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Полное и своевременное удаление апоптотических клеток и их фрагментов является жизненно важ-
ным для поддержания гомеостаза во всех тканях организма в норме и при патологических состояниях.
Поскольку удаление апоптотических субстратов осуществляется клетками, обладающими фагоцитар-
ной активностью, вопрос о регуляции последней представляет значительный интерес. В настоящей ра-
боте исследовали влияние двух биологически активных молекул – инсулина и ганглиозида GM1 на фа-
гоцитарную активность астроцитов мозга крысы в первичной культуре. Показано, что инкубация кле-
ток с 1 мкМ инсулином приводила к достоверному снижению фагоцитарной активности астроцитов
(до 58.5% к контролю), а с 10 мкМ ганглиозидом GM1, напротив, вызывала повышение фагоцитарной
активности клеток (133.4% к контролю). Предварительная инкубация астроцитов мозга с ганглиозидом
GM1 полностью блокировала ингибиторный эффект инсулина. Результаты проведенного исследова-
ния могут быть использованы при выработке новых стратегий лечения нейродегенеративных заболе-
ваний, сопровождающихся появлением субстратов апоптотического типа.
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Апоптоз является жизненно важным процес-

сом, который реализуется во всех тканях организма

в норме и при патологических состояниях [1]. Апо-

птотические субстраты, формирующиеся в резуль-

тате нормальной жизнедеятельности клеток раз-

ных органов, немедленно удаляются специфиче-

скими клетками, обладающими фагоцитарной

активностью. Своевременное и полное удаление

апоптотических субстратов необходимо для под-

держания тканевого гомеостаза, а также для того,

чтобы исключить возникновение аутоиммунных

реакций в ответ на внутриклеточные антигены, вы-

свобождающиеся из поврежденных и/или апопто-

тических клеток [2].

Фагоцитоз апоптотических субстратов является

комплексным рецептор-опосредованным процес-

сом, при котором координированное взаимодей-

ствие специфических рецепторов плазматической

мембраны клетки-фагоцита запускает сигнальные

механизмы, обеспечивающие поглощение и даль-

нейшее расщепление субстратов лизосомальным

аппаратом клетки [3]. Таким образом, связывание,

поглощение и расщепление явля.тся основными

стадиями фагоцитоза, которые в дальнейшем будут

именоваться 1-, 2- и 3-й стадиями соответственно.

При этом реализация одной из этих стадий процес-

са не влечет за собой автоматическую реализацию

последующей из них.

Фагоцитарная функция в ЦНС осуществляется

двумя типами клеток: микроглиальными и астро-

глиальными клетками. Первые из них являются

клетками гематопоэтического происхождения и

относятся к числу профессиональных фагоцитов,

тогда как вторые являются непрофессиональными

фагоцитами [4]. Астроциты – это наиболее много-

численные клетки нейроглии, количество которых

достигает 40% от общей популяции клеток голов-

ного мозга [5]. Эти клетки обеспечивают условия

для генерации и передачи нервных импульсов,

способствуя поддержанию и реализации синапти-

ческой функции, участвуют в формировании гема-

тоэнцефалического барьера, осуществляют опор-

ную, трофическую, секреторную и фагоцитарную

функции. Астроциты контролируют не только об-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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разование и функции синапсов, но и их устранение

в развивающемся и зрелом мозге [6]. При патоло-

гических состояниях различной этиологии (нейро-

дегенеративные болезни, ишемия, старение, трав-

матическое и радиационное повреждение мозга)

удаление апоптотических субстратов и дегенера-

тивного миелина астроцитами приобретает особое

значение [5].

Как известно на текущий момент, фагоцитар-

ная активность астроцитов опосредуется двумя ре-

цепторными белками плазматической мембраны:

MEGF10 (Multiple EGF-Like Domains 10) и рецеп-

торной тирозинкиназой MERTK (Mer proto-onco-

gene Tyrosine Kinase) [7]. Белки MEGF10 и MERTK

принимают участие в удалении синапсов, а также

поврежденных и/или апоптотических нейронов,

образующихся при старении и/или патологиче-

ских состояниях ЦНС [5]. Кроме этого, рецептору

MERTK отводят ключевую роль в процессе фаго-

цитоза миелиновых обломков, образующихся в хо-

де естественных процессов обновления миелина

[8].

В предварительных исследованиях нашей лабо-

ратории был детально изучен процесс фагоцитоза

апоптотических субстратов различного типа астро-

цитами мозга крысы в первичной культуре, изуче-

ны кинетические характеристики этого процесса и

показано, что фагоцитоз апоптотических субстра-

тов приводит к увеличению пролиферативной ак-

тивности астроцитов мозга.

Как известно, пролиферация астроглии являет-

ся отягощающим фактором при развитии патоло-

гических состояний ЦНС, сопровождающихся де-

генеративными изменениями и гибелью нервных

клеток. Накопление астроцитов в местах локаль-

ного повреждения способствует развитию астро-

глиоза, т.e. процессу замещения мертвых нейронов

клетками астроглии. В связи с этими данными во-

прос о способах оптимизации фагоцитарной ак-

тивности астроцитов (как в сторону ее увеличения,

так и в сторону ее уменьшения) является принци-

пиально важным для выработки стратегий коррек-

ции патологического процесса в зависимости от

стадии его развития.

В нашей лаборатории в течение последних лет

исследуются нейропротекторные эффекты ряда

природных биомолекул, а именно ганглиозидов и

инсулина при окислительном стрессе и ряде небла-

гоприятных воздействий на организм in vivo и in vi-
tro [9]. Поскольку удаление апоптотических суб-

стратов является жизненно важным фактором,

влияющим на выживание ЦНС в неблагоприятных

условиях, представлялось значимым выяснение

вопроса о возможности этих соединений регулиро-

вать фагоцитарную функцию астроцитов.

Ганглиозиды – сложные гликосфинголипиды

клеточных мембран – являются неотъемлемым

компонентом мозга, при этом в нашей лаборато-

рии показано, что у млекопитающих их относи-

тельное количество достигает 2.5 мг на 1 г ткани

мозга (GM1) [10]. При этом известно, что при деге-

неративных и травматических повреждениях мозга

происходит высвобождение ганглиозида GM1 в

межклеточное пространство, что позволяет пола-

гать возможность его взаимодействия с различны-

ми клетками мозга, включая астроциты. Кроме

этого, в нашей лаборатории было установлено, что

ганглиозид GM1 вызывает многократную актива-

цию фагоцитарной активности профессиональных

фагоцитов макрофагов [11].

Мозг является инсулин-зависимым органом, и

различные способы введения инсулина (интраце-

ребровентрикулярное, интраназальное, систем-

ное) способствуют изменению пищевого поведе-

ния и снижению веса у экспериментальных живот-

ных и человека [12]. Рецепторы инсулина

выявлены как на нейрональных, так и на глиаль-

ных клетках мозга, включая астроциты [13, 14].

Астроциты являются активными компонентами,

вовлеченными в метаболизм инсулина в ЦНС. При

этом астроциты не только экспрессируют рецептор

инсулина и инсулин-деградирующий фермент [13,

15], но и сами являются инсулин-секретирующими

клетками мозга [16], что указывает на важность ин-

сулинового сигналинга для обеспечения нормаль-

ного функционирования этих клеток.

В то же время в доступной литературе мы не об-

наружили данных о влиянии инсулина на фагоци-

тарную активность астроцитов мозга. Отсутствует

также информация о возможном модулирующем

эффекте ганглиозидов. Поэтому целью настоящего

исследования явилось выяснение вопроса о том,

как влияют инсулин и ганглиозид GM1 на фагоци-

тарную активность астроцитов мозга в культуре

клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Первичная культура астроглии

Исследования проводили на первичной культу-

ре клеток астроглии, которую выделяли из мозга

новорожденных крыс по методу [17]. Клетки куль-

тивировали в среде DMEM (Биолот, Россия), со-

держащей 10% инактивированной фетальной сы-

воротки теленка (Биолот, Россия) и антибиотики

(пенициллин G 50 Ед/мл и стрептомицин

50 мкг/мл, Биолот Россия) на чашках Петри

(Ø3.5 cм, Orange scientific), в течение 7–9 дней при

37°С и 5% СО2 до достижения 75% конфлюентно-

сти. О жизнеспособности клеток судили по окра-

шиванию Trypan Blue (Биолот, Россия), способно-
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му проникать через поврежденные клеточные мем-

браны.

Модель индуцированного фагоцитоза

В качестве апоптотического субстрата фагоци-

тоза использовали фракцию наружных сегментов

палочек (НСП) сетчатки крысы, которую выделя-

ли по модифицированному методу [18]. Конъюга-

цию препаратов НСП с флуоресцеин-изотиоциа-

натом (FITC, Merck, Германия) осуществляли, как

ранее нами было описано [18]. Клетки промывали

фосфатно-солевым раствором, рН 7.4 (PBS), после

чего инкубировали в среде DMEM, содержащей

2% инактивированной фетальной сыворотки те-

ленка и добавляли субстраты фагоцитоза в соотно-

шении 1:10 (клетка/субстрат фагоцитоза; подсчет

клеток и фрагментов НСП проводили с использо-

ванием камеры Фукса–Розенталя).

Обработка клеток модуляторами фагоцитарной 
активности

При анализе влияния инсулина на процесс фа-

гоцитоза клетки инкубировали с 1 мкм инсулина

(Sigma) в течение 1 ч, после чего добавляли конъ-

югат FITC-НСП. При исследовании влияния ган-

глиозида GM1 на процесс фагоцитоза клетки ин-

кубировали в течение 24 ч с препаратом GM1 в ко-

нечной концентрации 0.1 мкм, 1 мкм и 10 мкм,

после чего добавляли конъюгат FITC-НСП. Ган-

глиозид GM1 выделяли из полученного по методу

Фолча [19] экстракта липидов мозга быка как это

описано ранее [20].

При исследовании совместного действия инсу-

лина и ганглиозида GM1 клетки инкубировали в

течение 24 ч с препаратом GM1 в конечной кон-

центрации 0.1 мкм, 1 мкм и 10 мкм, после чего до-

бавляли инсулин в концентрации 1 мкм и выдер-

живали клетки в течение 1 часа. Далее добавляли

конъюгат FITC-НСП.

Анализ фагоцитарной активности

После окончания инкубации с НСП излишки

субстрата отмывали охлажденным PBS и проводи-

ли фиксацию клеток в течение 3–5 мин в 4% рас-

творе параформальдегида, приготовленного на

PBS. После промывки препаратов раствором PBS

проводили окраску ядер 0.001% раствором Hoechst

33258/PBS (Serva, Германия). Результаты опытов

оценивали с помощью флуоресцентного микро-

скопа Zeiss Imager.A1, Axio (Германия), оснащен-

ного цифровой камерой AxioCamMRc (Zeiss, Гер-

мания). Для оценки фагоцитарной активности

применяли программное обеспечение ImageJ

(NIH, США); при этом производили подсчет коли-

чества ядер клеток (синее окрашивание) и относи-

тельную площадь, занимаемую субстратом фаго-

цитоза (зеленое окрашивание). О фагоцитарной

активности клеток судили на основании оценки

эффективности реализации 1-й и 2-й стадий фаго-

цитоза. Количественную оценку процесса распо-

знавания и связывания субстрата с астроцитом

(1-я стадия фагоцитоза) осуществляли в условных

единицах, рассчитывая отношение площади флуо-

ресцентного субстрата к количеству ядер в препа-

рате. Морфологическим критерием для оценки по-

глощения субстрата астроцитами (2-я стадия фаго-

цитоза) служило наличие флуоресцентной метки

FITC в перинуклеарной области клетки, где реали-

зуется взаимодействие окрашенных красителем

фрагментов НСП с лизосомами (рассчитывали от-

ношение числа клеток с флуоресцентным субстра-

том в перинуклеарной области к количеству клеток

в препарате). Для количественного анализа клетки

фотографировали; при этом для каждой точки в

эксперименте использовали 2 параллельных стек-

ла. На каждом стекле проводили фотофиксацию

15 случайно выбранных полей, содержащих до

1500 клеток. Всего было проведено 3 независимых

эксперимента. Статистическую обработку резуль-

татов осуществляли на основании однофакторного

дисперсионного анализа (ANOVA), применяя тест

для множественных сравнений Бонферрони и ис-

пользуя программу GraphPad Prism (San Diego,

США). Данные представлены в виде среднего зна-

чения ± ошибка среднего (M±SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Инкубация с ганглиозидом GM1 приводит 
к возрастанию фагоцитарной активности 

астроцитов мозга крысы в первичной культуре
В первой серии опытов нами была проведена

оценка фагоцитарной активности астроцитов в

присутствии ганглиозида GM1. В качестве субстра-

та фагоцитоза мы использовали препараты НСП

крысы, которые являются субстратом апоптотиче-

ского типа [21]. В предыдущих исследованиях нами

было показано, что препараты НСП эффективно

распознаются и поглощаются астроцитами мозга

крысы. При этом кинетические параметры фаго-

цитоза НСП сопоставимы с таковыми, характер-

ными для захвата и поглощения апоптотических

нейронов. Результаты опытов приведены на рис. 1

и в табл. 1. Как следует из данных рис. 1а, 1а', в кон-

трольных пробах флуоресцентный сигнал присут-

ствовал как на периферии клеток, так и в пери-

нуклеарной области, что свидетельствует о реали-

зации как 1-й, так и 2-й стадии фагоцитоза.

На рис. 1b, b' и в табл. 2 приведены результаты

опытов по оценке фагоцитарной активности аст-

роцитов мозга крысы в присутствии ганглиозида
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GM1. Мы проанализировали эффект различных

концентраций ганглиозида GM1 в пределах от 0.1

до 10 мкм. Из приведенных данных следует, что в

результате инкубации астроцитов с ганглиозидом

GM1 общее количество флуоресцентного субстра-

та достоверно возрастает по сравнению с контро-

лем при концентрации GM1 от 1 до 10 мкм

(табл. 1). Количественная оценка числа астроци-

тов, содержащих флуоресцентный субстрат в пери-

нуклеарной области, также выявила достоверное

увеличение по сравнению с контролем (19.2 ± 2.7

и 19.5 ± 2.4 против 14.6 ± 1.5, или 131.5% и 133.6% от

Рис. 1. Фагоцитарная активность астроцитов мозга крысы в первичной культуре при различных условиях инкубации с ин-
сулином и/или ганглиозидом GM1. (a, a') – контрольные препараты астроцитов мозга после инкубации с конъюгатом
НСП-FITC в течение 3 ч. (a') получен с помощью наслоения на панель (a) снимка клеток в проходящем свете для визуа-
лизации их контура. (b, b') – препараты астроцитов мозга, прошедшие предварительную 24-часовую инкубацию с 10 мкм
ганглиозида GM1, и далее проинкубированных с конъюгатом НСП- FITC в течение 3-х часов. (b') получен с помощью на-
слоения на панель (b) снимка клеток в проходящем свете для визуализации их контура. (c, c') – препараты астроцитов
мозга крысы, подвергнутых предварительной 1-часовой инкубации с 1 мкМ инсулина, и далее проинкубированных с
конъюгатом НСП-FITC в течение 3 ч. (c') получен с помощью наслоения на панель (c) снимка клеток в проходящем свете
для визуализации их контура. (d, d') – препараты астроцитов мозга крысы, подвергнутых предварительной 24-часовой ин-
кубации с 10 мкМ ганглиозида GM1, далее проинкубированных в течение 1 ч с 1 мкМ инсулина, после чего проинкуби-
рованных с конъюгатом НСП-FITC в течение 3 ч. (d') получен с помощью наслоения на панель (d) снимка клеток в про-
ходящем свете для визуализации их контура. На всех рисунках стрелками отмечены субстраты в перинуклеарной области
(2 стадия фагоцитоза), а звездочками отмечены субстраты, связанные с плазматической мембраной (1 стадия фагоцито-
за).

Fig. 1. Phagocytic activity of cultured primary rat brain astrocytes under different conditions of incubation with insulin and/or GM1
ganglioside.

(a, a') – control preparations of primary rat brain astrocytes after incubation with photoreceptor outer segment (POS)-FITC conju-
gate for 3 h. (a') – is a merge of (a) with differential interference contrast (DIC) projection for better visualization of cell contours.

(b, b') – primary rat brain astrocytes pretreated with 10 μM GM1 for 24 h and then incubated with POS-FITC for 3 h. (b') is a merge
of (b) with differential interference contrast (DIC) projection for better visualization of cell contours

(c, c') – primary rat brain astrocytes pretreated with 1 μM insulin for 1h and then incubated with POS-FITC for 3 h. (c') is a merge
of (c) with differential interference contrast (DIC) projection for better visualization of cell contours.

(d, d') – primary rat brain astrocytes pretreated with 10 μM GM1 for 24 h, then incubated with 1 μM insulin for 1h and after it incu-
bated with POS-FITC for 3 h. (d') – is a merge of (d) with differential interference contrast (DIC) projection for better visualization
of cell contours.

Arrows denote the substrates located in the perinuclear region (the second stage of phagocytosis), asterisks denote the substrates as-
sociated with cell membrane (the first stage of phagocytosis).

10 �m

10 �m 10 �m 10 �m

15 �m15 �m

10 �m 10 �m

(a)

(a')

(d)

(b')

(d')

(c')

(b) (c)

LOni
Карандаш

LOni
Карандаш



446

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 5  2021

СОКОЛОВА и др.

контроля соответственно), (рис. 1b, b', табл. 2). Эти

данные свидетельствуют о том, что воздействие

ганглиозида GM1 стимулирует как процесс связы-

вания (1-я стадия фагоцитоза), так и процесс по-

глощения субстрата астроцитом (2-я стадия фаго-

цитоза).

Инкубация с инсулином приводит к снижению 
фагоцитарной активности астроцитов мозга крысы 

в первичной культуре

В результате инкубации астроцитов с инсули-

ном общее количество флуоресцентной метки до-

стоверно не отличалось от таковой, характерной

для контроля (рис. 1c, c', табл. 1, табл. 2). Однако

количество флуоресцентной метки в перинуклеар-

ной области клеток, прошедших прединкубацию с

инсулином, было достоверно снижено (до 58.5% от

контроля), что свидетельствует о замедлении реа-

лизации 2-й стадии фагоцитоза (рис. 1, табл. 2).

Действительно, флуоресцентный субстрат преиму-

щественно был локализован на периферии астро-

цитов, в ассоциации с плазматической мембраной

клеток. Таким образом, в отношении непрофесси-

ональных фагоцитов мозга инсулин явился мощ-

ным ингибитором фагоцитарной активности этих

клеток.

Поскольку в нашей лаборатории проводятся ра-

боты по изучению комбинированного действия

инсулина и ганглиозида GM1, в следующей серии

опытов мы изучили вопрос о совместном влиянии

этих природных биологически активных молекул

на фагоцитарную активность астроцитов.

Совместная инкубация астроцитов мозга крысы 
с ганглиозидом GM1 и инсулином увеличивает 

фагоцитарную активность клеток

На рис. 1d, d' приведены результаты типичного

опыта, из которого следует, что применение ган-

Таблица 1. Оценка эффективности 1-й стадии фагоцитоза (связывание субстрата) астроцитами мозга крысы в пер-
вичной культуре при различных условиях инкубации клеток с инсулином и ганглиозидом GM1

Примечание: эффективность 1 стадии фагоцитоза выражена в условных единицах; методика расчета приведена в разделе Мате-
риалы и методы.

(*) - различия достоверны при р ≤ 0.05

Проба
Эффективность 1-й стадии фагоцитоза

(в условных единицах)
% к контролю

контроль 198.2 ± 18.4 100

Инсулин 1 мкМ 207.4 ± 25.6 104.7

GM1 0.1 мкМ 242.4 ± 33.9 122.3

GM1 1 мкМ 334.3 ± 49.4 (*) 168.7

GM1 10 мкМ 328.8 ± 34.7 (*) 165.9

GM1 0.1 мкМ + инсулин 1 мкМ 234.3 ± 30.2 118.3

GM1 1 мкМ + инсулин 1 мкМ 327.0 ± 53.6 (*) 165.0

GM1 10 мкМ + инсулин 1 мкМ 339.9 ± 51.4 (*) 171.6

Таблица 2. Оценка эффективности 2-й стадии фагоцитоза (поглощения субстрата) астроцитами мозга крысы в пер-
вичной культуре при различных условиях инкубации клеток с инсулином и ганглиозидом GM1.

Примечание: за эффективность 2 стадии фагоцитоза принимали относительное количество клеток, содержащих конъюгат
НСП-FITC в перинуклеарной области/ к общему количеству клеток в препарате (%).

(**) - различия достоверны при р ≤ 0.01

Проба Эффективность 2-й стадии фагоцитоза % к контролю

контроль 14.7 ± 1.5 100

инсулин 1 мкМ 8.6 ± 1.2 (**) 58.5

GM1 0.1 мкМ 12.6 ± 1.8 86.2

GM1 1 мкМ 19.2 ± 2.7 (**) 131.1

GM1 10 мкМ 19.5 ± 2.4(**) 133.4

GM1 0.1 мкМ + инсулин 1 мкМ 13.8 ± 2.0 93.9

GM1 1 мкМ + инсулин 1 мкМ 15.4 ± 1.7 105.1

GM1 10 мкМ + инсулин 1 мкМ 26.6 ± 2.4 (**) 181.3
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глиозида GM1 приводит к резкому возрастанию

флуоресцентного сигнала в пробах. Действитель-

но, при концентрациях ганглиозида GM1 1 и

10 мкм достоверно возрастало не только количе-

ство связанного субстрата (табл. 1), но также и ко-

личество поглощенного субстрата, локализованно-

го в перинуклеарной области астроцитов (рис. 1d,

табл. 2). Расчет фагоцитарной активности показал,

что совместная инкубация астроцитов с ганглиози-

дом GM1 блокирует ингибирующий эффект инсу-

лина на фагоцитарную активность клеток. При

этом при концентрации GM1 1 мкм ингибирую-

щий эффект инсулина не проявлялся, а соответ-

ствующее значение количества поглощенного суб-

страта достигало значений, характерных для кон-

трольных образцов (15.4 ± 1.78 против 14.6 ± 1.5).

Примечательно, что при концентрации GM1

10 мкм количество поглощенного субстрата (2-я

стадия фагоцитоза) астроцитами мозга двукратно

превышало контрольные значения (26.6 ± 2.4 про-

тив 14.6 ± 1.5).

ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно последним данным нашей лаборато-
рии при экспериментальной ишемии у крыс in vivo
совместное введение инсулина и ганглиозида GM1
давало однонаправленный нейропротекторный
эффект. Эти данные хорошо согласуются с резуль-
татами настоящего исследования in vitro, при кото-
ром совместное действие этих биологически ак-
тивных компонентов превышало стимулирующий
эффект ганглиозида GM1 на фагоцитарную актив-
ность астроцитов.

Согласно данным, полученным в настоящей ра-
боте, ганглиозид GM1 в концентрации 1 и 10 мкм
обладает хорошо выраженной способностью до-
стоверно увеличивать фагоцитарную актив-
ность астроцитов при использовании в качестве
апоптотического субстрата НСП сетчатки крыс.
При этом GM1 увеличивал эффективность как
1-й, так и 2-й стадии фагоцитоза (связывание и
поглощение, соответственно). Такого рода эффек-
ты ганглиозида GM1 показаны нами впервые.
Примечательно, что ганглиозид GM1 является
наиболее стабильным из 4-х основных ганглиози-
дов мозга, которые обладают сходным нейропро-
текторным действием и, как правило, сходной
функциональной активностью [22]. Поэтому мож-
но полагать, что основные ганглиозиды мозга, по-
видимому, обладают способностью активировать
процессы фагоцитоза клетками астроглии, что по-
казано нами на примере GM1.

Впервые установленная нами способность ган-
глиозидов активировать процессы фагоцитоза апо-
птотических субстратов астроцитами мозга может
быть очень ценной для выработки новых стратегий
лечения различных патологических состояний,

связанных с разрушением нейронов, и, возможно,
других клеток мозга. Разрушение клеток в ЦНС
характерно для ишемических, травматических и
других поражений мозга, в том числе и для нейро-
дегенеративных заболеваний. Известно, что при
разрушении нейронов мозга в межклеточное про-
странство высвобождаются ганглиозиды, содержа-
ние которых в мозгу является значительным [10].
Ранее нами было установлено, что вещества из раз-
рушенных клеток мозга первоначально накаплива-
ются в сосудистом сплетении, а далее постепенно
из нее выводятся через спинномозговую жидкость.
Действительно, показано, что у детей с менингоэн-
цефалитами (исследования post-mortem) содержа-
ние ганглиозидов в сосудистом сплетении мозга
выше, чем в ткани мозга [23]. Таким образом, если
при разрушении нейронов и других клеток мозга
содержание ганглиозидов в спинномозговой жид-
кости существенно возрастает, то они могли бы ак-
тивировать процессы фагоцитоза апоптотических
нейронов астроцитами мозга, оказывая, таким об-
разом, нейропротекторный эффект на жизнеспо-
собные нейроны мозга.

Хотя к настоящему времени механизм действия
GM1 на фагоцитарную активность астроцитов
мозга неясен, представляют особый интерес дан-
ные о влиянии ганглиозидов на рецепторные тиро-
зинкиназы, к числу которых также относится фа-
гоцитарный рецептор MERTK. Кроме того, из-
вестно, что ганглиозиды могут проявлять свое
действие через тирозинкиназный Тrk-А рецептор,
активируя при этом PI3K-Akt1-mTOR сигнальный
путь [24, 25]. Как известно, активация mTOR при-
водит к ингибированию аутофагии [26]. В случае
непрофессиональных фагоцитов между процесса-
ми аутофагии и фагоцитоза имеется обратная зави-
симость, т.е. активация аутофагии может повлечь
за собой снижение фагоцитарной активности. По-
лагают, что этот эффект обусловлен конкуренцией
обоих процессов за использование лизосом, кото-
рые завершают процесс расщепления субстратов
фагоцитоза и/или аутофагии в клетках [27–29].

Кроме этого, благоприятный эффект ганглио-
зидов in vitro на фагоцитарную активность астро-
цитов может быть усилен при их совместном воз-
действии с инсулином, что подтверждает данные
нашей лаборатории, полученные в условиях in vivo.
В наших исследованиях инсулин оказывал ингиби-
рующее воздействие на фагоцитоз апоптотических
субстратов астроцитами мозга. Молекулярный ме-
ханизм, лежащий в основе этого эффекта, требует
дополнительного исследования, а данные, обнару-
женные нами в доступной литературе, немного-
численны. Например, сходные результаты были
получены на примере непрофессиональных фаго-
цитов эпителиальных клеток бронхоальвеолярного
эпителия [30]. Для объяснения этого феномена ав-
торы уделяют особое внимание АКТ-киназе в регу-
ляции фагоцитарной активности непрофессио-
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нальных фагоцитов эпителиальных клеток бронхо-

альвеолярного эпителия [30].

С другой стороны, известно, что в большинстве

случаев ганглиозиды локализуются в мембранных

микродоменах, известных как липидные рафты, в

сочетании с другими сфинголипидами и холесте-

рином [31]. Взаимодействие липидных рафтов с

мембранными белками играет важную роль в кле-

точных процессах, таких как сигнальная трансдук-

ция цитокинов, адгезия, внутриклеточный транс-

порт и др. [32]. Недавно показано, что на плазмати-

ческой мембране эндотелиальных клеток аорты,

которые также можно рассматривать как непро-

фессиональные фагоциты [33], ганглиозид GM1

колокализован с рецептором инсулина, а наруше-

ние нормального стехиометрического взаимоотно-

шения инсулиновый рецептор/GM1 (в сторону

увеличения GM1) приводит к блокаде инсулиново-

го сигналинга [34]. Примечательно, что в астроци-

тах мозга ганглиозид GM1 детектируется в незна-

чительных количествах [35], однако экзогенно до-

бавленный ганглиозид GM1 легко встраивается в

плазматическую мембрану астроцитов, приводя к

модификации мембранных микродоменов [36] и к

изменению клеточного ответа на ряд стимулов [37].

В этом плане полученные нами данные об отмене

ингибирующего эффекта инсулина в астроцитах,

прошедших предварительную инкубацию с ган-

глиозидом GM1, хорошо согласуются с данными

литературы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В тканях, ограниченных от общего кровотока

гематическими барьерами, удаление апоптотиче-

ских субстратов, образующихся в процессе их нор-

мальной жизнедеятельности, реализуется за счет

локальных клеток, проявляющих фагоцитарную

активность. Благодаря этим клеткам поддержива-

ется тканевой гомеостаз и исключается возмож-

ность развития аутоиммунных реакций, которые

могут появиться в ответ на выход внутриклеточных

компонентов из поврежденных или погибающих

клеток. В настоящей работе мы впервые приводим

данные о двух природных модуляторах, проявляю-

щих совместный стимулирующий эффект на фаго-

цитарную активность непрофессиональных фаго-

цитов мозга – астроглиальных клеток.
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THE PHAGOCYTIC ACTIVITY OF RAT BRAIN ASTROCYTES
IN PRIMARY CULTURE IS REGULATED 
BY INSULIN AND GM1 GANGLIOSIDE

T. V. Sokolovaa,#, M. P. Rychkovaa, N. E. Basovaa, D. S. Vasileva,
N. F. Avrovaa, and M. G. Yefimova a,##

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: sokolt1956@mail.ru;

##e-mail: yefimova3@gmail.com

A timely and efficient removal of apoptotic cells and their fragments is essential to maintain tissue homeostasis
in normal and pathological conditions. Since the removal of apoptotic substrates is carried out by the cells en-
dowed with phagocytic activity, the issue on its regulation is of particular interest. In this work, we studied the
effect of two biologically active substances, insulin and GM1 ganglioside, on phagocytic activity of primary rat
brain astrocytes. We showed that cell incubation with 1 μM insulin significantly decreased the phagocytic activity
of astrocytes (58.5% vs. control), whereas the incubation of astrocytes with 10 μM GM1 caused an increase in
phagocytic activity (133.4% vs. control). Preincubation of brain astrocytes with GM1 completely blocked the in-
hibitory effect of insulin. These results can be instrumental to developing novel therapeutic strategies for the
treatment of neurodegenerative diseases accompanied by the emergence of apoptotic substrates.

Keywords: astrocytes, phagocytosis, insulin, ganglioside GM1
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