
свидетельствует о высокой достоверности аппрок-
симации и говорит о закономерной изменчивости
показателей (рис. 1б). Степень влияния времени
культивирования на ЯЦО в клетках РПЭ после воз-
действия оФРФ значительная и имеет разное на-
правление: в контрольной группе она направлена на
уменьшение ЯЦО, а в экспериментальной – на уве-
личение.

Влияния оФРФ на регуляцию Wnt-, Notch- и BMP-
сигнальных путей в клетках РПЭ взрослого человека
in vitro. Для этого провели ИЦХ-анализ и кПЦР на
их основные маркеры.

Анализ маркеров Wnt-сигналинга. Исследование с ан-
тителами к β-катенину, белку адгезионных контактов
и центральному медиатору канонического Wnt-сиг-
нального пути, показало снижение интенсивности

окрашивания по цитоплазматической мембране и ци-
топлазме экспериментальных клеток РПЭ через 24, 48
(данные не приведены) и 72 ч (рис. 2а) после воздей-
ствия оФРФ по сравнению с контрольными клетка-
ми тех же сроков, что говорит об ослаблении меж-
клеточной адгезии и объясняет появление “рыхлых”
колоний. Количественная оценка относительной
интенсивности флуоресцентного сигнала подтвер-
дила визуальную оценку и показала, что интенсив-
ность сигнала была значительно ниже на сроке 24 ч
(рис. 2б) по сравнению с контролем, затем во вре-
менном интервале 48–72 ч отмечали ее некоторое
увеличение, которое не достигало контрольных зна-
чений (рис. 2б), при этом она была значимо ниже на
сроке 72 ч.

По данным кПЦР через 72 ч после воздействия
оФРФ в клетках РПЭ отмечено снижение уровня
мРНК CTNNB1 (ген β-катенина) более чем в 1.5 раза
и снижение уровня мРНК GSK3B (ген киназы глико-

Таблица 1. Список праймеров для количественной ПЦР в реальном времени

Ген (номер по базе данных) Последовательность праймеров прямого (F) и обратного (R); 
зонд или номер по каталогу

Размер
ампликона, п. н.

GAPDH
(NM_001289746)

F: 5'-GAAGGT GAAGGTCGGAGTC-3'
R: 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'
Зонд: 5’-FAM-CCATCAATGACCCCTTCATTGACC-BHQ1-3'

220

CTNNB1
(NM_001330729.1)

F: 5'-CCTCTGATAAAGGCTACTGTTGG-3'
R: 5'-GCACGAACAAGCAACTGAACT-3'
Зонд: 5'-FAM-CGAAATCTTGCCCTTTGTCCCGC-BHQ1-3'

115

GSK3B
(NM_001146156.1)

F: 5'-CAAATTAAGGCACATCCTTGGA-3'
R: 5'-GCAGACGGCTACACAGTGCA-3'
Зонд: 5'-FAM-CTTCCGACCCCGAACTCCACC-BHQ1-3'

78

JAG1 (NM_000214.2) Hs01070032_m1 72

NOTCH1 (NM_017617.3) Hs01062014_m1 80

HEY1 (NM_001040708.1, 
NM_012258.3)

Hs01114113_m1 82

HES1 (NM_005524.3) Hs00172878_m1 78

NOGGIN
(NM_005450.4)

Hs00271352_s1 88

BMP2 (NM_001200.2) Hs00154192_m1 60

BMP4 (NM_001202.3, NM_130850.2, 
NM_130851.2)

Hs00370078_m1 58

BMPR2 (NM_001204.6) Hs00176148_m1 69
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генсинтазы-3β, GSK3β) в 1.9 раза по сравнению с
контролем (рис. 2в).

Известно, что неканонический Wnt/РСР-сиг-
нальный путь задействован в обеспечении и поддер-
жании планарной клеточной полярности, он стиму-
лируется под действием лигандов Wnt7a и Wnt11
(Куликова и др., 2012; Bikkavilli et al., 2015). В клетках
РПЭ Wnt7a имел околоядерную цитоплазматиче-

скую локализацию. После воздействия оФРФ отме-
чено ослабление интенсивности свечения на Wnt7a
во временном интервале 24–48 ч с последующим уси-
лением интенсивности окрашивания на сроке 72 ч
(рис. 2а, 2б) по сравнению с контролем (рис. 2а, 2б).

Анализ ВМР-сигнального пути. ИЦХ-исследова-
ние клеток РПЭ с антителами к костным морфоге-
нетическим белкам BMP2, BMP4 и BMP7 показало,

Таблица 2. Морфометрические показатели клеток ретинального пигментного эпителия

аСтатистически достоверные отличия от соответствующего контроля, P < 0.05.

Группа Время, ч Площадь клеток, пиксели Площадь ядер, пиксели Соотношение ядра к цитоплазме

Контроль 24 28121.55 ± 1904.17 2125.05 ± 144.37 1 : 12

48 23188.98 ± 1867.84 2059.34 ± 85.17 1 : 10

72 26228.15 ± 1831.32 2167.24 ± 108.23 1 : 11

+оФРФ 24 24321.65 ± 2197.15 1960.81 ± 102.75 1 : 11

48 22393.10 ± 2687.68 1972.39 ± 108.26 1 : 10

72 12087.71 ± 1289.20а 1320.11 ± 85.66а 1 : 8

Рис. 1. Культура (а) и ядерно-цитоплазматическое отношение (ЯЦО, б) клеток ретинального пигментного эпителия (РПЭ)
глаза взрослого человека в отсутствие (контроль) и в присутствии оФРФ через 24, 48 и 72 ч после начала его действия. Кон-
центрация оФРФ 20 нг/мл. В течение всего срока культивирования среду не меняли. а – фазовый контраст, об.: 10×. б: черные
столбики – контроль, светлые столбики – оФРФ; вертикальные отрезки – ошибки среднего; полиномиальный тип линии
тренда второй степени в контроле (черная штриховая линия) и в присутствии оФРФ (светлая штриховая линия); коэффициент
детерминации R2 = 1.
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Рис. 2. Анализ маркеров Wnt-сигналинга в клетках РПЭ в контроле и после добавления в среду 20 нг/мл оФРФ. а – иммуно-
флуоресценция клеток РПЭ, окрашенных на β-катенин и Wnt7a через 72 ч после введения оФРФ, об.: 20×; б – интенсивность
флуоресцентного сигнала (ИФ) на β-катенин и Wnt7a через 24 (столбец 1), 48 (2) и 72 (3) ч после добавления в среду оФРФ;
в – экспрессия мРНК генов CTNNB1 и GSK3B, участников канонического сигнального пути Wnt/β-катенин, в те же сроки
после добавления в среду оФРФ. Здесь и на рис. 3, 4: изменения ИФ (б) и экспрессии (в) показаны относительно контроль-
ных клеток РПЭ (в отсутствии оФРФ) на тех же сроках культивирования; вертикальные отрезки – ошибки среднего; различия
в исследуемых образцах РПЭ по сравнению с контролем считали значимыми по t-критерию Стьюдента при *P < 0.05.
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что все эти белки детектируются в цитоплазме кон-
трольных клеток на всех сроках культивирования.
На рис. 3а представлены данные окрашивания соот-
ветственно на BMP2, BMP4 и BMP7 контрольных
клеток на сроке 72 ч. Количественная оценка отно-
сительной интенсивности флуоресцентного сигнала
антител к белкам семейства BMP в эксперименталь-
ной группе в целом подтвердила визуальную оценку
и показала, что под действием оФРФ интенсивность
свечения антител к ВМР2 была значительно выше
по сравнению с контролем в промежутке 48–72 ч
(рис. 3б), тогда как интенсивность сигнала на BMP4
не изменялась (рис. 3б). При этом отмечали измене-
ние локализации ВМР4 на околоядерную (рис. 3а).
Относительная интенсивность флуоресцентного
сигнала антител к BMP7 была ниже на сроке 24 ч

(рис. 3б), затем она увеличивалась и через 72 ч была
выше (рис. 3б) по сравнению с контрольными клет-
ками.

По данным кПЦР через 48 ч после воздействия
оФРФ в клетках РПЭ отмечено увеличение уровня
мРНК BMP2 в 2.3 раза и снижение уровня мРНК
BMP4 в 2 раза по сравнению с контролем (рис. 3в).
Через 72 ч тенденция изменения экспрессии мРНК
указанных генов сохранялась: наблюдали увеличе-
ние мРНК BMP2 в 2.2 раза и снижение уровня мРНК
BMP4 в 1.6 раза по сравнению с контролем (рис. 3в).
Кроме того, в этот временной интервал отмечено
снижение уровня мРНК BMPR2 в 1.9 раза (рис. 3в).
Стоит отметить, что уровень экспрессии мРНК
NOGGIN, кодирующего белок-антагонист лигандов

Рис. 3. Анализ маркеров ВМР-сигнального пути в клетках РПЭ в контроле и после добавления в среду 20 нг/мл оФРФ. а –
Иммунофлуоресценция клеток РПЭ, окрашенных на BMP2, BMP4 и BMP7 через 72 ч после введения оФРФ, об.: 20×; б –
интенсивность флуоресцентного сигнала (ИФ) на BMP2, BMP4 и BMP7 через 24 (столбец 1), 48 (2) и 72 (3) ч после добавле-
ния в среду оФРФ; в – экспрессия мРНК генов NOGGIN, BMP2, BMP4 и BMP2R в те же сроки после добавления в среду
оФРФ.
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ВМР, не изменялся на всех сроках культивирования
(рис. 3в).

Анализ экспрессии генов Notch сигнального пути. По
данным кПЦР через 24 ч после воздействия оФРФ в
клетках РПЭ отмечено снижение уровня экспрессии
мРНК NOTCH1, рецептора Notch сигнального пути,
в 1.6 раза (рис. 4). Через 48 ч наблюдали снижение
уровней мРНК лиганда JAG1 в 2 раза, NOTCH1 − в
2.5 раза и целевого гена HES1 (репрессора тран-
скрипции) − в 1.9 раза (рис. 4). Через 72 ч снижались
уровни мРНК рецептора NOTCH1 в 1.9 раза и целе-
вых генов HES1 и HEY1 соответственно 1.5 и 1.6 раза
(рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

Культуры клеток РПЭ человека дают большую
возможность изучения на клеточном и молекулярном
уровнях изменений, происходящих в РПЭ in vivo при
повреждении, что позволит определить мишени и
разработать специфическую терапию, эффективно
нацеленную на устранение патологических измене-
ний в сетчатке. Настоящая работа является продол-
жением исследования (Кузнецова и др., 2018), касаю-
щегося влияния оФРФ на клетки РПЭ взрослого че-
ловека in vitro. Ранее мы показали, что под действием
оФРФ происходит понижение уровня дифференци-
ровки клеток РПЭ по сравнению с контролем. Об
этом свидетельствуют следующие результаты мор-
фометрического анализа: постепенное уменьшение
площади клеток РПЭ с течением времени культиви-
рования (24–120 ч), а также повышение коэффици-
ентов их поляризации (вытянутости) и распластыва-

ния в промежутке 48–96 ч. Изменения морфологии
клеток РПЭ (по сравнению с контроле) сопровожда-
ются снижением их пролиферативной активности
на ранних (24–48 ч) и повышением на поздних сро-
ках (120 ч) после воздействия оФРФ, а также подав-
лением их дифференцировочного статуса, а именно
снижением через 48–72 ч экспрессии мРНК РПЭ
специфичных генов (MITF, KRT18) при одновре-
менном увеличении экспрессии мРНК гена проге-
ниторных клеток (NES), с последующим увеличени-
ем на сроке 72–120 ч экспрессии маркера нейроэпи-
телия (OTX2) и генов-маркеров плюрипотентности
(KLF4, OCT4, NANOG). Кроме того, данные о сниже-
нии уровня дифференцировки клеток подтвержда-
ются снижением уровня экспрессии мРНК белка
внеклеточного матрикса (COL1A1), указывающего
на понижение синтетической активности в период
48–120 ч после воздействия фактора. На основе ре-
зультатов о понижении уровня дифференцировки
клеток РПЭ в сторону нейроэпителия после одно-
кратного воздействия на них оФРФ было продолже-
но исследование в этом направлении и изучены из-
менения Wnt-, BMP- и Notch-сигнальных путей, что
необходимо для более глубокого понимания меха-
низмов, понижающих уровень дифференцировки
клеток РПЭ.

Известно, что ФРФ- и Wnt-сигнальные пути пе-
ресекаются в различных клеточных процессах, про-
текающих в ходе эмбриогенеза, нейрогенеза, карци-
ногенеза. Сигналы ФРФ передаются по трем сиг-
нальным путям: PI3K/AKT, MAPK/ERK и PLCγ, а
сигналы Wnt − по каноническому и неканониче-
ским путям. Внутриклеточная серинтреониновая

Рис. 4. Экспрессия мРНК генов Notch-сигнального пути в клетках РПЭ через 24 (1), 48 (2) и 72 (3) ч после добавления в среду
оФРФ.
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киназа GSK3β является ключевым компонентом ре-
гуляции ФРФ-зависимого PI3K/AKT- и канониче-
ского Wnt-сигнальных путей (Katoh, Katoh, 2006;
Ding et al., 2010; Lee et al., 2016). Активация ФРФ-сиг-
нального пути приводит к фосфорилированию β-кате-
нина. Хотя точный механизм фосфорилирования β-ка-
тенина с помощью передачи сигналов ФРФ остается
неясным, известно, что через PI3K/AKT-сигналь-
ный путь происходит подавление E-кадгерина, что в
свою очередь приводит к высвобождению β-катени-
на из комплекса E-кадгерин–β-катенин–α-катенин
(Katoh, Katoh, 2006). Далее GSK3β в комплексе с
белками APC–аксин–казеинкиназа I связывает и
фосфорилирует β-катенин, что приводит впослед-
ствии к его утилизации при помощи убиквитин-
протеасом (Куликова и др., 2012; Исаева и др., 2015;
Staal, 2016). Благодаря этому механизму в отсутствие
Wnt-стимуляции цитоплазматическая концентра-
ция β-катенина поддерживается на низком уровне
(Исаева и др., 2015; Staal, 2016). В связи с этим на-
блюдаемое нами через 24 ч после воздействия оФРФ
резкое снижение концентрации β-катенина в клет-
ках РПЭ при отсутствии его ядерной локализации и
сохранение экспрессии мРНК гена CTNNB1 свиде-
тельствуют о деградации белка. Об отсутствии
транслокации в ядро говорит и снижение пролифе-
ративной активности клеток РПЭ, поскольку для
активации транскрипции генов, чьи продукты
участвуют в процессах деления, необходимо взаимо-
действие β-катенина с транскрипционными фактора-
ми (TCF/LEF) (Clevers, 2006; Cho et al., 2018). Сниже-
ние цитоплазматического окрашивания на β-катенин
на сроке 24 ч после воздействия оФРФ согласуется
со снижением окрашивания клеток на Wnt7a на этом
же сроке, что поддерживается данными об участии
Wnt7a в петле положительной обратной связи с экс-
прессией E-кадгерина (Ohira et al., 2003). Так, в ряде
работ (Ohira et al., 2003; Bikkavilli et al., 2015; Kim et al.,
2015) показано, что потеря Wnt7a в клетках рака лег-
кого приводит к снижению экспрессии E-кадгери-
на, к переключению экспрессии на N-кадгерин и
развитию ЭМП.

Далее во временном интервале 48–72 ч после воз-
действия оФРФ мы наблюдали в клетках некоторое
увеличение концентрации β-катенина по сравне-
нию с временной точкой 24 ч, но не достигавшее
контрольного значения. Значимое снижение интен-
сивности свечения антител к β-катенину при одно-
временном снижении экспрессии мРНК CTNNB1
по сравнению с контролем на сроке 72 ч свидетель-
ствует уже об изменении транскрипционной регуля-
ции синтеза мРНК β-катенина. На этом же сроке
после воздействия оФРФ отмечали усиление интен-
сивности окрашивания на Wnt7a, которое было вы-
ше, чем в контроле. Данные согласуются с работами
из литературы (Ohira et al., 2003; Bikkavilli et al., 2015;
Kim et al., 2015), в которых физиологические уровни
Wnt7a положительно регулируют экспрессию E-кад-
герина в клетках через усиление экспрессии β-кате-

нина. Ранее нами на клеточных культурах РПЭ чело-
века показано, что добавление в среду культивиро-
вания рекомбинантного белка человека Wnt7a
приводило к кратковременному (до 24 ч) усилению
экспрессии клетками Е-кадгерина и β-катенина
(Кузнецова и др., 2015). В то же время следует отме-
тить, что хотя Wnt7a и усиливает экспрессию β-кате-
нина в клетках, передачу сигнала он осуществляет не
через путь β-катенина (Ohira et al., 2003; Bikkavilli et al.,
2015). Как уже было отмечено выше, Wnt7a является
лигандом неканонического Wnt/РСР-сигнального пу-
ти, который контролирует активность малых ГТФ-аз
Rac и Rho (Куликова и др., 2012; Bikkavilli et al., 2015).
Rac-зависимый сигнальный каскад связан с индук-
цией киназной активности JNK, а Rho-зависимая
ветвь сигнального каскада – с активацией Rho-ассо-
циированной киназы ROCK. Путь клеточной поля-
ризации вовлечен в регуляцию процесса модифика-
ции структур актинового цитоскелета, благодаря че-
му оказывает значительное влияние на поляризацию
и подвижность клеток (Куликова и др., 2012). С дан-
ным утверждением согласуется выявленное нами во
временном промежутке 48–96 ч повышение средних
значений коэффициентов поляризации (вытянуто-
сти) клеток (Кузнецова и др., 2018).

На сроке 72 ч после воздействия оФРФ по срав-
нению с контролем отмечено значимое снижение
экспрессии мРНК GSK3B. Мультифункциональная
киназа GSK3β регулирует многие разнообразные
клеточные процессы, включая пролиферацию, диф-
ференцировку и апоптоз. Ее активность регулируется
сериновым (ингибирующим) и тирозиновым (стиму-
лирующим) фосфорилированием (Medina, Wandosell,
2011). GSK3β регулирует активность многих разнооб-
разных белков, включая метаболические и цитоске-
летные белки, факторы трансдукции и транскрип-
ции, и сама в свою очередь зависит от большого коли-
чества внеклеточных стимулов (Medina, Wandosell,
2011). GSK3β наиболее известна в качестве негатив-
ного регулятора канонического Wnt- и ФРФ-зави-
симого PI3K/AKT-сигнальных путей. На экспери-
ментальной модели травматической пролифератив-
ной витреоретинопатии, вызванной у кроликов с
помощью интравитреальных инъекций клеток
ARPE-19, показано подавление в сетчатке экспрес-
сии GSK3β и активирование канонического Wnt- и
PI3K/AKT-сигнальных путей, что способствовало
последующей пролиферации фибробластов, мета-
болическим изменениям, синтезу коллагена и раз-
витию ЭМП (Zhang et al., 2018). Показано, что через
48 ч после воздействия инсулиноподобного фактора
роста в клетках ARPE-19 снижалась транскрипция и
трансляции β-катенина и GSK3β с одновременным
увеличением циклина D1 и пролиферации клеток,
что авторы связывают с транслокацией β-катенина в
ядра клеток и говорят об активации канонического
Wnt-сигнального пути (Steindl-Kuscher et al., 2009). В
связи со сказанным, в нашем исследовании наблюда-
емые через 72 ч после воздействия оФРФ снижение



ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 4  2019

ВЛИЯНИЕ ОСНОВНОГО ФАКТОРА РОСТА ФИБРОБЛАСТОВ 295

экспрессии мРНК GSK3B и CTNNB1 и ослабление
интенсивности флуоресцентного сигнала на β-кате-
нин также можно связать с активацией канонического
Wnt-сигнального пути на данном сроке. В пользу
последнего утверждения говорят увеличение экс-
прессии генов-маркеров плюрипотентности (KLF4,
OCT4, NANOG) на сроке 72–120 ч и пролиферативной
активности клеток РПЭ (120 ч) (Кузнецова и др., 2018).

Известно, что в контроле и координации роста,
размера и деления клеток, а также их количества,
участвуют различные сигнальные пути, в том числе
Wnt-сигнальный путь (Clevers, 2006; Cho et al., 2018)
и такие оФРФ-опосредованные сигнальные каска-
ды, как PI3K/AKT и MAPK/ERK (Li et al., 2015). В
настоящей работе в клетках РПЭ через 72 ч после
воздействия оФРФ выявлено снижение средних
значений площади ядер клеток по сравнению с кон-
тролем, что дополнительно к ранее выявленному
снижению средних значений площади клеток гово-
рит в пользу появления клеток меньшего размера.
Кроме того, расчет соотношения между площадью
ядра и цитоплазмы в клетках РПЭ после воздействия
оФРФ выявил сдвиг в сторону значимого уменьше-
ния части цитоплазмы по сравнению с контролем,
где, наоборот, наблюдали ее увеличение. Известно,
что маленький размер клеток коррелирует со ство-
ловостью и, наоборот, увеличение размера клеток
положительно коррелирует с дифференцированным
фенотипом (Li et al., 2015). Полученные данные вме-
сте с ранее выявленными различиями размера и
формы клеток, а также с результатами об увеличе-
нии количества клеток РПЭ на сроке 120 ч под дей-
ствием оФРФ (Кузнецова и др., 2018) говорит об от-
ложенном действии фактора на пролиферативную
активность клеток.

Канонический Wnt-сигнальный путь вовлечен в
регуляцию не только пролиферации, но и диффе-
ренцировки, а также в поддержание популяции СК
(Clevers, 2006). Воздействие оФРФ в высокой дозе
(100 нг/мл) на СК, изолированные из пульпы выпав-
ших молочных зубов человека, способствовало через
активацию сигналов ERK1/2 снижению в клетках
экспрессии β-катенина, что приводило к подавле-
нию их дифференцировки (Li et al., 2012). В другой
работе (Blauwkamp et al., 2012) на клональных линиях
эмбриональных СК (ЭСК) человека с интегрирован-
ным репортером TCF-GFP с использованием актива-
тора и ингибитора канонического Wnt-сигнального
пути продемонстрировано разнообразие клеток по
эндогенной активности Wnt-сигналинга, уровень ко-
торой в отдельных клетках коррелировал с различи-
ями клоногенного потенциала и склонности к диф-
ференцировке. Так, ЭСК с высоким уровнем актив-
ности Wnt при дифференцировке преимущественно
образовывали эндо- и мезодермальные клетки, тогда
как ЭСК с низким уровнем – в первую очередь нейро-
эктодермальные клетки (Blauwkamp et al., 2012). Резуль-
таты этих авторов согласуются с данными работ, в кото-
рых инактивирование канонического Wnt-сигналинга

или активирование MAPK/ERK-сигнального пути
приводило к де- и трансдифференцировке РПЭ в ней-
ральную сетчатку. Так, блокада Wnt/β-катенин сиг-
нального пути у генетически модифицированных мы-
шей приводила к трансдифференцировке клеток РПЭ
в клетки нейральной сетчатки, что подтверждалось
снижением РПЭ-специфичных маркеров (в частно-
сти, Mitf и Otx2) и эктопической экспрессией марке-
ров, специфичных для нейральной сетчатки (Chx10
и Rx) (Fujimura et al., 2009).

Эктопическая экспрессия аллели MEK-1 (MEKDD),
непосредственного активатора киназы ERK в
MAPK-сигнальном пути, в сетчатке куриного эм-
бриона in ovo также вызывала трансдифференциров-
ку РПЭ в клетки подобные нейроэпителиальному
слою сетчатки, что коррелировало c ингибированием
экспрессии Mitf в презумптивном РПЭ (Galy et al.,
2002). Схожие результаты получены и другими авто-
рами (Zhu et al., 2014), которые после воздействия
оФРФ на клетки РПЭ цыплят отмечали их де- и
трансдифференцировку в клетки нейральной сет-
чатки, что сопровождалось потерей ядерного β-ка-
тенина. Наши данные согласуются с данными лите-
ратуры. Как уже было сказано выше, добавление
оФРФ в ростовую среду клеток РПЭ человека со-
провождалось подавлением дифференцировочного
статуса клеток, а именно снижением экспрессии
мРНК РПЭ специфичных генов MITF и KRT18 через
48–72 ч после воздействия фактора (Кузнецова и др.,
2018).

Как упоминалось, канонический Wnt-сигналь-
ный путь вовлечен в поддержание популяции СК
(Clevers, 2006). На недифференцированных ЭСК и
индуцированных плюрипотентных клетках человека
показано, что экзогенный оФРФ поддерживает клет-
ки в недифференцированном состоянии, модулируя
Wnt-сигналинг через активацию PI3K (Ding et al.,
2010). PI3K через активацию нижестоящей мишени
АКТ либо подавляет активность GSK3β (Katoh, Ka-
toh, 2006), способствуя транслокации β-катенина в
ядро, либо напрямую, без участия β-катенина, акти-
вирует TCF (Ding et al., 2010), приводя к активации
генов плюрипотентности OCT3/4, NANOG, SOX2
(Ludwig et al., 2006; Ding et al., 2010; Lotz et al., 2013).
Так, по нашим данным (Кузнецова и др., 2018) до-
бавление оФРФ в ростовую среду клеток РПЭ чело-
века сопровождалось увеличением во временном
интервале 72–120 ч экспрессии генов-маркеров
плюрипотентности (KLF4, OCT4, NANOG).

Таким образом, наши исследования свидетель-
ствуют об инактивации сигнального пути Wnt/β-ка-
тенин на ранних сроках (24–72 ч) действия оФРФ,
что приводит к подавлению пролиферации и пони-
жению дифференцировочного статуса клеток РПЭ
взрослого человека, и об активации его на более
поздних сроках (72–120 ч), что ведет к усилению
пролиферации малодифференцированных клеток.
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Сигнальный путь костного морфогенетического
белка (BMP), точнее трансформирующего фактора
роста-бета (TGFβ)/BMP, участвует в подавляющем
большинстве клеточных процессов и имеет фунда-
ментальное значение в течение всей жизни млекопи-
тающих и человека. Сигналы TGFβ/BMP передаются
по каноническому (Smad-зависимому) и неканони-
ческим – MAPK/ERK и Jagged/Notch-опосредован-
ным путям (Chen et al., 2014). Таким образом, BMP- и
ФРФ-сигнальные пути имеют общее влияние на
клеточные процессы через MAPK/ERK-сигнальный
путь (Katoh, Katoh, 2006; Ding et al., 2010; Chen et al.,
2014).

Известно, что белки семейства BMP, в первую
очередь ВМР4 и ВМР7, определяют раннюю специ-
ализацию клеток РПЭ из нейроэпителия (Wordinger,
Clark, 2007). Так, генетическая делеция ВМР7 у мы-
шей приводит к серьезным нарушениям развития
глаз (Hogan, 1996). Увеличение окрашивания на
ВМР7 на сроке 72 ч в нашем исследовании может сви-
детельствовать об его участии в поляризации клеток,
поскольку существуют работы, демонстрирующие
участие BMP7 в этом процессе. Так, ВМР7 способ-
ствует ингибированию ЭМП, что проявляется вос-
становлением эпителиального фенотипа клеток и
увеличением экспрессии Е-кадгерина (Zeisberg et al.,
2003; Rocher et al., 2012; Кузнецова и др., 2015).

Добавление экзогенных ВМР2 и BMP4 подавляло
пролиферацию клеток ARPE-19, играя роль нега-
тивных регуляторов роста (Mathura et al., 2000). В
другом исследовании (Qi et al., 2004) вырабатывае-
мый фидерными клетками ВМР4 участвовал в по-
давлении активности внеклеточной рецепторной
киназы ERK и р38 МАРК ЭСК мышей, что способ-
ствовало поддержанию клеток в плюрипотентном
состоянии. В нашей работе увеличение экспрессии
мРНК ВМР2 под воздействием оФРФ может свиде-
тельствовать об участии эндогенного BMP2 в подав-
лении пролиферации клеток РПЭ. Об этом же сви-
детельствуют данные, полученные нами ранее, когда
увеличение экспрессии мРНК ВМР2 сопровожда-
лось снижением пролиферативной активности кле-
ток РПЭ через 24 ч после добавление в среду культи-
вирования рекомбинантного белка человека Wnt7a
(Kuznetsova et al., 2016). Подавление экспрессии
мРНК ВМР4 может свидетельствовать о понижении
уровня дифференцировки клеток РПЭ в сторону
нейроэпителия (Wordinger, Clark, 2007).

Таким образом, оФРФ модулирует экспрессию
белков семейства BMP, в результате чего происходит
подавление пролиферации, понижение уровня диф-
ференцировки и поляризация клеток РПЭ на ран-
них сроках.

Роль Notch-сигнального пути в ЭМП клеток
РПЭ, в отличие от других тканей, исследуется не так
давно. Как уже сказано выше, регуляция ЭМП, кроме
канонического TGFβ/BMP сигнального пути, осу-
ществляется через его неканонические MAPK/ERK- и

Jagged/Notch-опосредованные ветви (Chen et al.,
2014). Блокирование Notch-сигнального пути в клет-
ках ARPE-19 с нокаутом по Notch1 существенно по-
давляло экспрессию гена-мишени HES1, что сопро-
вождалось ингибированием миграции и пролифера-
ции клеток (Liu et al., 2013). Похожее действие на
клетки ARPE-19 и РПЭ, полученные из индуциро-
ванных плюрипотентных клеток, вызывал трихоста-
тин А (ингибитор гистоновой деацетилазы HDAC),
он блокировал все три ветви TGFβ-сигнального пути,
подавляя пролиферацию клеток и ЭМП (Xiao et al.,
2014).

Известно, что Notch-сигнальный путь перекрест-
но взаимодействует с Wnt-сигнальным путем (Espi-
nosa et al., 2003). Так, активация канонического Wnt-
сигнального пути в гематопоэтических СК приводи-
ла к индукции роста in vitro и восстановлению их
in vivo, что сопровождалось повышением экспрес-
сии гена Notch1 (Reya et al., 2003). Установлено, что
общим регулятором этих сигнальных путей является
киназа GSK3β. Однако остается неясным, как по-
следняя контролирует активность Notch1 (Zheng,
Conner, 2018). Противоречивые данные предполага-
ют, что GSK3β регулирует передачу сигналов Notch
либо положительно (Guha et al., 2011), либо отрица-
тельно (Espinosa et al., 2003) в культурах клеток гры-
зунов. В нашем исследовании на культуре клеток
РПЭ человека снижение экспрессии мРНК генов
Notch сигнального пути (JAG1, NOTCH1, HES1 и
HEY1) наблюдалось во временном промежутке 24–
72 ч, при этом на сроке 24–48 ч экспрессия мРНК
GSK3B не изменялась по сравнению с контролем,
снижение же уровня мРНК GSK3B отмечалось лишь
через 72 ч после воздействия фактора. Учитывая вы-
ше сказанное, наши данные свидетельствуют в поль-
зу утверждения об отрицательной регуляции кина-
зой GSK3β сигналов Notch (Espinosa et al., 2003;
Zheng, Conner, 2018), что требует дальнейшего под-
тверждения на более поздних сроках наблюдения.

Таким образом, опираясь на полученные резуль-
таты и данные литературы, можно предположить,
что снижениe экспрессии генов Notch сигнального
пути в клетках РПЭ человека на ранних сроках свя-
зано с инактивацией канонического Wnt-сигналин-
га в результате воздействия оФРФ.

В заключение следует сказать, что однократное
(кратковременное) воздействие оФРФ на дедиффе-
ренцированные in vitro клетки РПЭ приводит к
инактивации на ранних сроках сигнальных путей
Wnt/β-катенин и Notch, активации неканоническо-
го сигнального пути Wnt/PCP и модулированию
ВМР-сигналинга, что понижает уровень дифферен-
цировки клеток. Полученные результаты уточняют
механизмы дедифференцировки клеток РПЭ под
влиянием оФРФ.
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EFFECT OF BASIC FIBROBLAST GROWTH FACTOR ON SIGNALING PATHWAYS 
IN ADULT HUMAN RETINAL PIGMENT EPITHELIAL CELLS

А. V. Kuznetsovaa,  *, L. A. Rzhanovaa, A. M. Kurinova, and М. A. Aleksandrovaa

aKoltzov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
*e-mail: avkuzn@list.ru

Retinal pigment epithelium (RPE) plays a key role in the development of many eye diseases, manifested by visual
impairment and even blindness. The use of cell cultures to model changes in RPE makes it possible to study the fac-
tors that stimulate them and signaling pathways that coordinate the cellular and molecular mechanisms of intercel-
lular interactions under conditions of pathology. In addition, it is possible to identify targets and develop specific
therapy that is effectively aimed at eliminating pathological changes in the retina. Based on the results of previously
obtained experimental data on a decrease in the level of differentiation of RPE cells in the direction of neuroepithe-
lium after a single exposure to basic fibroblast growth factor (bFGF), research in this direction was continued and
the changes in Wnt-, BMP- and Notch-signaling pathways were studied, which is necessary for a deeper under-
standing of the mechanisms that lower the level of differentiation of RPE cells. So, after adding the factor in culture,
a decrease in immunocytochemical staining for β-catenin was observed, an increase in staining for Wnt7a, BMP2
and BMP7, as well as a change in the localization of staining for BMP4. In addition, quantitative real-time PCR in



300

ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 4  2019

КУЗНЕЦОВА и др.

RPE cells treated with bFGF revealed an increase in the expression of mRNA of BMP2, a decrease in the expression
of mRNA genes, such as CTNNB1, BMP4, BMPR2, and a decrease in the expression of mRNA of Notch signaling
genes, such as JAG1, NOTCH1, HES1 and HEY1. Analysis of the data indicates inactivation of the Wnt/β-catenin
and Notch signaling pathways, activation of the non-canonical Wnt/PCP signaling pathway, and modulating of
BMP-signaling with a decrease in the level of differentiation of adult RPE cells after a single (short-term) exposure
of bFGF to them. Thus, the results obtained clarify the mechanisms of dedifferentiation of RPE cells under the in-
fluence of bFGF.

Keywords: adult human retinal pigment epithelium cells, basic fibroblast growth factor, Wnt, ВМР, Notch
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