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Введение  Гипергомоцистеинемия (Ггц) – повышение уровня гомоцистеина в плазме крови выше 12 мкмоль/л – независи-

мый фактор риска сердечно-сосудистых заболеваний  Гипергомоцистеинемия, являясь сравнительно распространенным 

состоянием, ассоциирована также с рядом других патологий, таких как болезнь Альцгеймера, шизофрения, заболевания 

почек, остеопороз, инсулиннезависимый диабет  Повышенные концентрации гомоцистеина (Гц) способны вызывать кле-

точный стресс (окислительный, стресс эндоплазматического ретикулума), что может приводить к эндотелиальной дисфунк-

ции и клеточной гибели  Ггц может отягощать течение инфекционных заболеваний, но механизмы такой модуляции изу-

чены недостаточно  Предполагается, что Ггц является одним из факторов неблагоприятного прогноза SARSCoV-2 инфек-

ции  Цель исследования – изучение в эндотелиальных клетках механизмов действия гомоцистеина, липополисаридов, 

их комбинации, а также модулирующего действия фолиевой кислоты и витамина В
12

  

Методика. Эндотелиоцитоподобные клетки EA hy926 подвергали действию дитиотрейтола, гомоцистеина, липополисари-

дов, гомоцистеина в комбинации с липополисахаридами, с дополнительной инкубацией с витамином В
12

 и фолиевой кис-

лотой или только фолиевой кислотой  Использовали ДНК-цитометрию для подсчета процента гиподиплоидных клеток, а 

также МТТ-тест для оценки цитотоксических эффектов  Методом ПЦР-РВ оценивали уровни экспрессии мРНК генов, вов-

леченных в ответ клетки на стресс эндоплазматического ретикулума: BiP, XBP1 (общего и сплайсированной формы), IRE1, 

ATF6 в двух временных точках после воздействия — 6 ч и 24 ч  

Результаты. Впервые показано, что совместное действие липополисахаридов и гомоцистеина приводит к увеличению 

активности пути IRE1-XBP1 – сигнальной ветви ответа на стресс эндоплазматического ретикулума  Являясь слабыми индук-

торами стресса ЭПР, липополисариды значимо потенцируют активированный гомоцистеином сигнальный путь IRE1-XBP1, 

что мы связываем с взаимодействием сигнальных путей врожденного иммунитета и ответа на стресс  Обнаруженное потен-

цирование может объяснять небольшое увеличение цитотоксичности при сочетанном действии Гц и ЛПС в связи с тем, что 

пролонгированная активность IRE1 обладает проапоптотическим действием  Впервые показано, что фолиевая кислота и 

витамин В
12

 снижают активность пути IRE1-XBP1 при действии гомоцистеина и ЛПС, а также дитиотрейтола  

Заключение. В ходе исследования установлено значимое стимулирование сигнального пути IRE1-XBP1 комбинацией ЛПС 

и Гц, а также атеннюация этого пути фолиевой кислотой и витамином В
12

  Однако, потенцирование гомоцистеином цитоток-

сического эффекта ЛПС невелико  Хотя полученные в ходе данного in vitro исследования результаты не позволяют в полной 

мере рассматривать Ггц как фактор, усложняющий течение инфекционных заболеваний, состояние сосудистой системы и 

возрастающий риск ее дисфункции должны приниматься во внимание при выборе методов профилактики, терапии и про-

гноза течения инфекционных заболеваний на фоне гипергомоцистеинемии  
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Introduction  Hyperhomocysteinemia (HHcy) is a pathological condition described with high levels in plasma of homocysteine 

(Hcy), a nonprotein α-amino acid homologue of cysteine  It might cause oxidative and endoplasmic reticulum stress with resul-

tant endothelial dysfunction and cell death  HHcy, that is a widespread condition, is associated with a number of other patholo-

gies, such as Alzheimer’s disease, schizophrenia, kidney disease, osteoporosis, and diabetes  Early studies emphasize HHcy as one 

of the crucial and independent risk factors for development of cardiovascular disorders  Moreover, hyperhomocysteinemia can 

escalate the severity of infectious diseases and even appears as a potential marker for forecasting the course of SARSCoV-2 infec-

tion, as many patients are currently at risk for major clotting events once the infection is established  However, the mechanisms 

of these processes were poorly studied previously  Therefore, the major focus of this work is to study the mechanisms of actions 

of homocysteine and lipopolysaccharides (LPS) separately and combined together, and modulating actions of them by folic acid 

and vitamin B
12

 in endothelial cells  

Methods  Endotheliocyte-like EA hy926 cells were exposed to dithiothreitol, homocysteine, LPS, and Hcy in combination with 

LPS, with additional incubation with vitamin B
12 

and folic acid or folic acid alone The DNA cytometry was performed to calculate 

the percentage of hypodiploid cells, and the MTT test was conducted to assess cytotoxic effects  RT-qPCR was done in order to 

evaluate the mRNA expression of the genes involved in the cell response to endoplasmic reticulum stress: BiP, XBP1 (common and 

spliced form), IRE1, ATF6 at two time points after exposure, 6 h and 24 h  

Results  During our research, it was discovered that the coaction of LPS and Hcy increased the activity of the IRE1-XBP1 pathway, 

a signaling branch of ER stress  LPS, as weak inducers of ER stress, significantly potentiates the Hcy-activated IRE1-XBP1 signaling 

pathway  We interpret this event as the interaction of signaling pathways of innate immunity and stress response  The observed 

potentiation may explain the elevated cytotoxicity under the coaction of Hcy and LPS due to the proapoptotic effect of IRE1pro-

longed activity  In this paper, our research demonstrated that folic acid and vitamin B
12 

restrict the activity of the IRE1-XBP1 path-

way under the action of Hcy and LPS as well as of dithiothreitol  

Conclusion  A significant stimulation of the IRE1-XBP1 signaling pathway by a combination of LPS and Hcy, as well as attenuation 

of this pathway by folic acid and vitamin B
12 

have been shown  However, the potentiation of the cytotoxic effect of LPS by homo-

cysteine   is relatively small  Although the results obtained during this in vitro study do not let us to fully consider HHcy as a factor 

aggravating the course of infectious diseases, the state of the vascular system and the increasing risk of its dysfunction should 

be taken into account while choosing methods for the prevention, treatment and forecasting of the infectious diseases course 

against the background of hyperhomocysteinemia 
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Введение

Гомоцистеин (Гц) – биологически значимая не-

протеиногенная аминокислота, относящаяся к ря-

ду серосодержащих, включающему также метионин, 

цистеин, таурин [1]. Гц преимущественно образует-

ся из незаменимой аминокислоты метионина путем 

отщепления метильной группы. Выраженное повыше-

ние концентрации общего Гц (связанного и несвязан-

ного с белком) в крови из-за редких наследственных 

дефектов участвующих в метаболизме Гц ферментов 

ассоциировано с преждевременным развитием сер-

дечно-сосудистых заболеваний в раннем подростко-

вом возрасте и даже в детстве [2]. Сравнительно рас-

пространенным состоянием является умеренное повы-

шение концентрации Гц, отражающее менее серьезные 

генетические дефекты и дефицит факторов метаболиз-

ма Гц (фолиевая кислота, витамин B
12

, витамин B
6
) [2]

[3]. При гомоцистеинурии – патологическом состоя-

нии, характерном для детского возраста, – концен-

трация Гц в плазме крови находится в миллимоляр-

ном диапазоне [4]. Гипергомоцистеинемия (Ггц) –  

повышение уровня гомоцистеина в плазме крови вы-

ше 12 мкмоль/л – считается независимым фактором 

риска сердечно-сосудистых заболеваний [5]. Гиперго-

моцистеинемия также ассоциирована с рядом других 

патологий, таких как болезнь Альцгеймера, шизоф-

рения, заболевания почек, остеопороз, инсулинне-

зависимый диабет. К развитию Ггц приводит комби-

нация генетических и различных внешних факторов, 

нарушающих метаболизм метионина: дефекты реме-

тилирования Гц, возникающие в связи с недостаточ-

ностью (гомозиготной и гетерозиготной) ферментов 

бетаин-гомоцистеин-метилтрансферазы (BHMT), ме-

тилентетрагидрофолатредуктазы (MTHFR); дефицит 

кофакторов и косубстратов – витаминов B
12

, B
6
, фолие-

вой кислоты; хроническая почечная недостаточность; 

использование различных лекарственных препаратов, 

влияющих на обмен Гц. Метаболизм метионина начи-

нается с его превращения метионинаденозилтрансфе-

разой в S-аденозилметионин (SAM), сульфоний-ион 

которого облегчает взаимодействие метильной груп-

пы с нуклеофилами [1]. Метильная группа SAM необ-

ходима более чем для 100 реакций трансметилирова-

ния, включая метилирование ДНК, РНК, аминокислот 

в белках, фосфолипидов и др.[1]. Все метилтрансфе-

разы ингибируются продуктом реакции S-аденозилго-

моцистеином (SAH). По этой причине эффективное 

удаление SAH чрезвычайно важно для функциониро-

вания клетки [6]. S-аденозилгомоцистеин гидролизу-

ется в гомоцистеин и аденозин ферментом SAH гидро-

лаза, встречающимся во всех клетках. 

Гомоцистеин может реметилироваться в метионин 

или конвертироваться в цистеин транссульфировани-

ем. Существует 2 основных пути реметилирования ГЦ 

с образованием метионина. Первый из них катализи-

руется повсеместно распространенной метионин син-

тазой (MS), кофактором этой реакции является коба-

ламин, а донором метильной группы выступает 5-ме-

тилтетрагидрофолат. Последний представляет собой 

главную форму фолата в плазме крови и образуется 

в результате восстановления 5,10-метилентетрагидро-

фолата ферментом метилентетрагидрофолатредуктазой 

[6]. Второй путь реметилирования представлен в пече-

ни и в меньшей степени в почках. Реакция катализи-

руется бетаин-гомоцистеин-метилтрансферазой при 

участии в качестве кофактора пиридоксаль-5’-фос-

фата, производного витамина B
6
. Донором метильной 

группы является бетаин, образующийся при окисле-

нии холина.

Гомоцистеин транссульфируется в цистеин через 

цистатионин. Для превращения цистатионина в ци-
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стеин и α-кетомасляную кислоту необходим витамин 

B
6
. Транссульфирование имеет ограниченное тканевое 

распределение и в основном представлено в печени, 

почках, кишечнике и поджелудочной железе. Конвер-

сия метионина в цистеин необратима, и, как известно, 

цистеин не является незаменимой аминокислотой [6].

Гомоцистеин в повышенной концентрации может 

быть токсичен для клеток. Высокий уровень Гц вызы-

вает повреждение эндотелиальных клеток артерий, что 

способствует тромбозу и развитию атеросклероза [7]. 

Когда лабораторным животным вводили 0,1 ± 0,3 мМ 

гомоцистеина, в их артериях наблюдалось утолщение 

интимы, пролиферация гладкомышечных клеток, по-

вышенная десквамация эндотелия и увеличение чис-

ла пенистых клеток [8]. Неблагоприятные эффекты Гц 

в высоких концентрациях были подтверждены в более 

поздних работах и изучены более детально. Напри-

мер, Гц способствует развитию сердечно-сосудистых 

заболеваний путем ингибирования реэндотелизации 

[9], индуцирует циклин А в гладкомышечных клетках 

[10], снижает циркулирующие липопротеины высокой 

плотности [11]. Гомоцистеин в результате конверсии 

в гомоцистеин-тиолактон способен вызывать пост-

трансляционные модификации белков, которые спо-

собствуют индукции аутоиммунного ответа[11] и сни-

жению эффективности тромболизиса [12]

Ключевыми патофизиологическими механизма-

ми, лежащими в основе токсичности высоких кон-

центраций гомоцистеина, считаются окислительный 

стресс [13, 14] и стресс эндоплазматического ретикулу-

ма [15, 16]. Обсуждается возможность [17] и вероятных 

механизмов индукции окислительного стресса. Тиоль-

ная группа Гц аутоокисляется в процессе циркуляции 

в присутствии церулоплазмина – главного медь-свя-

зывающего белка плазмы, с формированием гомоци-

стина и перекиси [18]. Однако, цистеин окисляется го-

раздо быстрее гомоцистеина [19], при этом концентра-

ции цистеина в 20 – 25 раз выше, чем гомоцистеина, 

и при этом цистеин не проявляет токсического дей-

ствия. Кроме того, характерной чертой окислитель-

ного стресса является также повышение экспрессии 

и синтеза белков теплового шока, особенно HSP70, 

что предотвращает внутриклеточную агрегацию бел-

ков и повреждение клеток. Однако, нами не было за-

регистрировано увеличение экспрессии цитоплазмати-

ческих HSP70 при действии 5 мМ гомоцистеина в ли-

ниях клеток U937 и HeLa.

Гц может косвенно индуцировать окислительный 

стресс путем понижения транскрипции, трансляции 

[20] и каталитической активности антиоксидантных 

ферментов, таких как глутатион пероксидаза (GPx) 

и супероксиддисмутаза (SOD) [21]. Было показано, 

что проинкубированные с Гц эндотелиальные клетки 

аорты быка характеризуются значительным снижени-

ем активности GPx. Гц снижает экспрессию и секре-

цию внеклеточной SOD, наиболее распространенного 

фермента в гладкомышечных клетках сосудистой стен-

ки. Окислительный стресс может быть вызван также 

стрессом ЭПР [22], хотя это может зависеть от условий 

индукции стресса ЭПР [23].

Гипергомоцистеинемия является сравнительно 

распространенным состоянием, поэтому ее патофи-

зиологические эффекты, по-видимому, необходимо 

учитывать как неблагоприятный фон при возникно-

вении и развитии других заболеваний, однако, данный 

вопрос недостаточно изучен. Высокую актуальность 

в настоящее время в связи со стремительным распро-

странением COVID-19 имеют пневмонии. Показано, 

что высокий уровень гомоцистеина в крови пациен-

тов на ранних стадиях течения COVID-19 инфекции 

является прогностически неблагоприятным фактором 

развития в последующие дни тяжелой пневмонии [24]. 

Ггц может выступать в качестве триггерного механизма 

развития клеточного стресса (окислительного стресса, 

стресса ЭПР), эндотелиальной дисфункции, тромбо-

за в микрососудах легких и негативно влиять на тече-

ние и исход острого респираторного дистресс-син-

дрома (ОРДС) различной этиологии, в том числе при 

SARSCoV-2 инфекции. Изучение роли гомоцистеина 

в остроразвивающихся патологических состояниях, 

в частности, патогенезе ОРДС приобретает особую ак-

туальность. В нашей работе мы изучили способность 

липополисаридов (ЛПС) модулировать цитопатиче-

ские эффекты, вызываемые повышенной концентра-

цией гомоцистеина в культуре клеток, фенотипически 

близких к эндотелиальным. Нами исследована индук-

ция маркеров стресса эндоплазматического ретикулума 

и прослежена динамика активации сигнального каска-

да IRE1-XBP1. С учетом ранее показанных благопри-

ятных эффектов фолиевой кислоты и витамина B
12

 на 

уровень гомоцистеина и патологические последствия 

гипергомоцистеинемии [15], нами изучена их модули-

рующая активность на сигнальный каскад IRE1-XBP1.  

Методика

Клеточная линия. В работе использовалась ги-

бридная эндотелиоцитоподобная клеточная линия 

EA.hy926, любезно предоставленная Dr. C.J. Edgel 

(University of North Carolina, США). Линия была по-

лучена путем слияния первичной эндотелиальной кле-

точной линии HUVEC с клеточной линией аденокар-

циномы легкого A-549. Для культивирования клеток 
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использовали среду DMEM (Gibco, США) с добавле-

нием 4,5 г/л глюкозы, 10 % инактивированной телячь-

ей эмбриональной сыворотки, 50 мкг/мл гентамици-

на, 2 ммоль/л L- глютамина, 1% NEAA. Рост клеток 

проходил в инкубаторе («Sanyo», Япония) при 37 °C 

в 5% CO
2
/95% воздушной атмосфере. Пересев кле-

точных линий осуществляли 1 раз в 3-4 сут по об-

щепринятой методике, вызывая дезинтеграцию мо-

нослоя 3-минутной экспозицией в растворе трипси-

на-ЭДТА (0,05%) (ПанЭко, Россия). В экспериментах 

использовали клетки 3-13 пассажей. Пассирование 

клеток осуществляли по достижение культурами 90 % 

конфлюента.

Оценка жизнеспособности клеток методом исклю-

чения красителя. Жизнеспособность клеток оценива-

ли методом исключения витального красителя трипа-

нового синего. Аликвоту суспензии объемом 20 мкл 

от каждого образца смешивали с равным объемом 0,4% 

раствора красителя трипанового синего и помещали 

на поверхность рабочего слайда для анализа на авто-

матическом счётчике клеток Countess™ («Invitrogen», 

США). Каждый исследуемый образец клеток был под-

считан в дуплете. 

Инкубация клеток с дитиотрейтолом, гомоцистеи-

ном, липополисахаридами, преинкубации с фолиевой кис-

лотой, витамином В
12

. Клетки инкубировали в ростовой 

среде с добавлением дитиотрейтола в конечной концен-

трации 1,25 мМ, D,L-гомоцистеина – 1.25 мМ, липопо-

лисахарида (Lipopolysaccharides from Salmonella enterica 

serotype typhimurium, Sigma) – 1 мкг/мл, 10 мкг/мл,  

комбинации Гц 1,25 мМ, с липополисахаридами в кон-

центрации 10 мкг/мл в течение от 6 ч и 24 ч, в атмос-

фере с 5% содержанием CO
2
, при 37 °С. Фолиевую кис-

лоту (Folic acid, C19H19N7O6 – AppliChem, Germany) 

в конечной концентрации 20 мкМ, витамин B
12

 

(Cyanocobalamin, Sigma-Aldrich) – 7,8 нМ – добавля-

ли в ростовую среду перед внесением ЛПС, Гц и ДТТ 

за 24 ч. 

Анализ клеточного цикла и sub-G1 пика. Для иссле-

дования изменений клеточного цикла ядерную ДНК 

окрашивали фенантридиновым флуорофором пропи-

дий йодидом (PI), используя для этой цели коммерче-

ский набор BD Pharmingen™ PI/RNase Staining Buffer 

и предложенный производителем протокол. Клет-

ки осаждали из ростовой среды центрифугировани-

ем при 250 g в течение 5–10 мин (центрифуга «Jouan 

BR4i» с бакет-ротором («Thermo Electron Corporation», 

США)), отбирали супернатант и промывали осадок 

охлажденным (+4 оC) фосфатно-солевым буфером 

(PBS), после чего снова осаждали центрифугировани-

ем при тех же параметрах. Отобрав супернатант, фик-

сировали клетки, добавляя по каплям, при постоян-

ном встряхивании, 0,5 – 1,0 мл 75% холодного (–20 °C) 

этанола. Фиксированные клетки окрашивали на сле-

дующий день, до этого момента образцы хранили при  

+4  °C. Перед окрашиванием клетки отмывали в буфе-

ре PBS и осаждали центрифугированием при 200 g в те-

чение 10 мин. Затем отбирали супернатант и, встрях-

нув осадок, окрашивали клетки, добавляя 0,5 мл PI/

RNase Staining Buffer, после чего инкубировали в те-

чение 15 мин при комнатной температуре в темноте. 

Анализ суспензии клеток проводили на проточном ци-

тофлуориметре FACSCalibur (Becton Dickinson, США), 

укомплектованном воздухо-охлаждаемым аргоновым 

лазером (длина волны 488 нм). В каждом образце ана-

лизировали 25 000 событий. Эмиссию флуоресценции 

(PI) регистрировали в канале FL2 (563-607 нм). Сбор 

данных проводили с использованием программного 

обеспечения CellQuest, версия 6.0, приложенного про-

изводителем к прибору. Анализ файловых данных про-

водили в программе ModFit LT, версия 3.2 («Software 

House», США).

Определение цитотоксичности. Цитотоксичность 

препаратов и влияние на метаболическую активность 

определяли с помощью MTT-теста. Для этого клет-

ки инкубировали (24 ч и 48 ч) с препаратами в различ-

ных концентрациях в 96-луночном планшете. После 

инкубации в каждую лунку вносили по 10 мкл раство-

ра МТТ (3[4,5-диметил-тиазол-2-ил]-2,5-дифенилте-

тразолий). Раствор МТТ (2,5 мг/мл в PBS) стерилизо-

вали через фильтры с диаметром пор 0,22 мкм. После 

инкубации с МТТ в течение 4 ч при 37 °С в увлажнен-

ной атмосфере 5% СО
2
 в лунки вносили по 100 мкл 

диметилсульфоксида (ДМСО) и вращали планшеты 

на орбитальном шейкере при комнатной температу-

ре в течение 20 мин, до полного растворения кристал-

лов формазана. Развитие окраски регистрировали пу-

тем измерения поглощения при длине волны 540 нм 

с помощью фотометра Hidex Chameleon (Hidex Oy, 

Финляндия).

Выделение суммарной РНК из культивируемых кле-

ток. Выделение клеточной РНК осуществлялось с ис-

пользованием метода гуанидинтиоционат-фенол-хло-

роформной экстракции в соответствии с протоколом 

производителя TRIzol («Invitrogen», США), а также 

ExtractRNA (Евроген, Россия). Лизис клеток проводил-

ся непосредственно в культуральной посуде (чашки Пе-

три, планшеты), после удаления ростовой среды. После 

пипетирования лизат переносили в стерильные, свобод-

ные от РНКаз, полипропиленовые 1,5 или 2 мл микро-

центрифужные пробирки типа «эппендорф». К лизатам 

добавляли хлороформ из расчета 20% от объема TRIzol/
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ExtractRNA, встряхивали и оставляли на 10-15 мин при 

комнатной температуре до разделения фаз. Пробир-

ки центрифугировали при 10 000 g в течение 15 мин 

при 4 °C. Верхнюю фазу отбирали и переносили в но-

вые пробирки с внесенным на дно гликогеном. Сверху 

к образцам добавляли ацетат натрия до конечной кон-

центрации 0,3 М и пропанол-2 объемом, равным со-

бранной фракции. Пробирки встряхивали и помещали 

на —20 °C на 1 ч или на всю ночь. Затем образцы скру-

чивали на центрифуге с охлаждением при 10 000 g в те-

чение 30 минут при 4 °C. Супернатант удаляли, а оса-

док промывали 1 мл холодного 75-80% этанола. Про-

бирки центрифугировали при 10 000 g в течение 15 мин 

при 4 °C и этанол удаляли, затем повторяли промывку 

еще раз. Осадок высушивали на воздухе при комнатной 

температуре в течение 15 мин и растворяли в 10-30 мкл 

воды свободной от нуклеаз. Образцы нагревали до 55 °C 

на 5-10 мин для полного растворения и затем охлажда-

ли при 2 °C. Выделенную РНК хранили при -70°C. Кон-

центрацию суммарной РНК в образцах определяли на 

спектрофотометре NanoDrop® ND-1000 («ThermoFisher 

ScientificInc.», США). 

Приготовление образцов суммарной РНК, свободной 

от ДНК. Выделенную суммарную РНК для предотвра-

щения контаминации геномной ДНК обрабатывали 

ДНКазой I. Инкубацию образца нуклеиновой кислоты 

проводили при 37 °C в течение 30 мин. Фермент инак-

тивировали нагреванием при 65 °C в течение 10 мин, 

предварительно добавив 25 мМ ЭДТА, из расчета 1 мкл 

на 10 мкл реакционной смеси.

Флуориметрическое определение содержания сум-

марной РНК в образцах. Количество суммарной РНК 

в образцах после обработки ДНКазой I определяли 

флуориметрически с использованием набора Quant-

iTTM RNA Assay Kit. Интенсивность флуоресцен-

ции измеряли с использованием флуориметра Qubit 

(«Invitrogen», США).

Синтез первой цепи комплементарной ДНК. Реакцию 

обратной транскрипции проводили с использованием 

гексамерных Random праймеров и обратной транскрип-

тазы M-MuLV (без активности РНКазы H) в составе на-

бора RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit 

в соответствии с протоколом производителя. 

Полимеразная цепная реакция «в реальном времени» 

(ПЦР-РВ). Для амплификации фрагментов кДНК ис-

следуемых генов и генов «домашнего хозяйства» исполь-

зовали наборы специфических праймеров (ДНК-Син-

тез, Россия) и набор реактивов для проведения ПЦР-РВ 

qPCRmix-HS SYBR+LowROX (Евроген, Россия). ПЦР-

РВ проводили в 96-и луночной пластиковой прозрачной 

низкопрофильной ПЦР-планшете («Bio-Rad Laboratories, 

Inc.», США) на амплификаторе CFX96TM Real-Time PCR 

Detection Systems («Bio-Rad Laboratories, Inc.», США) 

по следующему протоколу: шаг начальной денатурации 

в течение 10 мин при 95 °C; далее следовало 40 циклов, 

состоящих из денатурации при 95 °C в течение 15 с, от-

жиге при 55 °C в течение 30 с, элонгации при 72 °C в тече-

ние 30 с. Регистрация флуоресценции SYBR Green, свя-

занного с двухцепочечной ДНК, проходила автоматиче-

ски в конце стадии элонгации каждого цикла по каналу 

SYBR Green. Для подтверждения специфичности реак-

ции, после последнего цикла снимали кривую плавления 

при следующих условиях: предварительное удерживание 

при 60 °C в течение 30 с; плавление от 55 °C до 95 °C с вре-

менной полкой равной 5 с и шагом 0,5 °C. Предваритель-

ную обработку результатов проводили с использовани-

ем программного обеспечения, приложенного к прибо-

ру. Расчет уровня матричной РНК (мРНК) проводили 

с использованием алгоритма 2-ΔΔCT Ct, в основу которо-

го положены относительные изменения пороговых ци-

клов (Ct) исследуемого и референсного гена в опытных 

и контрольных образцах. В качестве референсного гена 

использовался ген GAPDH. В целях контроля специфич-

ности и качества ПЦР-РВ использовались необходимые 

контроли (отрицательный контроль без кДНК, контроль 

без обратной транскриптазы, положительные контроли 

валидированных мишеней).

Статистический анализ и представление данных. 

Обработка данных проводилась с использованием кри-

терия Краскела–Уоллиса и программного обеспече-

ния Statistica. 

Результаты

Индукция гибели эндотелиоцитоподобных клеток 

EA.hy926 гомоцистеином, липополисахаридом. С помо-

щью ДНК-цитометрии нами было исследовано апоп-

тоз-индуцирующее действие липополисахарида, го-

моцистеина при 48-часовой инкубации с клеточной 

линией EA.hy926. Анализ показал, что инкубация с ли-

пополисаридом в концентрации 1 мкг/мл приводит 

к заметному росту процента клеток с содержанием 

ДНК, соответствующим положению пика subG1 на ги-

стограмме (рис. 1), что соответствует преимуществен-

но апоптотическим клеткам. Гомоцистеин в концен-

трации 500 мкМ приводил лишь к небольшому, но ста-

тистически значимому росту процента апоптотических 

клеток, двухкратный рост концентрации Гц индуциро-

вал почти двухкратный рост апоптоза, однако, его дей-

ствие было существенно меньшим, чем липополиса-

харида в исследованной концентрации.

Анализ потенцирующего действия гомоцистеи-

на на цитотоксичность липополисарида. С помощью 
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МТТ-теста была проведена оценка совместной ток-

сичности гомоцистеина в концентрации 1.25 мМ и ли-

пополисахаридов в диапазоне концентраций 1нг/мл –  

10мкг/мл при 24-часовой инкубации с клеточной ли-

нией EA.hy926. 

Как видно из рис. 2, несмотря на слабовыражен-

ную токсичность и небольшую разницу между действи-

ем липополисарида и совместного действия липопо-

лисарида с гомоцистеином, однонаправленные отли-

чия наблюдаются во всех концентрационных точках, 

что может указывать на тенденцию гомоцистеина по-

тенцировать цитотоксический эффект полисахарида. 

Интересной особенностью липополисарида является 

гормезис-эффект – небольшой рост оптического по-

глощения при инкубации 10 нг/мл, при этом гомоци-

стеин устраняет этот эффект.

Рис. 1. Апоптозиндуцирующее действие гомоцистеина (500 мкМ, 1 мМ) липополисахарида (1 мкг/мл) при 48-часовой инкубации с клеточной ли-

нией EA hy926  (Проточная цитофлуориметрия)  Справа пример гистограммы апоптоз-индуцирующего действия ЛПС в концентрации 1 мкг/мл че-

рез 48 часов 

Fig. 1. Apoptosis-inducing effect of homocysteine (500 µM, 1 mM) lipopolysaccharide (1 µg/ml) at at 48-hour incubation with EA hy926 cell line (Flow 

cytometry)  On the right is an example of a histogram of the apoptosis-inducing effect of LPS at a concentration of 1 μg/ml after 48 hours 

Рис. 2. Цитотоксичность гомоцистеина (1 25 мМ) совместно с липополисахаридом (1 нг-10мкг/мл) при 24-часовой инкубации с клеточной ли-

нией EA hy926 (МТТ-тест); * – p<0 09  

Fig. 2. Cytotoxicity of homocysteine (1 25 mM) together with lipopolysaccharide (1 ng-10 µg/ml) during 24-hour incubation with the EA hy926 cell line 

using the (MTT test); * – p<0 09 
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Анализ экспрессии маркеров стресса эндоплазмати-

ческого ретикулума при действии липополисарида, го-

моцистеина. Согласно полученным данным как гомо-

цистеин, так и липополисариды вызывают лишь не-

большой рост экспрессии мРНК ключевого шаперона 

ЭПР BiP при 6-часовой инкубации по сравнению с ис-

пользованным нами положительным контролем – ин-

дуктором дитиотрейтолом (1,25мМ) (рис. 3, А). Вместе 

с тем, сочетанное действие Гц и ЛПС приводит к бо-

лее значимому увеличению экспрессии шаперона BiP. 

Инкубации клеток с витаминами – фолиевой кисло-

той, сочетанием фолиевой кислоты и В
12

 – не оказы-

вали существенного влияния на уровни мРНК шапе-

рона BiP как при действии гомоцистеина и липополи-

саридов, так и их комбинации на 6 ч (рис. 3, B,C) и 24 ч 

(рис. 3, BB,CC). Проведенный анализ не инкубирован-

ных с витаминами клеток по сравнению с инкубирован-

ными в присутствии ДТТ, ЛПС, Гц и Гц +ЛПС пока-

зал, что комбинация ФК и В
12

 приводила к значимому 

(p<0.05) снижению уровня экспрессии BiP при 6-часо-

вом действии ДТТ (рис. 3, C). Общий уровень мРНК 

XBP1 (cXBP1), включающий в себя как сплайсирован-

ную форму sXBP1, так и не сплайсированную рибону-

клеазой IRE1, стабильно повышался при действии ДТТ 

(рис. 3, D, DD). Была отмечена воспроизводимая в экс-

периментах тенденция к повышению уровня cXBP1 

при 6- и 24-часовом (рис. 3, D, DD) действии Гц и Гц 

совместно с ЛПС 10 мкг/мл, при этом витамины де-

монстрировали тенденцию к снижению этого уровня 

(рис. 3, E,EE, F,FF). 

Цитоплазматический сплайсинг мРНК XBP1, опо-

средуемый активируемой рибонуклеазой IRE1, являет-

ся характерным событием стресса ЭПР [25]. Нами была 

отмечена тенденция к повышению уровня сплайсиро-

ванной формы XBP1 при действии Гц, липополисахари-

ды же потенцировали сплайсинг и приводили к стати-

стически значимому, 2.5-кратному увеличению уровня 

мРНК XBP1 на 6-часовой инкубации (рис. 3, G). Инте-

ресно, что при действии ДТТ нами не было отмечено 

роста уровня сплайсированной формы при 6-часовом 

воздействии (рис. 3, G). Сигнальный каскад IRE1-XBP1 

является наиболее медленным по кинетике активации 

из трех известных (PERK, ATF6, IRE1), в существен-

ной степени формирующих ответ на стресс ЭПР. Это 

связано с необходимостью сплайсинга мРНК и транс-

ляции транскрипционного фактора sXBP1, в то время 

как для осуществления PERK-опосредуемых эффектов 

требуются минуты (фосфорилирование), начало актива-

ции транскрипции фактором ATF6 занимает немногим 

большее относительно PERK время из-за процессин-

га ATF6 в комплексе Гольджи и его транспорта в ядро. 

Существенное повышение уровня мРНК BiP при 6-ча-

совом действии 1.25мМ ДТТ в клетках EA.hy926, та-

ким образом, происходит вследствие активации ATF6-

опосредуемой ветви Unfolded Protein Response (UPR) 

на фоне неактивной IRE1. Это подтверждается повы-

шением уровня общей формы XBP1 (cXBP1) (рис. 3, D) 

при 6-часовом действии ДТТ – ATF6 является транс-

крипционным индуктором XBP1[25]. Инкубация с ви-

таминами не изменяла уровень сплайсированной фор-

мы XBP1 при 6-часовой инкубации с липополисарида-

ми и Гц (рис. 3, H,I).

24-часовая инкубация с ДТТ, липополисарида-

ми и Гц приводила к падению уровня BiP ниже кон-

трольного в случае ДТТ и поддержанию повышенной 

экспрессии BiP для Гц, липополисаридов и их комби-

наций (рис. 3, AА), при этом витамины опять-таки су-

щественно не влияли на уровни BiP, что может указы-

вать на отсутствие прямого или косвенного действия 

витаминов на фолдинг белка в описанных условиях 

(рис. 3 BB, CC). 

Однако нами было отмечено существенное по-

вышение уровня сплайсированной формы XBP1 

при 24-часовом действии ДТТ и сохранение значи-

мо повышенного ее уровня при действии комбина-

ции Гц с липополисахаридами на фоне снижения уров-

ня BiP для ДТТ и сохранения умеренно повышенно-

го уровня BiP для Гц+ЛПС (рис. 3, GG). Инкубация 

с витаминами значимо снижала уровень мРНК sXBP1 

при 24-часовом действии ДТТ, менее значимое сни-

жение наблюдалось для сплайсинга, индуцированно-

го комбинацией липополисарида и Гц, а также для Гц 

в отдельности (рис. 3, HH,II). 

Существенных изменений в уровнях экспрессии 

мембранного белка-сенсора стресса ЭПР ATF6 в боль-

шинстве случаев отмечено не было, за исключением 

небольшого увеличения экспрессии при инкубации 

с ФК и В
12

 при действии липополисаридов (рис. 3, OO).

Рибонуклеаза IRE1 на 6-ч (рис. 3, J-L) и 24-ч 

(рис. 3, JJ-LL) также не меняла существенно суще-

ственно своей экспрессии за исключением тенден-

ции к повышению при 6-ч и 24-часовом действии ДТТ 

(рис. 3, J, JJ), что коррелировало (на 24-часовом ин-

тервале) с увеличением IRE1-опосредуемого сплай-

синга и уровня общего XBP1.

Обсуждение

Проведенное исследование показало, что и липо-

полисахариды, и гомоцистеин индуцируют клеточную 

гибель эндотелиоцитоподобных клеток по механизму 

апоптоза, при этом наблюдается тенденция к потенци-

рованию гомоцистеином цитотоксического эффекта 
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липополисаридов. Нами рассматривался нескомпен-

сированный стресс ЭПР как возможная причина ги-

бели клеток. Согласно полученным данным, гомоци-

стеин в концентрациях, характерных для гипергомо-

цистеинемии и для гомоцистинурии, является слабым 

индуктором шаперона BiP – мы наблюдали лишь не-

значительное увеличение экспрессии при 6 ч- и 24-ча-

совом действии, при этом липополисариды при со-

вместном с гомоцистеином действии привносили тен-

денцию к повышению уровня BiP . 

Нами было впервые обнаружено, что совместное 

действие липополисахаридов и гомоцистеина приво-

дит к значимому росту сплайсинга XBP1 и, соответ-

ственно, активности сигнального пути IRE1-XBP1, 

причем временная динамика активации существен-

но отличалась от использованного нами классиче-

ского индуктора стресса ЭПР – ДТТ. В нашей работе 

мы использовали сравнительно невысокую концентра-

цию ДТТ для приближения нашей модели к действию 

гомоцистеина. В такой концентрации ДТТ вызыва-

ет, по-видимому, отсроченную активацию пути IRE1, 

регистрируемую по уровню сплайсированной формы 

XBP1. Значительное повышение уровня шаперона BiP 

на 6 часовом интервале происходит не за счет сенсо-

ра IRE1, а за счет активации других сигнальных ветвей 

UPR, что совместно с изначально высокой фолдинго-

вой емкостью данных клеток (эндотелиоциты – секре-

тирующие клетки) не создает условий для ранней акти-

вации IRE1. Совместное действие Гц и ЛПС приводит 

к пролонгированной активации IRE1 на фоне сравни-

тельно низкого уровня шаперона. Сами липополиса-

риды в исследованных концентрациях не являются эф-

фективными индукторами ни шаперона, ни IRE1-опо-

средованной сигнальной ветви, однако, они способны 

усиливать активность IRE1-опосредуемого сигналин-

га. С учетом поэтапной активации IRE1 (димеры – 

олигомеры) [25–27], можно предположить, что липо-

полисариды могут повышать рибонуклеазную актив-

ность уже активированной IRE1. Известно, что IRE1 

имеет гомологию с активируемой путями врожден-

Рис. 3. А-C, AA-CC Экспрессия мРНК BiP при 6 ч (A-C) и 24 ч (AA-CC) действии дитиотрейтола (1 25мМ), липополисахарида (1 мг/мл), 

липополисахарида (10 мг/мл), D,L-гомоцистеина (1 25 мМ), совместном действии D,L-гомоцистеина (1 25мМ) и липополисахарида (10 мг/мл) с 

инкубацией с фолиевой кислотой (B,BB), фолиевой кислотой и В
12

 (C,CC) и без нее (А,AA)

D-F, DD-FF Экспрессия мРНК cXBP1 при 6 ч (D-F) и 24 ч (DD-FF) действии дитиотрейтола (1 25мМ), липополисахарида (1мг/мл), липополисахарида 

(10 мг/мл), D,L-гомоцистеина (1 25мМ), совместном действии D,L-гомоцистеина (1 25мМ) и липополисахарида (10 мг/мл) с инкубацией с фолиевой 

кислотой (E,EE), фолиевой кислотой и В
12

 (F,FF) и без нее (D,DD);

G-I, GG-II Экспрессия мРНК sXBP1 при 6 ч (G-I) и 24 ч (GG-II) действии дитиотрейтола (1 25мМ), липополисахарида (1мг/мл), липополисахарида 

(10 мг/мл), D,L-гомоцистеина (1 25мМ), совместном действии D,L-гомоцистеина (1 25мМ) и липополисахарида (10 мг/мл) с инкубацией с фолиевой 

кислотой (H,HH), фолиевой кислотой и В
12

 (I,II) и без нее (G,GG);

J-L, JJ-LL Экспрессия мРНК IRE1 при 6 ч (J-L) и 24 ч (JJ-LL) действии дитиотрейтола (1 25мМ), липополисахарида (1 мг/мл), липополисахарида (10 

мг/мл), D,L-гомоцистеина (1 25мМ), совместном действии D,L-гомоцистеина (1 25мМ) и липополисахарида (10мг/мл) с инкубацией с фолиевой 

кислотой (K,KK), фолиевой кислотой и В12 (L,LL) и без нее (J,JJ);

MM-OO Экспрессия мРНК ATF6 при 24ч (ММ-ОО) действии дитиотрейтола (1 25мМ), липополисахарида (1мг/мл), липополисахарида (10 мг/мл), 

D,L-гомоцистеина (1 25мМ), совместном действии D,L-гомоцистеина (1 25мМ) и липополисахарида (10 мг/мл) с инкубацией с фолиевой кислотой 

(NN), фолиевой кислотой и В
12

 (OO) и без нее (MM);

Fig.3. Expression of BiP, cXBP1, sXBP1,IRE1, ATF6 mRNA in the presence of dithiothreitol (1 25mM), lipopolysaccharide (1mg/ml), lipopolysaccharide 

(10mg/ml), D,L-homocysteine (1 25mM), combined action of D,L-homocysteine (1 25mM) for 6 h (A-L) and for 24 h (AA-OO) and lipopolysaccharide (10 

mg/ml) with and without incubation with folic acid, folic acid and B
12

 

MM NN OO
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ного иммунитета РНКазой L (RNase L). С учетом по-

вышения активности клеточных рибонуклеаз при ак-

тивации TLR-рецепторов для защиты от экзогенной 

РНК, повышение активности IRE1 при действии ин-

фекционных агентов, в том числе включение механиз-

ма деградации клеточной РНК RIDD (regulated IRE1-

dependent decay), может иметь биологический смысл. 

Известно, что пролонгированная активация IRE1 

обладает проапоптотическим действием [28, 29], что 

может быть причиной повышения цитотоксичности 

при сочетанном действии Гц и ЛПС. Наше исследо-

вание также показало, что инкубация с ФК и В
12

 спо-

собствовала снижению активности IRE1-попсредуе-

мого сигнального пути при сочетанном действии го-

моцистеина и липополисаридов. 

В работе [30] уровни BiP и белка CHOP были значи-

тельно повышены в тканях легких мышей, получавших 

липополисариды путем интратрахеальной инстилляции. 

Кроме того, в культуре клеток нормального бронхиально-

го эпителия NHBE, обработанных 100 мкг/мл ЛПС по-

казан в среднем двухкратный рост уровня белка BiP. Так-

же был повышен ряд других белковых маркеров стресса 

ЭПР, включая ATF6, XBP1, в тканях легких мышей, по-

лучавших ЛПС. Кроме того, уровень белков BiP и CHOP 

в мононуклеарных клетках периферической крови, по-

лученных от пациентов с тяжелым воспалением легких, 

был значительно выше, чем у здоровых лиц [30]. 

Считается, что Гц оказывает провоспалительное 

действие, возможно, за счет окислительного стресса 

и последующей активации фактора NF-κB [14]. Сти-

муляция провоспалительных путей в эндотелиальных 

клетках приводит к экспрессии молекул адгезии, рекру-

тированию лейкоцитов к стенке сосуда, их последую-

щей инфильтрации, опосредованной повышенной се-

крецией хемокинов, и, кроме того, к дифференциров-

ке моноцитов в макрофаги [14]. Также было показано, 

что индукция обогащенной метионином и обедненной 

фолиевой кислотой и витаминами B
6
 и B

12
 диетой Ггц 

у мышей, нокаутных по аполипопротеину E, увеличи-

вала площадь и тяжесть атеросклеротических пораже-

ний, а также повышала экспрессию рецептора конеч-

ных продуктов гликирования (RAGE), молекул клеточ-

ной адгезии VCAM-1, тканевого фактора и матриксной 

металлопротеиназы 9 (ММР-9) в сосудах. Эти вызван-

ные Гц эффекты были значительно подавлены, парал-

лельно со снижением уровня Гц в плазме, при добав-

лении в пищу фолиевой кислоты и витаминов B
6
/ B

12
.

Наши данные согласуются в большей степени с про-

воспалительным действием гомоцистеина – активация 

IRE1 способна приводить к активации NF-κB [31, 32], 

в нашем же случае имеет место пролонгированная ее 

активация. В работе [31] указывается, что именно ки-

назная, а не рибонуклеазная активность IRE1 является 

ключевой для активации NF-κB. Однако, в недавней ра-

боте был идентифицирован IRE1-зависимый сигналь-

ный путь, который непосредственно контролирует экс-

прессию/высвобождение провоспалительных хемоки-

нов (CXCL2, IL-6, IL-8) и зависит от неклассического 

сплайсинга мРНК XBP1 и sXBP1-зависимой экспрессии 

убиквитинлигазы E2 UBE2D3, которая способствует де-

градации ингибитора NF-κB IκB, что приводит к про-

воспалительному фенотипу [33]. 

Хотя в работе [30] была показана прямая активация 

экспрессии шаперона BiP липополисаридами, в нашей 

работе мы наблюдали незначительную индукцию экс-

прессии шаперона с использованием 10 мкг/мл липо-

полисарида. Однако, опосредуемый IRE1 сплайсинг 

возрастал в большей степени, что предположительно 

может указывать на двунаправленный характер связи 

сигнальных путей врожденного иммунитета, активи-

руемых липополисаридами, и ветви IRE1-XBP1.

Нами показано, что фолиевая кислота и витамин 

В
12

 – ключевые участники процесса реметилирования 

Гц – способны снижать активность пути IRE1-XBP1 

при действии не только Гц и Гц с ЛПС, но и в значи-

тельной степени при действии ДТТ. Наши результаты 

представляют собой интересную параллель с недав-

ней работой группы авторов, в которой использова-

лись C. elegans для оценки физиологических эффектов 

ДТТ [34]. Авторы показали, что ДТТ вызывает дефек-

ты развития у C. elegans, но эти дефекты зависят от ди-

еты. Витамин B
12 

в составе диеты, действуя как кофак-

тор для метионинсинтазы, облегчал дефекты развития, 

вызванные ДТТ. Для установления взаимосвязи меж-

ду ДТТ и витамином B
12

, в прямом генетическом скри-

нинге были выделены мутанты C. elegans, устойчивые 

к токсическим эффектам ДТТ. Оказалось, что потеря 

функции S-аденозилметионин (SAM)-зависимой ме-

тилтрансферазы (R08E5.3) придает устойчивость к ДТТ. 

ДТТ приводил к усилению экспрессии R08E5.3 и мо-

дулировал метионин-гомоцистеиновый цикл, исто-

щая пул SAM. Модуляция метионин-гомоцистеино-

вого цикла с помощью ДТТ также приводила к стрессу 

ЭПР и митохондрий. По мнению авторов, токсичность 

ДТТ у C. elegans связана с модуляцией метионин-гомо-

цистеинового цикла, однако, для устранения токсич-

ности ДТТ необходим функциональный каскад IRE1-

XBP1 [34]. Известно, что соотношение SAM/SAH, или 

индекс метилирования, – важный показатель интен-

сивности процессов метилирования в клетке. Интерес-

но, что снижение уровня SAM увеличивает продолжи-

тельность жизни и улучшает метаболизм разных орга-
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низмов [35]. Для уточнения механизмов обнаруженного 

нами модулирования сигнального пути IRE1/XBP1 фо-

лиевой кислотой и витамином В
12

 требуется проведе-

ние дополнительных исследований. 

Заключение

 Таким образом, нами было впервые обнаружено, 

что совместное действие липополисахаридов и гомо-

цистеина приводит к значимому росту активности сиг-

нального пути IRE1-XBP1 ответа на стресс эндоплазма-

тического ретикулума. Липополисариды в исследован-

ных концентрациях являются слабыми индукторами 

стресса ЭПР, но потенцируют активность сигнально-

го пути IRE1-XBP1, что мы связываем с взаимодействи-

ем сигнальных путей врожденного иммунитета и ответа 

на стресс. С потенцированием может быть связано по-

вышение цитотоксичности при сочетанном действии Гц 

и ЛПС в связи с проапоптотическим действием IRE1. На-

ми впервые показано, что фолиевая кислота и витамин 

В
12

 снижают активность пути IRE1-XBP1 при действии 

гомоцистеина и ЛПС, а также ДТТ. Полученные резуль-

таты указывают на то, что повышенный уровень гомоци-

стеина в плазме крови должен приниматься во внимание 

как фактор, способный усложнить течение инфекцион-

ных заболеваний, в частности, пневмоний, что актуаль-

но в современных условиях пандемии COVID-19.
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