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Важнейшим звеном, координирующим актив�
ность нейроиммуноэндокринной системы, явля�
ется эпифиз (пинеальная железа, шишковидное
тело). Нарушение функциональной активности
клеток эпифиза, пинеалоцитов, и, прежде всего,
снижение секреции мелатонина и нейропептида
CGRP, приводят к ускоренному старению орга�
низма [1,2,9]. Кроме того, снижение функцио�
нальной активности эпифиза, наблюдаемое у лиц
старше 60 лет, приводит к развитию патологии
нейроиммуноэндокринной системы, выражаю�
щейся в нарушении циркадианных ритмов орга�
низма, развитии нейродегенеративных заболева�
ний, в иммунодефицитных состояниях, усилении
канцерогенеза, эндокринопатиях и сердечно�
сосудистых заболеваниях [2,4,8]. Регуляторные
пептиды, влияющие на процессы развития тка�
ней, широко распространены в живых организ�
мах и выделяются разными клетками и тканями
как эндокринные и аутокринные носители инфор�
мации о локальном состоянии органа или ткани.
Поддержание биологической целостности орга�
низма на клеточном уровне регулируется сигна�
лами, которые позволяют сохранять сложное
равновесное состояние между двумя основны�
ми физиологическими процессами — пролифе�
рацией и программируемой клеточной гибелью
(апоптозом). Функцию медиаторных межклеточ�
ных сигналов на пара� и аутокринном уровнях
выполняют секреторные белки — цитокины, а
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также цитомедины — пептидные биорегуляторы,
выделенные из тканей животных и поддерживаю�
щие структурный и функциональный гомеостаз
клеточных популяций, которые содержат и проду�
цируют этот фактор [8,12]. В Санкт�Петербургс�
ком институте биорегуляции и геронтологии СЗО
РАМН синтезированы короткие пептиды, являю�
щиеся аналогами цитомединов и содержащие
наиболее часто встречающиеся в соответствую�
щих тканях аминокислоты [3,9,11,13].

Показана эффективность пептида Ala�Glu�
Asp�Gly в восстановлении функций эпифиза, од�
нако молекулярные механизмы его активности
изучены недостаточно [3,11].

Целью работы явилось исследование влия�
ния ряда коротких пептидов на синтез сигналь�
ных молекул, отражающих процессы клеточного
обновления и синтетическую способность пи�
неалоцитов в органотипической культуре эпи�
физа крыс.

Методика исследования

Метод органотипического культивирования по�
зволяет сохранить нормальные тканевые взаи�
модействия между субпопуляциями клеток. Это
предоставляет возможность исследовать раз�
ные влияния на совокупность клеток шишковид�
ной железы, что было бы невозможно в диссо�
циированной культуре пинеалоцитов [10].

В работе использовали 2�3�месячных сам�
цов крыс Вистар, полученных из питомника
“Рапполово”. Животных декапитировали с ис�
пользованием гильотины. Эпифиз, выделенный
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у животных с помощью инструментов для глаз�
ной хирургии, помещали в стерильную чашку
Петри и разделяли на эксплантаты (фрагменты
около 1 мм3). Эксплантаты размещали по 10 штук
на чашку Петри с коллагеновым покрытием (раз�
мер 35×2.5 мм, “Jet Biofil”) и культивировали в
3 мл питательной среды, состоявшей из 45% раст�
вора Хенкса, 45% среды Игла, 10% фетальной
бычьей сыворотки, глюкозы (10 мг/мл) и гента�
мицина (0.5 мг/мл).

Все эксплантаты (n=50) были разделены на
5 групп: контрольную (введение физиологичес�
кого раствора) и четыре опытные, в каждой из
которых применяли один из пептидов — АЕ�0
(Ala�Glu�Asp�Gly), Т�33 (Glu�Asp�Arg), Т�38 (Lys�
Glu�Asp) и АВ�0 (Lys�Glu) в концентрации 10 нг/мл.
Все эксплантаты культивировали в СО2�инкуба�
торе при 36.7оС в среде с 5% содержанием СО2.
Продолжительность культивирования составила
3 сут (временн ′oй интервал, необходимый для
формирования зоны роста, состоявшей из про�
лиферирующих и мигрирующих пинеалоцитов с
примесью фибробластов, макрофагов) [8]. Экс�
плантаты эпифиза для проведения иммуноцито�
химического исследования в зоне роста эксплан�
татов фиксировали 95% этиловым спиртом.

Иммуноцитохимическую реакцию проводи�
ли с антителами к маркерам нейропептида, ас�
социированного с геном кальцитонина CGRP
(1:500, “Abcam”), пролиферативного протеина
Ki�67 (1:60, “Novocastra”) и фактора митохондри�
ального апоптоза AIF (1:500, “Abcam”) с использо�
ванием стандартного одноэтапного протокола с
высокотемпературной демаскировкой антигена
в цитратном буфере (рН 6.0). В качестве вторич�
ных антител использовали универсальный на�
бор, содержавший биотинилированные анти�
мышиные иммуноглобулины. Для визуализации
реакции применяли комплекс авидина с биоти�
нилированной пероксидазой хрена и диамино�
бензидином (ABC�kit, “Dako”).

Морфометрический подсчет данных осу�
ществляли с помощью системы компьютерного
анализа микроскопических изображений, вклю�
чавшей микроскоп “Nikon Eclipse E400”, циф�
ровую камеру “Nikon DXM1200”, компьютер на
базе “Intel Pentium 4” и программное обеспече�
ние “VidiotestMorphology 5.0”. В каждом случае
анализировали 5 полей зрения при увеличении
100. Площадь экспрессии маркеров рассчиты�
вали как отношение площади, занимаемой им�
мунопозитивными клетками, к общей площади
клеток в поле зрения и выражали в процентах.
Оптическую плотность экспрессии измеряли в
условных единицах (усл. ед.). Площадь экспрес�
сии характеризует количество клеток, на которых

экспрессируется исследуемый маркера, а оп�
тическая плотность — количество маркерного
белка, выделяемого одной клеткой.

Cтатистическая обработка данных включа�
ла расчет среднего значения, стандартного откло�
нения от среднего и доверительного интервала.

Результаты исследования

При исследовании влияния коротких пептидов
на экспрессию маркера пролиферации Ki�67 в
органотипической культуре клеток эпифиза уста�
новлено, что площадь экспрессии Ki�67 досто�
верно увеличивается под воздействием пепти�
дов Т�38 и АЕ�0 в 1.7 и 3 раза соответственно,
тогда как пептиды АВ�0 и Т�33 не влияют на ука�
занный показатель (рис. 1, а). При этом оптичес�
кая плотность экспрессии Ki�67 не изменялась
при введении в культуральную среду пептидов
АЕ�0, АВ�0, Т�38 и достоверно снижалась в 1.6 ра�
за под влиянием пептида Т�33 (таблица). Таким
образом, пептиды АЕ�0 и Т�38 усиливают проли�
феративную активность клеток эпифиза молодых
крыс. Ранее нами было показано, что у долго�
жителей пролиферативная активность пинеало�
цитов резко снижается по сравнению с лицами
пожилого возраста [7]. Это позволяет предполо�
жить, что пептид Т�38, и особенно АЕ�0, могут
способствовать восстановлению пролифератив�
ной активности клеток эпифиза, снижающейся
при старении.

Поскольку процессы пролиферации и апоп�
тоза тесно связаны между собой, нами проведе�
но изучение показателей экспрессии маркера
митохондриального апоптоза AIF. Выбор белка
AIF, а не наиболее распространенного маркера
каспазазависимого апоптоза р53, обусловлен
тем, что в предыдущих исследованиях эпифи�
за людей старше 60 лет было показано, что с
возрастом экспрессия р53 не изменяется, тогда
как процессы митохондриального апоптоза уси�
ливаются [7]. Однако в органотипической куль�
туре эпифиза ни один из исследуемых пептидов
достоверно не влиял на площадь экспрессии и
оптическую плотность AIF (рис. 1, б; таблица).
Возможно, отсутствие изменения экспрессии бел�
ка AIF в культуре эпифиза крыс обусловлено тем,
что материал был получен от молодых животных,
у которых процессы митохондриального апопто�
за находятся на физиологическом уровне и не по�
вышаются, как это было отмечено при старении.

Нейропептид CGRP, ассоциированный с ге�
ном кальцитонина, является специфическим
транскрипционным протеином, секретируемым
тканями мозга, эпифиза и тимуса. Пептиды ока�
зывали разнонаправленное действие на экс�
прессию CGRP. Пептид АЕ�0 способствовал уве�
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личению площади экспрессии CGRP в 6.8 раза
по сравнению с контролем при одновременном
снижении оптической плотности экспрессии CGRP
в 1.8 раза (рис. 1, в; рис. 2; таблица). Таким обра�
зом, пептид АЕ�0 увеличивал число пинеалоци�
тов, экспрессирующих исследуемый транскрип�
ционный фактор, и одновременно снижал интен�
сивность данного процесса в одной клетке. Пептид
Т�38 подавлял экспрессию CGRP по показателю
площади экспрессии в 3 раза и по показателю
оптической плотности в 1.6 раза (рис. 1, в; табли�
ца). Пептиды АВ�0 и Т�33 не оказывали влияния
на экспрессию маркера CGRP в органотипичес�
кой культуре эпифиза (рис. 1, в; таблица).

Полученные данные свидетельствуют о том,
что пептид АЕ�0 стимулирует пролиферативную

активность клеток эпифиза и их способность
секретировать транскрипционный протеин CGRP,
являющийся регуляторным фактором, участвую�
щим в нейроиммуноэндокринных взаимодейст�
виях, тогда как пептиды Т�33 и АВ�0 такими эф�
фектами не обладают. Пептид Т�38 усиливает
пролиферацию клеток эпифиза, что дополняет
полученные нами данные об усилении пролифе�
ративной активности разных типов клеток под
влиянием указанного трипептида [5]. Однако пеп�
тид Т�38 не влияет на экспрессию других бел�
ков в исследуемой культуре, в том числе на экс�
прессию CGRP.

Поскольку пептид АЕ�0 был синтезирован на
основе анализа аминокислотного состава экст�
ракта, выделенного из эпифиза животных [6],

Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1. Площадь экспрессии сигнальных молекул в
органотипической культуре эпифиза.

а — KiC67, б — AIF, в — CGRP. 1 — контроль, 2 — АВC0,
3 — ТC38, 4 — АЕC0, 5 — ТC33.

*p<0.05 по сравнению с контрольной группой.

Средняя оптическая плотность экспрессии сигнальных молекул Ki�67, AIF, CGRP в органотипической культуре
эпифиза (усл. ед.; M±m)

Группа

Контроль 0.24±0.05 0.20±0.04 0.20±0.03

AB�0 0.17±0.03 0.23±0.05 0.28±0.08

T�38 0.15±0.04 0.21±0.04 0.12±0.03*

AE�0 0.21±0.06 0.16±0.03 0.11±0.02*

T�33 0.15±0.02* 0.19±0.03 0.15±0.04

Примечание.Примечание.Примечание.Примечание.Примечание. *p<0.05 по сравнению с контрольной группой.

CGRPAIFKi�67

Влияние коротких пептидов на экспрессию сигнальных молекул в органотипической культуре клеток эпифиза



154 Клеточные технологии в биологии и медицине, 2011, № 3

Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2. Экспрессия нейропептида CGRP в органотипической культуре эпифиза: данные иммуноцитохимии (×100).

а — контроль, б — при введении пептида АЕC0 в концентрации 10 нг/мл. Сплошное коричневое окрашивание —
зона эксплантата, диффузные коричневые фрагменты вокруг зоны эксплантата — экспрессия исследуемого маркера
в монослое клеток эпифиза.

его стимулирующее воздействие на экспрессию
сигнальных молекул пинеалоцитов свидетельст�
вует о тканеспецифическом действии указанно�
го тетрапептида, которое показано на молеку�
лярном уровне.

Представляется вероятным, что в основе
стимуляции пептидом АЕ�0 экспрессии факто�
ра транскрипции CGRP лежит механизм связы�
вания указанного тетрапептида с геном белка
CGRP, т.к. ранее была показана возможность
взаимодействия пептида АЕ�0 с разными гена�
ми [12,13].

В результате проведенного исследования
установлено, что тетрапептид АЕ�0 оказывает
тканеспецифическую стимуляцию пролифера�
тивной и секреторной активности клеток эпифи�
за крыс в органотипической культуре, что может
являться одним из молекулярных механизмов
восстановления функциональной активности эпи�
физа, снижающейся при старении.
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