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Разработка способов направленной регуляции перехода клеток от неподвижного, фиксированного
статуса к мигрирующему состоянию и наоборот относится к важнейшим задачам практической ме-
дицины. В настойщее время актуальна проблема создания биопрепаратов на основе природных со-
единений для минимизации или устранения негативных последствий при трансформации клеток.
Нами было проведено исследование влияния синтетического пептида GERA, фрагмента антимик-
робных полипептидов дефенсинов, на процессы распластывания и миграции эмбриональных фиб-
робластов. Установлено, что пептид увеличивает количество распластанных клеток в популяции по
сравнению с контрольными клетками. Кроме того, пептид GERA стимулирует направленную ми-
грацию фибробластов в зону повреждения клеточного монослоя, т.е. участков субстрата, свободных
от клеток. Наиболее вероятными клеточными мишенями у распластывающихся и мигрирующих
фибробластов, на которые действует пептид, являются структурные и регуляторные компоненты
фокальных адгезий.
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Большинство типов клеток в организме функ-
ционируют в многоклеточных комплексах и со-
ответственно имеют постоянную пространствен-
ную локализацию в организме и являются непо-
движными. При определенных условиях (в ходе
эмбрионального развития или заживления по-
врежденных тканей) под воздействием разнооб-
разных внешних и внутренних сигналов непо-
движные клетки могут приобретать мигрирую-
щий морфотип [1]. В этом случае нарушаются
межклеточные взаимодействия и связи клетки с
субстратом. Достигнув новой пространственной
локализации, клетка прикрепляется к внеклеточ-
ному матриксу (ВКМ), распластывается и пере-
ходит к дифференцировке и размножению, теряя
способность к перемещению. Далее происходит
формирование новых участков ткани.

У нормально функционирующих клеток после
взаимодействия с ВКМ может происходить либо
их распластывание на поверхности субстрата (с

последующим переходом к дифференцировке),
либо перемещение на любые требуемые расстоя-
ния. Необходим баланс между этими процессами
для поддержания нормальной жизнедеятельно-
сти клетки, ткани и организма в целом. Суще-
ственна роль регуляторных соединений, в том
числе олигопептидов, в модуляции функцио-
нальной активности клеток, определяющей их
адгезивные и миграционные свойства.

Ранее нами было показано, что тетрапептид-
ный фрагмент дефенсинов Gly-Glu-Arg-Ala
(GERA) активирует процессы изменения клеточ-
ной формы у эпителиоподобных клеток [2]. В от-
личие от эпителиальных клеток, мезенхимальные
клетки, к которым относятся и фибробласты,
способны мигрировать одиночно, покидая места
постоянной дислокации в тканях [3]. Морфоге-
нетические свойства фибробластов не только
определяют регенеративные процессы в организ-
ме, но и важны для создания новых полимерных
материалов. Последние могут быть использованы
в качестве субстрата для колонизации мигрирую-
щими клетками, включая фибробласты, с после-
дующим их прикреплением к подложке и перехо-
ду к дифференциации и пролиферации [4].
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В представленной работе изучали влияние тет-
рапептида GERA, фрагмента эндогенных анти-
микробных полипептидов животного происхож-
дения – дефенсинов, на процессы распластыва-
ния и миграционную активность эмбриональных
фибробластов.

Объектом исследования служили эмбриональ-
ные фибробласты мыши линии STO, полученной
из коллекции культур США (“American Type Cul-
ture Collection”, ATCC). Клетки выращивали в
пластиковых флаконах (“Corning”, США) в среде
ДМЕМ/F12, содержащей 50 мкг/мл пенициллина
и стрептомицина (“Gibco”, США) и 10% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (“Gibco”, США) в
атмосфере 5% СО2 при 37°С.

Влияние пептида GERA, синтезированного на
кафедре химии природных соединений СПбГУ, на
распластывание клеток линии STO оценивали по
описанному ранее методу [2]. Клетки (2 ⋅ 105 кл/мл)
в питательной среде с добавлением 0.2% сыворот-
ки рассевали на чашки Петри (“Corning”, США).
Пептид в концентрации от 10–10 до 10–5 М вноси-
ли в клеточную суспензию перед посевом клеток
на чашки Петри. Клетки выдерживали 45 мин в
СО2-инкубаторе при 37°С. Учитывали долю кле-
ток (%) с распластанным морфотипом. Распла-
станной считали клетку с выраженными отрост-

ками, нераспластанной – клетку округлой
формы.

Клеточную миграцию оценивали по способ-
ности клеток мигрировать в свободное от клеток
пространство. Клетки (3 ⋅ 105 кл/мл) в полной сре-
де рассевали на чашки Петри и выращивали 24 ч
до образования конфлюентного монослоя кле-
ток. Затем повреждали монослой стерильным на-
конечником микропипетки и удаляли культу-
ральную среду с флотирующими клетками, после
чего вносили свежую питательную среду с добав-
лением 10% сыворотки. Пептид в концентрации
10–8 и 10–5 М добавляли в культуральную среду.
Клетки выдерживали 12 ч в СО2-инкубаторе при
37°С. Сразу после формирования раны (0 ч) и
спустя 12 ч фотографировали зону повреждения.
Для этого использовали инвертированный мик-
роскоп Axiovert40C (“Carl Zeiss”, Германия),
оснащенный камерой SonyDSC-W1 (Япония).
Площадь раны измеряли с помощью программы
ImageJ. Степень закрытия раны вычисляли по
формуле: Z = [(A0 – A12)/A0] × 100%, где Z – пло-
щадь закрытия раны (в %), A0 – площадь раны в
момент нанесения повреждения (0 ч), A12 – пло-
щадь раны через 12 ч после нанесения поврежде-
ния.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате проведенных исследований уста-

новлено, что тетрапептидный фрагмент дефенси-
нов в широком диапазоне концентраций увели-
чивает количество распластанных клеток на твер-
дом субстрате (рис. 1). При этом величина
эффекта стимуляции распластывания фибробла-
стов практически не изменялась в процессе по-
следовательного 10-кратного уменьшения коли-
чества пептида в среде инкубации. Только при
одной из использованных концентраций, 10–10 М,
пептид не оказывал достоверного влияния на
способность фибробластов к распластыванию.
Стимулирующий эффект у изученного пептида
GERA может быть связан с его действием на про-
цессы, которые определяют контактное взаимо-
действие клеток с субстратом.

В процессе распластывания и миграции кле-
ток ключевую роль играют фокальные адгезии,
представляющие собой кластер интегриновых ре-
цепторов, взаимодействующих, с одной стороны,
с белками ВКМ и, с другой стороны, с актиновым
цитоскелетом, используя для этого белки, связы-
вающиеся с актином [5]. Влияние пептида GERA
на процессы распластывания и миграции может
быть ограничено изменением активности либо
интегриновых рецепторов, либо определенных
актин-связывающих белков, либо и тех и других

Рис. 1. Влияние пептида GERA на распластывание
фибробластов линии STO.
По оси абсцисс – концентрация пептида (М): 1– 10–10,
2 – 10–9, 3 – 10–8, 4 – 10–7, 5 – 10–6, 6 – 10–5. По оси
ординат – количество распластанных клеток (%,
M ± m). Пептид вносили в культуральную среду, со-
держащую 0.2% сыворотки. Подсчет клеток с распла-
станным морфотипом проводили через 45 мин инку-
бации при 37°С. Достоверность отличий от контроля
отмечена:
* – р < 0.05; ** – р < 0.01; *** – р < 0.001. Число экспе-
риментов 6.

* * * *** **
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одновременно. Тетрапептид, находясь во внекле-
точном пространстве, может изменять простран-
ственную ориентацию отдельных участков экто-
домена интегринов, тем самым способствуя
структурным перестройкам, ускоряющим фор-
мирование кластеров интегринов, определяющих
размеры и состав формирующихся фокальных
комплексов.

Влияние изученного пептида на группу актин-
связывающих белков, возможно, определяется
его регуляторным воздействием на функции ука-
занных белков, осуществляющих связывание ци-
топлазматического домена β-субъединицы инте-
гриновых рецепторов с актиновым цитоскелетом
клетки. Наиболее существенное влияние на ста-
билизацию фокальных адгезий оказывают актин-
связывающие белки – талин, винкулин и α-акти-
нин [5]. Первым в состав фокальных комплексов
вовлекается талин, который находится в неактив-
ном свернутом состоянии. Инактивация талина
связана с внутримолекулярным взаимодействием
F2 и F3 субдоменов головной области талина со
спирализованными участками субдоменов R1, R2
и R9 хвостовой области талина. Можно предпо-
ложить, что пептид, связываясь с заряженными
аминокислотными остатками в субдоменах F2 и
F3, может изменить конформацию молекулы та-
лина таким образом, что будет разрушена внутри-
молекулярная связь, тормозящая функциональ-
ную активность талина. Освободившийся в ре-
зультате подобных пространственных перестроек
субдомен талина F3 получит возможность связы-
вания с фрагментом NPXY цитоплазматического
домена β-субъединицы интегринов, что обеспе-
чит ускорение ассоциации интегринов с F-акти-
ном.

Помимо прямого контакта с интегриновыми
рецепторами и F-актином талин может активиро-
вать другой актин-связывающий белок – винку-
лин [6]. В физиологических условиях винкулин
также находится в неактивном состоянии, обу-
словленном наличием внутримолекулярной свя-
зи между N-концевым головным и С-концевым
хвостовым доменами, которая препятствует
взаимодействию хвостового домена винкулина с
F-актином. Талин, связываясь с головным доме-
ном винкулина, обеспечивает высвобождение
хвостового домена винкулина для контакта с ак-
тиновыми филаментами. Это означает, что тетра-
пептид GERA, модулируя активность талина, мо-
жет воздействовать опосредованно и на актив-
ность винкулина.

α-Актинин появляется в незрелых фокальных
комплексах. Этот белок одновременно связыва-
ется как с актиновыми филаментами посред-
ством двух N-концевых доменов, гомологичных
кальпонину, так и с цитоплазматическим доме-
ном β-субъединицы интегриновых рецепторов

через сайт связывания, расположенный между
спектриновыми повторами R1 и R2 в централь-
ной части молекулы α-актинина [7]. Не исключе-
но, что тетрапептид GERA может непосредственно
воздействовать на отдельные участки молекулы
α-актинина, вовлеченные в процесс связывания с
интегринами и/или F-актином, приводя к уско-
рению контактного взаимодействия α-актинина
как с β-субъединицей интегринов, так и с актино-
выми филаментами.

Тетрапептид GERA может оказывать регуля-
торное влияние на динамику прикрепления фиб-
робластов при распластывании либо дискретно,
действуя на несколько мишеней одновременно
на разных стадиях формирования фокальных ад-
гезий, либо одномоментно через активацию ин-
тегриновых рецепторов, ускоряя протекание всех
последующих межбелковых взаимодействий,
приводящих к устойчивой ассоциации рецепто-
ров с цитоскелетом, являющейся основой для
укрупнения незрелых фокальных адгезий.

Используя метод “зарастания раны”, исследо-
вали влияние пептида GERA на скорость направ-
ленной миграции фибробластов в свободное от
клеток пространство. Как видно из данных, пред-
ставленных на рис. 2, инкубация фибробластов с
тетрапептидом приводила к активации процессов
клеточной миграции. Скорость закрытия раны
под действием пептида возрастала в 1.44 и 1.43 ра-
за, соответственно, при 10–8 и 10–5 М по сравне-
нию с контрольными клетками. Стимулирующий
эффект пептида связан с его влиянием на ско-
рость направленного перемещения фибробла-
стов, движущихся в зону повреждения, т.е. участ-
ков субстрата, свободных от клеток.

Миграция клеток, как и распластывание, свя-
зана с процессами формирования фокальных ад-
гезий, протрузий и ремоделирования актинового
цитоскелета. Основное отличие этих клеточных
процессов состоит в скорости динамических пе-
рестроек фокальных адгезий, скорости ремодели-
рования актиновых филаментов и способах обра-
зования протрузий [8].

Вероятно, тетрапептид GERA, регулируя ми-
грационную активность фибробластов, ускоряет
процессы сборки и разборки адгезионных ком-
плексов и фокальных адгезий в ведущем крае и в
зоне ретракции клеток. В результате увеличивает-
ся, с одной стороны, скорость прикрепления кле-
ток к субстрату в области ведущего края клетки, с
другой – скорость открепления с противополож-
ного конца относительно направления переме-
щения поляризованной клетки.

Помимо воздействия на функции структурных
компонентов адгезионных структур (как уже об-
суждалось для процессов распластывания) тетра-
пептид GERA может участвовать в активации ма-
лых ГТФаз семейства Rho [9, 10]. Известно, что
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разные представители этого семейства действуют
дискретно на процесс созревания адгезионных
структур. Белки Rac и Cdc42 стимулируют появ-
ление первичных фокальных комплексов, обра-
зование протрузий в лидирующем крае клетки,
т.е. отвечают за начальные стадии клеточного
движения. В то же время белок Rho регулирует
процессы созревания фокальных адгезий, а также
способствует формированию пучков микрофила-
ментов и стресс-фибрилл и развитию актин-мио-
зинового натяжения, что важно для перемещения
тела клетки в пространстве.

Можно предположить, что тетрапептид GERA,
изменяя активность разных представителей ма-
лых ГТФаз, может воздействовать как на началь-
ные стадии клеточного движения (ускорение об-
разования протрузий и сборки первичных фо-
кальных комплексов), так и на более поздние
этапы миграционного процесса (ускорение со-
зревания и роста фокальных адгезий, а также об-
разования стресс-фибрилл и актомиозиновых со-
кратимых пучков, необходимых для перемеще-
ния клетки по субстрату). Можно говорить о
возможном сочетанном влиянии тетрапептида на

структурные и регуляторные компоненты адгези-
онных структур, определяющие протрузионную
активность клеток и направленность миграцион-
ного процесса в целом.

Не исключено также, что в процессе клеточно-
го распластывания тетрапептид GERA стабили-
зирует у фибробластов сформированные протру-
зии за счет более прочных субстрат-клеточных
взаимодействий, которые в дальнейшем препят-
ствуют образованию новых протрузий. В отличие
от распластанных клеток, у которых мембранные
протрузии формируются на всех направлениях,
для мигрирующих клеток характерно образова-
ние протрузий в лидирующем крае клетки. Воз-
можно, влияние изученного пептида на миграци-
онную активность фибробластов в большей сте-
пени связано с регулированием динамики
формирования временных (короткоживущих)
протрузий в ведущем крае клетки через регуля-
цию взаимодействия винкулина с Arp2/3-ком-
плексом в фокальных адгезиях, а также процессов
ретракции хвостовой части клетки посредством
ослабления связывания винкулина с F-актином
[6], что в конечном итоге приведет к ускорению
направленного перемещения фибробластов по
оси клеточной поляризации.

Стимулирующий эффект тетрапептида GERA
на распластывание и миграцию фибробластов,
вероятно, связан с его влиянием на структурную
и функциональную организацию фокальных ад-
гезий. Скорее всего, в ходе клеточного распла-
стывания пептид может обеспечивать стабилиза-
цию фокальных адгезий, ограничивая тем самым
число протрузий у фибробластов, а при направ-
ленной клеточной миграции пептид может уско-
рять динамику формирования адгезионных ком-
плексов в лидирующем крае фибробластов, обес-
печивая увеличение протрузионной активности,
а значит и скорости перемещения клеток.

В заключении необходимо подчеркнуть, что
направленная регуляция перехода клеток опреде-
ленных типов от неподвижного (фиксированно-
го) статуса к мигрирующему состоянию, и, на-
оборот, все еще остается на стадии разработки.
Перспективными инструментами, способными
блокировать у неопластических клеток свой-
ственную им увеличенную миграционную актив-
ность, а также активировать (включать) заблоки-
рованную у трансформированных клеток способ-
ность прикрепляться и распластываться на ВКМ
с последующим переходом к дифференцировке,
могут быть препараты пептидных регуляторов.
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Рис. 2. Влияние пептида GERA на миграцию фиброб-
ластов линии STO.
По оси абсцисс – концентрация пептида (М): 1 – 10–8,
2 – 10–5. По оси ординат – степень закрытия раны
(%). После нанесения царапины в сплошном моно-
слое клеток добавляли полную питательную среду
(10% сыворотки) с пептидом или без него и культиви-
ровали 12 ч при 37°С. Измерение площади раны про-
водили сразу после ее формирования (0 ч) и через 12 ч
после повреждения монослоя. Число экспериментов
7–8. Достоверность отличий от контроля отмечена:
* – р < 0.05; ** – р < 0.01.
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CONTROL OF THE RATE OF FIBROBLAST MIGRATION AND SPREADING 
BY DEFENSIN OLIGOPEPTIDE FRAGMENT

V. P. Ivanovaa,# and Corresponding Member of the RAS A. I. Krivchenkoa

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, 
St. Petersburg, Russian Federation

#e-mail: valet@iephb.ru

The elaboration of modes for directed regulation of cell transition from nonmotile, fixed status to motile state
and vice versa is referred to the most important problems of practical medicine. Nowdays the problem of cre-
ation of biopreparations on the basis of naturally occurring compounds for the minimization or elimination
of negative consequences at the cell malignization is actual. The effect of synthetic peptide GERA (a fragment
of antimicrobial polypeptides defensins) on the spreading and migration of embryonic fibroblasts was studied.
The peptide was found to increase the number of spread cells in cell population compared to control cells.
Besides, the GERA peptide stimulates the directed migration of fibroblasts to wounded zone of cell mono-
layer, i.e. substrate areas free from cells. The most probable cell targets in spreading and migrating fibroblasts
under peptide action are the structural and regulatory components of focal adhesions.

Keywords: synthetic defensin oligopeptide fragment, spreading, directed migration, embryonic fibroblasts
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