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В отличие от норадреналина или мелатонина, синхронизирующих прямые межклеточные взаимо-
действия и организующих ритм синтеза белка, дофамин (0.4 мкг/мл) ликвидирует ритм синтеза бел-
ка в кератиноцитах HaCaT и в гепатоцитах. Опыты с блокатором Д2 рецепторов дофамина метокло-
прамидом (церукал, 2 мкг/мл) показали, что дезорганизующий эффект дофамина обусловлен акти-
вацией Д2 рецепторов, блокирующих, по данным литературы, аденилатциклазу и выброс ионов
кальция из внутренних депо. Показано, что в условиях наших опытов церукал не активирует рецеп-
торы серотонина. Восстановление взаимодействий клеток после действия дофамина или во время
его действия осуществляется мелатонином (0.001 мкг/мл). Обсуждается рекомендация инъециро-
вать мелатонин перед введением дофамина по разным клиническим показаниям.
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ВВЕДЕНИЕ
Прямые межклеточные взаимодействия регули-

руют кооперацию клеток в кинетике различных
функций; маркер кооперации – околочасовые рит-
мы в клеточных культурах (обзор, Бродский, 2014).
Ранее выявлены факторы организации околоча-
сового ритма синтеза белка – внеклеточные и
внутриклеточные. Установлено, что начальным
сигналом на рецепторах клеточной мембраны яв-
ляются ганглиозиды, норадреналин и его фарма-
кологический аналог фенилэфрин, серотонин и
его производное гормон мелатонин. Факторы-
организаторы влияли на кинетику синтеза белка в
гепатоцитах in vitro и in vivo, в мезенхимных стро-
мальных клетках и в культурах кератиноцитов
HaCaT (см. также, Бродский и др., 2011). В по-
следнее время показано, что в отличие от норадре-
налина и серотонина, их аналогов и производных,
дофамин дезорганизует ритм синтеза белка в гепато-
цитах (Brodsky et al., 2012). В контроле, в синхрон-
ных культурах выявляли ритм. После 5–10 мин дей-
ствия 1–10 мкМ дофамина ритма не было. Задача
новой работы – выяснить влияние дофамина на
межклеточные взаимодействия в культурах HaCaT

кератиноцитов. Катехоламин дофамин – предше-
ственник норадреналина и адреналина – исполь-
зуют в неврологической и кардиологической кли-
нике. Известно, что дофамин влияет на пролифе-
рацию кератиноцитов (Parrado et al., 2012), от
взаимодействий которых может зависеть их ми-
грация и дифференцировка и, следовательно,
рост кожи и заживление ран. Состояние адрено-
и дофаминовых рецепторов, активируемых но-
радреналином или дофамином и их агонистами,
заслуживают внимания.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клеточные культуры

Нетрансформированные кератиноциты кожи
человека HaCaT культивировали в среде DMEM
(ПанЭко) с добавлением 10% эмбриональной
телячьей сыворотки и глутамина (ПанЭКО).
Клетки снимали смесью 0.25% трипсин-ЭДТА
(Gibco). Пассировали раз в 3–5 дней в соотно-
шении 1 : 4–1 : 6. Для целей наших опытов сус-
пензию клеток переносили в бессывороточную
среду; среду 199 дополняли 0.2 мг/мл альбумина
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для клеточных культур (Sigma) и 0.5 мкг/мл инсули-
на (Sigma); газовая фаза содержала 90% воздуха и
10% СО2. Суспензию, содержащую 4–5 × 106 клеток
в 1 мл среды, вносили в чашку Петри с 30 мл бес-
сывороточной среды над стеклами, покрытыми
коллагеном. Площадь каждого стекла примерно
1 см2. Получали плотные культуры с близко рас-
положенными клетками. Через сутки культуры
отмывали и переносили в свежую среду.

Получение первичных культур гепатоцитов
крысы детально описано ранее (Brodsky et al.,
2000). Гепатоциты самцов крыс Вистар изолиро-
вали с помощью 0.5% коллагеназы и культивиро-
вали на стеклах, покрытых коллагеном, в бессы-
вороточной среде (см. выше). Плотные культуры
с близко расположенными клетками получали
при введении в чашку Петри над стеклами, по-
крытыми коллагеном, около 106/мл суспензии
изолированных гепатоцитов. Через 2–3 ч культу-
ры отмывали и переносили в свежую среду; через
сутки культуры вновь отмывали.

В некоторых опытах Д2 рецепторы дофамина
блокировали метоклопрамидом (действующий
компонент лекарства “церукал”, Плива Хорват-
ска, Хорватия).

Исследования кинетики синтеза белка (деталь-
нее Brodsky et al., 2000).

Пробы, по три стекла с культурами каждая,
брали последовательно через 10 мин в течение 2 ч.
Каждую пробу инкубировали отдельно в тече-
ние 10 мин при 37°C в среде с 3Н-лейцином (25–

30 мкCi/мл, специфическая радиоактивность
70–100 Ci/ммоль). Культуры промывали холод-
ным физиологическим раствором с избытком не-
меченого лейцина и для экстракции невключив-
шегося в белки лейцина переносили в холодную
5% хлорную кислоту на 60 мин. Затем культуры
промывали этиловым спиртом, и белки растворя-
ли гиамином (бензетониум гидроксид, Sigma).
Радиоактивность лейцина в белках и в небелко-
вой кислоторастворимой фракции измеряли в
каждой культуре, используя сцинтилляционный
счетчик Perkin Elmer Tri-Carb 2810 OTR (США).
Рассчитывали относительное включение лейцина
Icorr в белки с поправкой на пул свободного лейци-
на Icorr = IiPm/Pi (cpm), где Ii – измеренное включе-
ние в определенной культуре, а Pi = Ii + pi – общая
радиоактивность клеток культуры, pi – радиоак-
тивность свободного (не включившегося в белки)
3H-лейцина в той же культуре, Pm – средняя ра-
диоактивность всех культур данного опыта. В от-
ношении Icorr нивелируются вариабельность пула
свободного лейцина, а также различное число
клеток в разных культурах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 приведен пример определения дей-

ствия дофамина на культуры кератиноцитов Ha-
CaT. В контроле (рис. 1а), в нативных суточных
культурах наблюдали выраженный ритм синтеза
белка с двумя периодами в течение 2 ч наблюде-
ний. Обработка таких же культур дофамином

Рис. 1. Влияние дофамина на кинетику синтеза белка в отмытых суточных культурах HaCaT кератиноцитов: (а) кон-
троль: кинетику синтеза белка исследовали через 70 мин инкубации культур в свежей среде; (б) кинетику исследовали
через 70 мин инкубации культур в среде с дофамином (0.4 мкг/мл); (в) в среду с такими же культурами вводили мела-
тонин (0.001 мкг/мл) и через 5 мин дофамин (0.4 мкг/мл); через 65 мин, не меняя среду, исследовали кинетику синтеза
белка. Здесь и на рис. 2 и 3 на оси абсцисс время (мин), по оси ординат – Icorr, включение 3H-лейцина с поправкой на
пул лейцина, невключившегося в белки (см. Методы).
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(0.4 мкг/мл) привела к ликвидации ритма (рис. 1б).
В течение 2 ч все пробы, кроме последней, досто-
верно не отличались друг от друга; все 12 проб
входили в пределы вариабельности средней для
всего опыта (36 культур) ± ошибка этой средней.
Если в среду с культурами ввести мелатонин

(0.0012 мкг/мл) и затем дофамин, дезорганизую-
щее действие дофамина блокируется (рис. 1г). В
этом случае наблюдали ритм синтеза белка.

Различают пять типов рецепторов дофамина.
По способности организовывать кинетику синте-
за белка эти рецепторы можно разделить на две

Рис. 2. Влияние дофамина и блокатора Д2 рецепторов дофамина метоклопрамида (церукала) на кинетику синтеза бел-
ка в плотных отмытых суточных культурах гепатоцитов крысы: (а) контроль: кинетику синтеза белка исследовали че-
рез 70 мин инкубации культур в свежей среде; (б) кинетику исследовали через 70 мин инкубации культур в среде с до-
фамином (0.4 мкг/мл); (в) кинетику исследовали через 70 мин инкубации культур в среде с церукалом (2 мкг/мл); (г) в
среду с культурами вводили церукал (2 мкг/мл) и через 5 мин дофамин (0.4 мкг/мл); через 65 мин исследовали кине-
тику синтеза белка.
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группы. Д1 рецепторы активируют аденилатцик-
лазу и стимулируют выброс кальция из внутренних
депо (Beaulieu, Gainetdinov, 2011; Parrado et al.,
2012); вследствие этого повышается активность
протеинкиназ. Согласно нашим данным, актива-
ция протеинкиназ (преимущественно протеин-
киназ С и А) – ключевое звено кооперации кле-
ток в организации ритма синтеза белка (обзор
Бродский, 2014). Стимуляция Д1 рецепторов до-
фамина приведет к организации ритма, также как
сигнал от норадреналина или мелатонина. Про-
тивоположным должен быть эффект Д2 рецепто-
ров дофамина, активация которых тормозит ак-
тивность аденилатциклазы и внутриклеточный
транспорт кальция.

Ликвидация ритма синтеза белка в гепатоци-
тах при действии на них дофамина может опреде-
ляться его влиянием на Д2 рецепторы. На рис. 2
приведено влияние на кинетику синтеза белка
антагониста Д2 рецепторов дофамина метокло-
прамида – действующего компонента известного
лекарства церукал. В контроле, в плотных культурах
гепатоцитов, как во многих предыдущих наших ра-
ботах, наблюдали ритм синтеза белка (рис. 2а). До-
фамин в дозе (0.4 мкг/мл), как это показано нами
и ранее (Brodsky et al., 2012), ликвидировал ритм
(рис. 2б). В течение 2 ч наблюдений культур в сре-
де с дофамином 10 проб из 12 достоверно не отли-
чались друг от друга; 10 проб были в пределах
средней для всего опыта ± ошибка этой средней.

Сам церукал в дозе 2 мкг/мл не влиял на ритм
(рис. 2в). При блокировании Д2 рецепторов церу-
калом в среде с дофамином в гепатоцитах сохра-
нялся ритм синтеза белка (рис. 2г). Трактовка
данных рис. 2 затруднена наблюдением неодно-
значного действия метоклопрамида. В некоторых
случаях метоклопрамид не только блокирует Д2
рецепторы дофамина, но одновременно активи-
рует рецепторы серотонина, стимулирующие аде-
нилатциклазу и, таким образом, организующие
ритм синтеза белка. Так, например, действовал
метоклопрамид на клетки феохромацитомы
(Guillemot et al., 2005). Если такое происходит и в
гепатоцитах, эффект метоклопрамида (церукала)
вместе с дофамином можно объяснить купировани-
ем эффекта дофамина активацией серотонино-
вых рецепторов. Данные рис. 3 снимают возмож-
ность активации церукалом рецепторов серото-
нина в гепатоцитах. Использованы разреженные
несинхронные культуры гепатоцитов, в которых
нет ритма синтеза белка (обзор Бродский, 2014).
Ритм в таких культурах организуется внешним син-
хронизатором – мелатонином, норадреналином, се-
ротонином и др. и, следовательно, если бы церукал
активировал рецепторы серотонина, мы наблю-
дали бы ритм. И без церукала (контроль, рис. 3а)
и в среде с церукалом (рис. 3б) все точки кривых
кинетики синтеза белка достоверно не отличают-
ся друг от друга и входят в пределы средней для
всего опыта ± ошибка этой средней.

Рис. 3. Влияние церукала на кинетику синтеза белка в разреженных отмытых суточных культурах гепатоцитов крысы:
(а) контроль: кинетику синтеза белка исследовали при инкубации культур в свежей среде; (б) кинетику исследовали
при инкубации таких же культур в среде с церукалом (2 мкг/мл).
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Также как в гепатоцитах печени (Deskapoulos
et al., 2012), в эпидермисе кожи определены Д2 ре-
цепторы дофамина (Fuziwara et al., 2005). Об этом
говорят и наши данные с ликвидацией ритма син-
теза белка в клетках HaCaT при действии на них

дофамина (рис. 4). В контроле, в суточных куль-
турах в бессывороточной среде, как и ранее
(Бродский и др. 2011, см. также рис. 1), наблюдали
ритм синтеза белка (рис. 4а). Дофамин ликвидиро-
вал ритм: 11 проб из 12 достоверно не различались

Рис. 4. Влияние дофамина, мелатонина и церукала на кинетику синтеза белка в кератиноцитах HaCaT: (а) контроль:
кинетику синтеза белка исследовали через 70 мин инкубации культур в свежей среде; (б) кинетику исследовали через
70 мин инкубации культур в среде с дофамином (0.4 мкг/мл); (в) в среду с культурами вводили мелатонин (0.001 мкг/мл)
и через 5 мин дофамин; через 65 мин исследовали кинетику синтеза белка; (г) в среду с культурами вводили церукал
(2 мкг/мл) и через 5 мин дофамин (0.4 мкг/мл); через 65 мин исследовали кинетику синтеза белка.
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и входили в пределы средней для всего опыта ±
± ошибка (рис. 4б). Мелатонин, действуя вместе с
дофамином, предотвращал дезорганизацию рит-
ма (рис. 4в). В опыте также подтверждены данные
о рецепторах Д2, активация которых дофамином
дезорганизует ритм в культурах HaCaT. Блокиро-
вание Д2 рецепторов метоклопрамидом (церука-
лом) снимало действие дофамина (рис. 4г).

Показанием к применению дофамина в клинике
являются шоковые состояния различной этиологии:
кардиогенный, травматический, эндотоксический,
послеоперационный шок и др. Дофамин действует
на Д2 рецепторы, вызывая расширение почечных,
мезентериальных, коронарных и мозговых сосудов.
В низких и средних дозах дофамин применяют для
улучшения гемодинамики при острой сердечной
или сосудистой недостаточности, развивающихся
при различных патологических состояниях. Ткане-
вой дофамин играет важную роль в адаптации чело-
века к кровопотерям и травмам. Предшественник
дофамина ДОФА, проникающий через гематоэнце-
фалический барьер, используют при болезнях Пар-
кинсона и Альцгеймера. Активация Д2 рецепто-
ров влияет на синтез и секрецию кератиноцитами
цитокинов IL-6 и IL-8 (Parrado et al., 2012). Эти
интерлейкины, особенно IL-6, усиливают проли-
ферацию эпидермальных клеток и, тем самым,
способствуют заживлению ран. Однако избыточ-
ный синтез IL-6 приводит к гиперплазии фиб-
робластов и к образованию уродливого “келоид-
ного” рубца.

При инъекции малых доз дофамина взрослому
человеку начальная его концентрация в крови со-
ставляет примерно 0.2–0.7 мкг/мл крови. Мы
вводили в среду с гепатоцитами или культурами
HaCaT 0.4 мкг/мл дофамина. Синтез специфиче-
ских белков – одна из основных функций гепато-
цитов; в печени синтезируются и продуцируются
белки плазмы крови. Синтез специфических бел-
ков – одна из функций кератиноцитов. Ритм син-
теза белка – результат синхронизации активно-
сти клеток при прямых межклеточных взаимо-
действиях (Бродский, 2014). Взаимодействия
клеток регулируют многие клеточные и органные
функции; их нарушения могут быть тяжелее влия-
ний на кинетику синтеза белка. Данные о факто-
рах-организаторах кинетики синтеза белка – мела-
тонине или ганглиозидах, исправляющих дезорга-
низующее действие дофамина (Brodsky et al., 2012),
внушают надежду компенсации отрицательных
эффектов дофамина. Не менее значимы данные
настоящей работы, показавшей, что дофамин од-
новременно с мелатонином вообще не проявляет
свой дезорганизующий эффект. Ранее было пока-
зано, что ганглиозиды и катехоламины, сигналь-
ные факторы организации синтеза белка, как, со-
ответственно, и их рецепторы, функционируют

независимо друг от друга (Звездина и др., 2008).
Также было показано, что мелатонин, однократ-
но введенный крысе, организует ритм синтеза
белка сутки после инъекции. Стоит обратить внима-
ние на взаимодействие адренорецепторов и дофа-
миновых рецепторов, тем более, что норадреналин и
адреналин образуются из дофамина и некоторые их
свойства сходные. Возможно, расширение этих дан-
ных приведет к рекомендации вводить мелатонин
или другой организатор прямых межклеточных вза-
имодействий перед инъекцией пациенту дофамина.

Работа поддержана грантом РФФИ 14-04-00189.
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Dopamine Disorganizes Direct Intercellular Interactions in Keratinocytes Cultures:
a Comparison to Hepatocytes 
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Dopamine in the concentration 0.4 μg/mL abolishes protein synthesis rhythm in HaCaT keratinocytes and
hepatocytes unlike noradrenaline or melatonin, which synchronize direct intercellular interactions and orga-
nize protein synthesis rhythm. Experiments with D2 dopamine receptors blocking agent metoclopramide
(tserukal) in the concentration 2 μg/mL show that a disorganizing effect of dopamine is driven by the activa-
tion of D2 receptors, which block adenylyl cyclase and the eff lux of calcium ions from internal depos accord-
ing to the literature. It is shown that tserukal does not activate serotonin receptors in our experimental set-
tings. Cellular interactions’ recovery during or after dopamine action is carried out by melatonin in the con-
centration 0.001 μg/mL. A recommendation to inject melatonin before dopamine administration for
different medical indications is discussed.

Keywords: intercellular interactions, protein synthesis kinetics, keratinocytes, HaCaT cultures, hepatocytes,
dopamine, dopamine receptors, melatonin, tserukal 
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