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В условиях in vitro изучены роль JNK-опосредованного сигнального пути и участие 
транскрипционного фактора р53 в стимуляции реализации ростового потенциала мезен-
химных клеток-предшественников алкалоидом зонгорином. Выявлено повышение 
уровней стимуляции фибробластного колоние- и кластерообразования и пролифера-
тивной активности мезенхимных предшественников под воздействием специфических 
ингибиторов JNK и р53. При этом более выраженные эффекты отмечались в отношении 
ранних предшественников фибробластных КОЕ, что в обоих случаях сопровождалось 
снижением индекса дифференцировки родоначальных элементов. 
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Выявленная нами ранее специфика внутриклеточ-
ной сигнальной трансдукции в различных типах 
постнатальных стволовых клеток (СК) послужила 
основой для разработки нового направления те-
рапии в регенеративной медицине — "Стратегии 
фармакологической регуляции внутриклеточной 
сигнальной трансдукции в прогениторных клет-
ках" [1.8,9,12,15]. Избирательное воздействие 
высокоселективных лекарственных средств на 
отдельные звенья сигнального каскада, участвую-
щего в прогрессии клеточного цикла и развития 
прогениторных клеток определенного класса, по-
зволяет рассчитывать на создание принципиаль-
но новых способов таргетной терапии дегенера-
тивных заболеваний [4-6]. При этом особый ин-
терес для применения в качестве действующих 
агентов вызывают алкалоиды [10], широко пред-
ставленные практически во всех фармакологи-
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ческих группах. В подавляющем большинстве 
случаев это высокоэффективные препараты с из-
бирательным механизмом действия и комплаент-
ными для регенеративной медицины (когда пред-
полагается длительное, в несколько курсов, при-
менение средств) фармакокинетическими пара-
метрами (в том числе высокой биодоступностью 
при пероральном приеме) [4-6]. Кроме того, не-
которые алкалоиды способны легко проникать 
через клеточные мембраны и оказывать прямое 
влияние на внутриклеточные структуры. 

В НИИФиРМ им. Е.Д.Гольдберга был прове-
ден цикл работ по выявлению соединений данной 
группы, обладающих регенеративной активностью, 
и определены перспективные для дальнейших ис-
следований вещества [7,10,11,14]. Наиболее вы-
раженной активностью в отношении мезенхимных 
родоначальных элементов, содержащих в своем 
составе не только стромальные прекурсоры, но 
и мультипотентные СК [3,14] (представляющие 

mailto:zgn@pharm.tsu.nl


ФАРМАКОЛОГИЯ И ТОКСИКОЛОГИЯ 77 

максимальный интерес для регенеративной ме-
дицины), обладал зонгорин [10]. Однако внутри-
клеточные пути передачи стимулирующего сиг-
нала данного алкалоида до сих пор во многом 
не изучены. Несомненную актуальность имеет 
изучение влияния зонгорина на отдельные сиг-
нальные молекулы, в том числе на JNK и р53 — 
регуляторы клеточного цикла и апоптоза [1,2]. 

Целью данной работы являлось изучение ро-
ли JNK и р53 в стимуляции функций мезенхим-
ных клеток-предшественников зонгорином в усло-
виях /л vitro. 

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ 

Исследования проводили на 2-месячных мышах-
самцах линии CBA/CaLac (л=16) массой 22-24 г. 
Животные 1-й категории (конвециональные мы-
ши) получены из отдела экспериментальных био-
логических моделей НИИФиРМ им. Е.Д.Гольд-
берга. 

Культуральными методами изучали прямое 
влияние ингибиторов JNK (JNK inhibitor, "InvivoGen") 
и транскрипционного фактора р53 (Pifithrin-a, Cyclic, 
"Santa Cruz Biotechnology, Inc.") на рост фибро-
бластных колоние- (КОЕ-Ф) и кластерообразую-
щих (КлОЕ-Ф) единиц [6,13] в культуре клеток 
костного мозга in vitro при добавлении 5 нг/мл 
зонгорина (получен из аконита байкальского в 
НИИФиРМ им. Е.Д.Гольдберга). Рабочая концен-
трация ингибиторов in vitro была определена в 
предварительных экспериментах как максималь-
но эффективная и составляла 10 и 5 мкМ со-
ответственно. 

Миелокариоциты культивировали в среде, 
состоявшей из 80% среды DMEM, 20% ЭТС, 280 
мг/л L-глутамина, 50 мг/л гентамицина (все ком-
поненты — "Sigma"), в течение 7 сут при 37°С в 
атмосфере с 5% С 0 2 и абсолютной влажности 
[1,2,13]. Пролиферативную активность КОЕ-Ф 
исследовали методом клеточного самоубийства 
гидроксимочевиной ("Sigma") после преинкубации 
миелокариоцитов с ингибиторами в течение 24 ч. 
Пул КОЕ-Ф, находящихся в S-фазе клеточного цик-
ла, определяли по формуле: N=[(a-b)/a]x100%, 
где а — среднее для группы количество КОЕ-Ф, 
выросших из клеток, не обработанных гидрокси-
мочевиной; b — среднее для группы количество 
колоний, выросших из клеток, обработанных гид-
роксимочевиной. Интенсивность дифференци-
ровки КОЕ-Ф оценивали путем расчета индекса 
созревания (дифференцировки), определяемого 
по отношению КлОЕ-Ф (очаг мезенхимопоэза от 
5 до 50 клеток) к КОЕ-Ф (более 50 клеток) в куль-
туре ткани [1,9,12,15]. 

Полученные результаты обрабатывали мето-
дом вариационной статистики с использованием 
t критерия Стьюдента и непараметрического U 
критерия Манна—Уитни. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Внесение зонгорина в культуру миелокариоци-
тов сопровождалось закономерным [7,10,15] уве-
личением выхода КОЕ-Ф и КлОЕ-Ф в метилцел-
люлозной среде: до 300 и 261.3% от фона (без 
зонгорина и ингибиторов) соответственно (рис. 1). 
При этом 76.33% КОЕ-Ф находились в S-фазе 
клеточного цикла, что составляло 349.7% от ана-
логичного параметра у интактных КОЕ-Ф, а ско-
рость дифференцировки мезенхимных предшест-
венников достигала 195.9% от фона (рис. 2). Вы-
явленные феномены соответствовали получен-
ным нами ранее сведениям о влиянии ряда ал-
калоидов атизинового типа на функционирова-
ние мезенхимных родоначальных элементов [15]. 

Изучение киназ-зависимых путей передачи 
сигнала в родоначальных элементах при воз-
действии на них алкалоида показало важную 
роль JNK в определении пролиферативно-диф-
ференцировочного статуса мезенхимных пред-
шественников. При этом специфический ингиби-
тор JNK вызывал, в отличие от характерного для 
большинства зрелых клеток подавления прогрес-
сии клеточного цикла [1,2], значительное увели-
чение выхода как наиболее ранних (КОЕ-Ф), так 
и коммитированных стромальных (КлОЕ-Ф) [4] 
элементов (до 766.7 и 437.9% от контроля (среда 
с зонгорином без ингибитора) соответственно), 
связанное с повышением их митотической актив-
ности (рис. 1). Кроме того, имело место сущест-
венное уменьшение индекса дифференцировки 
КОЕ-Ф (до 50.8% от фона) (рис. 2). Однако, учи-
тывая, что данный индекс является расчетным 
показателем [8,12], основанным лишь на учете 
данных о выходе разных видов клеточныхх>бра-
зований (КОЕ-Ф и КлОЕ-Ф), говорить о торможе-
нии в условиях стимуляции СК зонгорином дан-
ной МАР-киназой их дифференцировки в этом 
случае не представляется возможным. Обнару-
женный феномен следует расценивать как учас-
тие JNK в реализации пролиферативного потен-
циала в большей степени наиболее ранних ме-
зенхимных предшественников. 

Аналогичные результаты были получены при 
исследовании участия транскрипционного фак-
тора р53 в процессах стимуляции клеточного де-
ления прогениторных элементов. Pifithrin-a (пред-
ставляющий собой обратимый ингибитор р53-
опосредованного апоптоза, а также блокатор 
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транскрипции генов циклина G, p21/waf1 и экс-
прессии онкогена MDM2 [1]), значительно повы-
шал выход КОЕ-Ф и КлОЕ-Ф в культуре клеток 
костного мозга (до 644.7 и 446.7% от регистри-
руемых показателей в среде с алкалоидом без 
агента, влияющего на программируемую гибель 
клеток, соответственно). Указанные изменения 
являлись следствием возрастания темпа деле-
ния КОЕ-Ф, которое достигало 118.8% от контро-
ля (рис. 2, а). При этом ингибитор р53, как и при 
использовании блокатора JNK, обладающей про-
апоптотическим действием [1], приводил к сни-
жению скорости дифференцировки мезенхим-
ных предшественников (рис. 2, б). 

Полученные результаты подтверждают уни-
кальную по сравнению со зрелыми клеточными 
элементами роль JNK в жизнедеятельности ро-
доначальных клеток — ее ингибирующую роль 
в отношении прогрессии клеточного цикла. Кро-
ме того, выявленные феномены соответствуют 
данным [1] об инициации р53-зависимых апопто-
за и/или торможения репликации ДНК не только 
в клетках с поврежденным генетическим аппара-
том, но и в родоначальных элементах с высокой 
пролиферативной активностью (связанной с акти-
вацией онкогена МУС и транскрипционного фак-
тора E2F). При этом JNK и р53 принимают актив-
ное участие в реализации функций мезенхимных 
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Рис. 1. Количество КОЕ-Ф (а) и КлОЕ-Ф (б) в культуре интактных миелокариоцитов мышей линии CBA/CaLac и 
при добавлении в среду зонгорина. 
Здесь и на рис. 2: К — контроль. Доверительные интервалы при р=0.05. 
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Рис. 2. Пролиферативная активность (доля КОЕ-Ф в S-фазе клеточного цикла) (a) и интенсивность диффе-
ренцировки (КлОЕ-Ф/КОЕ-Ф) (б) мезенхимных предшественников в культуре интактных миелокариоцитов мышей 
линии CBA/CaLac и при добавлении в среду зонгорина. 
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предшественников под влиянием алкалоида зон-
горина [10,15]. Причем в большей степени в от-
ношении мультипотентных клеток, имеющих наи-
больший регенеративный потенциал [4,11,15]. 
Кроме того, обнаруженная закономерность (за-
висимость степени влияния JNK и р53 на функцио-
нальное состояние клеток от уровня их зрелос-
ти) имеет большое фундаментальное значение 
для развития "Стратегии фармакологической ре-
гуляции внутриклеточной сигнальной трансдук-
ции в прогениторных клетках клеточной терапии" 
[1,4,7], т.к. свидетельствует о высокой перспек-
тивности использования в качестве селективных 
средств для регенеративной медицины ингиби-
торов JNK и р53 (даже несмотря на безусловную 
первоочередную защитную функцию белка р53 
в отношении генома [1]). 

Работа выполнена при поддержке гранта Пре-
зидента РФ для молодых российских ученых — 
докторов наук (МД-3096.2015.7) и частично в рам-
ках "Программы повышения конкурентоспособ-
ности ТГУ" (Tomsk State University Competitiveness 
Improvement Program). 
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