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Актуальность. Исследования, выполненные в невесомости, показали, что космический полет вызывает серьезные физи-

ологические изменения в живом организме. В клетках млекопитающих микрогравитация способна индуцировать и моду-

лировать протекание таких ключевых процессов, как апоптоз, пролиферация, миграция и адгезия. Несмотря на возрос-

ший интерес к космической биологии и медицине, исследования клеточного цикла в условиях микрогравитации оста-

ются спорными.

Цель исследования – изучение экспрессии циклинов клеточного цикла клеток мегакариобластного лейкоза человека при 

воздействии моделированной микрогравитации.

Методика. Для экспериментов клетки мегакариобластного лейкоза человека (MEG-01) высевали в культуральные флаконы. 

Условия микрогравитации моделировали с использованием прибора случайного позиционирования (RPM – Random Posi-

tioning Machine). Клетки размещали в центре платформы прибора случайного позиционирования (группы RPM) и срав-

нивали со статической контрольной группой (1g). Анализ экспрессии циклинов клеточного цикла проводили методом 

вестерн блота и на проточном цитофлоуриметре.

Результаты. Результаты исследований показывают, что под воздействием микрогравитации клетки мегакариобластного 

лейкоза человека MEG-01 демонстрируют сопоставимые уровни экспрессии циклина D и E при сравнении с контрольной 

группой. Однако, уровни циклинов A и B повышались в течение первых 96 ч. В дальнейшем, количество этих циклинов 

снижалось к 168 ч в сравнении с предыдущей временной точкой и контрольной группой.

Заключение. Таким образом, на основе полученных данных можно сделать заключение, что клетки MEG-01, подвержен-

ные RPM-моделированной микрогравитации успешно входят в клеточный цикл и завершают синтетическую фазу, но оста-

навливаются в фазе G2 и не способны завершить митоз. Однако в более поздние сроки (168 ч) клетки MEG-01 успешно 

адаптируются к условиям невесомости. Результаты согласуются с экспериментальными данными, полученными при иссле-

довании различных типов клеток при различных способах моделирования микрогравитации. Дальнейшие исследования 

влияния гравитации на клеточные реакции мегакариоцитов помогут понять патогенез заболеваний человека, приобре-

тенных в экстремальных условиях.
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Background. Studies of weightlessness have shown that space flight causes serious physiological changes in a body. In mam-

malian cells, microgravity is able to induce and modulate key processes such as apoptosis, proliferation, migration, and adhesion. 

Despite growing interest to space biology and medicine, reports of cell cycle in microgravity remain controversial.

Aim. This paper analyzes the expression of cell cycle cyclins in human megakaryoblastic leukemia cells exposed to simulated 

microgravity.

Methods. Human megakaryoblastic leukemia (MEG-01) cells were seeded in culture flasks. Microgravity conditions were simu-

lated using a Random Positioning Machine (RPM). Cells were placed at the center of the platform of the RPM (RPM group) and com-

pared with a static control group (1 g). Cell cycle cyclin expression was analyzed by Western blotting and with a flow cytometer.

Results. In the conditions of microgravity, MEG-01 showed comparable expression levels of cyclins E and D vs. the control group. 

However, concentrations of cyclins A and B increased during the first 96 h. Subsequently, concentrations of these cyclins decreased 

by 168 h compared to the previous time point and the control group.

Conclusion. This study allowed a conclusion that MEG-01 cells exposed to RPM-modeled microgravity start proliferating and suc-

cessfully finish the synthetic phase but stop in the G2 phase being unable to complete mitosis. However, at a later time (168 h), 

MEG-01 cells successfully adapt to the weightlessness conditions. In addition, the results are also consistent with reports of exper-

iments on various cells under different conditions of simulated microgravity. Further studies of the effect of gravity on responses 

of megakaryocytes will provide insight into pathophysiology of human diseases acquired in extreme conditions.
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Введение

Космические путешествия являются важной ча-

стью человеческой культуры и нашей потребности ис-

следовать неизвестное. Однако космонавты часто стра-

дают от ряда проблем со здоровьем, связанных с воз-

действием микрогравитации не только на системном, 

но и на клеточном уровне [1–5].

Исследование физиологических и патологических 

процессов в экстремальных условиях дает возможность 

понять состояние организма. Влияние микрограви-

тации на основные функции клеток изучалось в раз-

личных модельных системах во время и после косми-

ческого полета [6–8]. В последнее время было заре-

гистрировано несколько случаев тромбоцитопении 

(уменьшение количества тромбоцитов) у космонавтов 

после космических полетов из-за снижения образова-

ния тромбоцитов, хотя причина этого снижения оста-

ется неизвестной [9].

Ограниченный доступ к космическому полету сти-

мулирует создание альтернативных методов моделиро-

вания условий микрогравитации на Земле. Такие раз-

личные устройства и комплексы, воспроизводящие эф-

фекты невесомости, более доступны для исследования 
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биологических эффектов клеток при изменении грави-

тации [10]. Несмотря на разные принципы работы на-

земных устройств, они значительно увеличили потен-

циал исследований в области моделирования условий 

космического пространства по сравнению с экспери-

ментами в реальном космосе [11, 12].

Условия, подобные микрогравитации, можно соз-

давать с помощью различного оборудования: биореак-

тора с вращающейся стенкой, клиностата, RPM (Ran-

dom Positioning Mashione) и магнитной левитации [13]. 

RPM-моделированная микрогравитация была создана 

как надежный инструмент для поддержки наземных 

исследований влияния микрогравитации на организм. 

RPM вращается со случайной скоростью и направле-

нием вокруг трех осей, тем самым усредняя суммарный 

вектор гравитации, испытываемый клетками, до зна-

чений ниже 0,003g [14].

Моделированная микрогравитация может оказы-

вать влияние на пролиферацию и апоптоз в различных 

клетках. RPM-моделирование используется для изуче-

ния влияния микрогравитации на жизнедеятельность 

клеток в физиологических состояниях (эндотелий со-

судов, стволовые клетки) и при различных патоло-

гических процессах: гематологических заболеваниях 

(клетки крови при лейкемии), клетки злокачественной 

глиомы, рака щитовидной железы [15–19]. Апоптоз 

в условиях микрогравитации наблюдали в глиальных 

[20] и эндотелиальных клетках [21], раковых клетках 

щитовидной железы [22] и лейкозных клетках Jurkat 

в космосе [7]. На разных моделях микрогравитации по-

казано влияние на цитоскелет и форму эндотелиаль-

ных клеток [23, 24], гепатоцитов [25] и фибробластов 

[26]. Моделирование условий микрогравитации при-

водит также к изменениям   морфологических струк-

тур, цитоскелета и функции эмбриоидного тела [27].

Несколько сообщений продемонстрировали, что 

имитация микрогравитации с использованием ротаци-

онной системы суспензионных культур (RCCS) влия-

ет на пролиферацию и дифференцировку клеток свя-

занных с гемопоэзом [28], и значительно ингибирует 

пролиферацию миеломоноцитарных клеток U937 [29] 

и клеток миелоидной лейкемии K562 [30, 31].

Ключевыми компонентами механизма прогрессии 

клеточного цикла являются – циклины. Известно, что 

фазы клеточного цикла регулируются циклинами: фа-

за G1 циклинами D1, D2 и D3, S-фаза – циклинами 

A и Е, фазы G2/M – циклинами B1 и B2. Циклин D 

в комплексе с циклин-зависимыми киназами CDK4 

и CDK6 способствует прогрессии клеточного цикла 

и переходу из G1 в S-фазу, экспрессия циклина B1 ас-

социирована с переходом к митозу [32, 33].

Роль циклинов в прогрессии клеточного цикла 

в условиях микрогравитации наименее изучена. Вли-

яние микрогравитации на клеточные реакции и фи-

зиологические эффекты мегакариоцитов еще не бы-

ли объектом исследования. Это первая попытка изу-

чения влияния микрогравитации на клеточный цикл 

клеточной линии мегакариобластного лейкоза чело-

века MEG-01.

Цель работы – исследование экспрессии цикли-

нов клеточного цикла мегакариоцитарной клеточной 

линии человека при воздействии моделированной ми-

крогравитации.

Методика

Культура клеток. Линия клеток мегакариобластно-

го лейкоза человека MEG-01 была получена из Немец-

кой коллекции микроорганизмов и клеточных культур 

(DSMZ, Брауншвейг, Германия). Клетки поддержи-

вали в культуральной среде RPMI 1640 с добавлени-

ем 10% фетальной телячьей сыворотки (ФТС) (Юж-

ная Америка, Jiangsu Haoke Bio-engineering Co., Ltd) 

и 10 мкг/мл гентамицина (Life Technologies, США) 

в инкубаторе при 37 °C в 5% CO2 (Sanyo, Япония). 

Клетки выращивали в культуральных флаконах объе-

мом 75 см3 (Corning, США) и поддерживали в логариф-

мической фазе рутинным пассированием каждые 2–3 

сут. Для экспериментов экспоненциально растущие 

клетки MEG-01 собирали и ресуспендировали в све-

жей культуральной среде.

Прибор случайного позиционирования. Условия ми-

крогравитации моделировали при помощи прибора 

случайного позиционирования (RPM – Random Po-

sitioning Machine) (Dutch Space, Компания Astrium 

EADS, Лейден, Нидерланды). Для начала экспери-

мента клетки MEG-01 с плотностью 2 × 106 клеток/

мл высевали в культуральные флаконы. Пузырьки воз-

духа удаляли, чтобы уменьшить турбулентность и си-

лы сдвига. Культуральные флаконы (группы RPM) 

размещали в центре платформы, которая вращалась 

со скоростью 60°/с. RPM помещали в инкубатор для 

культивирования при 37 °C с 5% CO2. Культураль-

ные флаконы группы статического контроля (1g кон-

троль) помещали в том же инкубаторе, что и группы 

RPM, при 37 °C.

Анализ жизнеспособности клеток. В начале каждо-

го эксперимента и после инкубации в течение указан-

ных периодов времени (24 ч, 72 ч, 96 ч и 168 ч) жиз-

неспособность клеток оценивали по отсутствию в них 

витального красителя (трипановый синий, invitrogen, 

США). Аликвоту суспензии (20 мкл) из каждого образ-

ца смешивали с трипановым синим в равных количе-
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ствах в пробирке, затем каплю клеточной суспензии 

из пробирки переносили на предметное стекло для ана-

лиза на автоматическом счетчике клеток (Countess™, 

Invitrogen, США).

Проточно-цитофлуориметрический анализ экспрес-

сии циклинов клеточного цикла. После различных усло-

вий микрогравитации (24 ч, 72 ч, 96 ч и 168 ч) образцы 

клеток отмывали буфером ФСБ (фосфатно-солевой бу-

фер),  фиксировали с помощью 75% этанола для опре-

деления циклина B, циклина А, циклина Е и 100% ме-

танола для циклина D и хранили при –20 °C  не ме-

нее 12–18 ч до окрашивания.

Для анализа клетки отмывали буфером ФСБ, 

пермебиализировали 0,25% Triton X-100 в тече-

ние 5 мин при + 4 °C и инкубировали с антителами 

к циклинам 30 мин при комнатной температуре в тем-

ноте. Все антитела к циклинам A, B, E, D (BD Biosci-

ences США) использовали в разведении 1: 1000 соглас-

но протоколу.

Антитела к иммуноглобулину G1 (IgG1), меченые 

FITC использовали в качестве изотипического контро-

ля для исключения флуоресцентного фонового шума.

Все образцы анализировали на проточном цито-

флуориметре FACSCalibur (Becton Dickinson, уком-

плектованном аргоновым лазером с длиной вол-

ны 488 нм), с использованием программного обе-

спечения CELLQuest (Becton Dickinson, США). 

На цитограмме устанавливали соответствующее окно 

дискриминации (гейт), в котором на основании пря-

мого FSC и SSC вырезали основной пул клеток с це-

лью удаления мелких (дебрис) и крупных (агрегаты) 

частиц. Интенсивность флуоресценции оценивалась 

с учетом анализа гистограмм. На гистограммах по оси 

Х отображена интенсивность флуоресценции, по оси 

У – число событий (число клеток). Для каждого экспе-

риментального образца было зарегистрировано не ме-

нее 15 000 событий. Результаты выражали как среднюю 

интенсивность флуоресценции (MEAN).

Анализ методом Вестерн-блота. Образцы кле-

ток собирали, дважды промывали и лизировали 

в буфере для радиоиммунопреципитации (50 мМ 

Трис, 150 мМ NaCl, 0,5% дезоксихолевая кисло-

та натрия, 1% нонилфеноксиполиэтоксилэтанол 

(NP-40), 0,1% (масса/объем) додецилсульфата на-

трия (SDS), рН: 7,4). Концентрацию белка опре-

деляли по методу Бредфорда на спектрофотометре 

NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Уолтем, 

США). Затем 35 мкг общего белка на образец ис-

пользовали для электрофореза в полиакриламид-

ном геле с додецилсульфатом натрия 12% и полусу-

хого переноса на мембрану из поливинилидендиф-

торида 0,45 мкм (Immobilon-P Transfer Membran; 

Millipore, Берлингтон, США). Мембраны блоки-

ровали 5% молоком (Bio-Rad Laboratories, США) 

в буфере ТБСТ (Трис буфер с Твин-20) при ком-

натной температуре в течение 1 ч, а затем обраба-

тывали в течение ночи при 4 °C рабочими разведе-

ниями соответствующих первичных антител в при-

сутствии 5% молока с 0,06% азида натрия (NaN
3
) 

в буфере ТБСТ.

Мембраны были обработаны мышиными моно-

клональными антителами против циклинов A, B, E, D 

(все антитела использовали в разведении 1: 1000; BD 

Biosciences, США).

После инкубации с первичными антителами мем-

браны промывали буфером TБСT по 10 мин, 4 раза 

после чего инкубировали со вторичными антитела-

ми (иммуноглобулин G конъюгированный перокси-

дазой) в разведении 1: 1000 (Thermo Fisher Scientific, 

США) при температуре +4 оC в течение 1 ч с последу-

ющей промывкой в ТБСТ 4 раза по 10 мин.

Обнаружение белковых полос осуществлялось с ис-

пользованием станции изображения Odyssey ® XF Im-

aging System - LI-COR Biosciences- США и набора для 

обнаружения вестерн-блоттинга Amersham ECL (GE 

Healthcare, США) в соответствии с инструкциями про-

изводителя.

Моноклональные антитела против белка актина 

Ab-5 (разведение 1: 1000; BD Biosciences, Франклин-

Лейкс, США) использовали в качестве контроля за-

грузки.

Статистический анализ. Данные представлены 

как среднее ± стандартное отклонение из 3 независи-

мых экспериментов. Результаты выражали как сред-

нюю интенсивность флуоресценции (MEAN). Выборка 

соответствует нормальному распределению, что было 

оценено с помощью критерия Колмогорова-Смирно-

ва. Различия между группами оценивали с помощью 

параметрического t-критерия Стьюдента. Значения p 

< 0,05 считали статистически значимыми.

 Результаты и обсуждение

Тромбоциты   представляют собой фрагменты ци-

топлазмы мегакариоцитов, окруженные мембраной 

[34–36]. По своим морфологическим свойствам мега-

кариоциты представляют собой крупные клетки (50-60 

мкм) с огромным ядром, большими цитоплазматиче-

скими вакуолями и цитоплазматическими выпячива-

ниями. Ядерно-цитоплазменное соотношение в ме-

гакариоцитах обычно в пользу цитоплазмы: послед-

няя, занимает нередко все поле зрения микроскопа. 

Наряду с целыми, хорошо сохранившимися клетка-
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ми встречаются разрушенные клетки, отдельные ядра 

или их фрагменты [37].

В качестве модельных клеток нами была выбра-

на линия мегакариобластных клеток (MEG-01) [38]. 

В качестве моделирования условий микрогравитации 

был выбран прибор RPM, который валидирован и ши-

роко используется в различных лабораториях разных 

стран [12, 31, 39].

Анализ данных проточной цитометрии показал из-

менения экспрессии всех циклинов в мегакариобласт-

ных клетках MEG-01.

 На рис. 1 (а–г) слева на графике показана экспрес-

сия циклинов в виде гистограмм.  Справа на рис. 1 (д–

з) представлены графики с средним значением соот-

ветственно в контрольной (1g) группе и группе RPM-

моделированной микрогравитации при различных 

временных интервалах. Наиболее выраженные изме-

нения по сравнению с контрольной группой   проис-

ходят на 96 ч в условиях RPM-моделированной микро-

гравитации (рис. 1).

По результатам проточной цитометрии экспрессия 

циклина B в мегакариобластных клетках MEG-01 при 

RPM-моделированной микрогравитации также наи-

более выражена была на 96 ч. Экспрессия циклина D 

в мегакариобластных клетках MEG-01 показывает, что 

клетки успешно вступают в фазу пролиферации, и чис-

ло делящихся клеток не меньше, а то и больше по срав-

нению с контролем. Однако определенных тенденций 

к нарастанию или падению нет. Экспрессия циклина 

А демонстрирует нарастание в группе RPM в течение 

первых 4 сут, с последующим снижением, что, вместе 

с пиком циклина D может указывать на торможение 

клеточного цикла в фазе G2, до митоза. Падение уров-

ня экспрессии циклинов А и D до уровня статической 

группы или ниже может говорить об адаптации кле-

ток к новым условиям и успешному прохождению кле-

точного цикла. Экспрессия циклина Е в группе RPM 

в сравнении с контрольной группой, не особенно чёт-

ко выражена, что может свидетельствовать об отсут-

ствии препятствий к прохождению синтетической фа-

зы клеточного цикла.

 Данные, полученные методом вестерн блота, под-

твердили, что основное изменение экспрессии цикли-

нов клеток MEG-01 происходит через 96 ч, в условиях 

моделированной микрогравитации, по сравнению со 

статическим контролем. На рис. 2, а представлена экс-

прессия цитокинов в виде белковых полос и соответ-

ствующих графиков с отклонениями (2, б). Как видно 

из рис. 2, происходит нарастание экспрессии цикли-

на А в группе RPM в течение первых 4 сут, с последу-

ющим снижением. Не выявлено существенных раз-

личий   в экспрессии циклина Е между группой RPM 

и контрольной группой (1g).

Экспрессия циклина B в клетках MEG-01 наибо-

лее выражена в группе RPM на 96 ч, как по результа-

там проточной цитометрии, так и по результатам ве-

стерн блота.

Повышенная экспрессия циклина B, согласуется 

с увеличенным процентом клеток в фазе G2/M, по-

скольку циклин B достигает максимума при митозе, 

но должен разрушаться кальций-зависимым образом 

для перехода в анафазу [40].

Показано, что повышающая регуляция циклина 

В во время фазы G2/M отражает наблюдение о том, что 

опосредованная кальцием экспрессия генов подавляет-

ся в результате уменьшения гравитационной силы [41].

Результаты нескольких экспериментов, направ-

ленных на изучение клеточного цикла в условиях 

моделированной микрогравитации, были получе-

ны с использованием различных клеточных линий. 

Моделированная микрогравитация вызывала ча-

стичный арест фазы G1 в клетках феохромоцито-

мы крысы PC12 крысы [42]. Кроме того, как нор-

мальные гладкомышечные клетки сосудов мыши, 

так и неопластические клетки рака молочной желе-

зы человека были индуцированы к частичной оста-

новке в G2/M 1A (CDKN1A) при моделированной 

микрогравитации [43].

Как сообщается в одном исследовании, в клеточ-

ных линиях колоректального рака-DLD-1 и клеточной 

линии лимфобластного лейкоза в условиях микрогра-

витации наблюдали измененную морфологию клеток, 

снижение жизнеспособности клеток и аномальный 

профиль клеточного цикла в сравнении с их статиче-

скими контролями. Во время клеточного цикла в клет-

ках DLD-1 обнаруживалась целая серия изменений – 

снижение жизнеспособности, способности образовы-

вать колонии, признаки нарушения регуляции генов 

клеточного цикла, наличие онкогенов, маркеров про-

грессирования рака и прогностических маркеров [44].

В другом исследовании клетки хронического мие-

лоидного лейкоза (K562) культивировали в ротацион-

ной системе клеток НАСА [28]. Результаты показали, 

что микрогравитация, моделированная RCCS, может 

вызывать временное ингибирование пролиферации, 

но не приводит к апоптозу [29].

Одновременное воздействие на фибробласты челове-

ка моделированной микрогравитации и облучения при-

водило к большему количеству хромосомных аберра-

ций, чем в клетках, подвергшихся воздействию только 

радиации. Экспрессия генов, подавляющих клеточный 

цикл (ABL1 и CDKN1A) уменьшалась, а генов (CCNB1, 
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Рис. 1. Для моделирования эффекта микрогравитации использовалась машина случайного позиционирования (RPM). Продемонстрировано 

влияние эффектов RPM-моделированной микрогравитации на экспрессию циклинов в клетках MEG-01. В качестве контроля использовались 

флаконы с клетками в статическом положении (1g). Анализ проводили на проточном цитофлуориметре FACSCalibur. Результаты выражены в ви-

де репрезентативных гистограмм и графиков. Данные представлены как средние значения ± стандартное отклонение. *p < 0,05 по сравнению 

со статическим контролем (n = 3).

Fig. 1. A random positioning machine (RPM) was used to simulate the effect of microgravity. Effects of RPM-simulated microgravity on the expression 

of cyclins in MEG-01 cells was demonstrated. The flasks with cells in a static position (1g) were used as controls. The analysis was performed on a FACS-

Calibur flow cytometer. Representative histograms and graphs demonstrate the results. Data are presented as mean ± standard deviation. *p < 0.05 

compared to static control (n = 3).
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Рис. 2. Для моделирования эффекта микрогравитации использовалась машина случайного позиционирования (RPM). Продемонстрировано 

влияние эффектов RPM-моделированной микрогравитации на экспрессию циклинов в клетках MEG-01. В качестве контроля использовались 

флаконы с клетками в статическом положении (1g). Анализ проведен методом вестерн блота с помощью мышиных моноклональных антител 

против циклинов А, B, Е, D. Данные представлены как средние значения ± стандартное отклонение. *p < 0,05 по сравнению со статическим кон-

тролем (n = 3).

Fig. 2. A random positioning machine (RPM) was used to simulate the effect of microgravity. Effects of RPM-simulated microgravity on the expression of 

cyclins in MEG-01 cells was demonstrated. The flasks with cells in a static position (1g) were used as controls. The analysis was performed by Western blot 

using mouse monoclonal anti-cyclin A, B, E, D antibodies. Data are presented as mean ± standard deviation. *p < 0.05 compared to static control (n = 3).
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CCND1, KPNA2, MCM4, MKI67 и STMN1), ответствен-

ных за клеточный цикл, под действием микрогравитации 

увеличивались после облучения ионами углерода (C) [45].

Согласно полученным раннее нами результатам, 

моделированная микрогравитация нарушала разви-

тие клеточного цикла MEG-01 клеток. Анализ проли-

ферации с помощью внутриклеточного маркера Ki-67 

и проточной цитометрии показал снижение пролифе-

рации клеток в группе RPM по сравнению с группой 

статического контроля через 72 ч [46].

В настоящей работе, мы исследовали экспрессию 

циклинов в клетках MEG-01 методом проточной ци-

тометрии и вестерн блотом. Оба метода в совокупности 

демонстрируют, что основное изменение уровней экс-

прессии циклинов происходит в условиях моделиро-

ванной микрогравитации через 96 ч. Так, уровень экс-

прессии циклина А демонстрирует нарастание в группе 

RPM в течение первых 4 сут, с последующим сниже-

нием, что, вместе с пиком циклина D может указывать 

на торможение клеточного цикла в фазе G2, до митоза.

Заключение

Таким образом, на основе полученных нами данных 

можно сделать вывод, что RPM-моделированная ми-

крогравитация задерживает развитие клеточного цикла 

MEG-01 клеток при переходе в фазу G2/M через 96 ч. Од-

нако через неделю клетки MEG-01 успешно адаптируют-

ся к условиям невесомости и экспрессия циклинов воз-

вращается к уровню контрольных клеток. Кроме этого, 

полученные нами результаты согласуются с эксперимен-

тальными данными, полученными на различных клетках 

при условиях моделированной микрогравитации. Даль-

нейшие исследования влияния гравитации на клеточ-

ные реакции мегакариоцитов помогут понять патогенез 

заболеваний, приобретенных в экстремальных условиях.
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