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Нейровоспаление играет ключевую роль в патогенезе нейродегенеративных заболеваний. Клетки
микроглии – основные иммунные клетки центральной нервной системы ‒ активируются под дей-
ствием липополисахаридов (компонентов клеточной стенки грамотрицательных энтеробактерий) и
синтезируют активные формы кислорода, цитокины, медиаторы воспаления, которые вызывают
гибель нейронов. Охарактеризовано влияние экзогенного рекомбинантного белка теплового шока
человека (БТШ70) на активацию клеток микроглии и нейробластомы человека при действии липо-
полисахаридов из Escherichia coli. Эксперименты были выполнены на отдельно культивируемых
клеточных культурах и при переносе кондиционированной среды от клеток микроглии А-172 к
клеткам нейробластомы SK-N-SH. Эти эксперименты проведены для моделирования действия
микроглии, обработанной липополисахаридом и/или БТШ70, на клетки нейробластомы SK-N-SH.
Оценен уровень активных форм кислорода, TNFα и апоптоза в клетках, обработанных липополи-
сахаридами, в присутствии и в отсутствие БТШ70. Установлено, что БТШ70 снижает индуцируе-
мую липополисахаридом продукцию активных форм кислорода, TNFα, апоптоз и некроз как в от-
дельно культивируемых клеточных культурах, так и при переносе кондиционированной среды от
клеток микроглии к клеткам SK-N-SH. Показано, что в механизме защиты белком БТШ70 клеток
микроглии и нейробластомы от липополисахарид-индуцированного апоптоза и продуцируемых ак-
тивных форм кислорода важная роль принадлежит сигнальным путям с участием протеинкиназ
p38MAPK, JNK и PI3K.

Ключевые слова: белок теплового шока БТШ70, липополисахариды, апоптоз, активные формы кис-
лорода, фактор некроза опухолей, ингибиторы сигнальных путей
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ВВЕДЕНИЕ
В патогенезе нейродегенеративных заболева-

ний человека важную роль играет нейровоспале-
ние, характерное для болезней Альцгеймера и
Паркинсона, бокового амиотрофического скле-
роза и лобно-височной деменции [1]. Накоплены
данные, свидетельствующие о значительной роли
микроглии в нейровоспалении [2]. При актива-
ции клеток микроглии высвобождаются различ-
ные провоспалительные цитокины, что, в конеч-
ном итоге, приводит к развитию нейродегенера-
ции, опосредованной нейровоспалением [3]. В
процессах нейродегенерации важная роль при-
надлежит липополисахаридам (ЛПС) – компо-

нентам грамотрицательных энтеробактерий [4].
Известно, что ЛПС активируют иммунную систе-
му, вызывают перекисное окисление липидов,
нарушения поведения и памяти, образование ак-
тивных форм кислорода (АФК) и, как следствие,
приводят к окислительным повреждениям мозга
[5]. Установлено также, что уровень ЛПС в плаз-
ме крови повышается при болезни Альцгеймера и
некоторых других видах протеинопатий [6].

Основными мишенями ЛПС служат клетки
врожденного иммунитета, в том числе макрофа-
ги. В центральной нервной системе (ЦНС) функ-
ционируют клетки микроглии, относящиеся к
мононуклеарным макрофагам [7]. Эти клетки

Сокращения: БТШ70 – белок теплового шока 70 кДа; ЛПС – липополисахарид; АФК – активные формы кислорода.
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участвуют в воспалительных процессах в ЦНС, а
также регулируют гомеостаз и нейровоспаление
[8]. Клетки микроглии активируются в стрессо-
вых условиях, при инфекциях или воспалении [9] и
секретируют различные медиаторы воспаления, та-
кие как фактор некроза опухоли-альфа (TNFα), ин-
терлейкин (IL)-10, АФК, оксид азота (NO) и про-
стагландин E2 [8, 10]. Активированная микроглия
оказывает нейротоксическое действие на нейроны,
вызывая их гибель [8], что, в свою очередь, усилива-
ет повреждение нервной ткани и приводит к хрони-
ческой нейродегенерации [11–13].

ЛПС активируют макрофаги, и механизм это-
го процесса включает перенос ЛПС ЛПС-связы-
вающим белком из ЛПС-мицелл к CD14 фагоци-
тов. Далее образуется гетеродимерный рецептор-
ный комплекс, включающий (ЛПС-MD2-TLR4)2
[14]. К этому комплексу присоединяются различ-
ные цитоплазматические адаптерные белки, по-
сле чего активирующий сигнал передается от ре-
цептора к различным внутриклеточным сигналь-
ным путям, включающим сигнальные молекулы
и киназы различного типа [15]. Эти сигналы затем
передаются факторам транскрипции, таким как
ядерный фактор-κB (NF-κB), белок-активатор-1
(AP-1), что приводит к секреции воспалительных
медиаторов, NO и АФК, а также к активации апо-
птоза [15, 16].

Важную защитную роль при различных воспа-
лительных процессах в организме человека и жи-
вотных играют белки теплового шока (БТШ), в том
числе главный стрессовый высококонсервативный
белок БТШ70 [17, 18]. БТШ70 обладает шаперон-
ной активностью, поддерживает клеточный гомео-
стаз, участвует в фолдинге, сборке и транслокации
белков через мембраны [19], обладает нейропро-
текторными свойствами [20], а также участвует в
регуляции рецепторзависимых сигнальных путей
[21]. Показано также, что в разных ситуациях
БТШ70 может проявлять как воспалительные, так
и противовоспалительные свойства [22].

Ранее нами было показано, что экзогенный
БТШ70 человека эффективно защищает нейтро-
филы человека от активирующего действия ЛПС
[23, 24], а также снижает продукцию АФК клетка-
ми нейробластомы человека при действии амило-
идных пептидов [25]. На мышиных моделях уста-
новлено, что экзогенный БТШ70 защищает живот-
ных от старения и нейропатологий типа болезни
Альцгеймера [26]. Однако молекулярные механиз-
мы защиты ЦНС белком БТШ70 изучены недоста-
точно.

Нами изучено влияние экзогенного белка
БТШ70 человека на продукцию АФК, TNFα и ги-
бель ЛПС-стимулированных клеток микроглии
А-172 и нейробластомы SK-N-SH при их раздель-
ном культивировании. Изучены также механиз-
мы опосредованного защитного действия БТШ70

при переносе кондиционированной среды от
клеток микроглии к клеткам SK-N-SH. Описаны
сигнальные пути, участвующие в защитном дей-
ствии БТШ70 от индуцируемого ЛПС воспале-
ния в изучаемых клетках.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. В работе использованы среда культи-
вирования (КС) DMEM, флуоресцентные зонды
Hoechst 33358 и йодид пропидия, HEPES, L-глута-
мин, фосфатно-солевой буфер (PBS), краситель
Crystal Violet, нитросиний тетразолий (НСТ), ак-
тиномицин D, додецилсульфат натрия (SDS),
пенициллин, стрептомицин, диметилсульфок-
сид (DMSO), ЛПС из E. coli O55:B5, ингибиторы
SB203580, PD98059, Wortmannin, SP600125 (все
“Sigma-Aldrich”, США), эмбриональная сыворотка
крупного рогатого скота (ЭТС, “HyClone”, США).

Получение БТШ70. Нами использован реком-
бинантный БТШ70 человека (свободный от
ЛПС), экспрессированный в клетках Spodoptera
frugiperda [23]. Клон, содержащий кДНК БТШ70
человека (pBlueScriptSK + БТШ70), применяе-
мый для создания экспрессионных конструкций,
любезно предоставлен R. Morimoto (Northwestern
University, США). Чистота препаратов БТШ70 из
клеток Spodoptera подтверждена электрофорезом в
полиакриламидном геле (ПААГ) с последующим
окрашиванием кумасси синим и иммуноблотин-
гом с использованием моноклональных антител
3B5 против БТШ70 и N69 против Hsc70. Антитела
любезно предоставлены Маргулисом Б.А. (Инсти-
тут цитологии РАН, Санкт-Петербург, Россия).
Концентрацию белка измеряли в соответствии с
протоколом Брэдфорда.

Культуры клеток. Клетки нейробластомы че-
ловека SK-N-SH получены из Американской ти-
повой коллекции клеточных культур (ATCC,
HTB-11), клетки микроглии человека A-172 и
фибробласты L-929 мыши – из коллекции кле-
точных культур Института цитологии РАН. Клет-
ки выращивали в КС DMEM c добавлением 10%
термоинактивированной ЭТС, проверенной на
присутствие эндотоксина (0.01 ед/мл) (“HyClone”,
США), 2 мМ L-глутамина, 1% стрептомицина,
100 ед. пенициллина при 37°C в атмосфере с 5% CO2.
Жизнеспособность клеток контролировали с помо-
щью флуоресцентной микроскопии с использова-
нием йодида пропидия [25]. Жизнеспособность кле-
ток, используемых в экспериментальных пробах,
составляла не менее 96–99%. В диапазоне концен-
траций от 10 до 300 нМ БТШ70 не влиял на жиз-
неспособность клеток.

Гибель клеток (апоптоз и некроз) регистрировали
с использованием флуоресцентного инвертиро-
ванного микроскопа Keyence (Япония) согласно
[25]. Содержание апоптотических клеток опреде-
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ляли как долю неокрашенных йодидом пропидия
клеток с фрагментированной ДНК от общего ко-
личества клеток (принятого за 100%). Некротиче-
скими считали клетки, окрашенные йодидом
пропидия [25]. В экспериментальных пробах ре-
гистрировали не менее 20 видимых полей, содер-
жащих 250–350 клеток.

Продукцию TNFα клетками определяли по цито-
токсическому действию образцов на клетки-мише-
ни – линию L-929 фибробластов мыши [24]. Клет-
ки L-929 культивировали в 96-луночных планше-
тах по 2 × 104 клеток в 100 мкл КС на лунку при
37°С и 5% СO2. Через 24 ч культивирования к об-
разовавшемуся монослою клеток L-929 добавля-
ли актиномицин D (1 мкг/мл), а затем по 100 мкл
супернатанта исследуемых клеток. К контроль-
ным лункам добавляли только КС. Планшеты ин-
кубировали в течение 24 ч, затем клетки отмыва-
ли фосфатным буфером, окрашивали красителем
Crystal Violet (“Sigma-Aldrich”) и определяли их
выживаемость после растворения кристаллов в
1%-ном растворе SDS. Оптическую плотность
измеряли при 595 нм на спектрофотометре для
планшетов “Униплан” (Россия). Продукцию
TNFα определяли по индексу цитотоксичности
[27]. Специфичность цитотоксического действия
TNFα проверяли в реакции нейтрализации моно-
клональными антителами (“StressGen”, Канада).

Образование активных форм кислорода (АФК).
Продукцию АФК в клетках A-172 и SK-N-SH
определяли с использованием НСТ [24]. Исполь-
зованный метод отражает активность кислород-
зависимого клеточного метаболизма – источника
АФК. По окончании культивирования из планше-
тов отбирали КС, к клеткам добавляли 0.1%-ный
раствор НСТ (2 ч, 37°С и 5% СО2). Затем клетки
2 раза отмывали PBS, фиксировали этанолом и су-
шили. Образовавшийся внутриклеточный форма-
зан растворяли в 300 мкл 2 М КОН и 400 мкл DMSO
на лунку. Далее оптическую плотность раствора
измеряли при длине волны 620 нм [28] на план-
шетном ридере “Униплан”.

Исследование действия БТШ70 и ЛПС на клет-
ки нейробластомы SK-N-SH или микроглии А-172.
В этих экспериментах клетки собирали с исполь-
зованием раствора Трипсина-Версена, отмывали
в полной КС, разводили в КС с 5% ЭТС до требу-
емой концентрации, рассевали в 24-луночные
планшеты (“Sarstedt”, ФРГ) с повышенной адге-
зией и инкубировали в течение 12 ч при 37°C и 5%
CO2. Затем КС с 5% ЭТС заменяли на бессыворо-
точную среду и инкубировали в течение еще 12 ч.
После чего добавляли БТШ70 (на 120 мин) и/или
ЛПС, инкубировали клетки в течение 24 ч.

Перенос кондиционированной среды от клеток
микроглии к клеткам SK-N-SH. Клетки А-172 рассе-
вали в 24-луночные планшеты (“Sarstedt”) с повы-
шенной адгезией и инкубировали в течение 12 ч

при 37°C и 5% CO2. Затем КС с 5% ЭТС заменяли
на бессывороточную среду и инкубировали в те-
чение 12 ч. После чего к клеткам А-172 добавляли
БТШ70 (на 120 мин) и/или ЛПС и инкубировали
в течение 24 ч. После окончания инкубирования
собирали супернатант (кондиционированную
среду [29, 30] от клеток А-172), центрифугирова-
нием освобождали от клеток и их фрагментов,
переносили в лунки планшета с прикрепленны-
ми клетками SK-N-SH, предварительно удалив
КС. Затем клетки SK-N-SH инкубировали в те-
чение 24 ч при 37°C и 5% CO2. Эти эксперименты
проводили для моделирования действия микро-
глии, обработанной ЛПС и/или БТШ70, на клет-
ки SK-N-SH.

Эксперименты c использованием ингибиторов сиг-
нальных путей. Ингибиторы добавляли к клеткам за
30 мин до введения БТШ70 [31]. Использовали ин-
гибиторы митоген-активируемых протеинкиназ
(МАРК): SB203580 (p38MAPK), PD98059 (ERK),
Wortmannin (PI3K), SP600125 (JNK), участвующих
в ЛПС-индуцируемом воспалении. Оптимальные
и нетоксичные концентрации ингибиторов опреде-
ляли с помощью предварительно полученной кон-
центрационной зависимости (данные не представ-
лены).

Статистический анализ. Экспериментальные
данные анализировали с помощью программы Sig-
maPlot. Результаты приведены как средние значе-
ния пяти независимых экспериментов ± стандарт-
ное отклонение (SD).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Белок БТШ70 снижает ЛПС-индуцированную 
продукцию АФК в клетках A-172 и SK-N-SH
Добавление БТШ70 (30 нМ) не влияет на про-

дукцию АФК клетками A-172 и SK-N-SH (рис. 1,
A1 и B1). ЛПС (1 мкг/мл) индуцирует повышение
уровня образования АФК в клетках A-172 и SK-
N-SH в 1.8 раза. БТШ70 (добавленный за 2 ч до
ЛПС) снижает индуцированную ЛПС продукцию
АФК в клетках A-172 (115%) и SK-N-SH (108%).
Перенос кондиционированной среды от клеток
А-172 к клеткам SK-N-SH не индуцирует увели-
чения продукции АФК в пробах 1 и 2 (рис. 1С) и
увеличивает образование АФК в пробах 3 (со 180
до 200%) и 4 (со 108 до 135%) (рис. 1С).

Белок БТШ70 снижает ЛПС-индуцированную 
продукцию TNFα в клетках A-172 и SK-N-SH
Добавление БТШ70 увеличивает продукцию

TNFα контрольными клетками в 2 раза (до
~6 пг/мл). ЛПС значительно увеличивает про-
дукцию TNFα клетками A-172 (19.6 пг/мл) и
SK-N-SH (15 пг/мл). Добавление кондициони-
рованной среды от клеток А-172 увеличивает про-



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 1  2020

ЭКЗОГЕННЫЙ БТШ70 И СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ 131

дукцию TNFα клетками SK-N-SH до 25 пг/мл,
что на 67% больше, чем клетками SK-N-SH без
добавления этой среды в присутствии ЛПС.
БТШ70, добавленный к клеткам до ЛПС, сни-
жает продукцию TNFα в пробах А4 (с 19.6 до
11.5 пг/мл), B4 (с 15 до 10 пг/мл) и С4 (с 25 до
15.5 пг/мл) (рис. 2).

Белок БТШ70 снижает ЛПС-индуцированную 
гибель клеток A-172 и SK-N-SH (некроз и апоптоз)

Показано, что в контроле содержание некро-
тических клеток составляло ~ 3–4%. ЛПС в кон-

центрации 100 нг/мл усиливал некроз клеток SK-
N-SH (в 1.9 раза) и A-172 (в 2.3 раза) (рис. 3). До-
бавление кондиционированной среды от клеток
А-172 (с обработкой ЛПС) увеличивало некроз кле-
ток нейробластомы в 1.5 раза (рис. 3, С3) по сравне-
нию с действием только ЛПС на клеточные культу-
ры SK-N-SH (рис. 3, B3) и A-172 (рис. 3, A3). Обра-
ботка белком БТШ70 в присутствии ЛПС
снижала некроз клеток SK-N-SH (в 1.7 раза) и
А-172 (в 1.4 раза), при действии кондициониро-
ванной среды некроз клеток SK-N-SH умень-
шился в 2 раза (рис. 3, C4).

ЛПС усиливал апоптоз клеток SK-N-SH в
1.8 раза (рис. 4, B3), а А-172 в 2.1 раза (рис. 4, A3)
по сравнению с соответствующими контрольны-
ми образцами. Предварительная обработка бел-
ком БТШ70 значительно снижала ЛПС-индуци-
рованную активацию апоптоза клеток SK-N-SH
(в 1.5 раза, рис. 4, B4) и А-172 (в 1.9 раза, рис. 4,
A4). Добавление кондиционированной среды с
ЛПС от клеток А-172 увеличивало апоптоз клеток
SK-N-SH на 42% (рис. 4, C3). БТШ70 снижал
ЛПС-стимулированный апоптоз этих клеток в
1.9 раза (рис. 4, С4).

Изучение кинетики действия БТШ70 показа-
ло, что для максимальной защиты клеток от апо-
птоза и некроза, индуцированного ЛПС, БТШ70
необходимо добавлять не менее чем за 30 мин до
ЛПС (максимальный защитный эффект обеспе-
чивало культивирование клеток с БТШ70 в тече-
ние 2 ч).

Влияние БТШ70 на ключевые сигнальные пути 
ЛПС-индуцированной активации клеток

Влияние БТШ70 на сигнальные пути оценива-
ли по его воздействию на ЛПС-индуцированную
продукцию АФК и апоптоз клеток в присутствии

Рис. 1. Действие ЛПС и БТШ70 на продукцию АФК
клетками А-172 и SK-N-SH. А – Клетки А-172, B –
клетки SK-N-SH, C – перенос кондиционированной
среды от клеток А-172 к клеткам SK-N-SH. 1 – В от-
сутствие БТШ70 и ЛПС; 2 – в присутствии БТШ70;
3 – в присутствии ЛПС; 4 – в присутствии БТШ70 и
ЛПС. За 100% принята продукция АФК в пробе B1.
Концентрации БТШ70 и ЛПС, соответственно,
30 нМ и 1 мкг/мл. *p < 0.05, n = 5.
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Рис. 2. Влияние ЛПС и БТШ70 на секрецию TNFα
клетками А-172 и SK-N-SH. Обозначения, как на рис. 1.
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Рис. 3. Действие ЛПС и БТШ70 на некроз клеток А-172
и SK-N-SH. Обозначения как на рис. 1.
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ингибиторов МАР-киназ, участвующих в ЛПС-
индуцируемом воспалении.

Ингибиторы р38МАР-киназы и JNK практически 
полностью устраняют защиту белком БТШ70 

клеток SK-N-SH от ЛПС-индуцированной 
продукции АФК

Все использованные ингибиторы, как и ожи-
дали, снижали ЛПС-индуцированное увеличение
продукции АФК клетками SK-N-SH (рис. 5, 2). В
то же время защитный эффект БТШ70 ингибиро-
вался при использовании только двух типов ин-
гибиторов киназ – р38МАРК и JNK (рис. 5, SB и
SP сравнение столбиков 2 и 3). Wortmannin (инги-
битор PI3K) снижал защитный эффект БТШ70
(рис. 5, W, сравнение столбиков 2 (178%) и 3 (154%))
менее эффективно, чем ингибиторы р38МАРК и
JNK. Ингибирующее действие PD98059 на защит-
ный эффект БТШ70 было слабо выражено (рис. 5,
PD, сравнение столбиков 2 (172%) и 3 (130%)).

Ингибиторы р38МАРK и JNK практически 
полностью отменяют защиту

белком БТШ70 клеток SK-N-SH
от ЛПС-индуцированного апоптоза

Все использованные нами ингибиторы проте-
инкиназ снижали подавление апоптоза клеток
SK-N-SH под действием ЛПС (рис. 6, 2). В то же
время, в присутствии ингибиторов р38МАРK и
JNK БТШ70 не защищал клетки от ЛПС-индуци-
рованного апоптоза (рис. 6, SB и SP, сравнение
столбиков 2 и 3). Wortmannin не полностью отме-
нял защитное действие БТШ70, а ингибитор ERK
PD98059 не влиял на эту способность БТШ70.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Микроглия выполняет множество функций,
включая участие в развитии ЦНС. Клетки микро-
глии вносят вклад в иммунный ответ против ин-
фекционных агентов, в нейрогенез, нейровоспа-
ление и развитие нейродегенеративных заболе-
ваний. Клетки микроглии взаимодействуют с
различными типами клеток ЦНС, включая ней-
роны [8]. Известно, что нейродегенеративные
процессы в ЦНС реализуются в значительной
мере в результате повреждения нейронов соеди-

Рис. 4. Влияние ЛПС и БТШ70 на апоптоз клеток А-172
и SK-N-SH. Обозначения, как на рис. 1.
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Рис. 5. Влияние ингибиторов протеинкиназ на про-
дукцию АФК клетками SK-N-SH при добавлении к
ним кондиционированной среды от клеток A-172. 1 –
Клетки в отсутствие БТШ70 и ЛПС; 2 –в присутствии
ЛПС; 3 – в присутствии БТШ70 и ЛПС. CM – культу-
ральная среда; SB – 10 мкM SB203580; PD – 10 мкM
PD98059; W – 100 нM Wortmannin; SP – 20 мкM
SP600125. Концентрации БТШ70 и ЛПС, соответ-
ственно, 30 нМ и 1 мкг/мл. #p < 0.001; ##p < 0.01.
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Рис. 6. Влияние ингибиторов протеинкиназ на апоптоз
клеток SK-N-SH при добавлении к ним кондициониро-
ванной среды от клеток A-172. Обозначения, как на рис. 5.
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нениями, продуцируемыми клетками микро-
глии [32].

За последние годы показана важная роль Тоll-
подобных рецепторов (TLR) при нейродегенера-
тивных патологиях [33]. Важную роль в активации
микроглии играет TLR4, основным агонистом ко-
торого является ЛПС. TLR4 также экспрессируют-
ся в нейронах и клетках нейробластомы [34, 35].
Показано, что экспрессия TLR4 в клетках микро-
глии увеличивается при действии бета-амилоид-
ных пептидов, вызывая их активацию [36]. Из-
вестно также, что эти пептиды увеличивают экс-
прессию TLR4 в нейронах и гибель клеток [37].

В настоящее время существуют различные экс-
периментальные подходы к изучению роли взаи-
модействия разных типов клеток в механизмах
нейродегенерации. В первом подходе смешивают
разные популяции клеток, во втором – использу-
ют вкладыши, проницаемые для синтезируемых
клетками веществ (Trans-well), в третьем – перено-
сят супернатант от одних клеток к другим. Мы ис-
пользовали третий подход, поскольку сравнение
трех способов изучения взаимодействия клеток
микроглии и нейронов показало более высокую
эффективность именно этого подхода [38].

Взаимодействие ЛПС-TLR4 достаточно быстро
активирует продукцию таких АФК, как суперок-
сидный анион-радикал и пероксид водорода [39].
Этому способствует и прямое взаимодействие NA-
DPН-оксидазы с TLR4 после связывания ЛПС с
этим рецептором [40].

Ранее с использованием БТШ70, меченного
125I, мы установили, что экзогенный БТШ70
быстрее поступает в клетки RAW264.7, THP-1 и
SK-N-SH с максимальным уровнем TLR2 и TLR4
в клеточной мембране. Самой медленной кине-
тика поступления 125I-БТШ70 была в клетках
SK-N-SH, в которых БТШ70, вероятно, может
взаимодействовать с цитоплазматическими TLR4
только после диффузии через клеточную мембра-
ну (2–3 ч) [44].

Оптимальное время культивирования клеток
SK-N-SH с БТШ70 (до воздействия ЛПС), необ-
ходимое для обеспечения максимальной защиты,
составило 2 ч.

Для сравнения можно отметить, что при ин-
траназальном введении 125I-БТШ70 попадает в
мозг животных через 30 мин после введения [44].
Некоторые различия в кинетике поступления
125I-БТШ70 в клетки SK-N-SH и в мозг мышей
обусловлены, по-видимому, разным уровнем
экспрессии TLR4 в клетках нейробластомы и
мозга мыши.

Полученные данные (рис. 1, С3) показали, что
перенос кондиционированной среды от клеток
А-172 к клеткам SK-N-SH не приводит к значи-
тельному увеличению продукции ими АФК (по

сравнению с рис. 1, В3). Это может быть связано с
уменьшением продукции АФК из-за увеличения
клеточной гибели. С другой стороны, получен-
ные результаты позволяют заключить, что в про-
бах с переносом кондиционированной среды, ко-
торая содержит ЛПС, усиливается некроз и апо-
птоз (рис. 3, С3 и рис. 4, С3), что, вероятно, и
приводит к снижению продукции АФК.

Полученные нами результаты указывают на
то, что суммарная гибель клеток SK-N-SH (апо-
птоз + некроз), к которым добавили кондицио-
нированную среду от клеток А-172, увеличивается
на 45.2%, а количество апоптотических клеток –
на 42.4%. Обработка клеток в этой системе куль-
тивирования белком БТШ70 снизила гибель
клеток (апоптоз + некроз) в 2.1 раза. Эти данные
свидетельствуют о том, что БТШ70 ингибировал
апоптоз клеток SK-N-SH, подавляя активацию
микроглии при переносе кондиционированной
среды от клеток микроглии к клеткам нейробласто-
мы. Таким образом, экзогенный БТШ70 защищает
клетки SK-N-SH от нейротоксического действия
ЛПС, опосредованного клетками микроглии.

Апоптоз нейронов – одна из основных причин
заболеваний ЦНС, в том числе болезней Паркин-
сона и Альцгеймера, церебральной ишемии [1, 2].
Множество данных указывает на участие нейро-
воспаления в процессе апоптоза нейронов [3]. В
физиологическом состоянии резидентные им-
мунные клетки в мозге, такие как микроглия, иг-
рают важную роль в быстрой инициации воспа-
лительного ответа на инфекцию или травму. С
другой стороны, в активированной микроглии
при воспалении усиливается секреция TNFα, ко-
торый, в свою очередь, активирует процесс кле-
точной гибели [4]. Установлено, что секреция
TNFα клетками микроглии также увеличивается
при введении ЛПС экспериментальным живот-
ным [41]. Снижение ЛПС-индуцированной кле-
точной гибели белком БТШ70 связано, вероятно,
и со снижением продукции TNFα при действии
БТШ70.

Следует отметить, что сильным индуктором
клеточной гибели при нейродегенеративных за-
болеваниях является пероксид водорода. Выпол-
ненные нами ранее исследования показали, что
экзогенный БТШ70 эффективно защищает клет-
ки нейробластомы от нейротоксического дей-
ствия пероксида водорода в широком диапазоне
концентраций [42].

Дальнейшее изучение защитного действия
БТШ70 показало, что этот белок не полностью
блокирует провоспалительное действие ЛПС
(рис. 1–3). Действие БТШ70 на продукцию АФК
и особенно TNFα имеет двоякий характер: при
предварительной инкубации с клетками БТШ70
значительно снижает продукцию АФК и TNFα,
индуцированную ЛПС, но сам БТШ70 несколько
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увеличивает продукцию этих соединений клетка-
ми (рис. 1 и 2). Подобное увеличение образова-
ния АФК и TNFα под действием БТШ70 обнару-
жено также у фагоцитов млекопитающих [23], что
связывают с его взаимодействием с рецепторами
TLR2 и TLR4, которое, в свою очередь, приводит
к некоторой активации фагоцитов и продукции
ими различных медиаторов воспаления [43]. Кро-
ме того, внеклеточный БТШ70 снижает экспрес-
сию TLR4 [44]. В наших экспериментах белок
БТШ70 обеспечивал максимальную защиту толь-
ко в случае ЛПС-индуцированной продукции
АФК. Это, по-видимому, обусловлено связыва-
нием БТШ70 с рецептором ЛПС (конкуренция за
рецептор) и снижением экспрессии TLR в клет-
ках. Таким образом, понятно, почему при увели-
чении экспрессии БТШ70 в клетках микроглии
снижается активация микроглии под действием
ЛПС [45].

Связывание ЛПС с TLR4 приводит к переда-
че активирующих эффекторных сигналов через
МАРК к факторам транскрипции, что вызывает
продукцию АФК, NO, синтез и секрецию TNFα и
других цитокинов, гибель клеток [46, 47].

Мы предположили, что наблюдаемое сниже-
ние ЛПС-индуцированного апоптоза в присут-
ствии БТШ70 и продукции АФК может быть свя-
зано с участием клеточных МАР-киназ в защите
клеток от действия ЛПС. Ранее при изучении ро-
ли БТШ70 во внутриклеточной сигнализации бы-
ло показано, что в условиях теплового шока
БТШ70 может влиять на сигнальные пути с участи-
ем ERK, JNK и p38MAPK [48]. В ряде работ обнару-
жена корреляция между активацией p38MAPK,
ERK1/2 и JNK и увеличением синтеза БТШ70
при тепловом стреcсе [49].

Исходя из этих данных, с использованием спе-
цифических ингибиторов мы исследовали роль
p38MAPK, JNK, PI3K и ERK в механизме защит-
ного действия БТШ70.

Показано, что все изученные протеинкиназы
участвуют в сигнальных путях ЛПС-индуциро-
ванной активации апоптоза и продукции АФК
клетками, так как они ингибируют действие ЛПС
(рис. 5 и 6), что согласуется с данными [47].

При ЛПС-индуцированном апоптозе и про-
дукции АФК защитное действие БТШ70 практи-
чески полностью отменялось ингибиторами
р38МАРК и JNK. Ингибитор PI3K не полностью
отменял защитное действие БТШ70.

Таким образом, результаты этого исследова-
ния свидетельствуют о том, что экзогенный инду-
цибельный БТШ70 человека защищает клетки
микроглии и нейробластомы от ЛПС-индуциро-
ванной гибели (апоптоза и некроза), продукции
АФК и TNFα. Защита клеток нейробластомы
белком БТШ70 сохраняется и при переносе кон-
диционированной среды от клеток микроглии

при их активации ЛПС. В механизме защиты
клеток от ЛПС-индуцированной активации
ключевая роль принадлежит р38МАРК и JNK.
Показано, что экзогенный БТШ70 может защи-
щать клетки SK-N-SH от повреждающего дей-
ствия ЛПС путем ингибирования клеточной ги-
бели, синтеза АФК и TNFα при воздействии на
р38MAPK- и JNK-сигнальные пути, участвую-
щие в ответе на введение ЛПС.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (проект № 19-04-00109), выделение и очист-
ка рекомбинантного БТШ70 человека проведены
при финансовой поддержке Российского научно-
го фонда (№ 19-14-00167 (ДГ)).
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EXOGENOUS HSP70 AND SIGNALING PATHWAYS INVOLVED 
IN THE INHIBITION OF LPS-INDUCED NEUROTOXICITY

OF NEUROBLASTOMA CELLS
M. M. Yurinskaya1, 2, D. G. Garbuz1, M. B. Evgen’ev1, 2, *, and M. G. Vinokurov2

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Science, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

*e-mail: misha672011@yahoo.com

Neuroinflammation plays a key role in the pathogenesis of neurodegenerative diseases. Microglial cells rep-
resent the main immune cells of the central nervous system. Under the action of lipopolysaccharides (com-
ponents of the cell wall of gram-negative enterobacteria), microglia is activated and synthesizes reactive oxy-
gen species, cytokines, inflammatory mediators, which in turn may cause neuron death. The paper describes
the effect of exogenous recombinant human heat shock protein HSP70 on the activation of microglial cells
and human neuroblastoma under the action of lipopolysaccharides of Escherichia coli on separately cultivated
cell cultures and when transferring the conditioned medium from microglial cells to neuroblastoma cells.
These experiments were performed to simulate the action of microglia treated with LPS and/or HSP70 on
neuronal cells. The level of active forms of oxygen, TNFα and apoptosis of cells under the action of lipopoly-
saccharides in the presence and in the absence of HSP70 was estimated. HSP70 was found to reduce lipo-
polysaccharide-induced production of reactive oxygen species, TNFα, apoptosis and necrosis, both in sep-
arately cultivated cell cultures and in the case of transfer of conditioned medium from microglia cells to neu-
roblastoma cells. It was demonstrated that signaling pathways involving protein kinases (p38MAPK, JNK and
PI3K) play an important role in protective effect of Hsp70 in microglial cells and neuroblastoma from lipo-
polysaccharide-induced apoptosis and the production of reactive oxygen species.

Keywords: heat shock protein Hsp70, lipopolysaccharides, apoptosis, reactive oxygen species, tumor necrosis
factor, signaling pathway inhibitors
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