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Настоящее исследование посвящено проблеме регуляции провоспалительной активности тучных
клеток через специфический класс рецепторов, активируемых протеазами – ПАР. В работе впервые
продемонстрирована регуляция новым пептидом-агонистом ПАР1 (NPNDKYEPF-амид) активно-
сти клеток RBL-2H3, аналогов тучных клеток. Показано, что пептид-агонист ПАР1, подобно акти-
вированному протеину С (АПС), проявляет антивоспалительное и цитопротекторное действие на
RBL-2H3 при их активации провоспалительными стимулами. Инкубация тучных клеток с липопо-
лисахаридом (ЛПС) вызывает транзиторное увеличение концентрации внутриклеточного свобод-
ного кальция, повышает уровень секреции гистамина клетками, снижает их пролиферацию. Пред-
варительная инкубация клеток как с пептидом, так и с АПС предотвращает эффект эндотоксина.
Активация RBL-2H3 тромбином и кальциевым ионофором приводит к реорганизации актина, что
может свидетельствовать об активации клеток и запуске секреции. Обработка клеток как пептидом,
так и АПС на фоне действия активаторов приводит к упорядочиванию актина в подмембранной об-
ласти клеток, что характерно для контрольной группы. Таким образом, впервые обнаруженные ан-
тивоспалительные и протекторные свойства пептида-агониста ПАР1 открывают возможность поиска
новых подходов к терапии воспалительных процессов на основе препаратов пептидной природы через
модулирование активности рецепторов семейства ПАР.
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ВВЕДЕНИЕ
В развитие и исход процессов воспаления ак-

тивно вовлечены протеазы системы свертывания
крови, в частности тромбин и активированный
протеин С (АПС). В связи с этим одной из фунда-
ментальных проблем физиологии является пони-
мание механизмов вовлечения протеаз гемостаза
в воспалительные и репаративные процессы в
тканях. Тромбин и АПС регулируют внутрикле-
точные каскады через специфический класс ре-
цепторов, активируемых протеазами – ПАР. По-
казано, что тромбин и АПС, взаимодействуя с од-
ним и тем же рецептором – ПАР1, оказывают
разнонаправленное действие при эксайтотоксич-
ности и воспалении [1, 2]. Данный тип взаимо-

действия был назван “смещенный агонизм” [3–5].
Кроме того, агонистами ПАР могут быть синте-
тические пептиды с аминокислотной последова-
тельностью аналогичной “привязанному лиганду”,
освобождаемому при расщеплении рецептора
протеазой, и имеющие разные последовательно-
сти в случае активации тромбином или АПС [6–8].
Таким образом, исследование роли ключевых
протеаз гемостаза, а также рецепторов, активиру-
емых протеазами, в воспалительных процессах
представляется весьма актуальным и перспектив-
ным как для фундаментальной физиологии, так и
для практической медицины. Поиск новых аго-
нистов ПАР – регуляторов воспаления может
быть перспективным направлением поиска
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соединений, эффективно купирующих воспали-
тельные процессы. Одними из основных участ-
ников воспалительного процесса являются туч-
ные клетки (ТК). Они экспрессируют ПАР и со-
держат целый ряд медиаторов воспаления,
однако механизмы взаимодействия протеаз си-
стемы гемостаза с тучными клетками изучены не-
достаточно. В связи с этим целью исследования
было выяснение механизмов антивоспалитель-
ного действия АПС и его функционального ана-
лога, синтетического пептида-агониста ПАР1
(АП9) в условиях воспаления in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объекта исследований использова-
ли клеточную линию RBL-2H3 – культивируе-
мый аналог тучных клеток, полученную из пери-
ферической крови крыс с базофильной лейкеми-
ей [9, 10].

Материалы. Активированный протеин С,
тромбин человека, персульфат аммония (PSA),
диметилсульфоксид (DMSO), ортофталевый аль-
дегид, гистамин, липополисахарид из E. coli
(ЛПС), ионофор А23187, ингибиторы протеаз и
фосфатаз, лизирующий буфер RIPA (Sigma,
США), Na3PO4, NaCl, KCl, CaCl2, MgCl2, KH2PO4,
Na2HPO4, HEPES, параформальдегид, инакти-
вированная эмбриональная телячья сыворотка
(HI FBS), раствор Хенкса без кальция и без маг-
ния (Ca2+, Mg2+-free HBSS), трипсин-EDTA,
L-глутамин, пенициллин/стрептомицин, Gluta-
Max (Gibco, Invitrogen, США); MTT (3-(4,5-диме-
тил-2-тиазолил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолий-
бромид), EGTA, иономицин, Тритон X-100,
Fura-2/AM, Syto59, DAPI, Pluronic F-127 (Mo-
lecular Probes, США); антитела: первичные анти-
ThrombinR (анти-ПАР1) антитела (АТАР2, С18,
SantaCruz, США), анти-GAPDH антитела (Milli-
pore, США); вторичные антитела AlexaFluor 488,
AlexaFluor 555 (Molecular Probes); раствор Версе-
на, среда α-МЕМ (Панэко, Россия); реагент
Бредфорд, трис-буферный солевой раствор (TBS)
(Bio-Rad, США); хемилюменисцентный набор
ECL (Thermo Scientific, США).

Синтез пептида-агониста ПАР1 (АП9)
(NPNDKYEPF-амид) был осуществлен в лабора-
тории синтеза пептидов ФГБУ “Российский кар-
диологический научно-производственный ком-
плекс” Минздрава РФ М.В. Сидоровой по стан-
дартной технологии пептидного синтеза на
твердой фазе с применением методологии Fmoc-
(9-флуоренилметоксикарбонил). Структура пеп-
тида подтверждена данными 1Н-ЯМР-спектро-

скопии, а гомогенность – данными аналитиче-
ской ВЭЖХ.

Клеточная культура RBL-2H3. В работе были
использованы культивируемые аналоги тучных
клеток – клетки линии RBL-2H3. Эта линия кле-
ток была получена из крыс линии Вистар с хими-
чески индуцированной базофильной лейкемией.
Данные клетки экспрессируют рецепторы FcεRI
и способны секретировать гистамин. Клетки об-
ладают способностью к дегрануляции, т.е. к вы-
свобождению ряда веществ, связанных с иммун-
ными реакциями. Клетки линии RBL-2H3 были
предоставлены ИБР РАН.

Клетки выращивали на культуральных флако-
нах 25 см2 в среде α-МЕМ, содержащей 0.5 мМ
L-глутамин, 10% HI FBS и 100 ед/мл пеницилли-
на/стрептомицина. Пассирование клеток осу-
ществляли с использованием раствора Версена и
0.05% трипсина-EDTA 1 раз в 3 дня. Для экспери-
ментов клетки культивировали на 96- и 48-луноч-
ных планшетах (по 5 × 104 и 8 × 104 клеток/лунка
соответственно) или на чашках Петри Glass Bot-
tom (MatTek, США) (по 8 × 104 клеток/стекло)
при 37°С и 5% СО2. Воздействия исследуемыми
веществами осуществляли через 24 ч после нане-
сения клеточной суспензии на культуральные
планшеты или чашки Петри.

Иммуноцитохимическое окрашивание. Клетки,
культивируемые на чашках Петри Glass Bottom
(MatTek, США), промывали теплым фосфатно-
солевым буфером (PBS) и фиксировали в 4% па-
раформальдегиде (15 мин). После отмывки (1 ×
× 10 мин 120 мМ Na2HPO4; 1 × 10 мин низкосолевым
буфером (150 мМ NaCl, 10 мМ Na2HPO4), 2 ×
× 10 мин высокосолевым буфером (0.5 М NaCl,
20 мМ Na2HPO4)) клетки пермеабилизовали и
для блокирования неспецифического связыва-
ния инкубировали в буфере FSBB, содержащем
0.1% Тритон X-100, 5% FBS (эмбриональная теля-
чья сыворотка), в PBS. Первичные анти-Throm-
binR антитела (АТАР2, С18) инкубировали с
клетками в течение ночи при 4°С в FSBB. На сле-
дующий день культуры трижды отмывали от пер-
вичных антител высокосолевым буфером, затем в
течение 1.5 ч инкубировали со вторичными анти-
телами. Для оценки реорганзации F-актина клет-
ки инкубировали с фаллоидином (1 : 40), конъ-
югированным с Alexa 488. Далее клетки промыва-
ли (1 × 10 мин высокосолевым буфером (0.5 М
NaCl, 20 мМ Na2HPO4); 1 × 10 мин 120 мМ
Na2HPO4; 1 × 10 мин 5 мМ Na2HPO4). Для визуа-
лизации ядер к клеткам добавляли ДНК-тропный
краситель Syto59 или DAPI (1 : 500), разведенные
в 5 мМ NaH2PO4. Далее клетки анализировали с
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помощью лазерного сканирующего микроскопа
LSM 700 (ZIESS, Германия).

Вестерн-блотинг. Для подтверждения данных
иммуноцитохимии экспрессию рецептора ПАР1
оценивали при помощи метода вестерн-блотин-
га. Культуральные чашки Петри с клетками ли-
нии RBL-2H3 переносили на лед, 1 раз отмывали
холодным фосфатно-солевым буфером. Затем
клетки лизировали с использованием буфера
RIPA, содержащего ингибиторы протеаз и фос-
фатаз (Sigma). Лизаты собирали, инкубировали
30 мин и далее центрифугировали при 14000 об/мин,
4°С в течение 10 мин. Супернатанты аккуратно
отбирали, измеряли содержание белка с помо-
щью реагента Бредфорд (Bio-Rad), замораживали
и хранили при –70°С. При проведении ПААГ-
электрофореза аликвоту лизата каждой группы
добавляли к соответствующему объему буфера
(12.5 мМ Тris/HCl (pH 6.8), 2% SDS, 10% глице-
рин, 0.025% бромфеноловый синий, 20% β-мер-
каптоэтанол, рН 6.8) и наносили в лунки геля.
После разделения белков в ПААГ осуществляли
перенос белков на нитроцеллюлозную мембрану
при 20 В, 0.4 А в течение часа. Мембрану блоки-
ровали (5% обезжиренное сухое молоко в TBS) и
затем инкубировали с первичными антителами к
ПАР1 (1 : 100, Santa Cruz, США) в течение ночи
при +4°С на шейкере. Далее несвязавшиеся анти-
тела отмывали, мембрану инкубировали со вто-
ричными HRP-антителами в течение 1.5 ч. После
отмывки мембрану проявляли на пленку, исполь-
зуя хемилюминесцентный набор ECL (Thermo
Scientific). Далее мембрану инкубировали в рас-
творе Stripping Buffer (Thermo Scientific) в течение
30 мин, отмывали, блокировали и инкубировали
с анти-GAPDH антителами (1 : 300, Millipore,
США) с последующей детекцией, как указано
выше.

Определение пролиферации RBL-2H3 (МТТ-тест).
Основа МТТ-метода при оценке содержания жи-
вых клеток в культуре – восстановление клетками
солей тетразолия до сильно поглощающих в ви-
димой области спектра формазанов [11]. MTT
(3-(4,5-диметил-2-тиазолил)-2,5-дифенил-2Н-
тетразолийбромид) восстанавливается до форма-
зана дегидрогеназами митохондрий только жи-
вых клеток. Водный раствор МТТ добавляли в
культуральную среду до конечной концентрации
0.5 мг/мл и инкубировали клетки 2 ч при 37°С,
5% СО2. Растворение формазанов осуществляли с
помощью DMSO (Sigma). Оптическую плотность
измеряли на фотометре iMark (Bio-Rad) при
530 нм. Оценивали результаты в процентах по от-
ношению к контролю.

Измерение секреции гистамина клетками линии
RBL-2H3. Для индукции секреции гистамина
клетки линии RBL-2H3 инкубировали с исследу-
емыми веществами 90 мин при 37°С, 5% СО2. Ре-
акцию останавливали помещением планшета на
лед. Анализ экстраклеточного гистамина прово-
дили в клеточном супернатанте. Для определения
внутриклеточного гистамина клетки разрушали
15-минутной инкубацией с 0.1% раствором Три-
тона Х-100. Метод определения гистамина ос-
нован на реакции конденсации гистамина с ор-
тофталевым альдегидом, в результате которой
образуется флуоресцирующий комплекс. Для
определения содержания гистамина к пробам до-
бавляли 1 N NaОН и 0.1% раствор ортофталевого
альдегида в 96% этаноле. Образовавшийся флуо-
рофор стабилизировали подкислением раствора
3N НCl [12, 13]. Флуоресценцию измеряли
на плашечном спектрофлуориметре Multilabel
counter 1420, VICTOR2 PerkinElmer при 460 нм,
возбуждая при 355 нм.

Для определения количества секретируемого
гистамина клетками строили калибровочную
кривую (5; 2; 1; 0.8; 0.6; 0.45; 0.3; 0.15 мкг/мл ги-
стамина).

Для каждой отдельной пробы рассчитывали
долю высвободившегося гистамина в процентах.
Высвобождение гистамина (%) = (концентрация
гистамина в супернатанте)/(концентрация гиста-
мина в супернатанте + концентрация внутрикле-
точного гистамина) × 100%. Уровень секреции
гистамина клетками в разных условиях (при воз-
действии тестируемых веществ) выражали в про-
центах от уровня секреции гистамина клетками
контрольной группы (спонтанная секреция),
принятого за 100%.

Микрофлуориметрические измерения [Ca2+]i.
[Ca2+]i измеряли методом флуоресцентной мик-
роскопии с помощью высокоаффинных Ca2+-ин-
дикаторов Fluo-4 и Fura-2 (Molecular Probes) [14].

Перед экспериментом клетки нагружали
ацетоксиметильным (АМ) эфиром индикатора
Fura-2 или Fluo-4 в культуральной среде в тече-
ние 40 мин при 37°С в СО2-инкубаторе, добавляя
индикаторы в концентрациях 1–2 мкМ. Для об-
легчения проникновения индикаторов сквозь
клеточную мембрану загрузку осуществляли в
присутствии “мягкого” неионного детергента
Pluronic F-127 (0.02%) (Molecular Probes), затем
клетки отмывали HEPES-солевым буфером и вы-
держивали в нем 10–15 мин для полной деэтери-
фикации молекул индикатора.

Стекло с клетками помещали на столик
лазерного сканирующего микроскопа LSM 700
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(ZIESS, Германия) в случае использования Fluo-4
или Olimpus (любезно предоставленного ФГАУ
“НМИЦ здоровья детей”, Минздрава России)
при регистрации кальциевого сигнала с помощью
Fura-2. Флуоресценцию Fura-2 возбуждали, об-
лучая клетки поочередно светом с длинами волн
340 и 380 нм в течение 100–200 мс, с интервалом
5–10 с; эмиссию регистрировали в диапазоне
505–535 нм. Флуоресценцию Fluo-4 возбуждали,
облучая клетки светом с длиной волны 488 нм в
течение 100–200 мс, с интервалом 10–13 с; эмис-
сию регистрировали в диапазоне 505–535 нм.
Данные Ca2+-зависимой флуоресценции пред-
ставлены в виде относительных значений, полу-
ченных в результате нормирования флуоресцент-
ного сигнала в каждой клетке на эффект иономи-
цина, принятый за единицу.

Статистическая обработка данных. Обработ-
ку данных проводили в программе GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software Inc., США). Для ана-
лиза использовали данные 4– 6 независимых экс-
периментов. Данные представлены как среднее ±
± стандартная ошибка среднего. Для анализа ис-
пользовали параметрический критерий One-way
ANOVA и непараметрические критерии Краске-
ла–Уоллеса (Kruskal–Wallis test) и Манна–Уитни
(Mann–Whitney test). Различия считали достовер-
ными при р < 0.05, n – число независимых экспе-
риментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

1. Антивоспалительное и пролиферативное 
действие агонистов ПАР1 – АПС и АП9 

на клетки линии RBL-2H3,
активированные липополисахаридом

Для исследования антивоспалительного дей-
ствия активированного протеина С (АПС) и
нового пептида-агониста ПАР1 – АП9 были ис-
пользованы клетки линии RBL-2H3 базофильной
лейкемии крыс. Они экспрессируют широкий
спектр рецепторов и отвечают активацией и по-
вышением секреции на действие провоспали-
тельных/повреждающих стимулов подобно туч-
ным клеткам, что делает их удобным объектом
для исследования воспалительных процессов.

Ряд данных зарубежных и отечественных ис-
следователей указывает на вовлечение в АПС-за-
висимую регуляцию клеточных функций ПАР1 и
эндотелиального рецептора протеина С (ЭРПС)
[2, 6, 7]. Используя вестерн-блотинг и иммуноци-
тохимическое окрашивание клеток линии RBL-
2H3, с помощью специфических анти-ПАР1 ан-
тител мы установили, что RBL-2H3 экспрессиру-
ют указанный тип рецепторов (рис. 1). Данный
факт позволяет предположить возможность ре-
цептор-опосредованной регуляции клеточных
функций протеазой АПС и ее функциональным
аналогом пептидом АП9. Ранее в нашей лабора-
тории была показана ПАР1-зависимая реализа-
ция эффектов АП9 на тучных клетках из перито-

Рис. 1. Экспрессия ПАР1 в клетках линии RBL-2H3. Репрезентативные данные иммуноцитохимического окрашива-
ния (а) и вестерн-блота (б). ПАР1 (ATAP2) – cпецифические анти-ПАР1-антитела, GAPDH –анитела к анти-глице-
ральдегид-3-фосфат–дегидрогеназе.
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ниальной полости крыс и гиппокампальных ней-
ронах [15–17].

Влияние АПС и АП9 на секрецию гистамина
клетками линии RBL-2H3, вызванную липополиса-
харидом. ЛПС является широко используемым
индуктором воспаления в исследованиях in vitro и
in vivo. Показано, что с помощью TLR4 тучные
клетки распознают ЛПС и секретируют во внеш-
нюю среду провоспалительные факторы IL-1,
IL-6 и TNFα [18]. Кроме того, запуск ЛПС сиг-
нальных каскадов в тучных клетках сопряжен с
активацией транскрипционного фактора NF-κB
и последующей секрецией провоспалительных
цитокинов [19]. При активации тучных клеток
провоспалительными стимулами происходит
дегрануляция и секреция медиаторов во внекле-
точную среду [20]. Уровень дегрануляции может
служить маркером активации тучных клеток и
интенсивности воспалительного процесса. В на-
стоящем исследовании нами показано, что инку-
бация клеток линии RBL-2H3 с ЛПС (1 мкг/мл,
90 мин) приводит к увеличению секреции гиста-
мина на 26% по сравнению с контрольной груп-
пой (рис. 2). Обнаружено, что предобработка кле-
точных культур АПС (10 нМ) или АП9 (10 и
100 мкМ) способствует снижению уровня дегра-
нуляции на 20, 26 и 22% соответственно по срав-
нению с группой активированных, но не обрабо-
танных протекторами клеток (рис. 2). Полученные
данные впервые демонстрируют антивоспали-
тельный эффект АПС и АП9 на клетках линии
RBL-2H3 в условиях активации ЛПС. Согласно
литературным данным, цитопротекторный эф-
фект АПС осуществляется через вовлечение
β-аррестинов независимо от G-белков [21, 22].

В связи с этим, возможным механизмом протек-
торного действия АПС на клетки линии RBL-
2H3 является запуск сигнальных каскадов с при-
влечением β-аррестина [23] и стабилизацией под-
мембранного цитоскелета.

Влияние АПС и АП9 на выживаемость клеток
линии RBL-2H3 в условиях действия эндотоксина.
Активация тучных клеток в условиях воспаления
может приводить не только к повышению их сек-
реторной активности, но и сопровождаться кле-
точной гибелью. В наших исследованиях мы оце-
нивали число живых клеток с помощью МТТ-те-
ста при действии эндотоксина ЛПС (1 мкг/мл).

В процессе развития острой воспалительной
реакции, вызванной инкубацией клеток в при-
сутствии ЛПС в течение 24 ч, наблюдалось сни-
жение уровня живых клеток в культуре. Установ-
лено, что инкубация клеток с ЛПС приводит к
снижению данного показателя на 30%. Предобра-
ботка клеток АПС (10 нМ) или АП9 (10 мкМ)
предотвращала ЛПС-вызванную гибель клеток, в
результате доля живых клеток не отличалась от
контрольных значений. Необходимо отметить,
что пролиферация клеток RBL-2H3, обработан-
ных АПС или АП9, не отличалась от пролифера-
ции клеток контрольной группы (рис. 3).

Активация RBL-2H3, вызванная эндотокси-
ном, сопровождается снижением пролиферации
и активацией секреции. АП9, подобно АПС, за-
щищает клетки, снижая уровень секреции и при-
водя к нормализации процесса пролиферации.

Таким образом, агонисты ПАР1 – АПС и АП9
защищают клетки линии RBL-2H3 от токсиче-
ского воздействия эндотоксина.

Рис. 2. Влияние АПС (10 нМ) и АП9 (10 и 100 мкМ) на секрецию гистамина клетками линии RBL-2H3, активирован-
ными провоспалительным агентом – ЛПС (1 мкг/мл). В качестве контроля выступали неактивированные клетки без
АПС или АП9, n = 4. * p < 0.05 по сравнению с контролем, # p < 0.05 по сравнению с клетками, активированными
ЛПС, но без добавления АПС и АП9.
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2. Влияние провоспалительной активации клеток 
линии RBL-2H3 тромбином 

и липополисахаридом на концентрацию 
свободного внутриклеточного кальция

Возрастание концентрации ионов кальция яв-
ляется ключевым фактором, опосредующим мно-
гие внутриклеточные процессы и, в частности,
активацию клеток. Ранее на клетках линии
RBL-2H3 было показано, что развитие воспали-
тельной реакции сопровождается увеличением
концентрации цитозольного Са2+ ([Ca2+]i) [24].
На уровень внутриклеточного Са2+ может дозоза-
висимо влиять сериновая протеаза гемостаза –
тромбин, которая в высоких концентрациях вы-

ступает в качестве провоспалительного фактора.
Известно, что тромбин в высоких концентрациях
через ПАР1 активирует перитониальные тучные
клетки, вызывая их дегрануляцию [25]. Вместе с
тем и ЛПС (1 мкг/мл) стимулирует дегрануляцию
клеток и способствует FcεRI-зависимой мобили-
зации Са2+ через SOCs (Store-Operated Ca2+ Chan-
nels), влияя на экспрессию и транскрипцию субъ-
единиц этих каналов [24]. При активации тучных
клеток происходит повышение [Ca2+]i, связанное
с его выходом из эндоплазматического ретикулу-
ма, ведущее к истощению этого депо Ca2+ и ини-
циирующее вход Ca2+ через SOCs плазматической
мембраны. Все это приводит к увеличению

Рис. 3. Влияние АПС (10 нМ) и АП9 (10 мкМ) на выживаемость клеток линии RBL-2H3, активированных ЛПС
(1 мкг/мл). В качестве контроля выступали неактивированные и не обработанные исследуемыми веществами клетки,
n = 4. * p < 0.05 по сравнению с контролем, # p < 0.05 по сравнению с клетками, активированными ЛПС, но без добав-
ления АПС и АП9.
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Рис. 4. Влияние тромбина (10 нМ) и ЛПС (1 мкг/мл) на изменение внутриклеточной концентрации кальция в культуре
клеток линии RBL-2H3. а – Изменение Са2+-зависимой флуоресценции высокоаффинного кальциевого индикатора
Fura-2 во времени. б – Площадь под кривой Са2+-зависимой флуоресценции высокоаффинного кальциевого индика-
тора Fura-2 во времени (отн. ед. × с). n = 60 ± 10. * p < 0.05 по сравнению с тромбином.
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[Ca2+]i, что является существенным для сигналь-
ных каскадов клетки [26–28].

Тромбин (10 нМ) вызывает транзиторное уве-
личение [Ca2+]i в RBL-2H3, имеющее сходную
конфигурацию с ответом клеток на ЛПС, но бо-
лее выраженное по амплитуде (о чем свидетель-
ствует размер площади под графиком, рис. 4б),
чем при добавке эндотоксина (рис. 4). На рис. 4а
видно, что вызванное ЛПС изменение Ca2+-зави-
симой флуоресценции Fura-2 отменяется предва-
рительной инкубацией клеток с тромбином. Ве-
роятно, это связано с трансдукцией сигналов, за-
пускаемых тромбином через Gq-белок при
расщеплении ПАР1 и активируемых ЛПС TLR4
через фосфоинозитидный путь с образованием
вторичного мессенджера IP3, приводящего к вы-
ходу кальция из эндоплазматического ретикулу-
ма [29–31]. Можно предположить, что к моменту
добавления ЛПС (на фоне тромбина) запасы Са2+

истощены или инактивированы механизмы его
высвобождения в цитозоль.

Обнаруженное нами возрастание [Ca2+]i в
клетках RBL-2H3 под действием тромбина может
быть одним из механизмов протеаза-зависимой
активации клеток, что согласуется с данными,
полученными в нашей лаборатории о провоспа-
лительном действии тромбина [25, 32].

На следующем этапе мы оценивали влияние
АПС и АП9 на [Ca2+]i в RBL-2H3. АПС и АП9 не
влияли на [Ca2+]i, что согласуется с ранее полу-
ченными нами данными на культивируемых гип-
покампальных нейронах [33]. При этом 10-ми-
нутная предобработка клеток линии RBL-2H3 в

присутствии АП9 приводила к существенному
уменьшению амплитуды Са2+-ответа, вызванного
тромбином (рис. 5). Интересно, что АПС не обла-
дал столь выраженным действием в этих условиях
(рис. 5). Возможно, протекторный механизм дей-
ствия синтетического пептида АП9 связан с за-
пуском β-аррестин-зависимого сигнального кас-
када, который, как показано ранее, вызывает эф-
фект, противоположный G-белок-зависимому
действию тромбина [21, 22].

3. Влияние АПС и АП9 на перестройку актинового 
цитоскелета, вызванную провоспалительной 

активацией клеток RBL-2H3

Активация иммунокомпетентных клеток со-
провождается запуском секреции, что сопряжено
с перестройкой актинового цитоскелета [34].
Данный процесс, например, в макрофагах опо-
средован нарастанием Са2+ в цитозоле, в присут-
ствии которого актин-связывающий белок гель-
золин вызывает фрагментацию актиновых фила-
ментов [35]. Существуют данные о том, что
кальмодулин также играет важную роль в Ca2+-за-
висимой разборке F-актина в клетках RPMC [36].
В активированных клетках RBL-2H3 кальмоду-
лин концентрировался в богатом актином кор-
тексе (подмембранной области) клетки [37], где
взаимодействовал с актин-связывающим каркас-
ным белком IQGAP1. Rho GTP-азы высвобожда-
ются из IQGAP1, когда кальмодулин связывает
Ca2+. Поэтому повышение [Ca2+]i инициирует
разборку существующего актинового кортекса
клетки, устраняя тем самым физическую прегра-

Рис. 5. Влияние АПС (10 нМ) и АП9 (20 мкМ) на изменение внутриклеточной концентрации кальция в культуре кле-
ток линии RBL-2H3, при активации их тромбином (50 нМ). а – Изменение Са2+-зависимой флуоресценции высоко-
аффинного кальциевого индикатора Fluo-4 во времени. б – Площадь под кривой Са2+-зависимой флуоресценции вы-
сокоаффинного кальциевого индикатора Fluo-4 во времени (отн. ед. × с). n = 80 ± 5. * p < 0.05 по сравнению с тромбином.
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Рис. 6. Влияние АП9 (10 мкМ) на изменение актинового цитоскелета клеток линии RBL-2H3 через 24 ч после их ак-
тивации ионофором А23187 (50 нМ). Репрезентативные снимки соответствующих клеточных культур, полученные с
помощью лазерного сканирующего микроскопа LSM 700.
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ду для слияния везикул с плазматической мем-
браной [38].

В следующей серии экспериментов мы акти-
вировали клетки тромбином (50 нМ, 1.5 ч) или
кальциевым ионофором А23187 (50 нМ, 24 ч) и за-
тем с помощью фаллоидина оценивали состояние
F-актина в клетках линии RBL-2H3 в присут-
ствии исследуемых ПАР1-агонистов (рис. 6 и 7).
Тромбин в высокой концентрации и ионофор
А23187 однонаправлено изменяли структуру ак-
тинового цитоскелета клеток, обеспечивая пере-
стройку актина, характерную для экзоцитоза
(рис. 6 и 7). При этом актиновые филаменты сме-
щаются в околоядерную зону из подмембранной
области отростков. Схожие перестройки корти-
кального F-актина наблюдаются после стимуля-
ции FcεRI тучных клеток и интерпретируются во
многих исследованиях как важный шаг в облегче-
нии слияния гранул с плазматической мембра-

ной, необходимого для высвобождения их содер-
жимого во внеклеточную среду [34, 39–42]. По-
добные изменения, вероятно, опосредованы
взаимодействием тромбина с ПАР1 и усилением
сигнала через активацию RhoA, что приводит к
перестройке цитоскелета в клетках [43]. Это со-
гласуется с данными, полученными на культуре
астроцитов, где тромбин в высоких концентраци-
ях вызывал изменение актинового цитоскелета, в
частности повышение количества стресс-фибрилл
в клетках [32]. Кроме того, подобная реорганиза-
ция цитоскелета может быть следствием тром-
бин-опосредованного повышения внутриклеточ-
ного Са2+ и запуском Са2+-зависимых сигналь-
ных каскадов через актин-регулирующие белки,
РКСs и др. При этом предобработка клеток АП9
или АПС способствовала стабилизации цитоске-
лета подобно ситуации, наблюдаемой в контроль-
ной группе (рис. 6 и 7). Аналогичный эффект АПС

Рис. 7. Влияние АПС (10 нМ) и АП9 (10 мкМ) на изменение актинового цитоскелета клеток линии RBL-2H3, активи-
рованных тромбином (50 нМ). Репрезентативные снимки соответствующих клеточных культур, полученные с помо-
щью лазерного сканирующего микроскопа LSM 700.
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был продемонстрирован на астроцитах, где он
снижал вызванную тромбином дезорганизацию
фибрилл и образование “free fields” [32].

Таким образом, на линии клеток RBL-2H3
впервые продемонстрировано вовлечение в регу-
ляцию воспалительного ответа агонистов ПАР1.
Выявленный антивоспалительный эффект ново-
го пептида-агониста ПАР1, функционального
аналога АПС, предоставляет новую возможность
поиска препаратов пептидной природы с ком-
плексным антивоспалительным действием.
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Regulation of the Proinflammatory Activity of the RBL-2H3 Cells by Activated 
Protein С and Peptide-Agonist of Protease-Activated Receptor 1 (PAR1)

I. I. Babkina1, 2, *, E. V. Kiseleva3, L. R. Gorbacheva1, 2

1Lomonosov Moscow State University, Biological Faculty, Moscow, 119991 Russia
2Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, 117997 Russia
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The present study is focused on the problem of regulation of the proinflammatory activity of mast cells
through a specific class of protease-activated receptors, PAR1. Here we show for the first time that a new pep-
tide-agonist of PAR1 regulates the activity of the mast cells analog, cell line RBL-2H3. The peptide-agonist
of PAR1, like activated protein C (APC), exerts anti-inflammatory and cytoprotective effects on RBL-2H3
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cells, when they are activated by proinflammatory factors. Incubation of mast cells with lipopolysaccharide
(LPS) induces a transient increase in the intracellular concentration of free calcium ions, enhances the his-
tamine secretion, and suppresses cell proliferation. Pretreatment of the cells with the peptide or APC prevents
the effect of endotoxin. Activation of the RBL-2H3 cells by thrombin and calcium ionophore leads to actin
reorganization, which may indicate cell activation and secretion onset. Application of the peptide or APC in
the presence of activators leads to the actin ordering in the cell submembrane region, which is typical for the
control group. Thus, the newly discovered anti-inflammatory and protective properties of the peptide-ago-
nist of PAR1 (NPNDKYEPF-amide) open up the possibility of finding new approaches to the therapy of in-
flammatory processes on the basis of peptide drugs through the modulation of the PAR activity.

Keywords: activated protein C (APC), protease-activated receptor 1 (PAR1), peptide-agonist of PAR1, in-
flammation, cell line RBL-2H3
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