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Аннотация. селективно связывающиеся с RAGE фрагменты V-домена 
рецептора увеличивают производство активных форм кислорода за  счет 
прямой активации НАДФН-оксидаз, которая не вызывает снижения жиз-
неспособности клеток первичной смешанной культуры коры головного 
мозга, но снижают токсический эффект бета-амилоида.

Ключевые слова: фрагменты RAGE, активные формы кислорода, 
НАДФН-оксидаза, бета-амилоид.

RAGE — это преимущественно трансмембранный гликопроте-
ин типа  I, относящийся к  суперсемейству иммуноглобулинов [1]. 
Рецептор может существовать в  виде нескольких изоформ, наи-
более изученным из  которых является полноразмерная молекула, 
состоящая из  трех доменов: внеклеточного лигандсвязывающего, 
одинарной трансмембранной спирали и С-терминального коротко-
го домена, при этом последний не обладает ферментативной актив-
ностью, но играет важную роль для передачи сигналов. Известны 
другие мембранные формы, отличающиеся той или иной степенью 
деградации цитоплазматического С-концевого фрагмента. Деграда-
ция связанного с мембраной участка обусловливает существование 
растворимой формы RAGE [2].
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Увеличение экспрессии RAGE выявлено при различных патоло-
гиях, включая болезнь Альцгеймера (БА), ишемические поврежде-
ния мозга, системный амилоидоз, развитие опухолей и ряда других 
[1, 3, 4]. В то же время отмечается, что RAGE является регулятором 
ряда процессов, обусловливающих выживаемость клеток, в частно-
сти, рост нейронов, воспалительные реакции, элиминации апопто-
тических клеток [5]. Помимо этого показано, что активация рецеп-
тора может регулировать развитие кальциевых сигналов в нейронах 
посредством обеспечения высвобождения глутамата из астроцитов 
и последующего стимулирования NMDA и AMPA/каинатных рецеп-
торов [6]. Исследованиями показано, что при БА уровень экспрессии 
гена RAGE положительно коррелирует со степень тяжести заболева-
ния [7]. Однако при этом остается вопросом, является ли это состав-
ляющей патологического процесса или же инструментом, обеспечи-
вающим снижение уровня повреждений структур головного мозга. 
Отчасти это связано с  мультилигандным характером RAGE. Его 
активация может происходить в результате связывания с широким 
набором лигандов, включая конечные продукты гликирования бел-
ков (AGEs), белок HMGB1, бета-амилоид (βА), молекулы ДНК, лизо-
фосфатидную кислоту, молекулы семейства S100 [1, 2]. Для послед-
них, в частности, известны такие эффекты в отношении астроцитов, 
олигодендроцитов и  нейронов как стимулирование роста, проли-
ферации, защиты от повреждения активными формами кислорода 
(АФК) и ряд других [8]. Кроме того защитный эффект в моделях БА, 
который является результатом связывания с βА, показан для пепти-
дов — полученных синтетическим путем фрагментов RAGE [9, 10]. 
Затруднения в поиске ответа на вопрос о роли RAGE в физиологии 
и патологии во многом связано с мультифункциональностью и, со-
ответственно, различными механизмами воздействия его лигандов 
на внутриклеточные процессы. В частности, βА способен вызывать 
токсический эффект и  в  результате неспецифического связывания 
с клеточной мембраной или проникновения внутрь клетки [6].

В связи с этим целью настоящего исследования явилось изуче-
ние действия ряда синтетических пептидов разной длины– фраг-
ментов участка  V-домена RAGE, для некоторых из  которых уже 
показана специфическая способность к связыванию с рецептором 
[6] с  тем, чтобы определить соединения с  наиболее высокой аго-
нистической активностью, а также выявить характер воздействия 
на клетки посредством одного из показанного для RAGE механиз-
ма — стимулирования продукции АФК.
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Исследования влияния пептидов на образование АФК выпол-
нены как на  переживающих срезах, так и  первичных смешанных 
нейроглиальных культурах коры головного мозга методом конфо-
кальной микроскопии (ZEISS LSM 900) с использованием окисляю-
щегося преимущественно супероксид-анионом и приобретающего 
в результате этого способность к флуоресценции зонда дигидроэ-
тидий (HEt) (максимум поглощения 530 нм). Показано, что одина-
ковые по длине, но отличающиеся наличием/отсутствие защитных 
групп соединения (60—76) (пептид 1) и Ac- (60—76)-NH2 (пептид 6) 
способны к значительному увеличению скорости образования АФК 
относительно базового уровня, взятого за 100 % (220 % и 480 % соот-
ветственно). При этом более короткий фрагмент (60—62) не оказал 
никакого влияния и был использован в последующих эксперимен-
тах в качестве контроля.

Нивелирование стимулирующего эффекта в  присутствии 
хлорида дифениленйодония (DPI) (0,5  мкМ), ингибирующего 
НАДФН-оксидазы, и отсутствие влияния оксипуринола (20 мкМ), 
блокирующего ксантиноксидазу, свидетельствует о  том, наиболее 
вероятной причиной увеличения скорости окисления HEt является 
активация первой группы ферментов.

С учетом того, что наблюдаемый эффект увеличения продукции 
АФК может быть обусловлен как прямым влиянием активированно-
го RAGE, так и опосредован более сложными сигнальными механиз-
мами с  альтернативными путями запуска, были выполнены иссле-
дования с  применением селективного антагониста RAGE FPS-ZM1 
(1 мкМ), а также CNQX (10 мкМ) и МК-801 (10 мкМ), блокирующих 
AMPA/каинатные и NMDA рецепторы соответственно. Присутствие 
двух последних соединений не  оказывало снижающего эффекта 
на способность пептидов 1 и 7 к ускорению окисления HEt. В то же 
время под влиянием FPS-ZM1 происходило полное исключение ги-
перпродукции АФК при сохранении способности НАДФ-оксидазы 
к активации при последующем добавлении форболового эфира.

Анализ скорости перекисного окисления липидов (ПОЛ), а так-
же сравнительная оценка уровня восстановленного глутатиона 
(GSH) с  применением зондов C-11  BODIPY 581/591  и  монохлор-
биман соответственно не  обнаружил признаков окислительного 
стресса в случае пептида 6, а также выявил ускорение ПОЛ (187 % 
от базового уровня) и снижение содержания GSH (75 % от контро-
ля) после воздействия пептида 1. Однако отсутствие статистически 
значимых отличий изменения содержания некротических клеток, 
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выявленное с помощью двойного окрашивания йодидом пропидия 
и Hoechst 33342, свидетельствует о том, что активация продукции 
АФК под влиянием исследуемых фрагментов RAGE не  приводит 
к ассоциированным с клеточной гибелью повреждениям.

С учетом того, что обусловленная βА токсичность части свя-
зана с гиперпродукцией АФК и развитием окислительного стресса, 
были проведены исследования влияния активации RAGE на жиз-
неспособность клеток смешанной нейроглиальной культуры при 
инкубировании в присутствии βА 1—40 (10 мкМ). На фоне значи-
тельного увеличения доли окрашенных йодидом пропидия клеток 
в  присутствии только βА (26 % некротических клеток) дополни-
тельная обработка пептидом 1 приводила к снижению этого пара-
метра до уровня 15 %, сопоставимого с контрольной культурой без 
какого-либо воздействия.

Таким образом, синтетические пептиды (60—76) и  Ac- (60—
76)-NH2 — фрагменты V-домена RAGE выступают селективными 
агонистами данного рецептора, вызывающими непосредственную 
активацию НАДФН-оксидазы. Происходящие при этом изменения 
уровня продукции АФК не приводят к патологическим для клеток 
последствиям и, вероятно, являются элементом физиологических 
процессов, обусловливающих жизнеспособность клеток головного 
мозга в условиях стресса.

Работа выполнена при поддержке гранта Правительства Россий-
ской Федерации № 075—15—2022—1095.
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Annotation. ragments o the RAGE  V-domain selectively bind 
to the receptor and  increase the production o reactive oxygen species 
due to direct activation o NADPH oxidases, which does not lead to a 
decrease  in the viability o the primary cortical co-culture, but reduces 
the toxic eect o beta-amyloid.
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