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НА АКТИВАЦИЮ КЛЕТОК SH-SY5Y ЛИПОПОЛИСАХАРИДАМИ
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Изучено влияние экзогенного рекомбинантного белка теплового шока человека Hsp70 и донора се-
роводорода GYY4137 на механизмы эндоцитоза липополисахарида (ЛПС) клетками нейробластомы
человека SH-SY5Y. Показано, что Hsp70 и GYY4137 значительно снижают ЛПС-индуцированную
продукцию медиаторов воспаления, включая активные формы кислорода, оксид азота, TNFα, IL-1β
и IL-6, клетками SH-SY5Y. И рекомбинантный Hsp70, и донор сероводорода GYY4137 защищают
клетки от воздействия ЛПС, однако совместное использование этих агентов не приводило к куму-
лятивному эффекту. Показано, что в защите клеток от ЛПС-индуцированной продукции активных
форм кислорода и NO как донором сероводорода, так и Hsp70 участвуют пиноцитоз, а также кла-
трин-, кавеолин-, тубулин- и рецепторзависимый эндоцитоз.
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ВВЕДЕНИЕ

Липополисахариды (ЛПС) – компоненты кле-
точной стенки грамотрицательных энтеробакте-
рий, являющиеся мощным индуктором воспале-
ния, играют важную роль в патогенезе различных
заболеваний, таких как грамотрицательный сеп-
сис [1], сахарный диабет [2], нейродегенератив-
ные заболевания [3]. При этих заболеваниях на-
блюдается развитие эндотоксемии – увеличение
концентрации ЛПС в крови больных [3]. Сепсис
часто осложняется энцефалопатией, при которой
нарушается проницаемость гематоэнцефаличе-
ского барьера и наблюдается повреждение нейро-
нов [4].

Известно, что за распознавание ЛПС отвеча-
ют такие клеточные рецепторы, как TLR4, экс-
прессирующиеся в нейтрофилах, макрофагах,
клетках микроглии, астроцитах, нейронах, кар-
диомиоцитах [5]. Ключевую роль в реакции кле-
ток-мишеней на ЛПС играет формирование
мембранного гетеродимерного рецепторного

комплекса (TLR4-MD-2-ЛПС)2 [6]. Затем к это-
му комплексу присоединяется группа цитоплаз-
матических адаптерных белков, которые обеспе-
чивают передачу сигнала активации от рецептора
к нескольким внутриклеточным сигнальным пу-
тям, включая различные протеинкиназы. На сле-
дующем этапе эти сигналы достигают факторов
транскрипции, таких как NF-κB и AP-1, что, в ко-
нечном итоге, проявляется в увеличении продук-
ции активных форм кислорода (АФК), оксида
азота (NO), секреции различных провоспалитель-
ных цитокинов и нарушении регуляции клеточной
гибели нейронов [1, 4, 7]. При шоке, часто ослож-
няющем грамотрицательный сепсис, увеличивает-
ся накопление Hsp70 в плазме крови больных [8].

Свойства белка Hsp70 в большинстве случаев
изучают по действию эндогенного Hsp70, кото-
рый проявляет шаперонные свойства, регулирует
гомеостаз и участвует в сборке и переносе клеточ-
ных белков через мембраны в различные отделы
клеток [9]. Определенные сведения получены и
по действию внеклеточного Hsp70 (вHsp70), но

Сокращения: Hsp70 – белок теплового шока 70 кДа, ЛПС – липополисахарид, АФК – активные формы кислорода, IL –
интерлейкин, TNFα – фактор некроза опухолей α.
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они носят противоречивый характер. В одних
статьях показано, что вHsp70 обладает противо-
воспалительными свойствами, тогда как в других
утверждается, что вHsp70 может усиливать воспа-
ление [9, 10].

Ранее мы установили, что рекомбинантный
вHsp70 увеличивает выживаемость животных в мо-
дели грамотрицательного и грамположительного
сепсиса [11, 12], а также защищает нейтрофилы от
активации, вызванной ЛПС [13, 14]. Анализ опуб-
ликованных данных позволяет заключить, что воз-
действие вHsp70 на клетки может реализоваться с
использованием нескольких механизмов. вHsp70
вызывает экспрессию цитокинов в различных кле-
точных культурах, причем обнаружен ряд рецепто-
ров, участвующих в интернализации вHsp70 (в том
числе, TLR2, TLR4, CD14, CD40 и CCR5) [15].

Как ЛПС, так и вHsp70 поступают в клетки с
помощью эндоцитоза [16–18]. Для ЛПС это, в
первую очередь, рецепторзависимый эндоцитоз.
Помимо этого, ЛПС попадают в клетки путем кла-
тринзависимого эндоцитоза и макропиноцитоза.
Эти механизмы обеспечивают быстрое проникно-
вение ЛПС в макрофаги [16, 17]. C клатрином мо-
жет взаимодействовать и конститутивно экспрес-
сируемый Hsc70, однако в опухолевых клетках
уровень Hsp70 поддерживается клатриннезависи-
мым эндоцитозом [18].

В настоящее время отсутствуют эффективные
средства лечения эндотоксинового шока и других
заболеваний, связанных с действием ЛПС. За по-
следние годы показано, что одним из потенциаль-
ных средств защиты клеток и организма млекопи-
тающих от действия ЛПС может быть сероводород
(H2S), образующийся в клетках млекопитающих и
участвующий в регуляции ряда физиологических и
патофизиологических процессов [19]. Есть данные,
что сероводород увеличивает выживаемость жи-
вотных при сепсисе [20]. Среди различных доно-
ров активной серы большой интерес представля-
ет медленный донор сероводорода – GYY4137
[21]. В настоящее время известно, что GYY4137
уменьшает ЛПС-индуцированное увеличение
уровня цитокинов TNFα, IL-1β, IL-6, образова-
ние NO, С-реактивного белка, синтез которых
увеличивается при эндотоксиновом шоке [22].

Ранее на разных клеточных и животных моде-
лях мы показали, что рекомбинантный Hsp70 об-
ладает противовоспалительной активностью и за-
щищает клетки от действия ЛПС [12, 13, 23].

Данные о комбинированном использовании
вHsp70 и доноров активной серы для защиты кле-
ток человека и животных от бактериальных эндо-
токсинов отсутствуют, хотя получены свидетель-
ства того, что повышение уровня сероводорода в
клетке может приводить к индукции Hsp70 [24].

В нашей работе охарактеризовано действие до-
нора сероводорода GYY4137 на клетки нейробла-

стомы человека SH-SY5Y, подвергнутые воздей-
ствию ЛПС и рекомбинантного белка Hsp70. Оце-
нена роль путей эндоцитоза при реализации
защитного действия как GYY4137, так и рекомби-
нантного Hsp70 на ЛПС-индуцированную про-
дукцию АФК и оксида азота клетками SH-SY5Y.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. В работе использовали культураль-
ную среду DMEM, флуоресцентный зонд SF7-
AM, HEPES, L-глутамин, фосфатно-солевой бу-
фер (PBS), краситель Crystal Violet, краситель
нитросиний тетразолий (НСТ), краситель 3-(4,5-
диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий-
бромид (MTT), актиномицин D, додецилсульфат
натрия, пенициллин, стрептомицин, диметил-
сульфоксид (ДМСО), раствор трипсина-Версена,
реактив Грисса, L-NAME (гидрохлорид), ЛПС из
Escherichia coli O55:B5, GYY4137 (морфолин-4-
иум(4-метоксифенил)морфолин-4-илфосфино-
дитиоат)) (“Sigma-Aldrich”, США), эмбриональную
сыворотку крупного рогатого скота (ЭТС), тестиро-
ванную на присутствие эндотоксина 0.01 ед./мл
(“HyClone”, США), динасор, амилорид, метил-
β-циклодекстрин (MβCD), нокодазол, филипин
(“Sigma-Aldrich”, США).

Получение Hsp70. Использовали рекомби-
нантный Hsp70 человека с пятью аминокислот-
ными заменами, повышающими растворимость и
стабильность белка [25]. Белок экспрессировали
в бактериальной культуре с использованием кон-
струкции на основе вектора pET-14b. Hsp70 очи-
щали методом металл-аффинной хроматографии
на Ni-NTA-сефарозе и аффинной хроматографии
на АТР-агарозе. Дополнительную доочистку пре-
паратов Hsp70 от остаточного ЛПС проводили на
полимиксин- или полилизин-агарозе, степень
очистки контролировали с помощью электрофо-
реза в полиакриламидном геле (ПААГ) и LAL-те-
ста согласно инструкции производителя. Кон-
центрацию очищенного белка измеряли по мето-
ду Брэдфорда (Pierce Coomassie (Bradford) Protein
Assay Kit).

Культуры клеток. Клетки нейробластомы че-
ловека SH-SY5Y получены из Европейской коллек-
ции аутентичных клеточных культур (ECACC),
фибробласты L-929 мыши – из коллекции кле-
точных культур Института цитологии РАН
(Санкт-Петербург, Россия). Клетки выращивали
в культуральной среде (КС) DMEM c добавлени-
ем 10% термоинактивированной ЭТС, 2 мМ L-глу-
тамина, 1% стрептомицина, 100 ед. пенициллина
при 37°C в атмосфере с 5% CO2. Hsp70 в диапазоне
концентраций от 10 до 300 нМ не влиял на жизне-
способность клеток.

В экспериментах, в которых исследовали дей-
ствие Hsp70, GYY4137 и ЛПС на клетки нейробла-
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стомы SН-SY5Y, клетки собирали с использова-
нием раствора трипсина-Версена, отмывали в
полной КС, разводили в КС с 10% ЭТС до требуе-
мой концентрации, рассевали в 24-луночные план-
шеты (“Sarstedt”, Германия) с повышенной адгези-
ей и инкубировали в течение 24 ч при 37°C с 5% CO2.
После этого к клеткам добавляли Hsp70, GYY4137
или (Hsp70 + GYY4137) на 120 мин, а затем ЛПС и
инкубировали в течение 24 ч.

Ингибиторный анализ. Ингибиторы эндоцито-
за добавляли к клеткам за 30 мин до введения
Hsp70 и GYY4137 [26]. Для определения опти-
мальных и нетоксичных концентраций ингиби-
торов предварительно получали их концентраци-
онные зависимости (данные не представлены).

В табл. 1 приведены ингибиторы эндоцитоза
[27], использованные в нашей работе.

Жизнеспособность клеток контролировали с
использованием MTT-теста [28]. Клетки SH-
SY5Y (2 × 104 клеток/лунка 96-луночного план-
шета в 100 мкл 10% КС) культивировали в течение
24 ч при 37°С и 5% СО2. После этого КС заменяли
свежей средой, добавляли GYY4137 в различной
концентрации. Клетки культивировали в течение
24 ч, а затем с 1 мг/мл МТТ в течение 2 ч при ком-
натной температуре. Раствор красителя удаляли,
образовавшиеся кристаллы формазана растворя-
ли в 100 мкл ДМСО на лунку. Оптическую плот-
ность полученного раствора измеряли при длине
волны 530 нм на планшетном ридере “Униплан”
(“Вектор-Бест”, Россия).

Жизнеспособность клеток в эксперименталь-
ных пробах была не менее 96–99%.

Образование сероводорода в клетках. Образо-
вание H2S под действием донора сероводорода
GYY4137 определяли на проточном цитометре
CytoFLEX (“Beckman Coulter”, США) с исполь-
зованием флуоресцентного зонда SF7-AM [29].

Показано, что добавление GYY4137 приводило к
высвобождению H2S в клетках SH-SY5Y, что пол-
ностью соответствует результатам, приведенным
в [28].

Образование активных форм кислорода (АФК) в
клетках SH-SY5Y определяли с помощью краси-
теля НСТ [14]. Использованный метод отражает
активность кислородзависимого клеточного мета-
болизма – источника АФК. По окончании культи-
вирования из планшетов с клетками отбирали КС,
промывали PBS и добавляли 0.1%-ный раствор
НСТ (2 ч при 37°С и 5% СО2). Затем клетки 2 раза
отмывали PBS, фиксировали этанолом и сушили.
Образовавшийся внутриклеточный формазан
растворяли в 300 мкл 2 М КОН и 400 мкл ДМСО
на лунку. Оптическую плотность полученного рас-
твора измеряли при длине волны 620 нм на план-
шетном ридере “Униплан” (“Вектор-Бест”).

Продукцию оксида азота клетками оценивали с
использованием реактива Грисса [13]. После ин-
кубации клеток с исследуемыми веществами
аликвоты каждого супернатанта (100 мкл) пере-
носили в 96-луночные планшеты с плоским дном.
После добавления реагента Грисса (100 мкл) в
каждую лунку планшеты инкубировали при ком-
натной температуре в течение 10 мин в темноте и
измеряли оптическую плотность при 530 нм с ис-
пользованием планшетного ридера “Униплан”
(“Вектор-Бест”). Специфичность образования NO
контролировали с использованием L-NAME (гид-
рохлорида).

Продукцию TNFα клетками определяли по ци-
тотоксическому действию образцов на клетки-
мишени – линию фибробластов L-929 мыши
[28]. Клетки L-929 культивировали в 96-луноч-
ных планшетах по 2 × 104 в 100 мкл КС на лунку
при 37°С и 5% СO2. Через 24 ч культивирования к
образовавшемуся монослою клеток L-929 добавля-
ли актиномицин D (1 мкг/мл), а затем по 100 мкл

Таблица 1. Ингибиторы эндоцитоза

Ингибитор Клеточная мишень

Метил-β-циклодекстрин 
(MβCD)

Липидные микродомены (рафты),
вызывает экстракцию мембранного холестерина и разрушение липидных микродо-
менов

Динасор Клатринзависимый эндоцитоз,
ингибитор разных видов динамина (динамин I и II), участвует в отщеплении эндо-
цитозной везикулы от цитоплазматической мембраны

Амилорид Макропиноцитоз, фагоцитоз
Ингибирует Na+/H+-антипортер

Нокодазол Тубулинзависимый эндоцитоз
связывается с тубулином, препятствуя полимеризации микротрубочек

Филипин Кавеолин-опосредованный эндоцитоз,
связывается с холестерином в мембране
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супернатанта исследуемых клеток. К контроль-
ным лункам добавляли только культуральную сре-
ду. Планшеты инкубировали в течение 24 ч, затем
клетки отмывали фосфатным буфером, окраши-
вали красителем Crystal Violet (“Sigma-Aldrich”,
США) и определяли выживаемость клеток после
растворения кристаллов в 1%-ном растворе доде-
цилсульфата натрия. Оптическую плотность изме-
ряли при 595 нм на планшетном ридере “Униплан”
(“Вектор-Бест”). Продукцию TNFα определяли по
индексу цитотоксичности [30]. Специфичность ци-

тотоксического действия TNFα проверяли в реак-
ции нейтрализации моноклональными антитела-
ми (“StressGen”, Канада).

Определение уровня интерлейкинов (IL). Уров-
ни IL-1β и IL-6 в клетках SH-SY5Y, обработан-
ных Hsp70, GYY4137 и ЛПС, определяли с исполь-
зованием иммуноферментного анализа (ELISA).
Клетки обрабатывали GYY4137, Hsp70 и ЛПС или
их комбинациями в течение 24 ч. Бесклеточные
супернатанты собирали для определения концен-
трации цитокинов с использованием набора для
ELISA (наборы ELISA для IL-1β человека и IL-6
человека, “Sigma-Aldrich”) в соответствии с прото-
колами производителя.

По окончании культивирования определяли
продукцию NO, АФК, TNFα и IL в одних и тех же
экспериментальных пробах.

Статистика. Все эксперименты с клетками про-
водили в четырех повторностях. Данные представ-
лены как среднее значение ± стандартное отклоне-
ние в четырех независимых экспериментах, выпол-
ненных в четырех повторностях.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние Hsp70 и GYY4137 на жизнеспособность 

клеток SH-SY5Y
Согласно полученным результатам, введение ре-

комбинантного Hsp70 (рис. 1, 2) не влияет на жиз-
неспособность клеток. Добавление GYY4137 как от-
дельно (рис. 1, 3), так и вместе с Hsp70 (рис. 1, 4) в
концентрации от 50 до 200 мкМ не влияло на жиз-
неспособность клеток, хотя при более высоких
концентрациях донора сероводорода жизнеспо-
собность клеток снижалась (рис. 1).

Hsp70 и GYY4137 снижают ЛПС-индуцированное 
увеличение продукции АФК и NO клетками

SH-SY5Y
Инкубация клеток с Hsp70 (2 мкг/мл) и

GYY4137 (100 мкМ) в течение 24 ч приводит к не-
большому увеличению продукции АФК – на 26 и
22% соответственно (рис. 2, 1). При добавлении
Hsp70 и GYY4137 к клеткам за 2 ч до ЛПС продук-
ция АФК увеличивается на 55 и 45% соответ-
ственно. Характерно, что комбинация Hsp70 и
GYY4137 (при последующем добавлении ЛПС)
(рис. 2, Hsp70 + GYY4137) не приводит к увеличе-
нию продукции АФК клетками по сравнению с
добавлением Hsp70 и GYY4137 по отдельности.

Инкубация клеток в присутствии Hsp70 и
GYY4137 не вызывала значительного повышения
продукции оксида азота как при раздельном (рис. 3,
Hsp70, 1; GYY, 1), так и при совместном примене-
нии (рис. 3, Hsp70 + GYY, 1). В присутствии ЛПС
при комбинированном действии Hsp70 и GYY4137
продукция NO клетками примерно соответствовала

Рис. 1. Влияние Hsp70 и GYY4137 на жизнеспособ-
ность клеток SH-SY5Y. 1 – Культуральная среда (КС);
2 – Hsp70, 2 мкг/мл; 3 – GYY4137; 4 –Hsp70 и GYY4137.
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Рис. 2. Продукция АФК клетками SH-SY5Y в присут-
ствии Hsp70 (2 мкг/мл), донора H2S GYY4137 (GYY,
100 мкМ) и их комбинации (Hsp70 + GYY) при дей-
ствии ЛПС (1 мкг/мл). 1 – Добавление Hsp70 и GYY в
отсутствие ЛПС; 2 – добавление Hsp70 и GYY за 2 ч до
ЛПС. За 100% принята продукция АФК клетками
SH-SY5Y в контроле, все остальные значения выра-
жены в процентах от указанного значения. Общее
время культивирования клеток – 24 ч.
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значениям, полученным в присутствии только
Hsp70 или только GYY4137 (рис. 3, Hsp70 + GYY, 1,
2). Показано, что и GYY4137, и Hsp70 как вместе, так
и по отдельности сильно снижают продукцию ок-
сида азота и АФК, вызванную добавлением ЛПС.

Hsp70 и GYY4137 снижают ЛПС-индуцированное 
увеличение продукции TNFα, IL-1β и IL-6 

клетками SH-SY5Y

Инкубация клеток с Hsp70 и GYY4137 не при-
водила к повышению продукции TNFα и IL-6 по
сравнению с контролем (рис. 4 и 5) (в отличие от

продукции IL-1β (рис. 6)). Hsp70 и GYY4137 и при
раздельном, и при одновременном действии зна-
чительно снижали индуцированную ЛПС про-
дукцию трех цитокинов. Интересно, что комби-
нация Hsp70 и GYY4137 обеспечивала такой же
уровень защиты клеток от активации ЛПС, как и
каждый из них по отдельности, т.е. и в этом слу-
чае мы не наблюдали кумулятивного эффекта
двух противовоспалительных агентов (рис. 4–6).

Влияние Hsp70 и GYY4137 на реализацию 
механизмов эндоцитоза ЛПС в клетки SH-SY5Y

Изучение действия ингибиторов эндоцитоза по-
казало, что все примененные ингибиторы умень-
шали ЛПС-индуцированную продукцию АФК и
оксида азота.

Так, ингибиторы MβCD, динасор, амилорид и
нокодазол практически полностью отменяли вы-
званную добавлением Hsp70 защиту клеток от ин-
дуцированного ЛПС образования АФК (рис. 7,
сравнение столбиков 2 и 3). Нокодазол также от-
менял защитное действие донора сероводорода
GYY4137 от ЛПС-индуцированной продукции
АФК (рис. 7, сравнение столбиков 2 и 4). Некото-
рое уменьшение защитного действия GYY4137
наблюдали также при действии MβCD, динасора
и амилорида (рис. 7). Ингибитор филипин лишь
незначительно снижал защитное действие как
Hsp70, так и GYY4137 (рис. 7, Fil).

Действие ингибиторов эндоцитоза на ЛПС-ин-
дуцированную продукцию NO клетками SH-SY5Y
было не столь однозначным, как в случае АФК.
Максимальное снижение защитного действия
Hsp70 и GYY4137 обеспечивал динасор (ингиби-
тор динаминов I и II), минимальное – амилорид
(рис. 8, сравнение столбиков 3 и 4 с 2). Интерес-

Рис. 3. Продукция NO клетками SH-SY5Y в присут-
ствии Hsp70 (2 мкг/мл), донора H2S GYY4137 (GYY,
100 мкМ) и их комбинации (Hsp70 + GYY) в присут-
ствии ЛПС (1 мкг/мл). Обозначения, как на рис. 2.
1 – Добавление Hsp70 и GYY в отсутствие ЛПС; 2 –
добавление Hsp70 и GYY за 2 ч до ЛПС.
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Рис. 4. Продукция TNFα клетками SH-SY5Y в при-
сутствии Hsp70 (2 мкг/мл), донора H2S GYY4137
(GYY, 100 мкМ) и их комбинации (Hsp70 + GYY) при
действии ЛПС (1 мкг/мл). Обозначения как на рис. 2.
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Рис. 5. Продукция IL-6 клетками SH-SY5Y в присут-
ствии Hsp70 (2 мкг/мл), донора H2S GYY4137 (GYY,
100 мкМ) и их комбинации (Hsp70 + GYY) при дей-
ствии ЛПС (1 мкг/мл). Обозначения, как на рис. 2.

14

12

10

8

6

4

2

0
KC ЛПС Hsp70 GYY

IL
-6

, п
г/

м
л

Hsp70 + GYY

1
2



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 6  2020

ДЕЙСТВИЕ ДОНОРА СЕРОВОДОРОДА GYY4137 И БЕЛКА HSP70 1023

но, что нокодазол отменял защитное действие
только GYY4137, но не Hsp70 (рис. 8, Noc, 4). За-
щитное действие Hsp70 и GYY4137 достаточно
эффективно снижал филипин (рис. 8, Fil).

Совместное добавление Hsp70 и GYY4137 на
фоне ингибиторов эндоцитоза не усиливало за-
щиту клеток от продукции и АФК, и NO.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Провоспалительное действие ЛПС на клетки

реализуется на нескольких уровнях регуляции,
таких как связывание с рецепторами, поступле-
ние внутрь клеток (путем эндоцитоза) и воздей-
ствие на внутриклеточные сигнальные пути и
факторы транскрипции.

Образование рецепторного комплекса ЛПС
включает активацию двух внутриклеточных сиг-
нальных путей. Первый из них – MyD88-зависи-
мый путь – обеспечивает раннюю активацию
MAPK и NF-kB, что сопровождается экспресси-
ей провоспалительных цитокинов, таких как
TNFα и IL-6 [31]. В результате этого увеличивает-
ся продукция АФК. Второй путь, MyD88-незави-
симый, характеризуется сравнительно более позд-
ней индукцией экспрессии NF-kB. Воздействие
ЛПС на различные клетки быстро индуцирует сек-
рецию основного провоспалительного цитокина
TNFα и соответствующей мРНК, уровень которой
достигает максимума через 2 ч после добавления
ЛПС [32]. Секретируемый TNFα способен реали-
зовать свое действие, связываясь с рецепторами
клеток (TNF-R1 и TNF-R2). Молекулярный меха-
низм действия TNFα включает сборку NOX2 и рез-
кое увеличение продукции АФК клетками [33, 34].

Проведенный нами транскриптомный анализ
клеток THP-1 показал, что ЛПС усиливает экс-
прессию MyD88, что, видимо, вызывает повыше-
ние экспрессии факторов транскрипции NF-κB и
AP-1 [28]. Предварительная обработка клеток
GYY4137 приводила к значительному снижению

Рис. 6. Продукция IL-1β клетками SH-SY5Y в присут-
ствии Hsp70 (2 мкг/мл), донора H2S GYY4137 (GYY)
(100 мкМ) и их комбинации (Hsp70 + GYY) при дей-
ствии ЛПС (1 мкг/мл). Обозначения, как на рис. 2.
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Рис. 7. Влияние ингибиторов эндоцитоза на продук-
цию АФК клетками SH-SY5Y в присутствии Hsp70
(2 мкг/мл), GYY4137 (100 мкМ) и ЛПС (1 мкг/мл).
КC – культуральная среда; MβCD – 2 мМ, метил-β-
циклодекстрин; Dyn – 40 мкМ, динасор; Am – 100 мкМ,
амилорид; Noc – 1 мкМ, нокодазол; Fil – 1 мкМ, фи-
липин. 1 – КС; 2 –добавление ЛПС; 3 – добавление
Hsp70; 4 – добавление GYY4137. 5 – совместное до-
бавление Hsp70 и GYY4137. Ингибиторы добавляли за
30 мин до Hsp70 и GYY4137, клетки инкубировали в
течение 2 ч и добавляли ЛПС. За 100% принята про-
дукция АФК клетками SH-SY5Y в контроле, все
остальные значения выражены в процентах от ука-
занного значения. Общее время культивирования
клеток – 24 ч.
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Рис. 8. Влияние ингибиторов эндоцитоза на продукцию
оксида азота клетками SH-SY5Y в присутствии Hsp70
(2 мкг/мл), GYY4137 (100 мкМ) и ЛПС (1 мкг/мл). Обо-
значения, как на рис. 7.
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экспрессии CD14 [28]. Поэтому даже повышен-
ные уровни MD-2 не вызывают значительную ак-
тивацию TLR4. Также обнаружено, что предвари-
тельная обработка GYY4137 существенно снижает
экспрессию MyD88 и NF-κB, что должно приве-
сти к снижению продукции АФК, NO и других
провоспалительных цитокинов, как и установле-
но в нашей работе [28]. Поскольку экспрессия
АР-1 не ингибируется донором сероводорода
GYY4137, мы показали, что GYY4137 не полно-
стью защищает клетки THP-1 от активирующего
действия ЛПС. При этом наши результаты вы-
явили значительное ослабление действия ЛПС на
иммуносвязанные и провоспалительные гены в
клетках, предварительно обработанных GYY4137.
Важно отметить, что предварительная обработка
GYY4137 приводит к значительному ингибирова-
нию ЛПС-индуцированной экспрессии многих
эффекторов TNF, включая хемокины Ccl2, Ccl5,
Cxcl10, колониестимулирующий фактор 2, про-
воспалительные цитокины IL-1β, IL-6, фактор
транскрипции JunB и другие эффекторные пути
TNF [28]. Кроме того, проведенный нами тран-
скриптомный анализ показал, что сам GYY4137
незначительно увеличивает уровень экспрессии
некоторых воспалительных генов, экспрессию
которых многократно увеличивает ЛПС. С этим,
вероятно, связана некоторая активация продук-
ции АФК, NO и IL-6 клетками, обработанными
GYY4137 (рис. 2, 3, 5). Продукция АФК, NO и IL-6
также несколько увеличивается в присутствии
Hsp70 (рис. 2, 3, 5). Т.е. Hsp70, наряду с противо-
воспалительным действием, обладает и слабой
провоспалительной активностью, что связано,
возможно, с увеличением уровня рецепторов TLR2
и TLR4 в мембране клеток при введении реком-
бинантного Hsp70 [23].

Известно, что рекомбинантный Hsp70, посту-
пивший в клетки, проявляет себя как негативный
регулятор ферментов Nox (1, 2, 5), благодаря сво-
ей способности связывать эти белки и вызывать
их убиквитинирование и деградацию и, следова-
тельно, снижать продукцию АФК [35]. Снижение
ЛПС-индуцированной продукции NO клетками
при действии Hsp70 может быть обусловлено
снижением экспрессии iNOS из-за ингибирова-
ния NADPH-оксидазы [40].

Транскриптомный анализ показал, что GYY4137
вызывает значительную индукцию нескольких ге-
нов белков теплового шока, которые принадлежат,
в частности, к семействам Hsp40 и Hsp70. Индук-
ция генов стресса при предварительной обработ-
ке GYY4137 может представлять ответ клеток на
H2S, который может функционировать в данной
ситуации как сигнал опасности [28].

Возможные механизмы, лежащие в основе за-
щитного действия рекомбинантного экзогенного
Hsp70 и GYY4137, могут действовать на несколь-

ких уровнях клеточной регуляции. На первом
уровне эти соединения влияют на клеточные ре-
цепторы, участвующие в провоспалительном от-
вете клеток на ЛПС. На данном (первом) этапе
Hsp70 взаимодействует с клеточными мембран-
ными структурами, включая специфические ре-
цепторы. После образования Hsp70-рецепторных
комплексов они (комплексы) могут проникать в
клетки посредством эндоцитоза и взаимодей-
ствовать с внутриклеточными сигнальными путя-
ми, участвующими в активации клеток после воз-
действия ЛПС [37]. Ранее мы показали, что белок
начинает проникать в клетки различного типа в
течение 5 мин после добавления 125I-меченного
Hsp70 в среду, и эффективность проникновения
коррелирует с уровнями TLR2 и TLR4 в клеточ-
ной мембране [23]. Согласно нашим данным
GYY4137 также быстро проникает через клеточную
мембрану и уже через 20 с в клетках SH-SY5Y начи-
нается образование сероводорода [28]. На втором
этапе Hsp70 и GYY4137, поступившие в клетки, вза-
имодействуют с внутриклеточными сигнальными
путями, участвующими в активации клеток ЛПС.

Поскольку известно, что в процессе поступле-
ния ЛПС и Hsp70 в клетки важную роль играют
механизмы эндоцитоза [16, 17, 37, 38], в своей ра-
боте мы использовали классические ингибиторы
этого процесса (табл. 1).

Для оценки изменения эффективности защи-
ты клеток белком Hsp70 и GYY4137 в присутствии
ингибитора MβCD мы определили отношение
продукции АФК и NO в пробах с ЛПС к продук-
ции этих соединений в пробах с (Hsp70 + ЛПС)
и (GYY4137+ЛПС) (рис. 7 и 8, КC2/КM3 и
КM2/КM4). Эти величины равны 2 и 1.87 соот-
ветственно. В присутствии MβCD эти величины
несколько уменьшаются (до 1.14 и 1.22 соответ-
ственно), что указывает на снижение защитного
дейcтвия используемых соединений. Воздействие
MβCD приводило к значительному снижению
индуцированной ЛПС активации клеток (АФК и
NO), по-видимому, вследствие разрушения ли-
пидных микродоменов, содержащих мембранные
рецепторы TLR2 и TLR4 [39]. Липидные микро-
домены, как известно, играют важную роль в ра-
боте NADPH-оксидазы [40], поэтому их разруше-
ние влияет на активность этого фермента. Отсут-
ствие значительного снижения образования АФК
(рис. 7, MβCD, 3 и 4 по сравнению с 2) связано,
вероятно, с вкладом митохондрий, в которых нет
липидных микродоменов [41]. Защитное действие
GYY4137 также реализуется через различные внут-
риклеточные сигнальные пути, например, через
снижение экспрессии TLR4, с чем связано некото-
рое увеличение продукции АФК (рис. 7, MβCD, 4)
по сравнению с контрольной пробой (рис. 7, КС, 4),
тогда как экзогенный Hsp70 несколько повышает
экспрессию TLR2 и TLR4 в клетках [23].
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Эндоцитоз, способствуя рециркуляции синап-
тических пузырьков и регулируя количество
постсинаптических рецепторов нейротрансмит-
теров, играет важную роль в функционировании
мозга [42]. Основным механизмом поступления в
клетки трансмембранных белков является кла-
тринзависимый эндоцитоз [43]. Ингибитор этого
типа эндоцитоза – динасор, в наших эксперимен-
тах значительно уменьшал индуцированную ЛПС
продукцию АФК и NO в клетках SH-SY5Y (рис. 7
и 8). Наблюдаемое снижение продукции АФК и
NO связано, вероятно, с уменьшением экспрес-
сии мембранных рецепторов TLR4 и CD14 [17]. В
частности, снижение продукции АФК в присут-
ствии динасора (рис. 7) может быть связано с ин-
гибированием NADPH-оксидазы [44].

Интересно, что динасор практически полно-
стью отменял защитное действие Hsp70 и частич-
но – GYY4137. При совместном применении
Hsp70 и GYY4137 наблюдалась неполная отмена
защиты, что, возможно, связано с разными меха-
низмами действия Hsp70 и GYY437, влияющими
на экспрессию мембранных рецепторов, участву-
ющих в активации клеток ЛПС. Полученные ре-
зультаты свидетельствуют об участии клатринза-
висимого пути в опосредованной Hsp70 защите
клеток от действия ЛПС.

Известно, что амилорид эффективно блокиру-
ет индуцированную ЛПС продукцию провоспа-
лительных цитокинов в клетках [45]. Как и ожи-
далось, в наших экспериментах этот ингибитор
эффективно снижал ЛПС-индуцированную про-
дукцию АФК и NO (рис. 7 и 8). При этом амило-
рид практически полностью подавлял способ-
ность Hsp70 и GYY4137 защищать клетки от обра-
зования АФК. Менее эффективно амилорид
подавлял способность Hsp70 и GYY4137 защищать
клетки от продукции NO. Амилорид ингибирует
Na+/H+-антипортер, что приводит к подавлению
ЛПС-индуцированной активации NADPH-окси-
дазы [46].

В функционировании нейронов важную роль
играет тубулин микротрубочек, который участву-
ет в морфологической поляризации нейронов
[47]. Кроме того, микротрубочки важны для внут-
риклеточного транспорта различных веществ [48].
В наших экспериментах ингибитор нокодазол сни-
жал образование АФК и NO, индуцированное ЛПС
(рис. 7, 8). Блокирование полимеризации микро-
трубочек нокодазолом снижает ЛПС-индуциро-
ванную продукцию TNFα и АФК [49]. Кроме того,
известно, что микротрубочки играют заметную
роль в активации индуцибельного пути NO в от-
вет на медиаторы воспаления [50]. Нокодазол
снижал образование NO клетками, однако боль-
шая продукция NO в присутствии GYY4137 (рис. 8,
Noc, 4) по сравнению с Hsp70 (рис. 8, Noc, 3), по-

видимому, связана со способностью самого H2S
стимулировать образование NO в клетках [51].

Среди механизмов эндоцитоза важное место
занимает кавеолинзависимый эндоцитоз. В каве-
олах находятся различные факторы роста, рецеп-
торы, киназы. В кавеолах локализованы eNOS,
инсулин, EGF, TGF-b, P2X7, тирозинкиназа Src,
Ras. Кавеолы также связаны сигнальными путя-
ми с MAP-киназами, Akt, малой GTPазой Rac и
др. [52]. Все эти сигнальные пути в определенной
степени связаны с активирующим действием
ЛПС на клетки. В наших экспериментах фили-
пин – ингибитор опосредованного кавеолином
эндоцитоза – снижал защитное действие Hsp70 и
GYY4137, нарушая структуру кавеол и воздей-
ствуя на многообразие внутриклеточных сиг-
нальных путей, связанных с кавеолинзависимым
эндоцитозом [53].

Под действием ЛПС в клетках увеличиваются
фосфорилирование и экспрессия кавеолина-1
[54]. Известно, что H2S увеличивает миграцию
макрофагов за счет активации сигнального пути с
участием Src и ускорения интернализации инте-
грина β1 [55] (эндоцитоз интегрина β1, зависимый
от кавеолина [56]). В активации окислительного
стресса, вызванного ЛПС и приводящего к образо-
ванию разных медиаторов воспаления, участвуют
различные пути внутриклеточной сигнализации. В
активацию продукции АФК NADPH-оксидазой
вовлечен Src (TLR4 → MyD88 → TRAF6 → c-Src →
→ NADPH-оксидаза → АФК) [57]. Ингибирова-
ние Src-тирозинкиназы рассматривается как эф-
фективный подход к снижению нейровоспаления
при нейродегенеративных заболеваниях [58]. Это
хорошо коррелирует с полученными нами на клет-
ках THP-1 данными [28], согласно которым ЛПС
вызывает увеличение экспрессии кавеолина и Src,
а воздействие GYY4137 снижает экспрессию по-
следних. В механизме активации образования
АФК, вызванном влиянием ЛПС на TLR4-зависи-
мые сигнальные пути, важную роль играют не
только Src, но и другие тирозинкиназы (в том чис-
ле, PI3K, JNK, p38MAPK). Ранее мы показали, что
внеклеточный Hsp70 снижает продукцию АФК
(при действии ЛПС и других соединений), влияя
на эти сигнальные молекулы [28, 59].

Наши результаты позволяют заключить, что ре-
комбинантный Hsp70 человека и медленный донор
сероводорода GYY4137, действуя раздельно и сов-
местно, снижают ЛПС-индуцированную продук-
цию АФК, NO, TNFα, IL-1β и IL-6.

Отсутствие значимого аддитивного эффекта
действия Hsp70 и GYY4137 на ЛПС-индуцируе-
мую активацию клеток связано, по-видимому, с
воздействием Hsp70 и GYY4137 на взаимосвязан-
ные сигнальные пути активации клеток ЛПС.
Различия в защите клеток от действия ЛПС обу-
словлены, по-видимому, различным влиянием
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Hsp70 и GYY4137 на экспрессию мембранных ре-
цепторов, участвующих в активации клеток ЛПС.

С использованием ингибиторного анализа по-
казано также, что в механизме защиты клеток от
ЛПС-индуцированной продукции АФК и NO как
донором сероводорода GYY4137, так и Hsp70
участвуют пиноцитоз, а также клатрин-, кавео-
лин-, тубулин- и рецепторзависимый эндоцитоз.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (проект № 19-04-00109), выделение и очист-
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при финансовой поддержке Российского научного
фонда № 19-14-00167 (ДГ) и № 17-74-30030 (МЕ).
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честве объектов исследований.
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THE COMBINED EFFECT OF H2S DONOR GYY4137 AND RECOMBINANT 
Hsp70 ON LPS-INDUCED ACTIVATION OF HUMAN

NEUROBLASTOMA SH-SY5Y
M. M. Yurinskaya1, D. G. Garbuz2, V. N. Afanasiev1, M. B. Evgen’ev1, 2, *, and M. G. Vinokurov1

1Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino Scientific Center for Biological Research,
Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

2Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: misha672011@yahoo.com

Here, we investigated the effects of hydrogen sulfide (H2S) donor GYY4137 and recombinant human Hsp70
on LPS-induced activation of human neuroblastoma cells. Besides, inhibitor analysis was explored to define
specific mechanisms of LPS endocytosis into the cells. Individual and combined action of GYY4137 and
Hsp70 efficiently ameliorated LPS-induced production of proinflammatory mediators including ROS, NO,
TNFα, IL-1β and IL-6 in the studied cell culture. While both agents exhibited significant protective effects
we failed to detect cumulative action of these substances after their combined action. Inhibitor analysis en-
ables to conclude that both Hsp70 and GYY4137 exercise their protective effects against LPS-induced ROS
and NO production exploring pinocytosis, as well as clathrin-; caveolin-; tubulin-and receptor-mediated
types of endocytosis.

Keywords: GYY4137, Hsp70, LPS, SH-SY5Y, ROS, NO, endocytosis
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