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Апоптоз и некроз при реперфузии после ишемии являются ключевыми механизмами на клеточном уровне, приводящими к 
повреждению. Развитию патологических состояний предшествует внутриклеточная перегрузка ионами кальция как на стадии ише-
мии, так и на стадии реперфузии. В связи с этим одна из стратегий, направленных на уменьшение повреждений при ишемии/
реперфузии, связана с использованием блокаторов кальциевых каналов.

Цель исследования — изучение влияния пептидного токсина — блокатора кальциевого канала ω-hexatoxin-Hv1a — на раз-
ные типы клеточной гибели эпителиальных клеток при воспроизведении in vitro условий ишемии/реперфузии, характерных при 
трансплантации органа.

Материалы и методы. В работе использовали эпителиальную клеточную культуру CHO-K1. Оценивали изменение апоптоза, 
некроза, клеточного индекса и концентрации ионов кальция при моделировании процессов ишемии/реперфузии in vitro с добав-
лением токсина — блокатора кальциевого канала. Ишемического и реперфузионного повреждения достигали за счет депривации 
кислорода и питательных веществ с последующей реперфузией в полной питательной среде. Измерения проводили с использова-
нием мультимодального планшетного ридера-флуориметра.

Результаты. При моделировании процессов ишемии/реперфузии зафиксировано повышение апоптоза, некроза и концентра-
ции ионов кальция. При добавлении токсина в концентрации 50 нМ на стадии реперфузии отмечено снижение апоптоза и некроза, 
а также концентрации ионов кальция до физиологического уровня или уровня, близкого к физиологическому. В присутствии токси-
на клеточный индекс показал более быстрое восстановление.

Заключение. Данные эксперимента подтверждают гипотезу о благотворном влиянии пептидных блокаторов кальциевых кана-
лов на состояние эпителиальных клеток при реперфузии после ишемии и могут рассматриваться для дальнейшего изучения как 
стратегия адаптации органа перед реперфузией.

Ключевые слова: ишемия; реперфузионное повреждение; пептидные токсины; блокаторы кальциевых каналов; апоптоз при 
реперфузии.

Как цитировать: Iurova E.V., Beloborodov E.A., Saenko Yu.V., Sugak D.E., Fomin A.N., Slesarev S.M., Pogodina Ye.S. Effect of the 
peptide calcium channel blocker ω-hexatoxin-Hv1a on cell death during ischemia/reperfusion in vitro. Sovremennye tehnologii v medicine 
2023; 15(1): 21, https://doi.org/10.17691/stm2023.15.1.03

Для контактов: Юрова Елена Валерьевна, e-mail: urovaev523@gmail.com

Блокатор кальциевых каналов при ишемии/реперфузии in vitro



22   СТМ ∫ 2023 ∫ том 15 ∫ №1

биотехнологии

English

Effect of the Peptide Calcium Channel Blocker ω-hexatoxin-Hv1a  
on Cell Death during Ischemia/Reperfusion in vitro

E.V. Iurova, Junior Researcher, Laboratory of Research and Development of Peptide Drugs and Vaccines,  
S.P. Kapitsa Technological Research Institute;
E.A. Beloborodov, Researcher, Laboratory of Research and Development of Peptide Drugs and Vaccines,  
S.P. Kapitsa Technological Research Institute;
Yu.V. Saenko, DSc, Leading Researcher, Laboratory of Research and Development of Peptide Drugs  
and Vaccines, S.P. Kapitsa Technological Research Institute;
D.E. Sugak, Junior Researcher, Laboratory of Research and Development of Peptide Drugs and Vaccines,  
S.P. Kapitsa Technological Research Institute;
A.N. Fomin, PhD, Senior Researcher, Director of the S.P. Kapitsa Technological Research Institute;
S.M. Slesarev, DSc, Professor, Head of the Department of Biology, Ecology and Nature Management,  
Institute of Medicine, Ecology and Physical Education;
Ye.S. Pogodina, PhD, Head of the Laboratory of Research and Development of Peptide Drugs and Vaccines,  
S.P. Kapitsa Technological Research Institute

Ulyanovsk State University, 42 Leo Tolstoy St., Ulyanovsk, 432017, Russia

Apoptosis and necrosis during reperfusion after ischemia are key mechanisms at the cellular level leading to damage. The development 
of pathological conditions is preceded by intracellular calcium ion overload both at the stage of ischemia and at the stage of reperfusion. 
In this regard, one of the strategies aimed at reducing damage during ischemia/reperfusion is associated with the use of calcium channel 
blockers.

The aim of the study was to study the effect of a peptide toxin, a calcium channel blocker ω-hexatoxin-Hv1a, on different types of 
epithelial cell death during in vitro reconstruction of ischemia/reperfusion conditions characteristic of organ transplantation.

Materials and Methods. In this study, we used CHO-K1 epithelial cell culture. Changes in apoptosis, necrosis, cell index, and calcium 
ion concentration were assessed when modeling ischemia/reperfusion processes in vitro with the addition of a calcium channel blocker 
toxin. Ischemic and reperfusion injury was achieved by oxygen and nutrient deprivation followed by reperfusion in a complete nutrient 
medium. The measurements were performed using a multimodal plate reader-fluorimeter.

Results. An increase in apoptosis, necrosis, and the concentration of calcium ions was recorded when modeling ischemia/reperfusion 
processes. A decrease in the level of apoptosis and necrosis, as well as the concentration of calcium ions to a physiological level or a level 
close to physiological, was noted when the toxin was added at a concentration of 50 nM at the reperfusion stage. The cell index showed a 
faster restoration in the presence of the toxin.

Conclusion. The experimental data confirm the hypothesis of a beneficial effect of peptide calcium channel blockers on the state 
of epithelial cells during reperfusion after ischemia and can be considered for further study as a strategy for organ adaptation before 
reperfusion.

Key words: ischemia; reperfusion injury; peptide toxins; calcium channel blockers; apoptosis during reperfusion.

Введение

Ишемическое и реперфузионное повреждение 
(ИРП) является важным фактором, приводящим к 
высокой заболеваемости и смертности при ряде со-
стояний, к которым помимо инфаркта миокарда [1, 2], 
ишемического инсульта [3, 4] и острого повреждения 
почек [5, 6] относятся трансплантация органов [7, 8], 
а также обширные операции. Во всех данных случа-
ях ИРП существенно влияет на клинический исход 
[9]. Сходные механизмы повреждений, вызванных 
ИРП, наблюдаются при трансплантации почек, пече-
ни, легких. Ряд исследований показал, что в первую 
очередь повреждению подвержены эпителиальные и 
эндотелиальные клетки трансплантированных орга-
нов [10–13].

Трансплантаты неизбежно испытывают ишемию 
с момента отделения от донорской крови. Во время 
трансплантации отмечается смена последовательных 
событий: после периода хирургической тепловой ише-
мии во время извлечения донорского органа следует 
длительный период холодовой ишемии в гипотерми-
ческом консервирующем растворе, который закан-
чивается тепловой ишемией во время имплантации 
реципиенту [14]. Как это ни парадоксально, последу-
ющая реперфузия не восстанавливает нормальное 
состояние, а еще более усиливает повреждение, акти-
вируя несколько механизмов, среди которых врожден-
ный и адаптивный иммунный ответ, и программы кле-
точной гибели [9].

На клеточном уровне следует различать две фазы 
ИРП: повреждение, возникающее во время ишемии, и 
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повреждение, возникающее после реперфузии, кото-
рые характеризуются такими типами клеточной гибе-
ли, как апоптоз и некроз [15, 16]. Апоптоз идентифици-
рован как центральный механизм во многих аспектах 
трансплантации органов и тканей [17].

Первым изменением, вызванным ишемией, яв-
ляется снижение доставки кислорода. Это служит 
причиной переключения с аэробного на анаэробный 
метаболизм. Анаэробный метаболизм не удовлетво-
ряет потребностей аэробных тканей, и, как следст-
вие, уровень внутриклеточного аденозинтрифосфата 
(АТФ) быстро падает, обусловливая внутриклеточный 
ацидоз. Все это приводит к ингибированию активно-
сти Na/K-АТФ-азы, что вызывает увеличение концен-
трации ионов натрия и воды внутри клетки. Наряду с 
накоплением ионов Na+ в клетке повышается также и 
уровень Са2+, поскольку антипортер Na/Ca прекраща-
ет выкачивать кальций из клетки. Так как накаплива-
ющийся внутри клетки натрий не может быть удален 
Na/K-АТФ-азами, обменник Na/Ca начинает работать 
в обратном направлении [18]. Перегрузка кальцием 
вызывает активацию зависимых от кальция протеаз, 
таких как кальпаины. Они остаются неактивными из-за 
кислой среды, но могут повреждать клетки после нор-
мализации рН при реперфузии [19]. Другим эффектом 
перегрузки Ca2+ является образование активных форм 
кислорода (АФК) на митохондриальном уровне во вре-
мя ишемии [20].

Несмотря на все вышеперечисленные процессы, 
при ишемии теряется лишь небольшое количество 
клеток по сравнению с фазой реперфузии. При репер-
фузии происходят как повышение уровня кислорода, 
так и нормализация внеклеточного рН. А после репер-
фузии происходит дальнейшее увеличение уровня ци-
топлазматического и митохондриального кальция, ко-
торый активирует кальпаины, вызывающие нарушение 
клеточной структуры и гибель клеток. Возвращение 
к нормоксии способствует большей выработке АФК и 
снижению уровня антиоксидантной способности [21, 
22]. АФК в свою очередь способствуют повреждению 
мембран и цитоскелета [23]. Увеличение АФК и по-
вышенное содержание кальция в митохондриях вы-
зывают открытие митохондриальной поры, которое 
приводит к гибели клеток посредством различных ме-
ханизмов, таких как апоптоз и некроз [16, 24].

Чтобы обеспечить наилучшее функционирова-
ние органа после трансплантации, в настоящее вре-
мя в клинической практике используются два метода 
консервации органов: статическое хранение в холо-
дильнике и машинная перфузия [25]. Дополнительно 
исследовали использование нескольких терапевтиче-
ских газов, среди которых водород (H2), NO, сероводо-
род (H2S) и монооксид углерода [26], а также лечение 
фармакологическими дозами ингибиторов пролилги-
дроксилазы [27] и ферментом супероксиддисмутазой 
[28]. Однако поскольку одним из наиболее важных па-
тофизиологических механизмов ИРП является пере-
грузка кальцием, основным стратегическим методом, 

направленным на уменьшение повреждений, пред-
ставляется использование блокаторов кальциевых ка-
налов. В ряде исследований установлено, что исполь-
зование верапамила, дилтиазема или нифедипина 
улучшает целостность трансплантированного органа 
[29], а также облегчает экспериментальное ишемиче-
ское и реперфузионное повреждение различных орга-
нов [30–32] за счет снижения клеточной проницаемо-
сти для кальция.

В настоящее время в качестве альтернативы хи-
мическим препаратам — блокаторам кальциевых ка-
налов, при использовании которых отмечается ряд 
существенных недостатков [33], рассматриваются 
пептидные токсины членистоногих, относящиеся к 
группе нейротоксинов с дисульфидными мостиками 
(кноттины), формирующими ингибиторный цистино-
вый узел. Эти пептиды содержат примерно 30 ами-
нокислотных остатков, включая консервативные 
цистеины, которые образуют внутримолекулярные 
дисульфидные связи [34]. Мало того, что большин-
ство этих пептидов обладают избирательностью к 
одному классу ионных каналов, они могут обладать 
селективностью к одному каналу: от слабой до исклю-
чительной [35]. К тому же цистиновый узел превраща-
ет токсины в гиперстабильные мини-белки с огромной 
химической, термической и биологической стабиль-
ностью. Кноттины обычно устойчивы к экстремаль-
ным значениям pH, органическим растворителям и 
высоким температурам. Однако с терапевтической 
точки зрения наиболее важным их свойством являет-
ся устойчивость к протеазам [36, 37].

В настоящее время уже показан эффект подоб-
ных токсинов в регуляции ИРП. К примеру, одним 
из β-конотоксинов является MVIIC, который состо-
ит из 26 аминокислот и является членом семей-
ства токсинов, блокирующих кальциевые каналы. 
Исследования in vitro, в которых моделировалась 
ишемия головного и спинного мозга, показали, что 
MVIIC значительно снижает приток Ca2+ и ослабляет 
высвобождение глутамата [38]. Эксперименты in vitro 
также показали, что β-конопептид GVIA ингибиру-
ет избыточное высвобождение глутамата во время 
ишемии, блокируя Ca2+-канал N-типа, и что это ин-
гибирование вызывает значительный защитный эф-
фект в нейронах [39].

Таким образом, стратегия применения пептидных 
кальциевых блокаторов будет заключаться в исполь-
зовании их в качестве перспективной основы для раз-
работки терапевтических препаратов, действие кото-
рых направлено на снижение негативных последствий 
реперфузии при трансплантации органов.

Цель исследования — изучение влияния пеп-
тидного токсина — блокатора кальциевого канала 
ω-hexatoxin-Hv1a [PDB: P56207] из паука Hadronyche 
versuta — на разные типы клеточной гибели эпители-
альных клеток при воспроизведении in vitro условий 
ишемии/реперфузии, характерных при транспланта-
ции органа.

Блокатор кальциевых каналов при ишемии/реперфузии in vitro
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Материалы и методы

Исследование проведено на культуре CHO-K1 — 
эпителиальных клетках яичника китайского хомячка, 
поскольку имеются доказательства, что при ишемии/
реперфузии в первую очередь страдают эпители-
альные клетки [10–12]. Ни один человек/животное не 
принимали непосредственного участия в процессе 
отбора биоматериала во время этого исследования. 
Российские нормативные акты не требуют согласова-
ния использования биоматериалов клеточных линий 
для научных исследований (Федеральный закон от 23 
июня 2016 г. №180-ФЗ).

Клеточная линия содержалась в среде DMEM/F12 
(«ПанЭко», Россия) с добавлением 10% фетальной 
бычьей сыворотки — ФБС (Biosera, Франция) и гента-
мицина при 37°C и 5% CO2 в CO2-инкубаторе (Sanyo, 
Япония). За 24 ч до эксперимента были сделаны пас-
сажи в 48-луночные планшеты в концентрации 40 000 
клеток на лунку.

Модель ишемии/реперфузии была воспроизве-
дена в условиях 3-часового культивирования этих 
клеток в среде DMEM («ПанЭко») с пониженным со-
держанием ФБС (1%) и глюкозы (1 г/л) в 1% О2 и 5% 
CO2 (ишемия) в инкубаторе CB-53 (Binder, Германия) 
с последующим 3-часовым инкубированием в сре-
де DMEM, содержащей 10% ФБС и 3,151 г/л глюкозы 
с 18,6% O2 и 5% CO2 (реперфузия) — контроль [40]. 
Токсин в конечных концентрациях 10 и 50 нМ добав-
ляли в начале реперфузии. Для общего контроля 
параметры фиксировали в нормальных условиях 
(DMEM с 10% ФБС и 3,151 г/л глюкозы, 18,6% O2, 5% 
CO2). Перед началом каждого эксперимента пита-
тельные среды были уравновешены в необходимых 
условиях в течение 30 мин.

Аминокислотная последовательность токсина 
ω-hexatoxin-Hv1a найдена с использованием базы 
данных UniProt (P56207). Токсин получен на осно-
ве твердофазного пептидного синтеза на пептидном 
синтезаторе ResPep SL (Intavis, Германия) по стан-
дартному протоколу. Анализ пептидов проводили с 
использованием высокоэффективной жидкостной 
хроматографии на хроматографической системе 
LC-20AD XR (Shimadzu, Япония), оснащенной спек-
трофотометрическим детектором SPD-20A. Масс-
спектрометрический анализ выполняли на масс-спек-
трометре AUTOFLEX (модификация MICROFLEX) 
(Bruker Daltonics GmbH, Германия).

В ходе эксперимента фиксировали изменения уров-
ня апоптоза, некроза и кальция. Краситель Yo-Pro 1 и 
PI (конечная концентрация — 1 мкМ) [41] использован 
для измерения уровня апоптоза и некроза, Rhod 2 AM 
(1 мкМ) [42] — уровня ионов кальция. Красители были 
добавлены через 3 ч после начала реперфузии и до 
ее начала — для ионов кальция. После окрашивания 
все ячейки дважды промывали теплым фосфатно-со-
левым буфером (PBS).

Измерения проводили с использованием мульти-

модального планшетного ридера CLARIOstar Plus 
(BMG LABTECH, Германия) в PBS в режиме matrix 
scan (10×10). После эксперимента клетки смывали с 
планшета и подсчитывали их концентрацию на камере 
Горяева. Первичную обработку выполняли в програм-
ме MARS (BMG LABTECH, Германия) с последующей 
обработкой в Excel. Все данные были пересчитаны на 
100 000 клеток.

Дополнительно проанализировали выживаемость 
клеток в условиях ишемии/реперфузии и при дейст-
вии токсинов. Для этого использовали систему 16-лу-
ночного планшета xCELLigence RTCA S16 (Agilent 
Technologies, США) [43]. В каждую ячейку 16-луночно-
го планшета вносили 10 000 клеток, измерение пока-
зателей клеточной культуры фиксировали в режиме 
реального времени. При достижении экспоненциаль-
ной стадии роста (через 24 ч) культуру переносили в 
условия, описанные выше. Каждый эксперимент про-
водили три раза по три повтора.

Статистическая обработка. Результаты  представ-
лены как среднее значение ± стандартное отклонение 
(М±SD). Для определения характера распределения 
использовали критерий асимметрии и эксцесса. Для 
оценки статистической значимости различий (в свя-
зи с небольшим объемом выборки) применяли крите-
рий Манна–Уитни, обработку выполняли в программе 
Origin (OriginLab, США). Поскольку данные о действии 
токсина сравнивались с контрольными условиями без 
токсина, а также с нормальными условиями, для устра-
нения эффекта множественных сравнений использо-
вали критерий Бонферрони, различия между группами 
считали статистически значимыми при р≤0,01.

Результаты
В результате пептидного синтеза получен токсин с 

чистотой >95% (рис. 1).
Изменение уровня апоптоза при действии токси-

на в концентрациях 10 и 50 нМ при моделировании 
условий ишемии/реперфузии показало, что после 
3-часовой реперфузии в культуре CHO-K1 (контроль) 
происходит повышение уровня апоптоза, однако до-
бавление токсина в концентрации 50 нМ поддержива-
ет состояние культуры на уровне нормальных условий 
(рис. 2). При этом токсин в концентрации 10 нМ не 
оказывает влияния на уровень апоптоза.

Аналогичная картина наблюдается при изучении 
влияния токсина на уровень некроза при моделирова-
нии условий ишемии/реперфузии (рис. 3). После ре-
перфузии уровень некроза также возрастает, однако 
токсин уже в концентрации 10 нМ способствует под-
держанию этого уровня, соответствующего уровню не-
кроза при нормальных условиях.

В наших экспериментах повышение уровня 
апоптоза и некроза сопровождается увеличени-
ем концентрации ионов кальция (рис. 4). При этом 
сразу после ишемии концентрация кальция значи-
тельно возрастает, а после 3 ч реперфузии снижа-

Е.В. Юрова, Е.А. Белобородов, Ю.В. Саенко, Д.Е. Сугак, А.Н. Фомин, С.М. Слесарев, Е.С. Погодина
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ется, но остается на уровне выше нормальных ус-
ловий. Добавление токсина в данном случае ведет 
к снижению концентрации ионов кальция во время 
реперфузии, что коррелирует с данными о снижении 
уровня апоптоза и некроза при добавлении токсина. 
Эффект наблюдается как при концентрации токсина 
10 нМ, так и при 50 нМ.

Отдельно стоит рассмотреть динамику клеточно-
го индекса (рис. 5), который указывает на изменение 
адгезии клеток при различных формах воздействия. 
Обнаружено, что в начале ишемии происходит па-
дение индекса в первые 30 мин (стадия адаптации к 
смене среды), затем после нормализации условий 
индекс начинает расти и продолжает рост в течение 
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всего времени инкубации в гипоксических условиях 
с сывороточной и глюкозной депривацией. В начале 
реперфузии индекс снова падает, что обусловлено 
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*

сменой среды, а затем также начинает расти. 
Однако в присутствии токсина в обеих кон-
центрациях отмечается возврат индекса к по-
казателям до начала реперфузии уже через 
1 ч. В условиях, когда токсин не добавлялся 
в среду, показатель индекса на протяжении 
дальнейшего инкубирования остается ниже 
первоначального значения и достигает нор-
мального уровня только через 5 ч от начала 
реперфузии.

Обсуждение
Ишемическое и реперфузионное повре-

ждение представляет собой патологическое 
состояние, характеризующееся начальным 
снижением кровоснабжения органа с после-
дующей реперфузией и реоксигенацией [9]. 
ИРП на основе ишемии с последующей ре-
перфузией протекает во всех пересаженных 
органах в более или менее тяжелой форме 
[44]. Значительная часть повреждений ише-
мизированного органа возникает не в период 
ишемии, а во время и после реперфузии и 
приводит в первую очередь к потере функций 
эпителиальных клеток канальцев почек [10, 
17], а также эпителия желчных протоков [45], 
способствуя развитию острого повреждения, 
задержке функционирования трансплантата, 
а также острому и хроническому отторжению 
органов [13].

В наших экспериментах исследована ин-
дукция гибели клеток через моделирование 
процессов гипоксии–депривации/реоксиге-
нации–реперфузии, которые характеризуют 
многие патологические состояния, связанные 
с ишемическим и реперфузионным поражени-
ем, в том числе в период трансплантации. Мы 
использовали модель, основанную не только 
на гипоксии, но также и на ограничении досту-
па питательных веществ к клеткам. В качест-
ве блокатора кальциевых каналов применяли 
токсин ω-hexatoxin-Hv1a, эффективность ко-
торого в снижении индуцированного проапоп-
тотическим пептидом апоптоза в концентра-
циях 10 и 50 нМ уже была показана в нашей 
предыдущей работе [46].

Реперфузионное повреждение как эффек-
торная фаза ишемии развивается в течение 
нескольких часов или дней после ишемии. 
Процессы репарации и регенерации органа 
протекают вместе с клеточным апоптозом, 
аутофагией и некрозом; судьба органа зави-
сит от того, преобладает ли гибель клеток или 
регенерация. Поскольку апоптоз нуждается в 

энергии и синтезе белка, он происходит в основном 
при реперфузии. Когда цитозольный кальций, кото-
рый увеличивается во время ишемии, возвращается к 
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нормальным значениям, клетки могут восстановиться 
после повреждения. Однако прогрессирующее увели-
чение содержания кальция в цитозоле указывает на 
необратимую фазу повреждения [19]. Подобное мож-
но было увидеть в наших экспериментах. При стадии 
реперфузии после ишемии происходит увеличение как 
апоптоза, так и некроза (см. рис. 2 и 3). При этом ре-
перфузия сопровождается увеличением концентрации 
ионов кальция, которая начинает повышаться уже на 
стадии ишемии (см. рис. 4). Митохондриальная дис-
функция — критическое событие во время ишемии, 
поскольку она инициирует каскады как некроза, так и 
апоптоза во время реперфузии. Органелла является 
одновременно местом образования вредных частиц и 
мишенью повреждения. Во время ишемии антипортер 
Na/Ca прекращает выкачивать кальций из клетки, так 
как накапливающийся внутри клетки натрий не может 
быть удален Na/K-АТФ-азами, что приводит к тому, что 
обменник Na/Ca начинает работать в обратном на-
правлении [18]. Перегрузка кальцием в митохондриях 
вызывает раннее ингибирование NADH-кофермента 
Q-оксидоредуктазы (комплекс I) с последующим окис-
лением цитохрома А3. Все это приводит к тому, что 
цитохром С теряет свое закрепление на внутренней 
митохондриальной мембране и проникает в цитозоль, 
активируя каспазу 3 [47].

Добавление токсина — блокатора кальциевых ка-
налов — приводит к снижению концентрации каль-
ция, что способствует ингибированию процессов 
апоптоза и некроза при реперфузии. Аналогично 
этот результат подтверждают данные об изменении 
клеточного индекса, который показывает степень 
распластанности клеток и их реакцию на изменение 
условий (см. рис. 5). В группе, где не использовали 
токсин, возврат к нормальному состоянию клеточ-
ной культуры происходит через несколько часов, в то 
время как при добавлении токсина данный процесс 
занимает 1 ч.

Заключение
Данные эксперимента подтверждают гипотезу о 

благотворном влиянии блокаторов кальциевых кана-
лов на состояние эпителиальных клеток при репер-
фузии после ишемии и могут рассматриваться для 
дальнейшего изучения в качестве стратегии исполь-
зования для их адаптации органа перед реперфузией. 
Вероятный способ применения подобной стратегии 
может быть связан с предварительным хранением 
трансплантируемого органа в растворе, содержащем 
токсин в наномолярных концентрациях.
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