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Актуальность. Стрессорные гранулы (СГ) – внутриклеточные безмембранные органеллы, формируемые клет-
кой в ответ на неблагоприятные, нефизиологические воздействия. Они представляют собой временные рибо-
нуклеопротеиновые частицы, включающие в свой состав нетранслируемые мРНК и тем самым способствую-
щие сохранению этих мРНК на время клеточного стрессового ответа. Кроме функции депонирования, СГ могут 
быть важными интеграторами информации в клетке в стрессовых условиях и влиять на «клеточную судьбу». 
Большинство современных исследований СГ проводится с использованием иммортализованных клеточных 
линий и специфических индукторов, действию которых клетки в in vivo условиях при развитии патологического 
процесса обычно не подвергаются.
Цель работы. Работа направлена на оценку способности персонифицированных эндотелиальных клеток HUVEC 
собирать стрессорные гранулы при действии некоторых индукторов клеточного стресса, близких к действую-
щим in vivo патологическим факторам.
Методика. Эндотелиальные клетки HUVEC выделяли из пупочных вен здоровых рожениц. В работе впервые 
были использованы персонифицированные культуры эндотелия, пулирование клеток от разных доноров не 
проводилось. К HUVEC применяли типичные условия сборки СГ, установленные другими исследовательскими 
группами для клеточных линий: окислительный и восстановительный стрессы. Также исследовались стрессо-
ры, значимые для ассоциированных с дисфункцией эндотелия патологий: солевая нагрузка, вращательно-ос-
циллирующий поток жидкости, а также холодовой шок. Для детектирования СГ использовалось иммунофлуо-
ресцентное детектирование маркера СГ белка G3BP1, конфокальная микроскопия и микроскопия сверхвысо-
кого разрешения STED.
Результаты. Показана сборка G3BP1-содержащих СГ клетками HUVEC в ответ на острый окислительный (0,5 
мМ NaAsO2, 30 минут) и острый восстановительный стресс (3 мМ DTT, 1,5 часа), что подтверждает возможность 
детектирования СГ в персонифицированных куль турах HUVEC. Впервые была продемонстрирована способ-
ность эндотелия собирать СГ в ответ на повышенную концентрацию хлорида натрия и 200 мМ маннит. Не было 
обнаружено стрессорных гранул при десятичасовом холодовом шоке в клетках ЭК, хотя ранее СГ были детекти-
рованы в других клеточных типах другими авторами в сходных условиях. Не было обнаружено также G3BP1-со-
держащих СГ при воздействии осциллирующего потока жидкости на HUVEC. Полученные результаты могут ука-
зывать на тканевую специфику клеточных стрессовых ответов в эндотелиальных клетках.
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Background. Stress granules (SGs) are intracellular membraneless organelles formed by cells in response to adverse 
non-physiological conditions. They are transient ribonucleoprotein particles that sequester untranslated mRNAs, 
thereby contributing to the preservation of these mRNAs during the cellular stress response. Beyond their role as storage 
depots, SGs may serve as crucial information integrators under stress, influencing cell fate decisions. Most current 
SGs research utilizes immortalized cell lines and specific inducers not typically encountered by cells in vivo during 
pathological processes.
Aim. This study aimed to assess the ability of personalized human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) to assemble 
stress granules in response to various cellular stress inducers.
Methods. HUVECs were isolated from the umbilical veins of healthy donors. Personalized endothelial cultures without 
pooling cells from different donors were used in this study. We applied typical SG assembly conditions established for 
cell lines – oxidative and reductive stresses. Additionally, we investigated stressors relevant to endothelial dysfunction-
associated pathologies: high NaCl concentrations, oscillatory fluid flow, and cold shock. SGs were detected using 
immunofluorescence targeting the canonical SG marker protein G3BP1, combined with confocal and super-resolution 
STED microscopy.
Results. We demonstrated the assembly of G3BP1-positive SGs in HUVECs in response to acute oxidative stress 
(0.5 mM NaAsO2, 30 min) and acute reductive stress (3 mM DTT, 1.5 hours), confirming the feasibility of SG detection in 
personalized HUVEC cultures. For the first time, we showed the ability of endothelial cells to assemble SGs in response 
to elevated sodium chloride concentrations and 200 mM mannitol. In contrast, no SGs were detected following a ten-
hour cold shock, despite previous reports of SG formation in other cell types under similar conditions. Similarly, no 
G3BP1-containing SGs were observed in HUVECs subjected to oscillatory fluid flow. These findings suggest potential 
tissue-specific features of the cellular stress response in endothelial cells.
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Введение

Стрессорные гранулы (СГ) – это безмембранные ор-
ганеллы, представляющие собой рибонуклеопротеиновые 
комплексы размером 0,1–2 мкм, формирующиеся в цито-
плазме клеток путем конденсации жидкой фазы в ответ 
на различные неблагоприятные воздействия, такие как 
окислительный стресс, тепловой шок, ультрафиолетовое 
излучение, осмотический шок и т.д. СГ играют важную 
роль в регуляции реализации генетической информации 
при стрессе. При образовании они включают в себя ком-
поненты транслатома (совокупности компонентов, уча-
ствующих в трансляции) и становятся временным храни-
лищем ряда транскриптов, в частности, по мнению ряда 
авторов, продуктов генов домашнего хозяйства [1]. Такое 
перераспределение, компартментализация транскриптов 
позволяет снизить глобальную трансляцию, а с учетом 
того, что она является одним из наиболее энергоемких 
процессов, это способствует энергосбережению клет-
ки в стрессовых условиях [1]. Включение транскриптов 
в СГ способствует их стабилизации, исключение – воз-
вращению их к активной трансляции или деградации че-
рез Р-тельца [1]. Можно предположить, что сборка СГ – 
внутриклеточный защитный механизм, направленный на 
выживание клетки, в том числе посредством сохранения 
ряда белок-кодирующих транскриптов и перенаправле-
ния трансляционной машинерии на синтез стрессовых 
белков в неблагоприятных условиях в режиме жесткой 
экономии энергии. Cтимулом к сборке СГ служит акти-
вация интегрального стрессового ответа (ISR), который 
зависит от одной или нескольких киназ: 1) киназы гемо-
регулируемого фактора инициации 2α (HRI), которая ре-
агирует на окислительный стресс; 2) протеинкиназы, за-
висимой от двухцепочечной РНК (PKR), которая реаги-
рует на вирусную инфекцию; 3) PKR-подобной киназы 
эндоплазматического ретикулума (PERK), которая ре-
агирует на накопление неразвернутых белков; и 4) ки-
назы GCN2, которая реагирует на дефицит аминокис-
лот. Все они конвергируют на фосфорилирование фак-

тора инициации трансляции eIF2α, что и вызывает блок 
инициации трансляции. Высвободившаяся из полисомы 
мРНК вместе с факторами инициации трансляции начи-
нает конденсироваться в цитозоле в новую жидкую фа-
зу, формируя стрессорные гранулы. В СГ детектируют-
ся трансляционные факторы eIF4E, eIF4G, eIF3, а также 
малые рибосомальные субъединицы и полиаденилиро-
ванная мРНК. Недавние данные указывают на снижение 
активности провоспалительных сигнальных путей при 
формировании СГ [2]; кроме того, упаковка РНК в СГ, 
вероятно, будет также способствовать снижению актив-
ности путей врожденного иммунитета, их цитоплазмати-
ческих РНК-сенсоров [3].

СГ являются динамическими как минимум в двух 
смыслах: во-первых, это временные образования, кото-
рые должны быть разобраны; во-вторых, СГ обменива-
ются компонентами с цитоплазмой. СГ претерпевают со-
зревание, происходящее по механизму слияния нанораз-
мерных зародышей в зрелую СГ [4] или путем нуклеации 
с формированием сравнительно стабильного ядра и внеш-
ней динамически обменивающейся оболочки, состоящей 
из РНК и белков [5]. По одной из моделей, оболочка мо-
жет представлять собой длинные РНК, прикрепленные 
к ядру и выходящие за пределы белковой поверхности 
СГ [6]. По другим данным, состав РНК в ядре и оболоч-
ке примерно похож, однако это может быть как раз связа-
но с соосаждением ядра и оболочки СГ по причине «при-
крепления» РНК к ядру СГ в ходе транскриптомного ана-
лиза [7]. мРНК, высвободившаяся после разборки СГ при 
прекращении неблагоприятного воздействия или адапта-
ции клетки, вновь может транслироваться.

На настоящий момент недостаточно ясны принци-
пы, в соответствии с которыми транскрипты попадают 
в стрессорные гранулы и показывают предпочтитель-
ную локализацию в составе СГ. Khong et al. [7] изучи-
ли транскриптомный состав СГ и обнаружили, что бо-
лее 78% транскриптов в стрессорных гранулах – это ма-
тричная РНК, составляющая в сумме 10–12% от общего 
внутриклеточного пула мРНК. По другим данным, бе-
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локкодирующая РНК составляет в СГ 89,5%, длинная 
некодирующая РНК – 5,3% [1]. В СГ обычно попадают 
транскрипты с меньшей эффективностью трансляции 
(т.е. с меньшим количеством связанных рибосом) [7]. 
Наблюдается очень слабая (по сравнению с Р-тельца-
ми) корреляция включения в СГ и обогащения AU-эле-
ментами, так как последние более активно взаимодей-
ствуют с РНК-связывающими белками [1]. По другим 
данным, обогащенные в СГ мРНК имеют более корот-
кое время жизни, невысокую копийность и меньший 
GC-состав [7]. Несколько источников обнаруживают пе-
ревес по включению в СГ более длинных РНК в связи 
с их большей способностью к межмолекулярным взаи-
модействиям [1, 7]. РНК-связывающие белки в СГ, вза-
имодействующие с депонированными РНК, обогащены 
по сравнению с общим пулом РНК-связывающих бел-
ков лишь умеренно [7], что может указывать на важную 
роль РНК-РНК-взаимодействий при сборке СГ. Вместе 
с тем недавняя работа предлагает альтернативное виде-
ние процесса сборки СГ: ему предшествует конденса-
ция всего транскриптома, а не небольшого числа транс-
криптов, в так называемые конденсаты ингибированной 
трансляции (translation-initiation-inhibited condensates, 
TIICs), которые являются продуктом динамического рав-
новесия при конкуренции машинерии инициации транс-
ляции и рекрутирования в TIIC за свободный 5’-кеп мР-
НК; при этом TIIC могут быть предшественниками СГ 
[8]. По данным этих авторов, обогащения СГ длинны-
ми РНК не наблюдается.

Высокоэкспрессируемые гены, обеспечивающие важ-
ные функции клетки, такие как гликолитический фермент 
GAPDH (глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа) или ак-
тин, насыщения в стрессорных гранулах не показывают. 
Так, всего 4% от общего числа мРНК GAPDH консерви-
руется в СГ при остром окислительном стрессе, на долю 
актина в составе СГ при этом приходится всего 0,5% кон-
сервируемых транскриптов [7]. Вместе с тем, указанные 
транскрипты относятся к продуктам так называемых ге-
нов домашнего хозяйства, т.е. постоянно транскрибиру-
емых генов, что означает высокую готовность хроматина 
и транскрипционного аппарата к их синтезу и, возможно, 
низкую «ценность» этих транскриптов.

Протеом стрессорных гранул представлен более 
чем 200 различными белками, участвующими в пост-
транскрипционном созревании и трансляции мРНК, а так-
же определяющими функциональные свойства самих СГ. 
Кроме того, протеом СГ изменяется в течение их суще-
ствования в цитозоле клетки [9]. Белки поздней фазы СГ 
имеют малое содержание внутренне-неупорядоченных 
областей. Как известно, неупорядоченные белки имеют 

количество партнеров в белок-белковых взаимодействиях, 
существенно превосходящее таковое у белков с опреде-
ленной трехмерной конформацией. В связи с этим белки 
поздней фазы СГ меньше взаимодействуют друг с другом, 
хотя и ориентированы в значительной степени на процес-
синг законсервированных транскриптов. Белки ранней 
фазы, также называемые «нуклеирующими белками», 
обладают противоположными свойствами. Они имеют 
более высокую изоэлектрическую точку и большее чис-
ло прионоподобных элементов, индуцирующих жидко-
фазное разделение и, по мнению ряда авторов, играю-
щих ключевую роль в формировании стрессорных гра-
нул. 65% ранних белков являются РНК-связывающими 
белками, определяющими РНК-центричность ранней фа-
зы СГ и значимость взаимодействий с РНК при образова-
нии СГ, против 38%-содержания РНК-связывающих бел-
ков на поздней стадии СГ [9]. Белки ранней фазы состав-
ляют ядро – внутреннюю часть СГ. К их числу относят 
G3BP1, G3BP2, UBAP2L, TIA1, TTP, FMRP, и CAPRIN1 
[5]. Именно их принято рассматривать в качестве марке-
ров СГ. Нахождение G3BP1 в составе цитоплазматиче-
ских стрессорных гранул, индуцированных арсенитом 
натрия, и его колокализация в этих структурах с HuR 
и TIA-1 были впервые показаны в 2003 году (статья со-
держала неточности и была скорректирована в 2023 году) 
[10]. С тех пор детектирование СГ по G3BP1 использует-
ся повсеместно, в том числе и нами в настоящей статье. 
Однако получаемые результаты следует интерпретиро-
вать с осторожностью. При применении фьюжн-плаз-
мид и гиперэкспрессии G3BP1, агрегация данного белка 
в цитозоле может оказаться термодинамически предпоч-
тительной [11], или могут образовываться эктопические 
гранулы без стресс-воздействия [12].

Несмотря на рост числа сведений и публикаций 
за последние годы по безмембранным органеллам в це-
лом и по стрессорным гранулам в частности, многие 
аспекты СГ остаются малоизученными. Так, в качестве 
модели для изучения фундаментальных свойств СГ за-
частую используют клеточную линию остеосаркомы че-
ловека – U2OS. Это крупные плоские клетки, имеющие 
сравнительно большую площадь и высокую эффектив-
ность трансфекции, что делает их удобными для прове-
дения исследований. Однако важно учитывать, что это 
раковая линия, адаптированная к условиям культивиро-
вания. Динамика и особенности СГ у нормальных кле-
ток in vivo в силу большого числа межклеточных взаи-
модействий, получаемых сигналов и наличия у клеток 
предела Хейфлика, могут существенно отличаться. Не 
исключено, что состав и динамика СГ могут быть тка-
неспецифичными.
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Сборка СГ в экспериментах инициируется специфи-
ческими индукторами: чаще всего используют арсенит 
натрия, индуцирующий острый окислительный стресс, 
но могут использоваться и другие химические стрессо-
ры, например, дитиотрейтол, восстанавливающий дис-
ульфидные связи белков, что запускает в клетке ответ на 
несвернутые белки, известный как UPR (англ. Unfolded 
Protein Response), элементом которого является ингиби-
рование кеп-зависимой трансляции [13]. Применяемые 
воздействия – 0,5 мМ арсенита натрия или 3 мМ дитио-
трейтола – носят искусственный характер, и какие пато-
физиологические факторы, действующие при развитии 
заболеваний, будут инициировать сборку СГ, – вопрос 
по-прежнему плохо изученный.

Особое внимание СГ заслуживают при старении. 
На модельном организме C. elegans показана взаимосвязь 
между продолжительностью жизни и накоплением стрес-
сорных гранул (в качестве маркеров были использованы 
белки PAB-1 и TIAR-2). У долгоживущих особей грану-
лы не были детектированы, а у особей с меньшей про-
должительностью жизни и уменьшенным размером ор-
ганизма были РНК-гранулы, утратившие динамичность 
по мере старения [14].

C другой стороны, Ivanov et al. демонстрируют, что 
при хроническом стрессе, в частности окислительном, 
который также ассоциирован с ингибированием транс-
ляции в клетке, клетки утрачивают способность фор-
мировать СГ в ответ на острое неблагоприятное воз-
действие. Предположительно, хронический стресс, 
в отличие от однократного острого, ингибирует транс-
ляцию не только на этапе инициации (фосфорилирова-
ние eIF2α), но и на этапе элонгации (фосфорилирование 
eEF2), что приводит к «застреванию» на мРНК 80S ри-
босом. Наличие таковых на мРНК препятствует их пе-
реходу в СГ [15].

Для лучшего понимания роли стрессорных гранул 
в организменных процессах достаточно важным явля-
ется их изучение на первичных культурах нормальных, 
нетрансформированных клеток, которые подвержены 
процессам стресса и старения в большей степени, чем 
трансформированные клеточные линии. В данной рабо-
те мы изучили сборку СГ на персонифицированных куль-
турах нетрансформированных клеток эндотелия (ЭК) пу-
почной вены HUVEC. Их переход из физиологических 
условий в условия культивирования сопровождается де-
привацией сигналов и воздействием стрессовых факто-
ров, среди которых высокий уровень кислорода, дей-
ствие трипсина и метаболический стресс, вызванный 
отсутствием перфузии при статических условиях куль-
тивирования.

Мы исследовали действие ряда неблагоприятных 
факторов, действие которых эндотелиоциты могут под-
вергаться in vivo. К их числу относятся солевая нагрузка, 
гипотермия и осциллирующий поток жидкости.

Методика

Эндотелиальные клетки HUVEC – получение 
и культивирование

Пуповины были получены в ФГБУ «НМИЦ аку-
шерства, гинекологии и перинатологии им. академика 
В.И. Кулакова» от здоровых рожениц в соответствии 
с разрешением комиссии № 11 по этике от 19.12.2024.

Индивидуальные донорские эндотелиальные клетки 
(HUVEC) выделяли из пуповины человека по методу, ос-
нованному на методиках Яффе [16] и Щегловитовой [17] 
с модификациями.

Свежие пупочные вены канюлировали и заполняли 
раствором диспазы (2 мг/мл) (Worthington Biochemical 
Corp., США) и инкубировали при 37 °C в течение 30 ми-
нут. Затем вены перфузировали PBS. Клетки собирали 
из перфузата центрифугированием при 1000 об/мин в те-
чение 10 мин, ресуспендировали в среде M199 c соля-
ми Эрла (ПанЭко, Россия), 20% FBS (HighClone, Logan, 
UT, США), 2 мМ L-глутамина, 1 мМ пирувата на-
трия, 50 мкг/мл гентамицина (КРКА), 2 мкг/мл амфоте-
рицина с добавлением 200 мкг/мл эндотелиального фак-
тора роста (Sigma), 100 мкг/мл гепарина (Московский 
эндокринный завод, Москва, Россия) и высевали в куль-
туральные флаконы площадью 25–75 см2. Клетки культи-
вировали во влажной атмосфере с 5% CO2 при 37 °C. Кон-
флюентные первичные монослои промывали и субкуль-
тивировали в пределах 1–3 пассажей трипсином (0,05% 
трипсин +0,02% ЭДТА, Gibco). Культуры, полученные 
от доноров, вели раздельно и не пулировали. Эксперимен-
ты проводили на 1–3 пассажах. Жизнеспособность кле-
ток оценивалась с помощью трипанового синего, в экспе-
риментах использовались клетки с жизнеспособностью 
не менее 90%.

Индукция стрессорных гранул 
и иммунофлуоресценция

Образование стрессорных гранул оценивали по-
сле воздействия на эндотелиоциты арсенита натрия 
(0,5 мМ, 30 мин), дитиотрейтола (3 мМ, 1,5 ч), хлорида 
натрия (200 мМ добавочная, без учёта NaCl в М199, 1 ч), 
маннита (200 мМ, 1 ч), осциллирующего потока жидко-
сти (1 ч на шейкере, помещенном в СО2 -инкубатор), ги-
потермии (10 °С, 10 ч). Клетки фиксировали 2% ПФА, 
пермеабилизировали 0,5% Тритоном X-100, блокирова-
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ли в течение 1,5 ч в ФСБ, содержащем 4% БСА и 0,1 М 
глицина, инкубировали с первичными антителами про-
тив G3BP1 (1:500, ThermoFisher, США) в течение ночи 
и окрашивали вторичными антителами анти-кролик, ме-
ченными FITC (1:1000, Имтек, Россия), либо STAR RED 
(1:1000, Abberior, Германия). Изображения получали на 
конфокальном микроскопе Nikon Eclipse Ti2, оснащен-
ном модулем суперразрешения STEDYCON.

Результаты
При действии на клетки культуры HUVEC 0,5 мМ ар-

сенита натрия (30 минут) и 3 мМ дитиотрейтола (1,5 ча-
са) визуализировались стрессорные гранулы (рис. 1 B, C). 
Распределение флуоресцентного сигнала (G3BP1) в кон-
трольных клетках (лунках) осталось при этом диффузным 
(рис. 1 A, E). Полученные данные совпадают с более ран-
ними публикациями с использованием ЭК [18] и фибробла-
стов [19]: клетки эндотелия HUVEC в ответ как на острый 
окислительный, так и на острый восстановительный стресс 
также формируют стрессорные гранулы с включением бел-
ка G3BP1. Этот результат в дальнейшем был использован 
нами в качестве положительного контроля.

При иммунофлуоресцентном окрашивании G3BP1 
не было обнаружено стрессорных гранул в клетках, 
подвергавшихся вращательно-осциллирующему пото-
ку питательной среды, создаваемому на шейкере в те-
чение 90 минут (Рис.1, D). Данный вид воздействия 
был выбран, поскольку эндотелиальные клетки явля-
ются специализированными, механочувствительными 
и непрерывно испытывают влияние вынужденного кон-
вективного массопереноса в организме: ток крови вы-
зывает их сдвиговую деформацию и растяжение, а эти 
механические изменения кодируются в химические сиг-
налы в ходе механотрансмиссии и механотрансдукции 
[20]. В норме в некрупных сосудах преобладает устой-
чивый ламинарный поток, что обусловлено сравнитель-
но низкой скоростью крови, а также высоким сопро-
тивлением. Однако при некоторых патологиях лами-
нарность может быть нарушена. Так, например, при 
стенозе скорость кровотока возрастает, а после преодо-
ления области сужения ламинарность потока нарушает-
ся, он становится турбулентным или осциллирующим. 
Это наблюдается, к примеру, при формировании в со-
суде атеросклеротической бляшки. Снижение вязкости 
крови, обусловленное анемией, также может стимули-
ровать переход к турбулентности. Исследование Maurya 
et al. демонстрирует существенную перестройку транс-
крипционного профиля эндотелиоцитов под действием 
осциллирующего потока [21]. Уже после 60 минут воз-
действия значительно снижается экспрессия генов, ас-

социированных с эндотелиальным фенотипом (KLF2, 
KLF4, NOS3 и т.д.), а экспрессия генов, ассоциирован-
ных с воспалением и иммунным ответом, напротив, воз-
растает. Такие данные позволили нам сделать предполо-
жение, что часть транскриптов может быть вследствие 
этого депонирована в ЭК в стрессорных гранулах. Кро-
ме того, в начальной фазе действия потока на эндоте-
лиальные клетки может происходить растяжение эле-
ментов цитоскелета (актиновых, промежуточных фи-
ламентов, микротрубочек) и их связей с внеклеточным 
матриксом (например, фокальных адгезий). Хотя энер-
гия белок-белковых связей в комплексах, в том числе ци-
тоскелетных белков, их адаптеров и внеклеточных бел-
ков (например, талин-винкулин, актин-миозин), в сред-
нем примерно равна или даже несколько выше энергии 
нековалентных конформационных сил (водородных свя-
зей, гидрофобных взаимодействий), но она значительно 
ниже энергии дисульфидных ковалентных связей. Поэ-
тому возможность разворачивания цитоскелетных бел-
ков при внешних механических воздействиях зависит 
от соотношения стабилизирующих конформацию сил 
и их динамики. В ранней фазе, когда действие внешних 
сил еще не успело уравновеситься адаптивными пере-
стройками цитоскелета, в том числе в результате изме-
нившейся генной экспрессии, вероятно, нельзя исклю-
чать частичное разворачивание белков. Так, физиоло-
гические силовые воздействия способны растягивать 
молекулы талина, которые в результате этого экспони-
руют ранее скрытые криптические связывающие сайты 
для винкулина [22]. Рентгеноструктурный анализ пока-
зал, что α-катенин, который связывает кадгерины с ак-
томиозином, принимает стабильную аутоингибиторную 
конформацию, делающую сайт связывания винкулина 
недоступным [23]. При растяжении же отдельных мо-
лекул α-катенина с помощью магнитного пинцета было 
показано, что субдомены с MI (винкулин -связывающий 
домен (VBD)) до MIII разворачиваются в три характер-
ных этапа: обратимый этап при величине действующей 
силы ~5 пН и два неравновесных этапа при 10–15 пН, 
при этом усилие в 5 пН запускает связывание винкули-
на с доменом MI в соотношении 1:1 с наномолярной аф-
финностью, предотвращая рефолдинг домена MI после 
снятия силы [24]. В этой работе было показано, таким 
образом, что физиологически значимые силы обратимо 
разворачивают α-катенин, активируя связывание винку-
лина, которое затем стабилизирует α-катенин в его от-
крытой конформации, преобразуя действующую силу 
в устойчивый биохимический сигнал.

С учетом частичного разворачивания цитоскелет-
ных белков при действии механических сил на клет-
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ку, возникает вопрос, задействует ли клетка при этом 
какие-либо механизмы стрессового ответа. Хотя ме-
ханические силы предположительно оказывают более 
ограниченное влияние на клеточный протеом по срав-
нению, например, с химическими индукторами разво-
рачивания белков, вопрос образования стрессорных 
гранул при деформации клетки остаётся недостаточ-
но изученным.

Важным аспектом является также взаимосвязь СГ 
и цитоскелета, который перестраивается при механи-
ческих воздействиях. Участие актиновых филамен-
тов в динамике СГ в настоящее время показано только 
в клетках растений и не обнаружено в клетках млекопи-
тающих при остром окислительном стрессе. Замечена 
тенденция роста стрессорных гранул в областях клет-
ки, богатых микротрубочками и бедных актином [1]. 
Показано, что моторный белок NM II участвует в фор-
мировании стрессорных гранул, стимулируя подвиж-
ность G3BP1-содержащих органелл и их слияние в бо-
лее крупные гранулы. Кроме того, ингибирование NM 
II замедляет сборку СГ, а также приводит к уменьше-
нию их количества [9]. Ранние исследования подчёр-

кивают роль [24] и необходимость [26] микротрубочек 
в формировании стрессорных гранул. С одной сторо-
ны, имеет место АТФ-зависимый транспорт рибону-
клеопротеиновых частиц кинезином и динеином, а так-
же скольжение рибонуклеопротеиновых частиц по ми-
кротрубочкам с последующим их слиянием в гранулы, 
но при перестраивании сети микротрубочек (напри-
мер, при возникновении механического воздействия на 
клетку) может быть реализован и другой механизм, на-
зываемый «pushing or pulling», т.е. тяни-толкай. Иммо-
билизованные на микротрубочках рибонуклеопротеи-
новые частицы начинают агрегировать и формировать 
более крупные по размеру гранулы вследствие дина-
мической нестабильности микротрубочек [27]. В срав-
нительно недавней работе валидировали взаимодей-
ствие РНК-белкового конденсата in vitro и заключили, 
что субъединицы микротрубочек, обладающие слабым 
сродством к интерфейсам стрессовых гранул, полиме-
ризуются, и межмолекулярное сродство микротрубо-
чек к СГ возрастает, обеспечивая достаточную адге-
зию для деформации СГ, и сети микротрубочек значи-
тельно плотнее вокруг СГ [28].

Рис. 1. Сборка стрессорных гранул клетками HUVEC в разных условиях, примеры микрофотографий. А,E – необработанный клет-
ки (контроль); B – 0,5 мМ NaAsO2 30 минут; С – 3 мМ DTT 1,5 часа; D – осциллирующий поток 1 час; F – гипотермия 10°С, 10 ч; G – 
NaCl 200 мМ, 1 ч; H – маннит 200 мМ, 1 ч. Клетки инкубировали в указанных G,условиях, после чего проводили процедуру иммуно-
флуоресцентного окрашивания с использованием антител к G3BP1. Количество независимых экспериментов n=2.
Fig. 1. SGs assembly in HUVEC cells under various conditions. Microphotography examples. A, E – untreated cells (control), 
B – 0,5 mM NaAsO2 30 min; С – 3 mМ DTT 1,5 h; D – oscillatory shear stress 1 h; F – hypothermia 10°С, 10 h; G – NaCl 200 mМ, 1 h; H – 
mannitol 200 mМ, 1 h. Cells were incubated in the given conditions with subsequent immunofluorescent staining. G3BP1 antibodies were 
used. The total number of independent experiments n=2.
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Для проверки сборки СГ мы подвергали HUVEC ин-
тенсивному вращательно-осциллирующему потоку пита-
тельной среды, создаваемому на шейкере в течение 60 ми-
нут, при этом G3BP1-позитивные стрессорные гранулы 
детектированы не были обнаружены. Возможно, для их 
сборки требуется расширенный временной диапазон из-
за особенностей механического воздействия. Однако на 
более длительном интервале будет происходить адапта-
ция клеток с более активным вовлечением экспрессии ге-
нов. Кроме того, белок G3BP1 не является универсаль-
ным маркером СГ, в качестве альтернативного маркера 
используются также G3BP2 – паралог G3BP1, кодируе-
мый геном, локализованным на хромосоме 4, в то время 
как G3BP1 локализован на хромосоме 5. Данные белки 
имеют порядка 60% совпадения аминокислотной после-
довательности, с наиболее высоким сходством в NTF2 
– подобных доменов, что указывает на их способность 
одинаковым образом проходить через ядерные поры. 
РНК-связывающие домены RRM и RRG, а также богатые 
глицином участки у G3BP2 представлены более длинны-
ми аминокислотными последовательностями по сравне-
нию с G3BP1 [29].

Li et al. показали повышение экспрессии G3BP2, 
но не G3BP1 в эндотелиальных клетках, подвергнутых 
осциллирующему потоку жидкости. Ими также была 
продемонстрирована сборка G3BP2-содержащих стрес-
сорных гранул и колокализация G3BP2 с транскрипци-
онным фактором YAP, являющимся частью каскада ин-
тегрин β3-YAP и запускающим повышенную экспрессию 
генов, ассоциированных с воспалением эндотелия и со-
судистой проницаемостью [30].

Интересно, что G3BP2, но не G3BP1 способен связы-
вать IκBα и комплекс IκBα/NF-κB. G3BP2-опосредован-
ное удерживание IκBα в цитозолие клетки препятствует 
его транслокации в ядро и ингибированию ядерного NF-
κB, что стимулирует NF-κB-индуцированное воспаление. 
А вот стабилизация G3BP2 в цитозоле комплекса IκBα/
NF-κB, напротив, препятствует активации воспалитель-
ного каскада [29].

Была изучена возможность сборки СГ в ЭК при дей-
ствии десятичасовой гипотермии 10°С. На уровне ор-
ганизма различают лёгкую (32–35°С), умеренную (28–
32°С) и тяжёлую гипотермию (менее 28°С). Последняя 
характеризуется риском остановки сердца и летального 
исхода. Однако не системная, а локальная температура 
отдельных частей тела и органов, особенно в северных 
регионах, может опускаться ниже без существенных не-
гативных последствий для здоровья человека. Например, 
онемение и потеря ловкости пальцев свидетельствуют 
о достижении температуры 10–15°С в микрососудах ко-

нечности. Наблюдаемые при этом функциональные на-
рушения не приводят к необратимому повреждению тка-
ней. Не следует забывать, что температура 4°С использу-
ется как в клеточной биологии для консервации образцов 
и сохранения морфологических характеристик клеток на 
недлительный срок, так и в трансплантологии при хране-
нии донорских органов и клеток.

Hofman et al. показали сборку стрессорных гранул 
клетками почки зелёной мартышки COS7, мышиными 
эмбриональными фибробластами MEF, а также линия-
ми клеток человека Du145, HeLa и Huh7 в ответ на хо-
лодовой шок 10°С [31]. Уже через 4 часа при такой тем-
пературе 26% клеток COS7 содержали в цитозоле СГ, 
к 10 часам процент таких клеток увеличился до 93%, 
при этом процент рибосом, вовлечённых в трансля-
цию, снизился до 8%. Показано фосфорилирование 
eIF2α, в том числе PERK-опосредованное, а также ак-
тивация AMPK. После 10 часов холодового шока сни-
зился митохондриальный потенциал, уровень внутри-
клеточного АТФ упал более чем на 60% по сравнению 
с исходным. Наблюдаемые в цитозоле гранулы содер-
жали такие белки, ассоциированные с трансляцией, как 
eIF4G и eIF2α, а также РНК-связывающие белки G3BP, 
PABP, HuR и TIA1.

После 10 часов при температуре 10°С мы не выяви-
ли цитоплазматических G3BP1-содержаших СГ в клет-
ках эндотелия пупочной вены HUVEC (рис.1 F). С одной 
стороны, могут иметь место альтернативные механизмы 
тканеспецифической адаптации эндотелия к холодовому 
шоку, отличные от сборки стрессорных гранул. С другой 
стороны, может отличаться динамика их сборки и раз-
борки. Hofman et al. утверждают, что СГ по возвраще-
нии клеток в условия оптимальной температуры разби-
раются через 2,5 минуты в клетках S. Cerevisiae (30°С) 
и в течение 5–10 минут в клетках млекопитающих (37°С). 
Мы прибегали к формальдегидной фиксации при комнат-
ной температуре в течение нескольких минут после хо-
лодового шока и считаем маловероятной столь быструю 
диссоциацию стрессорных гранул у HUVEC. Следует от-
метить, что выбранная нами модель – HUVEC – адапти-
рованные к культуре нетрансформированные клетки, 
которые уже не находились в стадии логарифмическо-
го роста и отличались от использованных Hofman et al. 
клеточных линий увеличенным временем удвоения. В от-
сутствие интенсивного роста в клетках трансляция про-
исходит не так активно, и, возможно, образование стрес-
сорных гранул является избыточным механизмом в ус-
ловиях гипотермии.

Исследовали также способность клеток HUVEC 
формировать стрессорные гранулы в ответ как на по-
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вышенное содержание хлорида натрия в питательной 
среде, так и на повышенную осмолярность питатель-
ной среды без изменения её ионного состава (рис.1, G, 
H). Известно, что повышенное потребление поваренной 
соли с пищей увеличивает риск развития сердечно-со-
судистых и воспалительных заболеваний. Солезависи-
мая артериальная гипертензия сопровождается наруше-
ниями со стороны ЭК и повышенным периферическим 
сосудистым сопротивлением; распространенность соле-
чувствительности среди гипертоников составляет поряд-
ка 50% [32]. Сообщается, что повышение концентрации 
Na+ катионов в плазме приводит к реорганизации цито-
скелета ЭК, снижению продукции оксида азота (NO), 
повышению выработки эндотелина-1, а также повреж-
дению эндотелиального гликокаликса и выработке ЭК 
провоспалительных цитокинов, в том числе индуциру-
ющих адгезию моноцитов, также может развиваться эн-
дотелиальная дисфункция [33].

Burg et al. [34] рассмотрели эффект NaCl-индуциро-
ванной гиперосмолярности на различные клеточные ти-
пы. Они показали, что в течение 60 минут в гиперосмо-
тической среде наблюдается снижение объёма клетки, 
вместе с тем ионная сила цитоплазмы и концентрация 
растворённых в ней компонентов возрастает. Клетка пы-
тается компенсировать эти изменения с помощью меха-
низма регуляторного увеличения объема (RVI) в течение 
последующих 20 часов. RVI реализуется посредством как 
перестройки цитоскелета, так и активации транскрипци-
онного фактора TonEBP/OREBP. Данный фактор индуци-
рует экспрессию генов, ответственных за синтез и транс-
порт внутриклеточных органических осмолитов, напри-
мер бетаина или мио-инозитола. Эти осмолиты помогают 
стабилизировать внутриклеточные белки и восстано-
вить клеточный объём. Однако, когда осмолярность сре-
ды слишком высока, данный компенсаторный механизм 
может быть недостаточным, что может привести к акти-
вации путей апоптоза.

Кроме того, среда с высоким содержанием NaCl 
в течение часа вызывает разрывы цепей ДНК. Причём, 
пока высокий уровень осмолярности сохраняется, си-
стема репарации ДНК подавлена, и повреждения ис-
правлены не будут. Вместе с тем в клетке развивается 
окислительный стресс, повышается уровень АФК, что, 
в частности, приводит к окислению белков. Происхо-
дит ингибирование процессов транскрипции и транс-
ляции, опосредованное фосфорилированием eIF2α. 
Интересно, что синтез белков теплового шока в усло-
виях гиперосмолярности, наоборот, усиливается, что 
указывает на развитие клеточного стрессового ответа. 

В частности, TonEBP/OREBP стимулирует экспрессию 
шаперона HSP70 [34].

Важно отметить, что NaCl-опосредованная гиперо-
смолярность может иметь ряд специфических эффектов, 
обусловленных ионами. Так, например, повышенная кон-
центрация Cl– аниона специфически повышает экспрес-
сию α-субъединицы натрий-калиевой – АТФазы. По этой 
причине мы альтернативно индуцировали осмотический 
шок ЭК маннитом, слабо метаболизирующимся шести-
атомным спиртом.

Известно, что как маннит, так и NaCl повышают 
фосфорилирование тирозиновых остатков белков, ас-
социированных с контактами фокальной адгезии, – 
паксиллина (PXN) и киназы FAK в эндотелиальных 
клетках. Помимо этого, гиперосмолярность, вызван-
ная и маннитом, и хлоридом натрия, вызывает повыше-
ние активности c-Jun N-терминальной киназы (JNK). 
Интересно, что маннитол также повышает концентра-
цию внутриклеточного свободного Ca2+ дозозависи-
мым образом [35].

Была зарегистрирована сборка цитоплазматиче-
ских G3BP1-содержащих стрессорных гранул клетка-
ми эндотелия в ответ на повышение концентрации NaCl 
(рис.1 G). Это коррелирует с ранее полученными дан-
ными Salam et al., показавшими сборку СГ как плюрипо-
тентными стволовыми клетками, так и клетками нейроб-
ластомы SH-SY5Y в ответ на повышенную концентрацию 
NaCl. Данная исследовательская группа также отмечает, 
что сборка СГ в гиперосмотических условиях может осу-
ществляться как без фосфорилирования eIF2α при кон-
центрации NaCl 200 mM, так и опосредовано фосфори-
лированием eIF2α при больших концентрациях хлорида 
натрия (400 mM) [36].

В нашем случае среднее число стрессорных гранул на 
клетку было выше после обработки ЭК хлоридом натрия, 
но не маннитом. Полученный результат может быть со-
пряжён со специфическими эффектами NaCl. Требуется 
проведение дополнительных исследований для установ-
ления возможных различий в индукции сборки СГ хло-
ридом натрия и маннитом.

Следует также отметить, что размеры СГ в случае ос-
мотического шока были меньше по сравнению с гранула-
ми, индуцированными арсенитом натрия или дитиотрей-
толом. Это может, с одной стороны указывать на их бо-
лее динамичную природу и на повышенную возможность 
адаптации клеток к осмотическому стрессу, но с другой 
стороны – на перестройки цитоскелета в условиях гипе-
росмолярности, влекущие за собой изменения в динами-
ке рибонуклеопротеиновых частиц.
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