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Введение. D-глюкозамин – природный аминосахар, который используются в медицинской практике поскольку прояв-

ляет противовоспалительное, антиоксидантное, антивозрастное, противофиброзное, нейропротекторное и кардиозащит-

ное действие . Цель работы – оценка влияния D-глюкозамина на пролиферацию, апоптоз и аутофагию в нейроцитах крыс 

линии РС12 в норме и в условиях аминокислотного и углеводного голодания . 

Методика. Работа выполнена на клеточной линии PC 12, которая представляет собой феохромоцитому крыс . Клетки имеют 

физиологические и биохимические характеристики нейронов, способны продуцировать катехоламины и широко исполь-

зуются в исследованиях болезни Альцгеймера и Паркинсона . Клетки выращивали в условиях аминокислотного голодания 

и/или при низком уровне глюкозы (углеводное голодание) . Для оценки активности деления клеток и клеточной гибели 

использовали проточную цитометрию, морфологический анализ состава и размера клеточных популяций с использова-

нием специфических красителей . Оценку размера везикул, образующихся в результате аутофагии, проводили методом 

лазерной корреляционной спектроскопии . 

Результаты. Культивирование клеток линии РС12 в среде с низким содержанием глюкозы и аминокислот запускает меха-

низм апоптотической гибели, но добавление D-глюкозамина в концентрации 1 ммоль/л оказывает протекторное воздей-

ствие и снижает уровень популяции <2c . Добавление D-глюкозамина в концентрациях 5 ммоль/и 10 ммоль/л снижало выжи-

ваемость клеток и уменьшало количество колоний . Прижизненная окраска клеток акридиновым оранжевым не выявила 

фрагментации ядерного материала, окраска клеток монодансилкадаверином позволила наблюдать множество аутофа-

гальных вакуолей . Наличие свободной аминогруппы у молекулы D-глюкозамина является фактором, вызывающим аутофа-

гию большей интенсивности . Микровезикулы, формирующиеся в результате отпочковывания плазматической мембраны, 

образуют две фракции частиц: одна в пределах 200, другая – 1000 нм . 

Заключение. Цитотоксический эффект D-глюкозамина на клетках РС12 реализуется через индукцию аутофагии, веро-

ятно, через ингибирование фосфорилирования m-TOR, что делает этот природный представитель аминосахаров возмож-

ным конкурентом рапамицина . D-глюкозамин безопасен даже при длительном применении у людей, включая пациентов 

с нарушенной толерантностью к глюкозе или диабетом .  
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D-glucosamine is a natural amino sugar that is used in medical practice due to its anti-inflammatory, antioxidant, anti-aging, antifi-

brotic, neuroprotective and cardioprotective properties. The aim of this work was to evaluate the effects of D-glucosamine on pro-

liferation, apoptosis, and autophagy in PC12 rat neurocytes during starvation and under normal conditions. Methods. The study 

was performed on PC 12 cells, which represent rat pheochromocytoma. These PC12 cells have the physiological and biochemical 

characteristics of neurons. They are able to produce catecholamines, and they are widely used in Alzheimer’s and Parkinson’s dis-

ease research. Starvation conditions were achieved by reducing the concentration of glucose (carbohydrate starvation) and/or 

serum (amino acid starvation). Cell division activity and cell death were assessed by flow cytometry and by morphological analy-

sis of the composition and size of cell populations using acridine orange and monodansylcadaverine staining. The size of vesicles 

formed due to autophagy was assessed using laser correlation spectroscopy. 

Results. Cultivation of PC12 cells under the starvation conditions triggered the mechanism of apoptotic death, whereas D-glu-

cosamine at 1 mM had a protective effect and reduced the cell population to <2c. The addition of glucosamine at 5 and 10 mM 

reduced both cell survival and the number of colonies. Intravital staining of cells with acridine orange did not detect fragmenta-

tion of nuclear material, whereas staining of cells with monodansylcadaverine detected autophagic vacuoles. Microvesicles result-

ing from budding of the plasma membrane formed two fractions of particles with average sizes of 200 and 1000 nm. 

Conclusion. The cytotoxic effect of D-glucosamine on PC12 cells is caused by the induction of autophagy, probably through the 

inhibition of m-TOR phosphorylation, which allows us to consider D-glucosamine as a possible competitor of rapamycin. D-glu-

cosamine is safe even for long-term use in humans, including patients with impaired glucose tolerance or diabetes.
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D-глюкозамин (GlcH) — представитель природных 

аминосахаров, который давно используются в меди-

цинской практике, поскольку обладает целым рядом 

защитных свойств. Он оказывает противовоспалитель-

ное, антиоксидантное, антивозрастное, противофи-

брозное, нейропротекторное и кардиозащитное дей-

ствие. Показано, что GlcH обладает также противо-

опухолевой активностью, влияя на ферментативные 

каскады, участвующие в гибели клеток, их пролифе-

рации и ангиогенезе [1]. Ранее нами была показана се-

лективная цитотоксичность GlcH в отношении опухо-

левых клеток человека в культуре в концентрациях, не-

токсичных для нормальных клеток. При сочетанном 

воздействии GlcH и 2-дезокси-D-глюкозы (2DG) реги-
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стрировали синергизм в индукции апоптоза, который 

усиливался при культивировании клеток в питатель-

ной среде с низким содержанием глюкозы [5]. Извест-

но, что GlcH может как индуцировать, так и ингиби-

ровать апоптоз в зависимости от типа клеток и актив-

ности специфического биохимического пути. Кроме 

того, показано, что GlcH может активировать ауто-

фагию как in vitro, так и in vivo [6]. Аутофагия и апоп-

тоз часто запускаются одними и теми же стимулами, 

у них общие эффекторы и регуляторы, и, очевидно, 

что между этими двумя процессами существует слож-

ная перекрестная связь.

Известно, что GlcH ингибирует N-гликозили-

рование, которое коррелирует с глюкозамин-инду-

цированной цитотоксичностью. Гликозилирование 

является одной из форм посттрансляционной моди-

фикации белков, определяющей их структуру и функ-

ции. Для включения аутофагии и образования вакуо-

лей необходим белок Apg2, который является белком 

периферической мембраны. Функция белков ATG, в  

частности, их способность взаимодействовать с рядом 

макроаутофагических регуляторов, модулируется пост-

трансляционными модификациями. Например, моди-

фикация аутофагии TOR (мишень рапамицина) про-

исходит частично за счет фосфорилирования киназы – 

инициатора аутофагии Atg1 (ULK1 у млекопитающих) 

и ее регулятора Atg13 [7]. Предполагается, что в основе 

механизма действия GlcH лежит ингибирование фос-

форилирования m-TOR [7, 8]. При этом регистриру-

ется и mTOR-независимый путь глюкозамин-индуци-

рованной аутофагии [9]. 

Цель – оценка влияния GlcH на пролиферацию, 

апоптоз и аутофагию в норме и в условиях аминокис-

лотного и глюкозного голодания в нейроцитах кры-

сы линии РС12.

Методика

Работа выполнена на клеточной линии PC 12, ко-

торая представляет собой феохромоцитому крыс. Клет-

ки имеют физиологические и биохимические харак-

теристики нейронов, способны продуцировать кате-

холамины и широко используются в исследованиях 

болезни Альцгеймера и Паркинсона. 

Для культивирования клеток использовали среды 

и добавки фирмы «Биолот», Россия. Клетки культиви-

ровали в среде Игла с добавлением 10 % эмбриональ-

ной сыворотки и гентамицина (50 мкг/мл). В работе ис-

пользованы гидрохлорид D-глюкозамина (GlcH), 2-де-

зокси-D-глюкозы (2DG) и рапамицин («Sigma», США).

Для окрашивания клеток использовали бромистый 

этидий, акридиновый оранжевый (AO), флуоресцеин 

диацетат (ФДА), метилвиолет и монодансилкадавери-

на (MDC). Все красители производства «Sigma», США. 

Цитометрический анализ распределения клеток 

по содержанию ДНК. Проточно-цитометрический ана-

лиз проводили на цитометре (FACS, США). Клетки, 

выросшие на поверхности флаконов, снимали рас-

твором Версена («Биолот», Россия). Клеточную су-

спензию центрифугировали, осадок суспендировали 

в растворе бромистого этидия [10]. Затем оценивали 

распределение клеток по содержанию ДНК, которое 

позволяет проследить как за прогрессией клеток по ци-

клу: 2с- G
1
-фаза; 3c- S – фаза; 4c- G

2 
/ M-фазы, так 

и оценить цитотоксичность препаратов, анализируя 

долю клеток с содержанием ДНК меньше диплоидно-

го (<2с или sub-G
1
-популяцию), возникающую в ре-

зультате фрагментации ядра в процессе апоптотиче-

ской гибели клеток [11].

Морфологический анализ состава клеточной попу-

ляции. Аутофагию оценивали по вакуолизации цито-

плазмы и образованию везикул при морфометриче-

ском анализе и по окрашиванию клеток акрединовым 

оранжевым (АО), а также по накоплению селективно-

го флуоресцентного маркера аутофагических вакуо-

лей монодансилкадаверина (МDC), который взаимо-

действуя с мембранными липидами, концентрируется 

в аутофагических компартментах. АО интеркалирует 

в ДНК, имеет максимальное возбуждение при длине 

волны 502 нм и 525 нм (зеленый цвет). Способность 

противостоять низким рН позволяет АО проникать 

в «кислые» органеллы, такие как лизосомы и фаголи-

зосомы. 

Клетки культивировали в течение 24 ч в нормаль-

ной питательной среде с 10% сыворотки и 4 г/л глюко-

зы, затем для индукции аутофагии часть клеток куль-

тивировали в течение 3 ч в питательной среде без сы-

воротки или с низким содержанием глюкозы (1 г/л). 

Для индукции аутофагии также использовали ингиби-

тор mTOR рапамицин (50 мкмоль/л). После 3-часовой 

инкубации среду аккуратно удаляли, флаконы промы-

вали раствором фосфатного буфера. Для выявления ау-

тофагосом добавляли MDC (50 мкмоль/л) и инкуби-

ровали при 37 оС в течение 10 мин. Изображения по-

лучали под флуоресцентным микроскопом «EVOS» 

(возбуждение: 390 нм, испускание: 460 нм). В каждой 

группе было проанализировано не менее100 клеток. 

Оценка аутофагии методом лазерной корреляцион-

ной спектроскопии. Клетки, подвергшиеся аутофагии, 

очень легко отсоединяются от подложки и всплывают. 

Анализ проводили как на нативных, так и на фиксиро-

ванных этанолом образцах. При увеличении продол-

жительности инкубации клеток в голодной среде или 
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с ингибитором аутофагии значительная часть аутофа-

гичных клеток, распавшись на везикулы, переходит 

в питательную среду. 

Для приготовления образцов культуральную жид-

кость сливали, во флаконы вносили буфер без КСl, 

после аккуратного встряхивания образцы переноси-

ли в пробирки типа «эппендорф» и центрифугировали 

при 1000 об/мин в течение 20 мин. Супернатант про-

анализировали на установке многоуглового динамиче-

ского светорассеяния (Dynamic Light Scattering — DLS) 

[12]. Источник линейно поляризованного излучения 

– одномодовый He-Ne лазер ЛГН-215 со световой 

мощностью 15 мВт. Фотоприемником служит фото-

сенсорный модуль (ФЭУ) серии H10721 (Hamamat-

su). Спектр рассеянного света определяли посредством 

быстрого Фурье-анализа фототока с помощью IBM-

совместимого многофункционального измерительно-

го устройства E14-440, разработанного ЗАО “L-CARD” 

[13].

Оценка репродуктивной выживаемости клеток. 

Влияние GlcH на жизнеспособность клеток РС12 оце-

нивали также и по репродуктивной выживаемости. 

Для этого в планшеты высевали по 500 клеток на лун-

ку и через 24 ч после инкубации в части лунок меня-

ли питательную среду на среду с 5 и 10 ммоль/л GlcH. 

После 24-часового воздействия глюкозамина клетки 

культивировали 7 сут и фиксировали колонии спир-

товым раствором метилвиолет. Подсчет количества 

и клеточности колоний проводили с использованием 

микроскопа «EVOS».

Статистическая обработка результатов прово-

дилась в программе Microsoft Excel 2010 (Microsoft 

Corporation, США) с использованием τ-теста Стью-

дента (уровень значимости p<0.05). Эксперимент по-

вторяли не менее 3 раз. В каждом образце анализиро-

вали не менее 20 тыс. клеток. Каждая точка представ-

ляет среднее арифметическое значение 3-5 повторов 

(%) ± стандартное отклонение (М±σ). 

Результаты и обсуждение

Ранее нами была исследована роль супероксида, 

оксида азота и металлов переменной валентности в ци-

тотоксическом эффекте перекиси водорода и бета-ами-

лоида на клетки линии РС 12. Оба агента индуцирова-

ли окислительный стресс, который приводил к индук-

ции апоптотической гибели клеток. Обработка клеток 

донором NO или хелатором ионов железа снижала вну-

триклеточный уровень супероксида и долю апоптоти-

чески гибнущих клеток [14]. Позднее причинно-след-

ственная связь окислительного стресса и апоптоти-

ческой гибели клеток РС 12 была показана в работе 

других авторов, которые показали индукцию апоп-

тоза культивированием клеток в голодной среде (без 

глюкозы) [15]. Однако, известно, что в условиях го-

лодания в первую очередь включается аутофагия, ко-

торую и характеризовали как клеточный ответ на не-

хватку аминокислот.

В представленной работе клетки культивировали 

в питательной среде с разным уровнем глюкозы (4 г/л 

или 1 г/л), с 10% эмбриональной сывороткой или без сы-

воротки. Для оценки влияния глюкозамина на клетки его 

добавляли в концентрациях 1 ммоль/л, 5 и 10 ммоль/л 

и через 24 ч после этого проводили цитометрический 

анализ состава популяции (рис. 1). 

Такая многокомпонентная схема проведения экс-

перимента позволила оценить протекторный эффект 

глюкозамина при ограниченном доступе клеток к глю-

козе и аминокислотам. 

При оценке цитотоксичности по доле клеток 

с содержанием ДНК меньше диплоидного (<2с или 

sub-G
1
-популяцию), возникающей в результате апоп-

тотической фрагментации ядра показано, что клет-

ки линии РС12 были более чувствительны к отсут-

ствию сыворотки в питательной среде, чем к сниже-

нию уровня глюкозы. Так, отсутствие сыворотки более 

чем вдвое увеличивало долю с содержанием ДНК <2с 

при нормальном уровне глюкозы, а снижение уровня 

глюкозы с 4 г/л до 1 г/л существенно увеличивало до-

лю таких клеток до 19.4+2.0 (таблица). 

Обработка клеток GlcH при культивировании кле-

ток в нормальной среде и среде с низким содержанием 

глюкозы существенно не меняла долю апоптотических 

клеток. При отсутствии в среде сыворотки добавление 

GlcH в концентрации 1 ммоль/л к клеточной культуре 

снижало уровень клеток в суб-G
1 
фракции как при нор-

мальном уровне глюкозы, так и при низком. При вы-

соких концентрациях 5 ммоль/л и 10 ммоль/л GlcH 

не оказывал протекторного действия.

Таким образом, культивирование клеток в среде 

с низким содержанием глюкозы и аминокислот запу-

скает механизм апоптотической гибели, но добавле-

ние глюкозамина в концентрации 1 ммоль/л оказы-

вает протекторное воздействие и снижает уровень по-

пуляции <2c. 

Добавление GlcH к суточной культуре клеток 

РС 12 и экспонирование с ним в течение 24 ч в кон-

центрациях 5 ммоль/л и 10 ммоль/л снижало выжи-

ваемость клеток и колониестимулирующую способ-

ность. Оценку этих параметров проводили через 7 сут 

после добавления GlcH. Обработанные клетки обра-

зовали меньше колоний, и количество клеток в коло-

ниях сильно различалось (рис. 2).
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В контрольной группе каждая колония содержа-

ла в себе более 100 клеток, после обработки 5 ммоль/л 

GlcH около 50, а после 10 ммоль/л GlcH <50 клеток. 

Под влиянием D-глюкозамина количество колоний 

существенно снижалось. В процентном отношении 

к контролю обработка 5 ммоль/л снижала клоноген-

ную выживаемость на 26%, а 10 ммоль/л – на 40%. 

Очевидно, что GlcH в используемых концентрациях 

ингибирует рост и выживаемость клеток линии РС12, 

так же, как и клеток линии НeLaG63, описанных на-

ми ранее [16].

Параллельные морфологический и цитомет-

рический анализы культуры клеток РС12 по-

сле 24-х-часовой обработки их 10 ммоль/л GlcH по-

казали, что уровень суб-G1 популяции по сравнению 

с контролем не меняется. Прижизненная окраска 

этих клеток АО не выявила фрагментации ядерно-

го материала, свидетельствующей об апоптотиче-

Рис. 1. Схема подготовки образцов для цитометрического анализа распределения клеток по количеству ДНК . 

Fig. 1. Scheme of sample preparation for cytometric analysis of cell distribution by DNA amount .
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ской гибели клеток. В то же время, дополнительная 

окраска клеток MDC специфическим красителем 

для обнаружения аутофагальных вакуолей позволяет 

наблюдать множество везикул (рис. 3). 

Как положительный контроль были использованы 

клетки НeLa G63. Обработка клеток этой клеточной 

линии 10 ммоль/л GlcH приводит к появлению при-

знаков апоптотической гибели: возрастание суб-G1 по-

Таблица 1/Table 1

 Влияние D- глюкозамина на распределение клеток по содержанию ДНК после культивирования их на питательных средах с разным 

содержанием глюкозы и сыворотки

The effect of D-glucosamine on the distribution of cells by DNA content after their cultivation on nutrient media with different glucose and 

serum contents

Содержанию 

ДНК  

на клетку

DNA content 

per cell

Состав культуральной среды

The composition of the culture medium

глюкоза 4г/л

4g/l glucose

глюкоза 1г/л

1g/l glucose

10% сыво-

ротки

10% serum

без  

сыворотки

without  

serum

10% сыворот-

ки +GlcH 

1мМ

10% serum 

+GlcH 1мМ

без  

сыворотки

+GlcH 1мМ

without serum 

+GlcH 1мМ

10% сы-

воротки

10% serum

без  

сыворотки

without  

serum

10% сыво-

ротки 1мМ

10% serum 

+GlcH 1мМ

без  

сыворотки

without  

serum +GlcH 

1мМ

<2c (суб- G
1
)

<2c (sub- G1)

6.3±0.5 13.5±1.4 5.3±0.5 8.7±0.9 6.5±0.2 19.4±2.0 6.6±0.8 14.3±1.4

2c (G
1
-фаза)

2c (G1-phase)

71.5±0.3 74.9±1.8 70.4±0.9 79.5±0.7 61.9±1.3 67.1±0.9 63.9±0.9 66.3±1.3

3c (S-фаза)

3c (S-phase)

15.4±1.6 6.5±0.8 15.2±0.8 7.0±0.7 19.3±1.2 8.9±1.8 18.4±1.2 11.9±1.1

4c (G
2
/М фазы)

4 c (G2/М phases)

6.8±1.7 5.0±1.0 9.1±0.7 4.8±0.6 12.3±0.8 4.6±0.5 11.2±0.7 7.5±0.8

Примечание. Каждая точка представляет среднее арифметическое значение 3-5 повторов (%) ± стандартное отклонение (М±σ). Жирным 

шрифтом выделены показатели, достигающие уровня статистической значимости р<0,05. 

Note. Each point represents the arithmetic mean of 3-5 repetitions (%) ± standard deviation (M±σ).  Bold face indicates indicators reaching the lev-

el of statistical significance p<0.05.

без обработки GlcH

without GlcH treatment

после обработки 5 ммоль/л GlcH

after treatment with 5 mmol/l GlcH

после обработки 10 ммоль/л GlcH

after treatment with 10 mmol/l GlcH

Рис. 2. Клоногенная выживаемость клеток до и после 24-х-часовой обработки клеток глюкозамином (GlcH) в разных концентрациях . 

Fig. 2. Clonogenic survival of cells before and after 24-hour treatment of cells with glucosamine (GlcH) at different concentrations .
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пуляции, фрагментации ядерного материала при при-

жизненной окраске АО (рис. 3).

Морфологический анализ согласуется с цитоме-

трическим анализом распределения ДНК. Очевидно, 

что обработка клеток РС 12 GlcH в исследованных 

концентрациях не индуцировала апоптоз. Отсутствие 

фрагментации ядерного материала и образование ци-

топлазматических вакуолей указывает на то, что GlcH 

включает вакуоль/лизосомальный путь деградации 

клеток РС12. 

Обработка клеток ингибиторами гликолиза приво-

дит к снижению уровня АТФ, так 2-DG, GlcH и окса-

мат снижают уровень АТФ в клетках, при этом 2-DG, 

GlcH индуцируют аутофагию, оксамат — не индуци-

рует. Обработка клеток 2-DG, GlcH индуцирует стресс 

эндоплазматичекого ретикулума (ER), а обработка ок-

саматом не вызывает стресса ER [6, 17]. Очевидно, что 

не все эффекты, индуцируемые ингибиторами глико-

лиза, проявляют корреляцию с уровнем АТФ. Кроме 

того, показано, что аутофагию индуцируют сахара со 

свободной аминогруппой [9]. Мы сравнили эффек-

тивность индукции аутофагии в клетках РС12 двумя 

ингибиторами гликолиза: 2-DG и GlcH, со сходной 

структурой и сходными механизмами действия. GlcH 

отличается от 2-DG наличием свободной аминогруп-

пы (рис. 4).

Отчетливо видна вакуолизация цитоплазмы в клет-

ках обработанных и GlcH, и 2-DG. При этом в кон-

троле на 400 просчитанных клеток встречается всего 

одна вакуолизированная, при обработке 10 ммоль/л 

GlcH вакуолизированных клеток было 68.0±4.1%, а по-

сле 10 ммоль/л 2-DG 27.8±2.3% от общего числа про-

HeLa G63 +ФДА PC 12 + AO РС12+ MDC

HeLa G63 +FDA PC 12 + AO РС12+ MDC

Рис. 3. Цитометрический анализ состава клеточной популяции до и после 24-х-часовой обработки клеток HeLa G63 (А) и РС12 (Б) 10 ммоль/л GlcH . 

Верхний ряд – гистограммы распределения клеток по содержанию ДНК . 

Нижний ряд – морфологический анализ при окрашивании клеток дифференцирующими флуоресцентными красителями 

Fig. 3. Cytometric analysis of the composition of the cell population before and after 24-hour treatment of HeLa G63 (A) and PC12 (B) cells with 10 mmol/l GlcH .

Top row – histograms of cell distribution by DNA content .

Bottom row – morphological analysis when staining cells with differentiating fluorescent dyes .
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считанных (не менее 500 клеток на точку). Большая 

эффективность GlcH, по сравнению с 2-DG, согласу-

ется с результатами других исследователей и подчер-

кивает физиологическую роль аминогруппы в составе 

GlcH [9]. Вакуолизация цитоплазмы является показа-

телем включения нового таргетного пути, включаю-

щего перестройку мембраны с образованием везикул 

в цитозоле [18]. 

Как было показано выше, клетки линии РС12 были 

чувствительны к отсутствию сыворотки в среде и ме-

нее чувствительны к снижению уровня глюкозы, но эта 

оценка была проведена с помощью проточной цитоме-

трии по появлению фрагментации ДНК (суб-С1 фрак-

ции), возникающей при апоптотической гибели кле-

ток. Поскольку GlcH в исследованных концентраци-

ях в этой клеточной линии апоптоз не индуцировал, 

но сильно снижал репродуктивную выживаемость кле-

ток и индуцировал образование вакуолей, то мы попы-

тались проследить за кинетикой этого процесса. Клет-

ки были высажены во флаконы с питательной средой, 

содержащей 10% сыворотки, и через 24 ч после посева 

в часть флаконов добавили 10 ммоль/л GlcH. Для по-

ложительного контроля в часть флаконов с клетками 

добавили рапамицин 50 мкмоль/л, который является 

ингибитором mTOR и функционирует как клеточный 

сенсор на изменения уровня глюкозы и аминокислот, 

имитирует клеточное голодание, блокируя сигналы, 

необходимые для роста и пролиферации клеток. В ча-

сти флаконов просто заменили среду на идентичную 

без сыворотки. 

Через каждый час анализировали состояние клеток 

при помощи инвертированного микроскопа «EVOS». 

Через 2 ч во флаконах со средой без сыворотки ста-

ли появляются глобулы пузырьков (везикул), во фла-

конах с GlcH и рапамицином также видна вакуоли-

зация и образование везикул, но в меньшей степени. 

При увеличении продолжительности обработки уве-

личивалось не только количество, но и размер вакуо-

лей и везикул. Через 3 ч их стало очень много, они от-

рывались от монослоя и всплывали. После 6-часовой 

обработки они почти все флотировали. На фото пред-

ставлены результаты 3-х-часовой инкубации клеток 

в нормальной питательной среде, в среде без сыворот-

ки, в среде с рапамицином, в среде с 10 ммоль/л GlcH. 

На всех фото, кроме контроля, видно образование ва-

куолей и везикул (рис. 5). 

Размер везикул оценивали методом лазерной кор-

реляционной спектроскопии. Результатом обработки 

спектра является гистограмма распределения рассеи-

вающих частиц по размерам (по удвоенным гидродина-

мическим радиусам). Характерные и выраженные пики 

такого распределения отвечают разным группам рас-

сеивающих частиц в немонодисперсном образце. От-

носительная площадь характерного пика гистограм-

мы показывает относительный вклад в спектр рассе-

яния этими группами рассеивающих частиц (рис. 6).

без обработки после обработки 10 ммоль/л GlcH после обработки10 ммоль/л 2-DG

no treatment after treatment with 10 mmol/l GlcH after treatment with 10 mmol/L 2-DG

Рис. 4. Вакуолизация цитоплазмы в клетках без обработки, после 24-х-часовой обработки 10 ммоль/л GlcH и после обработки 10 ммоль/л 2-DG . 

Fig. 4. Vacuolization of the cytoplasm in cells without treatment, after 24 hours of treatment with 10 mmol/l GlcH and after treatment with 10 mmol/l 2-DG .
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Микровезикулы, формирующиеся в резуль-

тате отпочковывания плазматической мембра-

ны, образуют две фракции частиц: одна в преде-

лах 200 и вторая 1000 нм (рис. 6). Известно, что со 

стороны цитоплазмы плазматическая мембрана по-

крыта (около 20 нм) волокнистым слоем, который 

на ультратонких срезах как бы окаймляет небольшие 

впячивания, ямки. Окаймляющий слой состоит в ос-

новном из белка клатрина, ассоциированного с ря-

дом белков. Клатриновый слой покрывает периметр 

отделяющихся первичных вакуолей. Размер клатри-

новых везикул около 100 нм. При потере клатрино-

вого слоя вакуоли начинают сливаться друг с другом. 

Можно предположить, что первый пик обусловлен 

слившимися клатриновыми везикулами. Показано, 

что мембраны окаймленных вакуолей содержат срав-

нительно мало холестерина, что может определять 

снижение жесткости мембран и способствовать об-

разованию пузырьков. Известно, что GlcH наруша-

ет биосинтез холестерина в клетках [19], поэтому об-

работка клеток этим веществом может служить фак-

тором инициации аутофагии в клетках. Несмотря на 

то, что способность GlcH индуцировать аутофагию 

в различных типах клеток показана рядом исследова-

телей, механизмы этой реакции до конца не выясне-

ны, поскольку они зависят от инициирующего фак-

тора, от дозы инициатора, от продолжительности воз-

действия, от типа клеток [6, 20].

В ответ на изменения метаболического состояния 

и клеточный стресс активируются клеточные сигналь-

 полная среда без сыворотки с рапамицином с глюкозамином 

complete medium without serum with rapamycin with glucosamine

Рис. 5. Морфологические изменения в клетках РС 12 при различных условиях культивирования .

Fig. 5. Morphological changes in PC 12 cells under different culture conditions .

Рис. 6. Распределение по размерам частиц в супернатанте клеток PC 12 по вкладу в светорассеяние . По оси Х — диаметр частиц в нанометрах, 

по оси Y — процентный вклад в светорассяние . Устойчивые «пики» распределения приходятся на размеры ~ 1000 нм и 200-300 нм . Все осталь-

ные «пики» распределения сравнительно не велики по вкладу и неустойчивы . 

Fig. 6. Particle size distribution in the supernatant of PC 12 cells according to the contribution to light scattering . On the X axis – the particle diameter 

in nanometers, on the Y axis – the percentage contribution to light scattering . Stable “peaks” of distribution fall on sizes ~ 1000 nm and 200-300 nm . All 

other “peaks” of the distribution are relatively minor in terms of contribution and are unstable .
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ные механизмы, которые строго контролируют ауто-

фагию [21], такие как mTOR, который функциониру-

ет как клеточный сенсор на изменения уровня глюко-

зы и аминокислот. 

Заключение

Таким образом, можно предположить, что фор-

ма гибели клеток зависит как от индуцирующего аген-

та, так и от типа клеток. GlcH в концентрациях 1-10 

ммоль индуцировал апоптотическую гибель клеток He-

La, но не клеток PC12. Цитотоксический эффект GlcH 

на клетках РС12 реализуется через индукцию аутофагии, 

в то время как индуктор окислительного стресса пере-

кись водорода усиливала апоптотическую гибель кле-

ток PC12 [5]. GlcH был эффективнее в индукции ваку-

олизалии клеток, чем 2-DG, что косвенно указывает на 

роль аминогруппы в индукции аутофагии. GlcH – ин-

дуцированный апоптоз в клетках HeLa усиливался сни-

жением уровня глюкозы в питательной среде. В клет-

ках PC12 GlcH-индуцированная аутофагия слабо за-

висела от содержания глюкозы в среде, но усиливалась 

снижением содержания сыворотки в питательной сре-

де. Предполагалось, что одной из причин включения 

апоптотической гибели является GlcH-индуцированное 

снижение АТФ в клетках, но не все эффекты, индуци-

руемые ингибиторами гликолиза, проявляют корреля-

цию с уровнем АТФ. Можно предположить, что в ос-

нове механизма действия GlcH лежит ингибирование 

фосфорилирования m-TOR, при этом не исключается 

и включение других механизмов, выявлению которых 

будут способствовать дальнейшие исследования. Сиг-

нальный путь mTOR считается основным регулятором 

множества взаимосвязанных функций и механизмов, 

имеющих отношение к росту, пролиферации и гибели 

клеток. Рапамицин, как индуктор аутофагии, исполь-

зуется для профилактики и лечения ряда заболеваний, 

но он имеет побочные эффекты, которые создают про-

блему при хроническом использовании. GlcH безопа-

сен даже при длительном применении у человека, вклю-

чая пациентов с нарушенной толерантностью к глюко-

зе или диабетом.  
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