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Аннотация. Исследование механизмов регуляции в многоклеточных 
системах двух основных клеточных процессов — пролиферации  
и апоптоза — является актуальной задачей современной биологии  
и медицины. В последние десятилетия были накоплены данные о том, 
что кодируемые L-аминокислоты, являясь пластическим материалом 
при создании белковых молекул, в то же время сами могут регулировать 
клеточные процессы, усиливая или ослабляя пролиферацию и апоптоз. 
Эти сбалансированные процессы важны для развития живых организмов. 
Одним из важных свойств кодируемых аминокислот является их 
гидрофобность, зависящая от сочетания в аминокислотах протон-
донорных и протон-акцепторных групп, что обеспечивает их участие  
в водородных связях с другими молекулами, в частности с молекулами 
растворителя. В связи с этим целью исследования было выявление 
действия аминокислот, которые обладали различной степенью 
гидрофобности, на пролиферацию в органотипической культуре тканей 
коры головного мозга и селезенки крыс. Установлено, что в ткани 
эктодермального генеза пролиферацию стимулировали в основном 
гидрофобные аминокислоты, в то время как эти же аминокислоты 
угнетали пролиферацию в мезодермальной ткани селезенки. Выявление 
тканеспецифического действия L-аминокислот создает базу для 
целенаправленного синтеза коротких пептидов при разработке новых 
лекарственных препаратов, предназначенных для усиления регенеративных 
процессов при патологии нервной и иммунной тканей.

Ключевые слова: пролиферация, аминокислоты, органотипическая 
культура тканей, кора головного мозга, селезенка.
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Введение

Актуальной проблемой современной био-
логии и медицины является исследование ме-
ханизмов регулирования сложного равновес-
ного состояния между пролиферацией  
и апоптозом. В тканях существует разнонаправ-
ленная регуляция репаративных процессов — как 
в сторону стимуляции клеточной пролиферации, 
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Abstract. The study of the regulatory mechanisms of two basic processes  
in multicellular systems, i. e., proliferation and apoptosis, stands high on the 
agenda of modern biology and medicine. Recent data show that the coded 
L-amino acids are not only the plastic material for the synthesis of protein, 
they can also regulate cellular processes, increasing or decreasing proliferation 
and apoptosis. These processes provide the development of a living organism. 
Hydrophobic properties of amino acids are one of their key characteristics. 
They depend on the combination of the proton-donor and proton-acceptor 
groups. Hydrophobic properties make it possible for L-amino acids to 
participate in the hydrogen linking with the solvent molecules. The aim  
of study was to identify the effect of amino acids with different hydrophobic 
properties on the organotypic culture of rat brain cortex and spleen tissues. 
It was shown that in the tissues of ectodermal genesis proliferation was 
stimulated mainly by the amino acids with hydrophobic properties, but  
the same amino acids inhibited proliferation in the tissues of mesodermal 
genesis. The tissue-specific effect of L-amino acids is the foundation  
for the synthesis of short peptides in new drug products developed to enhance 
regeneration processes in nerve and immune tissue.

Keywords: proliferation, amino acids, organotypic tissue culture, brain cortex, 
spleen.

так и в сторону ее торможения за счет апопто-
за. Эти сбалансированные процессы обеспечи-
вают развитие и жизнедеятельность организмов. 
Экспрессия генов при этих процессах регули-
руется различными цитокинами, включающими 
в себя полипептидные факторы роста, а также 
пептидами (Хавинсон и др. 2014; Швецов и др. 
2015; Khavinson et al. 2020a; 2021). Однако в на-
стоящее время накапливаются данные о том, 
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что 20 кодируемых (протеиногенных или стан-
дартных) L-аминокислот не только являются 
пластическим материалом при синтезе белковых 
молекул, но и сами могут модифицировать экс-
прессию генов-мишеней и таким образом, играя 
роль сигнальных молекул, регулировать гомео- 
стаз (Bonfili et al. 2017; Kimball, Jefferson 2006; 
Kimura, Ogihara 2005; Krall 2016). Таким образом, 
кодируемые аминокислоты составляют основу 
биологической жизни на Земле. Плазма крови 
представляет собой их депо и обеспечивает 
транспорт аминокислот к определенным органам 
и тканям. В связи с тем, что аминокислоты яв-
ляются гетерогенным классом соединений, 
многие из них имеют свои специфические ме-
таболические пути, а также особые функции. 
Так, например, аспарагиновая кислота, глута-
миновая кислота, аспарагин и глутамин играют 
важную роль в обмене других аминокислот,  
в обмене азота, синтезе мочевины и в обеспе-
чении энергетического метаболизма быстро 
делящихся тканей (Cruzat et al. 2018). Глутамат 
(амид глутаминовой кислоты) является ключе-
вым возбуждающим нейромедиатором в ЦНС 
(Hawkins 2009). Заменимая аминокислота про-
лин служит компонентом ключевых структурных 
белков организма и участвует в регуляции экс-
прессии генов и дифференциации клеток, акти-
вации mTOR (mammalian target of rapamycin), 
синтезе активных форм кислорода (Phang et al. 
2015). Аминокислота глицин, наряду с пролином 
и гидроксипролином (протеиногенной, но не-
кодируемой аминокислотой), является ключевым 
компонентом коллагенов, а также вместе с сери-
ном и метионином участвует в обмене одноугле-
родных фрагментов (Ducker, Rabinowitz 2017).

Физико-химические свойства аминокислот 
и их полифункциональность важны для осу-
ществления многочисленных регуляторных 
функций этих веществ в живых организмах. 
Сочетание в аминокислотах протон-донорных 
и протон-акцепторных групп, в зависимости от 
гидрофобности, обеспечивает их участие в во-
дородных связях с другими молекулами, в част-
ности с молекулами растворителя (Aftabuddin, 
Kundu 2007). Разработана шкала гидрофобности 
аминокислотных остатков кодируемых амино-
кислот, в которой гидрофобность остатка гли-
цина (не имеющего, в отличие от остальных 
аминокислот, двух форм L и D), принимается за 
ноль, гидрофильные аминокислоты находятся  
в диапазоне 0–3,9 кДж/моль, гидрофобные —  
в диапазоне 4,1–11,3 кДж/моль (Шатаева и др. 2003).

Одним из наиболее адекватных методов 
быстрого скринингового исследования влияния 
различных веществ на процессы регенерации 

на клеточном уровне является метод органоти-
пического культивирования тканей живого 
организма. Этот метод позволяет исследовать 
местное воздействие биологически активных 
веществ (БАВ), то есть исключать системные 
эффекты нервной и эндокринной систем, дей-
ствующих в целостном организме. Кроме того, 
в органотипической культуре имеется иерархи-
ческая соподчиненность различных клеточных 
популяций, в отличие от диссоциированной 
культуры клеток, что позволяет сохранять нор-
мальные тканевые взаимодействия между от-
дельными клетками. Поэтому с помощью мето-
да органотипического культивирования можно 
исследовать влияние биологически активных 
веществ не просто на разрозненные клетки,  
а на ткань определенного органа в целом (Кон-
цевая и др. 2012; Чалисова и др. 2003). Кроме 
того, экономические затраты на органотипиче-
ское культивирование тканей значительно мень-
ше, чем на длительные эксперименты на орга-
низменном уровне с использованием интактных 
животных. Во всех исследованиях методом 
органотипического культивирования тканей 
продемонстрирована высокая воспроизводи-
мость экспериментальных данных при соблю-
дении основных условий эксперимента (в част-
ности, стерильности) (Chalisova et al. 2015). 
Таким образом, возможно исследование влияния 
кодируемых L-аминокислот непосредственно 
на ткани различного генеза в эксплантатах ор-
ганов экспериментальных животных.

Целью работы было исследование влияния 
20 кодируемых L-аминокислот с различной 
степенью гидрофобности на процессы проли-
ферации в органотипической культуре тканей — 
эктодермального генеза (кора головного мозга) 
и мезодермального генеза (селезенка).

Материал и методы

Работа проведена на самцах крыс линии 
Вистар массой 200–250 г из ЦКП «Биоколлекция 
ИФ РАН для исследования интегративных ме-
ханизмов деятельности нервной и висцеральных 
систем». Крысы умерщвлялись при вдыхании 
паров эфира. В экспериментах по органотипиче-
скому культивированию тканей использовано  
700 эксплантатов коры головного мозга и 600 экс- 
плантатов селезенки, полученных от 12 крыс.

Отпрепарированные в стерильных условиях 
фрагменты тканей разделяли на более мелкие 
части величиной около 1 мм3, которые помеща-
ли в чашки Петри с полилизиновым покрытием 
дна. Питательная среда состояла из 35% среды 
Игла, 35% раствора Хенкса, 25% фетальной  
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телячьей сыворотки. В среду добавляли глюко-
зу (0,6%), инсулин (0,5 ед./мл), гентамицин  
(4 ед./мл). L-аминокислоты (Sigma, США) — 
глицин (Gly), аланин (Ala), аспарагин (Asn), ги-
стидин (His), лизин (Lys), серин (Ser), глютамин (Gln), 
аргинин (Arg), пролин (Pro), аспарагиновая (Asp) 
и глютаминовая (Glu) кислоты, тирозин (Tyr), 
цистеин (Cys), валин (Val), треонин (Thr), мети-
онин (Met), лейцин (Leu), изолейцин (Ile),  
фенилаланин (Phe), триптофан (Trp) вводили  
в культуральную среду в эффективных кон- 
центрациях 0,05 нг/мл. В чашки Петри  
с экспериментальными эксплантатами добав-
ляли 3 мл питательной среды с исследуемой 
аминокислотой, в чашки Петри с контрольными 
эксплантатами — только 3 мл питательной 
среды; таким образом, эксплантаты экспери-
ментальной и контрольной групп развивались 
в одинаковых объемах питательной среды. 
Чашки Петри помещали в термостат при тем-
пературе 37 °С и через 3 суток просматривали 
под фазово-контрастным микроскопом.

Определяли индекс площади (ИП), который 
рассчитывали в условных единицах как соот-
ношение площади всего эксплантата (вместе  
с зоной пролиферирующих и выселяющихся 
клеток) к площади центральной зоны эксплан-
тата. Для визуализации эксплантатов применяли 
микротеленасадку для микроскопа (серия 10, 
МТН-13 «Альфа-Телеком», Россия). Для рас-
чета индекса площади эксплантатов использо-
вали программу PhotoM 1.2. Для каждого ис-
следуемого вещества анализировали 20–25 
экспериментальных эксплантатов и 20–23 кон-
трольных. Достоверность различий в индексах 
площади контрольных и экспериментальных 
эксплантатов оценивали с помощью t-критерия 
Стьюдента (для проверки нормальности рас-
пределения применяли критерий Шапиро — 
Уилка). Значения индекса площади выражали  
в процентах, контрольное значение ИП при-
нимали за 100%.

Результаты и обсуждение

В эксплантатах коры головного мозга зона 
роста состояла из мигрирующих и пролифери-
рующих нейроцитов, глиальных клеток. Увели-
чение зоны роста происходило под влиянием 
шести гидрофобных аминокислот (аспарагино-
вая кислота, валин, треонин, метионин, лейцин, 
изолейцин), когда ИП статистически достовер-
но увеличивался на 40–56% по сравнению с ИП 
контрольных эксплантатов (табл. 1). Гидрофиль-
ные аминокислоты, за исключением гистидина, 
при добавлении которого ИП увеличивался на 

42% по сравнению с контролем, не оказывали 
стимулирующего влияния на развитие нервной 
ткани. Глицин и пролин оказывали ингибирую-
щий эффект на ткань коры головного мозга, ИП 
уменьшался на 31% и 22% соответственно по 
сравнению с контролем.

Однако в ткани мезодермального генеза — 
селезенке — стимуляция пролиферации проис-
ходила иным образом, чем в эктодермальной 
ткани коры головного мозга. Было выявлено, 
что под влиянием трех гидрофильных амино-
кислот (аспарагин, лизин, аргинин) ИП экс-
плантатов селезенки статистически достоверно 
увеличивался на 30–42%. В то же время девять 
гидрофобных аминокислот вызывали выражен-
ный проапоптотический эффект. ИП при дей-
ствии аспарагиновой кислоты, тирозина, вали-
на, треонина, цистеина, метионина, лейцина, 
фенилаланина, триптофана статистически до-
стоверно уменьшался на 30–42% по сравнению 
с ИП контрольных эксплантатов. Исключение 
составили глутаминовая кислота, увеличивавшая 
ИП на 25% по сравнению с контролем, а также 
изолейцин, при действии которого ИП нахо-
дился на уровне ИП контрольных эксплантатов. 
Следовательно, в ткани селезенки только четы-
ре гидрофильные аминокислоты (три из них  
с заряженными боковыми радикалами — лизин, 
аргинин, глютаминовая кислота) оказывают 
стимулирующее влияние на пролиферацию,  
в то время как двенадцать кодируемых амино-
кислот (в том числе аминокислота с заряженным 
боковым радикалом — аспарагиновая кислота) 
угнетают пролиферацию в зоне роста эксплан-
татов.

Таким образом, разнонаправленное действие 
аминокислот на иммунные клетки селезенки 
может быть связано с различной гидрофобно-
стью их боковых цепей, которая определяет 
характер межмолекулярных взаимодействий 
(Aflabudin 2007). Ранее иммуноцитохимически-
ми методами было показано, что пролиферация 
и дифференцировка иммунных клеток в орга-
нотипической культуре селезенки при воздей-
ствии аминокислот происходила различным 
образом. Аспарагиновая кислота, ингибирующая 
зону роста эксплантатов, в 2 раза снижала экс-
прессию маркера синтеза мембранного глико-
протеина СD20 по сравнению с контролем, в то 
время как под влиянием глутаминовой кислоты, 
стимулировавшей рост эксплантатов, CD20 
увеличивался в 20 раз (Концевая и др. 2012). Это 
может быть связано с высоким регенерационным 
потенциалом лимфоидной ткани селезенки, при 
влиянии на которую большинство гидрофобных 
аминокислот оказывают ингибирующее действие 
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для сохранения баланса между процессами про-
лиферации и апоптоза.

В селезенке происходит постоянный процесс 
клеточного обновления. Ранее было показано, 
что при действии как внешних стрессорных 
факторов, так и биорегуляторных пептидов  
в селезенке происходит наибольшее усиление 
пролиферации по сравнению с тканями экто-  
и энтодермального генеза (Ivanova et al. 2018; 
Zalomaeva et al. 2020).

Изменение клеточной пролиферации может 
быть связано с нарушениями работы различных 
клеточных сигнальных каскадов, которые регу-
лируют экспрессию генов не только посредством 
активации эффекторных молекул, но и прямо 
воздействуя на генетический аппарат. Возможно, 
этим объясняется согласованность биохимических 
каскадов в процессах адаптации в ответ на стрес-
сорные воздействия (Nikitina et al. 2018a; 2018b), 
сопровождающие эти процессы.

Табл. 1. Влияние гидрофильных и гидрофобных аминокислот на индекс площади (ИП%) эксплантатов коры 
головного мозга и селезенки

Table 1. The effect of hydrophilic and hydrophobic amino acids on area index (AI%) of cerebral cortex and spleen 
explants

Аминокислота Гидрофобность, 
кДж/моль

ИП (%), кора головного 
мозга ИП (%), селезенка

Гидрофильные аминокислоты

Gly 0 –31 ± 7* 8 ± 3

Ala 0,5 –9 ± 1 –4 ± 2

Asn 0,8 9 ± 2 +38 ± 9*

His 1,0 +42 ± 7* –35 ± 8*

Lys 1,2 +4 ± 2 +42 ± 7*

Ser 1,3 –8 ± 5 –14 ± 9

Gln 1,9 +8 ± 4 –30 ± 11*

Arg 2,5 +7 ± 5 +30 ± 8*

Pro 3,0 –22 ± 3* –27 ± 11*

Glu 3,9 +7 ± 6 +25 ± 7*

Гидрофобные аминокислоты

Asp 4,1 +56 ± 11* –40 ± 13*

Tyr 4,4 –20 ± 3* –30 ± 12*

Val 5,3 +55 ± 9* –39 ± 10*

Thr 5,8 +40 ± 5* –41 ± 13*

Cys 5,9 +7 ± 2 –35 ± 11*

Met 5,9 +57 ± 7* –42 ± 11*

Leu 7,5 +55 ± 5* –38 ± 9*

Ile 7,5 +41 ± 7* –7 ± 3

Phe 9,1 –4 ± 1 –38 ± 10*

Trp 11,3 –22 ± 5* –35 ± 8*

Примечание: * (р < 0,05) — отличия по сравнению с индексом площади в контроле
Note: * (р < 0.05) — as compared with area index in the control group
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Все живые организмы находятся в непре-
рывном взаимодействии с внешней средой, 
постоянно испытывают воздействие неблаго-
приятных факторов, вызывающих в клетке 
различные повреждения. Помимо специфической 
реакции на каждое конкретное воздействие,  
в клетке возникают и неспецифические изме-
нения (Мамон и др. 1999). Изменение тех или 
иных факторов среды может вызвать состояние 
физиологического стресса, характеризующееся 
модификацией метаболизма и сбоем в функцио- 
нировании генома. К подобным факторам могут 
быть отнесены и эпигенетические регуляторы 
(Хавинсон и др. 2014), способные одновремен-
но вовлекать в ответную реакцию значительное 
число генов, в том числе и те гены, от которых 
зависят гуморальные защитные системы орга-
низма. Такими регуляторами являются и корот-
кие пептиды, эпигенетически воздействующие 
на геном, для раскрытия механизма действия 
которых необходимо исследование тканеспе-
цифического действия L-аминокислот.

Заключение

Установлено, что кодируемые L-аминокислоты, 
в зависимости от их гидрофильных и гидрофоб-
ных свойств, оказывают неодинаковое влияние 
на ткани различного генеза. Это также свиде-
тельствует о тканеспецифическом действии 
кодируемых L-аминокислот. Таким образом, 
выявлено, что тканеспецифичное действие 
аминокислот четко связано со степенью гидро-
фобности каждой из них. Эти данные будут 
способствовать целенаправленному синтезу 
олигопептидов (коротких пептидов из 2–10 ко-
дируемых аминокислот). В настоящее время на 
основе ряда коротких пептидов создаются лекар-
ственные препараты (Батоцыренова и др. 2018; 
Khavinson et al. 2020a; 2020b). Эти лекарственные 

препараты, обладающие низкой иммуногенно-
стью и высокой физиологической активностью, 
являются перспективными лечебными сред-
ствами.

В Санкт-Петербургском институте биорегу-
ляции и геронтологии на основе анализа ами-
нокислотного состава тканей млекопитающих, 
а также методами высокоэффективной жид-
костной хроматографии масс-спектрометрии 
(ВЭЖХ-МС) из полипептидных комплексов 
головного мозга телят были выявлены и синте-
зированы различные олигопептиды (Хавинсон 
и др. 2015). Эти короткие пептиды оказались 
способными взаимодействовать с ДНК и гисто-
нами, т. е. эпигенетически регулировать экс-
прессию генов и синтез белков, таких как p53, 
виментин, серотонин, кальмодулин (Ashapkin 
et al. 2020; Caputi et al. 2019; Khavinson et al. 2020b; 
2021). Весьма важно также, что кодируемые 
аминокислоты и синтезированные из них ко-
роткие пептиды эффективно действуют в уль-
трамалых дозах, которые не вызывают никаких 
побочных явлений (Khavinson et al. 2021). В то 
же время были получены результаты, свидетель-
ствующие о том, что аминокислоты и их произ-
водные способны разнонаправленно влиять на 
клеточную пролиферацию в коре головного 
мозга крыс (Chalisova et al. 2019). В связи с этим 
полученные данные о стимуляции кодируемыми 
L-аминокислотами пролиферации в тканях 
организма необходимо учитывать при синтезе 
новых биорегуляторных пептидов. Выявление 
тканеспецифического действия L-аминокислот 
создает базу для целенаправленного синтеза 
коротких пептидов при разработке новых ле-
карственных препаратов, предназначенных для 
усиления регенеративных процессов при пато-
логии нервной и иммунной тканей.
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