
ВВЕДЕНИЕ

Ишемическое повреждение — совокупность
процессов и событий, сопровождаемая нарушением
кровотока в ткани или органе. Последующее
восстановление потока кислорода и питательных
веществ парадоксальным образом усугубляет
ишемическое повреждение и приводит 
к ишемически-реперфузионному повреждению (ИРП).
Особо остро проблема ИРП стоит в хирургии и
трансплантологии. ИРП — основная причина
осложнений и даже смертности при хирургических
операциях или трансплантации печени, почек, лёгких,
яичников и т.д. [1–3]. 

Ишемия возникает в результате забора донорского
органа (тёплая ишемия), хранения в холодном
консервирующем растворе (холодная ишемия) и 
во время приживления, что вызывает глубокую
гипоксию тканей, клеточный метаболический
дисбаланс и микрососудистую дисфункцию [3–5].
Реперфузионное повреждение в данном случае
происходит через несколько часов или дней после
первоначальной ишемии при приживлении органа и
проявляется в дисфункции аллотрансплантанта [3, 6].

ИРП — результат нескольких взаимосвязанных
процессов. Снижение оксигенации тканей изменяет
метаболизм клеток из-за снижения поступления
кислорода и удаления конечных продуктов. 
Переход к анаэробному метаболизму клеток приводит 

к снижению продукции АТР, накоплению лактата и
внутриклеточному ацидозу. Это вызывает накопление
ионов Na+ и Ca2+, активацию Ca2+-зависимых протеаз
(кальпаины), дестабилизацию лизосомальных мембран
с утечкой лизосомальных ферментов, разрушением
цитоскелета и ингибированием активности
мембраносвязанных Na+/K+-, Na+/H+- и Ca2+-АТРаз.
Восстановление потока крови (реперфузия) 
также связано с производством активных 
форм кислорода (АФК). АФК могут изменять
мембраны и ДНК посредством перекисного 
окисления липидов и карбонилирования белков.
Избыток Ca2+ и АФК в сочетании с митохондриальной
дисфункцией вызывает открытие митохондриальной
поры mPTP (mitochondrial permeability transition pore)
и последующее высвобождение цитохрома c,
митохондриальной ДНК и сукцината [7, 8]. 
Умеренная ишемия и реперфузия при трансплантации
органов могут привести к дисфункции клеток, 
которая может нивелироваться из-за активации 
систем восстановления для контроля продукции АФК.
Однако длительная и тяжёлая ишемия и 
реперфузия вызывают гибель клеток путём 
апоптоза и некроза [2].

Стратегии снижения ИРП при трансплантации
органов в настоящее время во многом связаны 
с выяснением физиологических имолекулярных путей,
активируемых во время ИРП. Одной из таких
стратегий является регуляция концентраций ионов. 
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Ишемически-реперфузионное повреждение (ИРП) — совокупность процессов и событий, сопровождаемая
нарушением кровоснабжения в ткани или органе с последующим восстановлением кровотока. Особо остро 
проблема ИРП стоит в хирургии и трансплантологии. Одна из стратегий снижения повреждения органов и тканей 
при трансплантации — регуляция внутриклеточных концентраций ионов. Поддержание концентрации ионов в клетке
во время развития повреждения можно контролировать, воздействуя на потенциал-зависимые ионные каналы
определёнными типами соединений.Мы предлагаем снижать ишемически-реперфузионное повреждение при помощи
пептидных токсинов, тропных к кальциевым (омега-гексатоксин-Hv1a) и натриевым (мю-агатоксин-Aa1a) 
потенциал-зависимым ионным каналам. Токсины были получены с использованием твердофазного пептидного
синтеза. Моделирование ИРП при действии токсинов проводили на культуре клеток эпителиального 
происхождения CHO-K1 при инкубации в условиях гипоксии и депривации питательных веществ с последующим
восстановлением питательной среды. Уровень клеточной гибели, концентрации ионов кальция, натрия, калия и
уровень pH фиксировали с использованием мультимодального планшетного ридера и флуоресцентных красителей. 
В итоге, оба токсина, несмотря на разный механизм действия, снижают развитие клеточной гибели CHO-K1 
за счёт изменения концентраций ионов и поддержания уровня pH. 
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Хорошо известна роль потенциал-зависимых
ионных каналов в развитии ИРП сердца и мозга [2, 9].
Однако ряд исследований показывает, что потенциал-
зависимые ионные каналы экспрессируются и 
в невозбудимых клетках [10, 11]. При этом 
их предполагаемые физиологические функции 
и регуляция их активности в невозбудимых 
клетках, особенно при развитии ИРП, остаются
предметом активной дискуссии, поскольку в первую
очередь потенциал-зависимые ионные каналы
являются молекулярными детерминантами клеточной
возбудимости [12, 13]. В этом случае потенциал-
зависимые ионные каналы в невозбудимых клетках
опосредуют ключевые клеточные функции посредством
внутриклеточных биохимических механизмов, 
а не быстрой электрической сигнализации [14].
Особый интерес представляют потенциал-зависимые
кальциевые и натриевые ионные каналы, которые
играют важную роль, модулируя движущую силу
притока Ca2+ и Na+ в невозбудимые клетки. 
Каналы также участвуют в регуляции объёма 
клеток, инициируя потерю внутриклеточного K+

и сопутствующую потерю воды, что приводит 
к уменьшению объёма клеток [15]. 

Мыпредлагаем использовать в качестве регуляторов
активности потенциал-зависимых кальциевых и
натриевых каналов в невозбудимых клетках токсины
членистоногих (омега-гексатоксин-Hv1a из паука
Hadronyche versuta как блокатор кальциевых каналов
(Uniprot: TO1A_HADVE) и мю-агатоксин-Aa1a 
паука Agelenopsis aperta (Uniprot: T5G1A_AGEAP) 
как модулятор натриевых каналов). Эти токсины
относятся к семейству кноттинов, что обуславливает
их высокую аффиность к целевым каналам-мишеням
и повышенную биодоступность за счёт стабильности
в отношении температуры, протеаз и pH. Более
подробно механизм действия мю-агатоксина-Aa1a 
уже описан ранее [16]. В данной работе 
приведён сравнительный анализ влияния 
мю-агатоксина-Aa1a и омега-гексатоксина-Hv1a 
на выживаемость клеток при моделировании ИРП 
при акцентировании внимания на ключевые
параметры, такие как клеточная гибель и 
динамика ионов и pH. 

МЕТОДИКА

Пептидный синтез токсинов, 
анализ, очистка, фолдинг

Синтез токсинов проводили на пептидном
синтезаторе ResPep SL (“Intavis”, Германия) 
в соответствии со стандартным протоколом
твердофазного синтеза [17]. Для синтеза 
использовали Fmoc-защищённые аминокислоты
(“Intavis”), в качестве активатора использовали HBTU
(“Кемикал Лайн”, Россия). 

Анализ токсинов выполнен на колонке 
Dr. Maisch Luna C18 с использованием ВЭЖХ системы
Shimadzu LC-20AD XR (“Shimadzu”, Япония) 
с детектором SPD-20A и протокола градиентного
элюирования из 95% А (деионизированная вода) 

и 5% Б (ацетонитрил, “Криохром”, Россия). 
Для масс-спектрометрического анализа использовали
аппаратно-программный комплекс MALDI-TOF MS
FLEX серии (“Bruker Daltonics”, Германия). 
Для очистки токсинов на сорбенте Bio-Gel P-4 
на колонке Econo-Column 1×30 см (“Bio-Rad”, США)
использовали ВЭЖХ (хроматографическая система
NGC Quest™ 10, “Bio-Rad”).

Фолдинг токсинов проводили в буфере,
содержащем 10 мМ восстановленного и 
1 мМ окисленного глутатиона в 0,1 М Tris-HCl 
(все реактивы от “ПанЭко”, Россия), при pH 8,0 и 4°С
при постоянном перемешивании в течение 24 ч [18]. 

Клеточная культура и экспериментальные условия

В исследовании использовали культуру
эпителиального происхождения CHO-K1 (Российская
коллекция клеточных культур позвоночных, Россия).
Клетки культивировали в среде DMEM/F12 (“ПанЭко”)
с периодичностью пассажа один раз в 3–4 дня 
с использованием 0,25% трипсина (“ПанЭко”). 

Перед экспериментом клетки переносили 
в 96-луночные планшеты и оставляли 
до достижения экспоненциальной стадии роста. 
Для моделирования ИРП клетки помещали сначала 
в условия пониженного содержания кислорода и
питательных веществ (среда DMEM c 1 г/л глюкозы
(“ПанЭко”) и 1% фетальной бычьей сыворотки
(“Biosera”, Франция)) в инкубаторе с 1% О2 и 5% СО2
(“Binder”, Германия) на 3 ч для ишемии, затем 
в условия нормального содержания веществ и
кислорода (стандартная среда для культивирования 
с 10% сывороткой при 18,6% О2 и 5% СО2) 
на 3 ч для реперфузии [19]. Токсины, растворённые 
в деионизированной воде, добавляли в начале стадии
реперфузии в конечной концентрации 50 нМ.

Флуоресцентный анализ

Через 3 ч реперфузии для детекции 
клеточной гибели в среду добавляли 
флуоресцентные красители Yo-Pro 1 и PI в конечной
концентрации 1 мкМ [20], а также индикаторы
ионов кальция, Rhod 2 AM 500 нМ [21], 
натрия, ION NaTRIUM Green 2 AM 500 нМ [22], 
калия, ION Potassium Green 2 AM 500 нМ [23]. 
Для анализа динамики pH использовали 
1 мкМ краситель BCECF AM [24], который добавляли
сразу после ишемии и через 30 мин, 1,5 ч и 3 ч 
от начала реперфузии. Все красители инкубировали 
с клетками в течение 20 мин в темноте. Затем среду 
с красителями убирали, и лунки планшета дважды
промывали тёплым фосфатно-солевым буфером
(“Sigma-Aldrich”,США).Фиксирование флуоресценции
проводили с помощью мультимодального планшетного
ридера CLARIOstar Plus (“BMG LABTECH”,Германия)
в 100 мкл буфера в режиме матриксного сканирования.
Обработку результатов проводили с использованием
программы MARS (“BMG LABTECH”).
Концентрацию клеток подсчитывали с использованием
камеры Горяева и проводили нормализацию данных 
на 100000 клеток в MS Excel.



Анализ клеточного индекса

Реакцию клеток на моделирование ИРП и
действие токсинов оценивали по изменению 
их “распластанности” в изменяющих условиях 
по динамике клеточного индекса в реальном времени.
Для этого использовали клеточный анализатор
xCELLigence RTCA-S16 (“ACEABiosciences”,США) [25].
После пассажа культуру клеток засеивали 
в 16-луночный планшет в стандартной среде,
предварительно зафиксировав нулевую точку. 
При достижении экспоненциальной стадии среду
заменяли для моделирования ишемии и переносили 
в инкубатор с 1% О2. Через 3 ч среду заменяли 
для реперфузии и переносили в нормальные условия.
Также в среду для реперфузии добавляли токсины 
в концентрации 50 нМ. Клеточный индекс
фиксировали на протяжении всех манипуляций.
Группу с нормальными условиями воздействию 
не подвергали.

Статистическая обработка данных

Все эксперименты выполняли в трёх повторах 
по минимум три группы в каждом. 
Для определения характера распределения
использовали критерии асимметрии и эксцесса. 
Для оценки статистической значимости различий
(ввиду малого размера выборки) использовали 
тест Манна-Уитни; обработку проводили в программе
Origin (“OriginLab”, США). Для устранения 

эффекта множественных сравнений использовали 
тест Бонферрони, различия между группами считали
статистически значимыми при p≤0,01.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Оба токсина были получены в результате
твердофазного пептидного синтеза с чистотой 
более 90% (рис. 1). Токсины прошли стадию
рефолдинга, в результате которой приобрели
структуру, характерную для кноттинов, в виде 
трёх бета-слоев за счёт формирования дисульфидных
мостиков. Далее влияние токсинов анализировали 
при моделировании ИРП в культуре CHO-K1. 

Анализ уровня клеточной гибели (при окрашивании
Yo-Pro 1 как показателя раннего апоптоза [26] и 
PI как показателя позднего апоптоза и/или некроза [27])
в культуре CHO-K1 при моделировании условий ИРП
показывает повышение обоих показателей в среднем 
в 2,5 раза относительно нормальных условий
культивирования (рис. 2). 

При анализе клеточной гибели на стадии
реперфузии добавление токсина мю-агатоксин-Aa1a —
модулятора натриевых потенциал-зависимых 
каналов — поддерживает состояние клеток, 
как в группе с нормальными условиями
культивирования. Токсин омега-гексатоксин-Hv1a
также вызывает снижение клеточной гибели, однако 
в отношении раннего апоптоза эффект более выражен. 
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Рисунок 1. Масс-спектрограммы мю-агатоксина-Aa1a (А) и омега-гексатоксина-Hv1a (Б).



Другой показатель, который также отражает
реакцию клеток на внешнее воздействие,
проявляющуюся в изменении адгезии клеток —
клеточный индекс (рис. 3).

Изменение клеточного индекса фиксировали 
в четырёх состояниях: нормальные условия
культивирования (нормоксия), нормоксия 
при добавлении токсинов, экспериментальные
условия ИРП и ИРП с токсинами на стадии
реперфузии. Видно, что сами по себе токсины 
не оказывают влияния на распластанность клеток, 
что можно интерпретировать как отсутствие 
влияния на жизнеспособность клеток в целом 
(рост клеток продолжается в той же динамике, 

что и при нормальных условиях). Однако 
при возникновении дисбаланса ионов в клетках, 
как при моделировании ИРП, начинает проявляться
эффект действия токсинов. 

Если отдельно рассмотреть изменение клеточного
индекса при смене состояний, характерных для ИРП,
видно, что в начале ишемии (рис. 3, точка 1) 
индекс резко снижается, однако дальше продолжает
медленно расти, что свидетельствует об адаптации
клеток к сниженным показателям сыворотки, глюкозы
и кислорода. На стадии реперфузии (рис. 3, точка 2)
при возобновлении содержания питательных веществ
и кислорода индекс также резко снижается, 
при этом возврат к первоначальному показателю 
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Рисунок 2. Детекция клеточной гибели при окрашивании Yo-Pro 1 (А) и PI (Б) на стадии реперфузии 
в присутствии токсинов и без них в культуре CHO-K1. Данные представлены в виде отношения интенсивности
флуоресценции в относительных единицах экспериментальной группы (опыт) к группе с нормальными условиями
культивирования (контроль) (* – статистически значимое отличие от группы “реперфузия без токсина”, p<0,01, 
** – статистически значимое отличие от нормальных условий культивирования, p<0,01).

Рисунок 3. Динамика клеточного индекса как показателя изменения адгезии клеток под действием различных
условий среды, культуры CHO-K1 при моделировании ИРП и в условиях нормоксии в присутствии токсинов 
омега-гексатоксин-Hv1a (А) и мю-агатоксин-Aa1a (Б) и без (точка 1 – начало ишемии (для группы “нормоксия” –
смена среды), точка 2 – начало реперфузии; группа реперфузии нормализована по точке 2, группа нормоксия по точке 1;
* – статистически значимое отличие от группы “реперфузия без токсина”, p<0,01).



(до начала реперфузии) происходит в течение 3 ч. 
В присутствии токсинов картина другая. Добавление 
в среду для реперфузии мю-агатоксина-Aa1a приводит
к незначительному падению индекса в первые 20 мин,
затем индекс быстро нормализуется до исходного
значения и продолжает расти с прежней динамикой.
Похожая картина отмечена при добавлении 
омега-гексатоксина-Hv1a: индекс также относительно
быстро нормализуется и продолжает расти, 
в то время как в группе с реперфузией без токсинов
повышение индекса замедляется. 

Анализ динамики ионов кальция, натрия и калия
при развитии ИРП указывает на то, что на стадии
ишемии концентрация всех ионов значительно
возрастает (рис. 4).

На стадии реперфузии концентрация 
ионов кальция также остаётся повышенной 
на том же уровне, что и при ишемии (рис. 4А), 
а концентрация ионов натрия и калия снижается 
(рис. 4Б,В). При этом концентрация натрия 
снижается до уровня ниже нормальных условий, 
а концентрация калия, несмотря на снижение
относительно ишемической стадии, остаётся

повышенной относительно нормальных условий
культивирования. Эффект токсинов, несмотря 
на их схожесть в снижении клеточной гибели,
различается. Так, омега-гексатоксин-Hv1a, проявляет
себя в соответствии со своей биологической
функцией. Являясь блокатором кальциевых 
каналов, он снижает концентрацию ионов кальция
почти в 4 раза относительно группы без токсина, 
что значительно ниже концентрации в нормальных
условиях. Концентрации натрия и калия при снижении
на стадии реперфузии в присутствии токсина
снижаются ещё больше, так что концентрации 
обоих ионов были ниже концентраций в нормальных
условиях. При добавлении в среду для реперфузии
токсина мю-агатоксин-Aa1a видно, что концентрация
кальция снижается, но до уровня нормальных 
условий (в отличие от омега-гексатоксина-Hv1a).
Концентрация ионов натрия также снижается
относительно ишемии, но в отличие от реперфузии 
без токсина, где концентрация значительно падает,
снижение происходит до нормального уровня. 
При этом изменений в концентрации ионов калия 
не отмечено. 
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Рисунок 4. Концентрации ионов кальция (А), натрия (Б) и калия (В) на разных стадиях моделирования ИРП 
в культуре CHO-K1 в присутствии токсинов и без в виде отношения интенсивности флуоресценции в относительных
единицах экспериментальной группы (опыт) к группе с нормальными условиями культивирования (контроль) 
(* – статистически значимое отличие от группы “реперфузия без токсина”, p<0,01, ** – статистически значимое
отличие от нормальных условий культивирования, p<0,01).



В прямой взаимосвязи с внутриклеточными
концентрациями ионов находится уровень pH. 
На рисунке 5 видно, что на стадии ишемии
развивается ацидоз (0 мин реперфузии).

При последующей реперфузии происходит
значительное повышение pH с последующим
снижением на всей стадии реперфузии до уровня ниже
нормальных условий. Токсин омега-гексатоксин-Hv1a
предотвращал резкое повышение pH, поддерживая
данный показатель на пониженном уровне 
на всей стадии реперфузии (рис. 5А). Токсин 
мю-агатоксин-Aa1a ведёт себя иначе (рис. 5Б). 
При его добавлении в среду в начале стадии
реперфузии уровень pH также повышается, однако
поддерживается на повышенном уровне на всей стадии
реперфузии в отличие от омега-гексатоксина-Hv1a. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Роль ионов в развитии ИРП возбудимых 
клеток доказана давно [28]. Однако участие
потенциал-зависимых ионных каналов в развитии
данной патологии изучено мало. Кроме того,
каноническая роль потенциал-зависимых кальциевых
и натриевых каналов в импульсном электрогенезе и
проводимости в возбудимых клетках хорошо известна
и относительно хорошо изучена [29–32]. Тем не менее,
помимо экспрессии кальциевых и натриевых каналов
в нейронах, миоцитах, кардиомиоцитах и других
возбудимых клетках, существуют убедительные
доказательства того, что несколько подтипов
потенциал-зависимых каналов — тех же каналов,
которые поддерживают электрогенез в нервных
клетках, мышечных клетках и сердечных миоцитах, —
экспрессируются в типах клеток, которые считаются
невозбудимыми [12, 33]. При этом данные каналы
играют немаловажную роль в функционально
значимых процессах. Экспрессия натриевых и
кальциевых каналов не статична и носит динамичный
характер в зависимости от состояния клеток.Например,
отмечено значительное повышение экспрессии
натриевого канала Nav1.5 в реактивных астроцитах 
на границе рубцовой травмы в модели in vitro [34].

Дифференцировка человеческих фибробластов 
в миофибробласты при патологических состояниях
также сопровождается экспрессией de novo Nav1.5 [35].
Помимо этого, в клетках Мюллера, фагосомах
активированных макрофагов также отмечено
изменение экспрессии Nav1.5 [36, 37]. Аналогичная
картина выявлена и при экспрессии кальциевых
потенциал-зависимых каналов. Первоначальные
исследования определили роль Cav каналов 
в проведении возбуждения-сокращения в мышцах и
синаптической передаче в нейронах. Помимо
относительно хорошо охарактеризованных функций
каналов Cav в возбудимых клетках, многочисленные
исследования продемонстрировали функциональную
экспрессию данных каналов в нормальных
невозбудимых клетках, таких как эмбриональные 
и стволовые клетки [38, 39], лимфоциты [40],
ретинальный пигментный эпителий [41] и в ряде типов
эпителиальных раковых клеток [42]. Кроме того,
использование блокаторов кальциевых каналов 
при лечении гипертрофических нарушений заживления
ран подчёркивает роль потенциал-зависимых 
каналов в коже [43], также, как и повышенная
экспрессия Cav1.2 в клапанах у пациентов 
с кальцифицированным аортальным стенозом [44]. 

Все эти данные подчёркивают важность
потенциал-зависимых кальциевых и натриевых
каналов в невозбудимых клетках, особенно 
при развитии патологических состояний.ИРП является
одним из таких состояний и, что особенно важно, 
при трансплантации органов.

Известно, что при реперфузии после
непродолжительной ишемии развивается как апоптоз,
так и некроз [45, 46]. Из-за снижения поступления
кислорода клетки переключаются с аэробного 
на анаэробный метаболизм, что приводит 
к снижению продукции АТР и внутриклеточному
ацидозу из-за образования лактата. Это в свою 
очередь ведёт к ингибированию Na+/K+-АТРазы.
Данный процесс приводит к внутриклеточному
накоплению ионов Na+ и воды с последующим
набуханием клеток. Из-за снижения экскреции Ca2+

происходит внутриклеточное накопление Ca2+, 
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Рисунок 5. Динамика pH при ИРП в культуре CHO-K1 в присутствии токсинов (А – омега-гексатоксин-Hv1a; 
Б – мю-агатоксин-Aa1a) и без (** – статистически значимое отличие от нормальных условий, p<0,01).



что вызывает активацию Ca2+-зависимых протеаз и
поступление Ca2+ в митохондрии. В митохондриях
перегрузка Ca2+ ответственна за генерацию 
активных форм кислорода. Это приводит к открытию
митохондриальной поры mPTP после реперфузии 
на фоне продолжающегося повышения концентрации
ионов Ca2+ [9]. Массивный приток Na+ внутрь клетки,
который продолжается во время реперфузии 
за счёт вытеснения избыточного количества ионов H+

через Na+/H+-обменник, заставляет Na+/Ca2+-обменник
работать нестандартно, выкачивая Na+ в обмен на Ca2+

[47, 48], что также усугубляет накопление ионов Ca2+.
Последующие процессы, запускаемые ионамиCa2+ иNa+, 
ведут к гибели клеток. Решить данную проблему
можно с использованием препаратов, нацеленных 
на ионные каналы, через которые происходит
транспорт ионов из/в клетку. 

Исследования роли потенциал-зависимых каналов
при трансплантации органов и перспективах
использования данной стратегии для снижения
ишемически-реперфузионного повреждения проводят
ещё с начала 90-х годов прошлого века. 
Так, было показано, что блокаторы кальциевых
каналов верапамил, бепридил и нифедипин 
снижают апоптоз в почечных канальцах почек 
в крысиной модели ИРП [49]. Использование
верапамила при ишемии эпителиальных клеток
кишечника также снижает уровень гибели 
в модели in vitro [50]. Антиоксидантный механизм
нейропротекторной активности верапамила 
был показан в модели ИРП головного мозга 
крысы [51]. В отношении потенциал-зависимых
натриевых каналов получены немногочисленные
данные. Например, использование лидокаина 
как блокатора натриевых каналов при моделировании
ИРП почек на крысиной модели показало снижение
клеточной гибели [52]. 

Мы использовали пептидные токсины 
из яда паукообразных для снижения ИРП.
Эволюционно токсины членистоногих обладают
высокой аффиностью в отношении конкретных типов
ионных каналов, в отличие от синтетических
препаратов [53]. Мы сконцентрировали внимание 
на двух токсинах: омега-гексатоксин-Hv1a из паука
Hadronyche versuta и мю-агатоксин-Aa1a паука
Agelenopsis aperta. Данные токсины имеют разные
механизмы действия. Так, омега-гексатоксин-Hv1a —
это ингибитор кальциевых каналов типа 
Cav1.2, Cav2.1 и Cav2.2, который блокирует
проводимость ионов кальция [54]; в то время как 
мю-агатоксин-Aa1a — модулятор натриевых каналов.
Модификация натриевых каналов токсином приводит
к повышению чувствительности этих каналов 
к мембранному потенциалу за счёт смещения кривой
активации к более отрицательному потенциалу. 
Это приводит к повышенной вероятности открытия
натриевых каналов при изменении потенциала
мембраны. Также стоит учесть, что исследование
действия токсинов проводили на культуре CHO-K1,
которая относится к невозбудимым клеткам и
экспрессирует как натриевые, так и кальциевые
потенциал-зависимые каналы. 

Добавление обоих токсинов в питательную 
среду на стадии реперфузии приводило к тому, 
что скорость развития клеточной гибели снижалась
(рис. 2). При этом омега-гексатоксин-Hv1a имел 
более выраженный эффект. Распластанность клеток 
как один из показателей реакции клеток на воздействие
при действии токсинов в условиях реперфузии 
также повышалась относительно контрольной 
группы без токсинов (рис. 3). В отношении данного
показателя токсины действуют одинаково, а также 
не оказывают влияния на клеточную культуру 
при добавлении в питательную среду без индукции
клеточной гибели.

Поскольку ключевые процессы при развитии ИРП
связаны с изменением концентрации ионов 
Ca2+, Na+ и K+, то отдельно фиксировали изменение
данных параметров (рис. 4). Видно, что изменение
концентраций ионов, как на стадии ишемии, 
так и на стадии реперфузии происходит 
в соответствии с каноничными механизмами: 
растёт концентрация всех ионов на стадии ишемии,
при этом на стадии реперфузии концентрация Ca2+

остаётся повышенной, а концентрации Na+ и K+

снижаются до уровня близких к физиологическим
условиям (ионы K+) или до уровня ниже
физиологических (ионы Na+). Токсины в данном
случае ведут себя по-разному, что обусловлено
механизмом их действия. Так, блокатор кальциевых
каналов омега-гексатоксин-Hv1a значительно снижает
концентрацию ионов Ca2+, Na+ и K+ до уровня
значительно ниже нормальных. В то же время
модулятор натриевых каналов мю-агатоксин-Aa1a
снижает концентрацию ионов Ca2+ и Na+

до физиологического уровня, при этом не оказывая
влияния на концентрацию K+ (уровень соответствует
контрольному без токсина).

Особенно важным при развитии ИРП является
развитие парадокса pH.Он связан с тем, что при ишемии
начинается ацидоз из-за накопления ионов H+

в результате перехода клеток на гликолитическое
энергосбережение. При последующей реперфузии,
когда восстановленный кровоток доставляет
питательные вещества, развивается алкалоз, когда
уровень pH резко возрастает до уровня выше
физиологического и клетки начинают погибать [55].
Это мы видим в наших экспериментах (рис. 5). 
Сразу после ишемии отмечается пониженный pH. 
В первые 30 мин ишемии уровень pH возрастает и
остаётся выше нормального, медленно снижаясь 
до первоначального в последующие 2,5 ч. 
Всё это сопровождается повышенной гибелью клеток.
При добавлении токсинов картина меняется. 
Омега-гексатоксин-Hv1a предотвращает повышение pH
на всей стадии реперфузии (рис. 5А). В то время, 
как мю-агатоксин-Aa1a, несмотря на первичное
повышение pH как в контрольной группе,
поддерживает повышенный уровень на всём
протяжении реперфузии (рис. 5Б). 

Таким образом, при моделировании 
условий ИРП в культуре клеток эпителиального
происхождения CHO-K1 запускаются процессы
клеточной гибели, что обусловлено повышением
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концентрации ионов Ca2+ и уровня pH при реперфузии
после ацидоза, развившегося при ишемии. 
Токсин омега-гексатоксин-Hv1a выступает в роли
блокатора кальциевых каналов — одного из путей
поступления ионов Ca2+ в клетку при реперфузии.
Блокировка каналов приводит к снижению
концентрации ионов Ca2+, что в свою очередь
оказывает влияние на ионы Na+. Блокируя 
кальциевые каналы, токсин вызывает снижение Ca2+, 
в результате чего концентрация Na+ и H+

не повышается, а уровень pH остаётся пониженным
после ишемии. Всё это ведёт к тому, что процессы,
ведущие к апоптозу и некрозу, не развиваются. 

С модулятором натриевых каналов 
мю-агатоксин-Aa1a другая картина. Ряд исследований
показывает, что добавление блокаторов 
натриевых каналов повышает выживаемость клеток
при развитии ИРП [52, 56]. Однако в нашем случае
токсин выступает в роли модулятора, который
поддерживает открытое состояние канала за счёт
снижения его чувствительности к мембранному
потенциалу. Активность натриевых каналов 
в невозбудимых клетках приводит к притоку Na+, 
что приводит к обратной работе Na+/Ca2+-обменника и
импорту Ca2+ и модуляции кальциевой сигнализации.
При этом на стадии ишемии мембранный потенциал
снижается за счёт работы натриевых каналов, 
а на стадии реперфузии начинается реполяризация, 
в результате чего натриевые каналы закрываются [57].
Поддержание открытого состояния натриевых 
каналов должно привести к увеличению клеточной
гибели. Однако в условиях наших экспериментов
было отмечено значительное снижение клеточной
гибели. В данном случае можно провести 
аналогию между нашим экспериментом и работами
других исследователей. Суть заключается в том, 
что при развитии травм или иных патологических
состояний увеличивается экспрессия натриевых
каналов [34, 35]. В нашем случае компенсация
поступления ионов Na+ в клетку идет не за счёт
увеличения экспрессии каналов, а за счёт поддержания
этих каналов в открытом состоянии. В результате чего
отток Na+ происходит не только за счёт обмена на H+

через соответствующий обменник, но и за счёт 
оттока Na+ через открытые потенциал-зависимые
каналы, при этом отток идёт со значительно 
меньшей скоростью. Ещё один немаловажный 
момент — скорость связывания токсина с каналом. 
Как мы видим на рисунке 5, токсин начинает 
работать только через 30 мин от начала реперфузии,
что проявляется в медленном снижении pH в течение
последующих 2,5 ч.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, несмотря на различный 
механизм действия, оба токсина проявляют себя 
как цитопротекторные агенты в условиях ишемически-
реперфузионного повреждения эпителиальных
тканей. Полученные данные можно использовать 
для снижения дисфункций аллотрансплантата 
при пересадке органов.
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PEPTIDE TOXINS TARGETING ION CHANNELS AS CYTOPROTECTIVE AGENTS 
IN ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY OF EPITHELIAL CELLS
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Ischemia-reperfusion injury (IRI) is a complex process accompanying cessation of blood supply to an organ or
tissue followed by subsequent restoration of blood circulation. The IRI is especially prominent in surgery and 
organ transplantation. One of the strategies for reducing organ and tissue damage during transplantation is regulation
of intracellular ion concentrations. Maintenance of ion concentrations in the cell during damage development 
can be controlled by influencing voltage-dependent ion channels with certain types of compounds. We propose 
the peptide toxins tropic to calcium (omega-hexatoxin-Hv1a) and sodium (mu-agatoxin-Aa1a) voltage-dependent 
ion channels as potential agents reducing IRI. The toxins were obtained using solid-phase peptide synthesis. 
The IRI modeling for evaluation of the action of toxins was carried out on a culture of epithelial cells CHO-K1 
during their incubation under conditions of hypoxia and nutrient deprivation followed by subsequent replenishment 
of the nutrient medium. The level of cell death, concentrations of calcium, sodium, potassium ions, and pH were
recorded using a multimodal plate reader and fluorescent dyes. Experiments have shown that regardless of different
mechanisms of action, both toxins reduced the development of CHO-K1 cell death by changing ion concentrations and
maintaining the pH level.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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