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Одним из ключевых параметров фотодинамической терапии злокачественных новообразований яв-
ляется селективность накопления фотосенсибилизаторов в опухолевой ткани. Недостаточная изби-
рательность фотосенсибилизаторов по отношению к патологически измененным тканям и генерали-
зованное распространение по организму приводит к развитию тяжелых токсических эффектов, в том 
числе кожной фототоксичности. Механизмы селективности фотосенсибилизаторов в отношении 
опухолевой ткани включают избирательное связывание с белками и липопротеинами крови, коли-
чество рецепторов к которым увеличено на мембранах опухолевых клеток, поглощение макрофага-
ми в опухоли, лучшую растворимость при низком рН, характерном для опухолевых клеток, и другие 
механизмы. В настоящее время повышение эффективности фотодинамической терапии во многом 
связывают с дополнительным нацеливанием фотосенсибилизаторов на ткани опухоли. Стратегии 
таргетной доставки основываются на различиях в метаболизме и профилях экспрессии опухолевых 
и здоровых клеток. В  этих клетках могут по-разному экспрессироваться рецепторы, протеазы или 
трансмембранные переносчики. В частности, ускоренный метаболизм у многих типов опухолей при-
водит к гиперэкспрессии рецепторов эпидермального фактора роста, фолиевой килоты, трансфер-
рина и ряда других соединений. В настоящем обзоре рассмотрены биохимические основы избира-
тельного накопления в опухолях фотосенсибилизаторов разных классов (хлорины, фталоцианины, 
производные 5-аминолевулиновой кислоты и  др.) и обсуждаются различные стратегии таргетной 
доставки с акцентом на конъюгацию фотосенсибилизаторов с лигандами рецепторов, гиперэкспрес-
сируемых в опухолевых клетках.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фотодинамическая терапия, фотосенсибилизатор, таргетная доставка, селектив-
ность, хлорин, аминолевулиновая кислота.

DOI: 10.31857/S032097252211001X, EDN: LUVMUG

Принятые сокращения: 5-АЛК – 5-аминолевулиновая кислота; АТ – антитела; Вир – виросома; Гц – гиперицин; 
ДМЭ-Хл – диметиловый эфир хлорина е6; Кур – куркумин; ЛПВП – липопротеины высокой плотности; ЛПНП – липо-
протеины низкой плотности; ЛпС – липосома; М – манноза; НЧ – наночастица; П – пептид; Пиро-Фео – пирофеофор-
бид А; ПпIX – протопорфирин IX; ПЭГ – полиэтиленгликоль; Тмф – тамоксифен; Тф – трансферрин; Тф(п) – пептид, 
связывающийся с рецепторами к трансферрину; ФДТ – фотодинамическая терапия; ФеоА – феофорбид А; ФК – фоли-
евая кислота; Хл – хлорин е6; Э2 – эстрадиол; AlPc – фталоцианин алюминия; AlPcS4 – тетрасульфированный фтало-
цианин алюминия; BPD-MA – производное бензопорфирина; EGF – эпидермальный фактор роста; EGFR – рецептор к 
эпидермальному фактору роста; G – глюкоза; IC50 – концентрация полумакисмального ингибирования; Pc – фталоциа-
нин; SiPc – фталоцианин кремния, ZnPc – фталоцианин цинка.

ВВЕДЕНИЕ

В обзоре рассмотрены основные таргет-
ные молекулы (векторы), используемые для 
нацеленной доставки фотосенсибилизаторов в 
ткани опухоли. Первыми приведены векторы, 
показывающие в исследованиях наибольшую 

эффективность, с подтвержденной многочис-
ленными исследованиями высокой фототоксич-
ностью в отношении разных типов опухолей. 
Далее рассмотрены векторы, которые исследу-
ются только недавно, эффективность которых 
показана в ограниченном количестве работ, и, 
наконец, векторы, применение которых имеет 
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серьезные технические или иные ограничения. 
При оценке перспективности и эффективно-
сти векторов автор данного обзора в первую 
очередь ориентировался на сравнительные 
данные исследователей по фототоксичности 
нацеленного фотосенсибилизатора в сравне-
нии с фотосенсибилизатором, не связанным с 
таргетной молекулой. В данном обзоре рассмот-
рены в основном те исследования, в которых 
имеются указанные сравнительные данные. 
Показателем, оцениваемым в большинстве рас-
смотренных в обзоре работ, является IC50 – по-
лумаксимальная ингибирующая концентрация 
фотосенсибилизатора, вызывающая гибель 
50%  клеток. Сравнивая разницу в значениях 
этого показателя для нацеленных и ненацелен-
ных фотосенсибилизаторов, можно наиболее 
достоверно оценить эффективность разных 
векторов доставки. В качестве дополнительного 
критерия для сравнительной оценки использо-
ван показатель увеличения уровня накопления 
фотосенсибилизатора в опухолевых клетках при 
использовании вектора доставки. Однако, как 
отмечает Schneider et al.  [1], оценка внутрикле-
точного накопления фотосенсибилизатора не 
всегда корректна, поскольку уровень накопле-
ния фотосенсибилизатора в опухоли не всегда 
коррелирует с уровнем его фототоксичности. 
Например, накопление фотосенсибилизатора в 
клетках внутри эндосом и лизосом может быть 
менее эффективным, чем у соответствующего 
неконъюгированного фотосенсибилизатора, 
накапливающегося в цитоплазме, несмотря на 
повышенное внутриклеточное поглощение.

В наиболее важных обзорах по данной 
тематике, опубликованных за последние не-
сколько лет [1–4], оценка эффективности раз-
ных векторов проведена с учетом сравнению 
между собой эффективности разных конъюга-
тов с векторными молекулами. Такой подход не 
является оптимальным, так как в нем не учи-
тывается разница в эффективности исходных 
фотосенсибилизаторов и разные условия про-
ведения экспериментов. Новизна данного об-
зора связана с тем, что оценка рассмотренных 
векторов доставки произведена по наиболее 
объективному критерию  – величине измене-
ния показателя IC50 нацеленного фотосенси-
билизатора в сравнении с аналогичным пока-
зателем ненацеленного фотосенсибилизатора 
в одинаковых условиях.

ФОТОДИНАМИЧЕСКАЯ ТЕРАПИЯ

В основе метода фотодинамической тера-
пии (ФДТ) злокачественных новообразований 

лежит селективное накопление в опухолевой 
ткани фотосенсибилизатора, который при об-
лучении светом с длиной волны, соответству-
ющей максимуму его поглощения, вызывает 
образование синглетного кислорода и других 
цитотоксических соединений, вызывающих 
повреждение структурных элементов опухоле-
вой ткани.

При облучении соответствующей дли-
ной волны фотосенсибилизатор поглощает 
один фотон и переходит из основного состо-
яния  (S0) в первое синглетное возбужденное 
состояние (S1) или в более высокие синглетные 
возбужденные состояния  (Sn).  Состояния  Sn 
быстро переходят в  S1 путем внутренней кон-
версии.  Фотосенсибилизатор в  возбужденном 
состоянии S1 нестабилен, время его жизни со-
ставляет несколько наносекунд, и он быстро 
переходит в основное состояние S0, что сопро-
вождается флуоресценцией или рассеиванием 
энергии в виде тепла (рис. 1). Из состояния S1 
может произойти переход в возбужденное со-
стояние  T1 путем интеркомбинационной кон-
версии. Фотосенсибилизатор в возбужденном 
состоянии  T1 обычно характеризуется более 
длительным временем жизни (от  мкс до  с) и 
может вступать в различные фотофизические 
и фотохимические процессы, такие как фос-
форесценция и образование синглетного кис-
лорода 1О2 с последующей генерацией других 
активных форм кислорода [2, 3].

К химическим соединениям, применяемым 
в качестве фотосенсибилизаторов для  ФДТ, 
предъявляют определенные требования, сре-
ди которых стабильность химического состава, 
максимум поглощения, лежащий в области так 
называемого «терапевтического окна», где по-
глощение собственных тканей минимально, 
высокий квантовый выход генерации синглет-
ного кислорода, а также, в качестве одного из 
основных требований, высокая селективность 
накопления в опухоли. Последнее обеспечи-
вает высокую фотодинамическую активность, 
возможность использования низких терапев-
тических доз, минимальное воздействие на 
окружающие здоровые ткани при облучении и 
низкую кожную фототоксичность [5–7].

В большинстве стран первыми фотосенси-
билизаторами, разрешенными для применения 
в клинической практике, были производные 
гематопорфирина  – фотофрин и его аналоги. 
Наиболее длинноволновая полоса поглоще-
ния порфиринов лежит в области 620–640 нм. 
Вследствие этого ФДТ с данными фотосенси-
билизаторами вызывает в опухолях ограничен-
ные по глубине фотоиндуцированные некрозы. 
Также эти препараты характеризуются низкой 
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Рис. 1. Модифицированная диаграмма Яблонского. Фотофизические процессы фотодинамической терапии

селективностью накопления в опухолевой тка-
ни по сравнению с окружающими здоровыми 
тканями и кожей, что является причиной высо-
кой кожной фототоксичности, ограничиваю-
щей их клиническое применение [5–8].

При разработке фотосенсибилизаторов 
последующих поколений основными крите-
риями для их успешного внедрения в клини-
ческую практику стали смещение максимумов 
поглощения в более длинноволновую область 
спектра (650–670  нм и более), что позволило 
обеспечить большую глубину поражения опу-
холевой ткани, а также повышение селектив-
ности по отношению к опухолевой ткани по 
сравнению с препаратами первого поколения. 
К  этим препаратам относятся фотосенсиби-
лизаторы на основе фталоцианинов  (Pc), хло-
ринов, бактериохлорина и их производных 
(фотосенс, темопорфин, пурлитин, фоскан, 
фотодитазин, радахлорин, фотохлорин, фото-
лон, бактериосенс и др.) [5, 6, 8, 9].

СЕЛЕКТИВНОСТЬ 
НАКОПЛЕНИЯ НЕНАЦЕЛЕННЫХ 

ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОРОВ В ОПУХОЛИ

Селективность накопления фотосенсиби-
лизаторов в опухолевой ткани  – один из ос-
новных параметров ФДТ [5, 10]. Низкая троп-
ность фотосенсибилизаторов к опухолевой 
ткани приводит к необходимости повышения 

их эффективных концентраций и накоплению 
фотосенсибилизаторов в здоровых органах и 
тканях, в том числе в коже, что вызывает ее фо-
тосенсибилизацию и развитие тяжелой кожной 
фототоксичности.

Для фотосенсибилизаторов разной хими-
ческой природы существуют разные теории, 
объясняющие избирательность их накопления 
в опухоли.

Хорошо известно, что при введении в кро-
воток все липофильные фотосенсибилизаторы 
связываются с белками сыворотки, включая в 
первую очередь липопротеины низкой плот-
ности  (ЛПНП), а также липопротеины высо-
кой плотности  (ЛПВП) и альбумин, и только 
небольшая их часть оказывается в свободном 
состоянии. Молекулы фотосенсибилизаторов 
связываются с белками за счет электростати-
ческих, ван-дер-ваальсовых, гидрофобных и 
водородных взаимодействий. Включение гид-
рофобных фотосенсибилизаторов (в первую 
очередь производных гематопорфирина) в 
ЛПНП обусловлено в основном гидрофобны-
ми взаимодействиями, тогда как более гидро-
фильные фотосенсибилизаторы связываются с 
альбумином [3, 10–12]. Доказано, что фталоциа-
нин цинка (ZnPc) и этиопурпурин олова могут 
транспортироваться в составе ЛПВП. Неко-
торые хлорины и тетрафенилпорфины (N-ас-
партилхлорин  е6, мезо-тетра-гидроксифенил-
хлорин, тетрафенилпорфины) переносятся в 
ос новном альбумином, а хлорин е6 (Хл) и суль-
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фированный фталоцианин алюминия  (AlPcS) 
примерно в равной степени связываются с 
альбумином и ЛПВП; значительная роль в пе-
реносе производного бензопорфирина, AlPcS 
и ZnPc также отводится ЛПНП. Следует отме-
тить, что липопротеины не фагоцитируются 
клетками крови и длительно циркулируют в 
кровеносном русле [10, 13–16].

Из других механизмов селективного на-
копления фотосенсибилизаторов в опухо-
ли некоторые авторы отмечают повышенную 
продукцию в опухолевых клетках коллагена, 
связывающего порфирины, что также может 
способствовать селективному накоплению фо-
тосенсибилизаторов с порфириновой структу-
рой в опухолевой ткани [17]. Вместе с тем, как 
отмечается в некоторых работах, высокое со-
держание коллагена во внеклеточном матриксе 
опухолевых тканей приводит к плохому про-
никновению и удержанию фотосенсибилиза-
тора (например, хлоринов) и значительно огра-
ничивает эффективность ФДТ [18].

На избирательность накопления фотосен-
сибилизаторов в опухоли значительное влия-
ние оказывают низкие значения pH опухоли 
по сравнению с нормальными тканями за счет 
избыточного производства лактата при актив-
ном гликолизе в опухолевых клетках. В кислой 
среде анионные фотосенсибилизаторы лучше 
растворяются в водных растворах и вследствие 
этого лучше накапливаются в клетках [19, 20].

Согласно еще одной теории, повышенное 
содержание фотосенсибилизаторов в опухоле-
вой ткани связано с увеличением в ней количе-
ства макрофагов. Макрофаги в большей степе-
ни, чем сами опухолевые клетки, накапливают 
фотосенсибилизаторы за счет поглощения их 
агрегированных комплексов путем фагоцито-
за. За  рубежом проведено сравнительное из-
учение накопления в макрофагах и опухолевых 
клетках протопорфирина  IX  (ПпIX), инду-
цированного приемом 5-аминолевулиновой 
кислоты  (5-АЛК). Отмечено, что накопление 
в макрофагах было значительно выше, чем в 
опухолевых клетках [21].

По еще одной версии, фотосенсибилиза-
торы с одинаковой скоростью накапливаются 
в опухолевой и неизмененной тканях, однако 
в опухолевой ткани они задерживаются на бо-
лее длительное время. Объясняют это тем, что 
молекулы фотосенсибилизатора, связанные 
с белками или агрегированные между собой, 
из-за своего размера могут элиминировать из 
опухолевой ткани только с оттоком лимфы, 
а в опухолях лимфатическая система развита 
слабо [4, 19, 22]. Так, в исследованиях показа-
но, что для эфира дигематопорфирина (актив-

ного компонента производного гематопорфи-
рина) характерна высокая агрегация в водных 
растворах даже при наличии альбуминов в кон-
центрации, подобной той, которая имеется в 
сыворотке крови [23].

К отдельной группе фотосенсибилизато-
ров, так называемых профотосенсибилизато-
ров, относятся лекарственные препараты на ос-
нове 5-АЛК. 5-АЛК является промежуточным 
метаболитом биосинтеза гема  (рис.  2). В  био-
синтезе гема лимитирующим скорость этапом 
является образование 5-АЛК из сукцинил-КоА 
и глицина. Системное экзогенное введение 
5-АЛК увеличивает скорость продукции фото-
активного  ПпIX во всех клетках организма, в 
которых происходит процесс биосинтеза гема. 
В  присутствии ионов  Fe2+ фермент феррохе-
латаза (EC 4.99.1.1) катализирует превращение 
ПпIX в фотонеактивный гем. В неизмененных 
клетках этот процесс происходит довольно бы-
стро (2–4 часа). В опухолевых клетках в связи 
с большей активностью ферментов начального 
этапа синтеза гема (в частности, порфобили-
ногендеаминазы (EC 2.5.1.61)), а также со сни-
жением активности в них (из-за ограниченной 
доступности  Fe2+) феррохелатазы происхо-
дит накопление фотоактивного ПпIX  (рис.  2). 
Увеличение концентрации ПпIX в опухоли 
происходит в течение нескольких часов, а вы-
сокий уровень его удерживается до 24 часов, в 
то время как в нормальных клетках ПпIX бы-
стро превращается в фотонеактивный гем под 
действием феррохелатазы. Таким образом, в 
интервале приблизительно от 2 до 24 часов на-
блюдается значительная разница (до 10–15 раз) 
между концентрацией фотоактивного ПпIX в 
опухолевых и здоровых тканях. Это позволя-
ет выполнять процедуру  ФДТ с минимальным 
воздействием на здоровые ткани, а также с вы-
сокой эффективностью проводить флуорес-
центную диагностику для выявления опухолей 
и уточнения их границ [24, 25].

При местном введении поступление 5-АЛК 
в опухолевые ткани и клетки связано с опреде-
ленными проблемами. При физиологических 
значениях 5-АЛК представляет собой гидро-
фильный цвиттерион. Подобные соединения 
имеют ограниченную способность преодоле-
вать биологические барьеры, такие как кле-
точные мембраны или роговой слой кожи [26]. 
Хотя в экспериментах in  vitro было показано, 
что при местном применении 5-АЛК прони-
кает в подкожную клетчатку, небольшая глу-
бина ее проникновения во всю кожу является 
одним из основных ограничений использова-
ния 5-АЛК для локальной ФДТ  [27–29]. Для 
увеличения проникающей способности 5-АЛК 
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Рис. 2. Механизм накопления фотоактивного протопорфирина  IX в опухолевых клетках при экзогенном введении 
5-АЛК и ее производных

были предприняты попытки разработки мо-
дифицированных составов 5-АЛК: добавле-
ние ДМСО, ЭДТА или использование липо-
сом (ЛпС) [30, 31]. Другой способ заключается 
в этерификации 5-АЛК с получением более ли-
пофильного соединения. Peng et al. [32] и Kloek 
и  Henegouwen  [26, 33] были первыми, кто 
разработал концепцию использования эте-
рифицированных производных 5-АЛК для 
повышения эффективности ФДТ, и проде-
монстрировали, что местное применение раз-
личных эфиров 5-АЛК (метиловый, этиловый 
и пропиловый эфиры) на коже здоровых мы-
шей приводило к более высокой интенсивно-
сти флуоресценции  ПпIX, чем при примене-
нии неэтерифицированной 5-АЛК. Позже эти 
данные были подтверждены в многочисленных 
клинических исследованиях.

Наши исследования эффективности гекси-
лового эфира 5-АЛК для флуоресцетной диа-
гностики опухолей мочевого пузыря показали, 
что данный фотосенсибилизатор демонстриру-
ет не только более глубокое проникновение в 
опухолевые ткани, но и более высокую селек-
тивность в отношении опухоли, чем свобод-
ная 5-АЛК  [27, 28, 34–36]. Так, в сравнитель-
ном исследовании эффективности препаратов 
5-АЛК и гексилового эфира 5-АЛК  [28] было 
показано, что интенсивность флуоресценции 
нормальной слизистой мочевого пузыря кро-
лика после инстилляции 0,0001%-го раствора 
гексилового эфира 5-АЛК была сопоставима 
с аналогичным показателем при инстилляции 
в мочевой пузырь 0,3%-го раствора 5-АЛК. 

А  в  проспективном многоцентровом клини-
ческом исследовании препарата «Гексвикс»  на 
основе гексилового эфира 5-АЛК  [34] прове-
дение флуоресцентной диагностики опухо-
лей мочевого пузыря с этим препаратом  у 
124  пациентов позволило дополнительно вы-
явить у 34 (27,4%) пациентов 65 флуоресцирую-
щих очагов, не определяемых в белом свете, в 
которых при морфологическом исследовании 
был подтвержден опухолевый процесс. При 
этом флуоресцентная контрастность опухо-
левой ткани относительно окружающей не-
измененной слизистой в среднем достигала 
4,3–7,6, что в 1,5 раза выше, чем при использо-
вании 5-АЛК.

ПОВЫШЕНИЕ СЕЛЕКТИВНОСТИ 
НАКОПЛЕНИЯ ФОТОСЕНСИБИЛИЗА-

ТОРОВ В ОПУХОЛЕВОЙ ТКАНИ ЗА СЧЕТ 
ИСПОЛЬЗОВАНИЯ СПЕЦИАЛИ ЗИРОВАН-

НЫХ ТРАНСПОРТНЫХ СИСТЕМ

При ФДТ общее распространение фото-
сенсибилизатора по всему телу приводит к ге-
нерализованной фотосенсибилизации, кожной 
фототоксичности и плохой переносимости ле-
чения пациентами. Поиск путей повышения 
селективности накопления фотосенсибили-
заторов в опухолевых тканях идет по двум на-
правлениям: разработка новых фотосенсиби-
лизаторов, обладающих большей тропностью 
по отношению к опухолевым тканям, и ис-
пользование транспортных систем для направ-
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ленной доставки фотосенсибилизатора к тка-
ням-мишеням. Во  втором случае повышение 
селективности фотосенсибилизатора дости-
гается путем его модификации специальными 
лигандами (векторами), которые будут нацеле-
ны на определенные рецепторы или ферменты. 
Выбор стратегии нацеливания фотосенсибили-
затора на опухоль основывается на различиях 
в активности метаболических путей и профи-
лях экспрессии генов в опухолевых и здоровых 
клетках. Так, отдельные опухолевые линии мо-
гут характеризоваться повышенной или пони-
женной экспрессией генов определенных фер-
ментов, рецепторов или трансмембраннных 
переносчиков. Фотосенсибилизаторы могут 
быть функционализированы белками, пепти-
дами, а также небелковыми лигандами, такими 
как металлоорганические соединения. В  каче-
стве альтернативы фотосенсибилизаторы могут 
быть инкапсулированы в наночастицы  (НЧ), 
несущие нацеливающие агенты, что снижает 
концентрацию свободно циркулирующего фо-
тосенсибилизатора [3, 10].

На рис.  3 схематически изображены воз-
можные формы транспортных систем для на-
правленной доставки фотосенсибилизаторов 
в опухоли. В  разделах, посвященных конкрет-
ным таргетным молекулам/системам, подроб-
нее рассмотрен состав каждой системы.

Далее рассмотрены основные векторы, ис-
пользуемые для нацеленной доставки фотосен-
сибилизаторов в ткани опухоли.

КОНЪЮГАЦИЯ 
ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОРОВ 

С ТРАНСФЕРРИНОМ

Все быстро делящиеся клетки нуждаются в 
постоянном притоке железа. Свободное железо 
не встречается в биологических системах, оно 
транспортируется и хранится в виде хелатных 
соединений с белками. Трансферрин (Тф, мо-
лекулярная масса 80  кДа) является основным 
циркулирующим транспортным белком ионов 
железа. Он содержится в крови на уровне около 
3  г/л, и каждая молекула Тф может связывать 
два иона железа. Некоторые типы опухолевых 
клеток демонстрируют повышенную экспрес-
сию рецептора Тф, и, следовательно, Тф может 
являться перспективным агентом для таргет-
ной доставки фотосенсибилизаторов в опухо-
левые клетки [3, 37].

Тф  может быть напрямую соединен с фо-
тосенсибилизатором через линкер  (рис.  3,  а), 
например, через аминоэтил-сефадекс  [38]. Для 
линкеров, соединяющих фотосенсибилизатор 

с вектором, важными свойствами являются гид-
рофильность (для повышения водорастворимо-
сти конъюгата и, следовательно, эффективно-
сти таргетной доставки) и легкое расщепление 
связи между линкером и фотосенсибилизато-
ром после доставки лекарства в клетку-мишень. 
Тф также может быть включен в состав более 
сложных транспортных систем. Так, в работах 
Gijsens et al.  [39] и Derycke et al.  [40] AlPcS был 
загружен в ЛпС, покрытые полиэтиленглико-
лем (ПЭГ-ЛпС), конъюгированные с Тф че-
рез линкер дистеарилфосфатидилэтаноламин 
(липосомальный липид), соединенный с ПЭГ, 
несущим на дистальном конце малеимидную 
группу  рис.  3,  в). В  другом исследовании  [41] 
производное бензопорфирина (BPD-MA) было 
связано с поверхностью НЧ сополимера молоч-
ной и гликолевой кислот с  ПЭГ, соединенных 
тиол-малеимидной связью с пептидом, связы-
вающим рецепторы Тф (рис. 3, г).

Эффективность использования Тф в каче-
стве нацеливающей молекулы доказана мно-
гими экспериментальными исследованиями. 
Hamblin и Newman [42] изучали комплексы ге-
матопорфирина, ковалентно связанного с  Тф. 
Авторы показали, что поглощение конъюга-
та фибробластами мыши  NIH  3T3 и клетками 
рака толстой кишки человека  HT29 опосредо-
вано рецептором  Тф. При этом авторы отме-
чают, что транспортной активности рецепто-
ра  Тф может быть недостаточно для доставки 
фототоксичной дозы комплекса фотосенсиби-
лизатора с Тф к опухолевым клеткам in vivo.

В других исследованиях оценивали эффек-
тивность конъюгата Тф с  Хл  [38]. Результаты 
эксперимента со светозависимым окислением 
тетраметилбензидина показали, что квантовый 
выход синглетного кислорода конъюгата со-
ставляет примерно 70% эффективности натив-
ного Хл. Однако высокое поглощение конъюга-
та обеспечивает увеличение его эффективности 
при одинаковых концентрациях. Конъюгат 
оказался в 10–40 раз более фототоксичен в от-
ношении клеток аденокарциномы молочной 
железы человека  MCF-7 и крысы  MTLn3, чем 
свободный Хл: IC50 для Хл – 4 мкг/мл, для конъю-
гата с Тф (Хл–Тф)  – 0,1–0,4  мкг/мл (в  пере-
счете на Хл).

Исследования фотодинамической актив-
ности конъюгата гиперицина с трансферрином 
(Гц–Тф) [43] показали снижение IC50 для конъю-
гата в 2–2,5 раза по сравнению с неконъюгиро-
ванным фотосенсибилизатором. На  культуре 
клеток  SW480 при одних и тех же параметрах 
облучения IC50  для  Гц составила 5  мкМ, для 
Гц–Тф – 2,5 мкМ; на клетках HCT116 и Сасо2 
IC50 для Гц – 2,5 мкМ, для Гц–Тф – 1 мкМ.
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Рис. 3. Возможные стратегии соединения фотосенсибилизаторов с нацеливающими молекулами. а – Фотосенсибили-
затор соединяется с нацеливающей молекулой через линкер. б – Фотосенсибилизатор включен в состав липопротеи-
на, связанного с нацеливающими молекулами. в – Нагруженная фотосенсибилизатором липосома связана с нацели-
вающими молекулами. г – Нагруженная фотосенсибилизатором наночастица связана с нацеливающими молекулами. 
д – Нагруженная фотосенсибилизатором виросома связана с нацеливающими молекулами (антителами)
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Gijsens et  al.  [39] использовали Тф в каче-
стве вектора направленной доставки для со-
держащих тетрасульфированный фталоциа-
нин алюминия  (AlPcS4) ЛпС, покрытых  ПЭГ. 
После 24-часовой инкубации клеток HeLa 
с фотосенсибилизатором и его конъюга-
том в одинаковой концентрации (10  мкМ 
по  AlPcS4) внутриклеточная концентрация 
фотосенси билизатора составляла 37,3  мкМ для 
свобод ного  AlPcS4, 4,9  мкМ  – для фото-
сенсибилизато ра в составе ЛпС (ЛпС–AlPcS4) и 
136,5 мкМ – для фотосенсибилизатора в соста-
ве ЛпС, конъюгированных с Тф (ЛпС–AlPcS4–
Тф). Из приведенных данных видно, что вклю-
чение фотосенсибилизатора в состав  ЛпС 
снижало его накопление в опухоли, однако 
функционализация ЛпС Тф повышала накопле-
ние даже выше уровня исходного свободного 
фотосенсибилизатора. Исследования показали, 
что конъюгаты ЛпС–AlPcS4–Тф были в 10  раз 
более фототоксичны в отношении клеток HeLa, 
чем свободный AlPcS4, при этом ПЭГ-ЛпС без 
фотосенсибилизатора не проявляли фототок-
сичности. Было показано, что эта высокая фото-
токсичность индуцируется внутриклеточным 
накоплением AlPcS4, которое резко снижается 
в присутствии свободного Тф. Это объясняется 
конкуренцией за рецептор Тф между свободным 
и связанным с ЛпС Тф. При одних и тех же па-
раметрах облучения IC50  для  AlPcS4 составила 
6,3 мкМ, для ЛпС–AlPcS4–Тф – 0,63 мкМ, для 
ЛпС–AlPcS4 IC50 не была достигнута.

Те же авторы продолжили исследования 
разработанного конъюгата на культуре клеток 
AY-27  [40]. После 24-часовой инкубации кле-
ток AY-27 с фотосенсибилизатором и его конъ-
югатом в одинаковой концентрации (10  мкМ 
по AlPcS4) внутриклеточная концентрация фо-
тосенсибилизатора составляла 3,7 мкМ для сво-
бодного AlPcS4, 52,7 мкМ – для ЛпС–AlPcS4 и 
384,1  мкМ  – для ЛпС–AlPcS4–Тф. Исследова-
ния этой системы in vivo также показали ее вы-
сокую специфичность в отношении трансплан-
тированных крысам опухолей мочевого пузыря 
по сравнению с нормальными тканями.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ФОЛИЕВОЙ КИСЛОТЫ 
ДЛЯ НАПРАВЛЕННОЙ ДОСТАВКИ 

ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОРОВ 
В ОПУХОЛЕВЫЕ КЛЕТКИ

Использование фолиевой кислоты (ФК) 
для нацеливания на опухолевые клетки  – одно 
из самых перспективных и активно развиваю-
щихся в последние годы направлений таргетной 
доставки фотосенсибилизатора в опухоль. К не-

сомненным преимуществам использования ФК 
относятся ее доступность, низкая стоимость, 
биосовместимость, возможность применения 
с разными таргетными системами (прямая 
сшивка с фотосенсибилизатором через линкер, 
конъюгация с  ЛпС или  НЧ), гиперэкспрессия 
рецептора ФК на поверхности многих опухоле-
вых клеток, включая опухоли головного мозга, 
легких, яичников, молочной железы, толстой 
кишки, предстательной железы, носа, горла, ге-
мопоэтические злокачественные новообразова-
ния миелоидного происхождения, включая хро-
нические и острые миелогенные лейкозы. При 
этом высоко недифференцированные метаста-
тические опухоли экспрессируют значительно 
больше рецепторов ФК, чем их локализованные 
аналоги с низкой степенью злокачественно-
сти [44–51]. Гиперэкспрессия рецептора ФК не 
обнаруживается в клетках нормальных тканей, 
за исключением активированных макрофагов 
при некоторых воспалительных заболеваниях. 
Все это позволяет использовать ФК как вектор 
для направленной доставки фотосенсибилиза-
тора к опухоли [3, 52, 53].

В более ранних исследованиях  [44–45] 
использовали конъюгаты фотосенсибилиза-
торов, связанных с  ФК через линкеры раз-
личной химической природы (рис. 3, а). В ка-
честве линкера для присоединения  ФК может 
быть использован глутамат [54], также описано 
успешное применение 1,6-диаминогексана и 
2,20-(этилендиокси)-бис-(этиламина)  [44–45]. 
В  исследованиях последних лет применяют 
более сложные транспортные конструкции. 
Так, в работе Nwahara  et  al.  [46] использова-
ли нагруженные фотосенсибилизатором  ЛпС, 
связанные с  ФК  (рис.  3,  в). В  ряде исследова-
ний в качестве транспортной системы приме-
няют модифицированные НЧ, связанные с 
фотосенсибилизатором и ФК (рис. 3, г). В ра-
ботах Liang  et  al.  [47], Akbarzadeh  et  al.  [48] и 
Pan  et  al.  [55] были изучены НЧ оксида ти-
тана и висмута, модифицированные линке-
рами с аминогруппами (например,  APTES 
(3-аминопропил-триэтоксисилан)), в работе 
Hwang  et  al.  [49]  – НЧ оксида железа, покры-
тые ПЭГ, а в работе Son et al.  [50] – полимер-
ные НЧ, покрытые фосфолипидами, модифи-
цированными ПЭГ.

В последние несколько лет данное на-
правление таргетной доставки активно раз-
вивается. Показана перспективность исполь-
зования  ФК как вектора таргетной доставки 
в опухоль для многих фотосенсибилизаторов, 
в том числе для тетрафенилпорфинов  [44], 
ZnPc [46] и AlPc [47, 55], 5-АЛК [48], ФеоА [49, 
50], производных хлорина [45, 51, 56].
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В экспериментах на клетках носоглотки че-
ловека  KB при прямом конъюгировании с  ФК 
клеточное поглощение и фотодинамическая 
активность конъюгата тетрафенилпорфирина 
и аналога мета-тетра(гидроксифенил)хлори-
на значительно увеличивались по сравнению 
со свободным фотосенсибилизатором  [44, 45]. 
В работе Schneider et al. [44] накопление конъю-
гированного с ФК тетрафенилпорфирина в опу-
холевых клетках  KB (оцененное по интенсив-
ности флуоресценции) в экспериментах in  vitro 
было выше в 10–15 раз, чем для свободного фо-
тосенсибилизатора. В другом исследовании [45] 
в экспериментах in vivo на опухолевой модели КВ 
у мышей было показано, что и селективность 
накопления в опухоли по сравнению с здоровы-
ми окружающими тканями тоже увеличивается 
после конъюгации: селективность накопления 
конъюгата аналога мета-тетра(гидрокси фенил)
хлорина составила 5,0, а при использовании 
свободного фотосенсибилизатора  – 2,1. В  ра-
боте Schneider  et  al.  [44] 24-часовая инкубация 
клеток КВ с тетрафенилпорфирином, конъюги-
рованным с бычьим альбумином, в достаточно 
низкой концентрации (10 мкМ) с последующим 
облучением не приводила к гибели клеток, а при 
проведении облучения после инкубации клеток 
с конъюгатами фотосенсибилизатора с ФК с той 
же концентрацией фотосенсибилизатора доля 
погибших клеток достигала 30–70% от контро-
ля в зависимости от использованного линкера 
и параметров облучения. Данные по  IC50 авто-
рами не представлены (показатели не были до-
стигнуты в изучаемом диапазоне концентраций 
(до 30 мкМ)).

Nwahara et  al.  [46] изучали фотодинамиче-
скую активность ZnPc с использованием в ка-
честве транспортной системы  ЛпС, связанных 
с  ФК. Авторы показали в экспериментах in  vitro 
с использованием флуоресцентной визуализа-
ции увеличение специфичности фотосенсиби-
лизатора в отношении клеток HeLa и MCF-7 со 
сверхэкспрессией рецептора  ФК с использова-
нием флуоресцентной визуализации. На  клет-
ках  HeLa интенсивность флуоресценции фото-
сенсибилизатора в составе ЛпС, связанных с ФК, 
была почти в 3 раза выше, чем при использовании 
ЛпС с фотосенсибилизатором без ФК. По резуль-
татам исследования авторами сделан вывод, что 
подобная транспортная система обладает пре-
восходной противоопухолевой эффективностью 
в условиях гипоксии и располагает потенциалом 
для снижения побочных эффектов, связанных с 
нецелевой терапией. Последнее особенно акту-
ально для фотосенсибилизаторов на основе Pc, 
основным побочным эффектом которых являет-
ся длительная кожная фототоксичность.

Транспортные системы на основе НЧ, свя-
занных с ФК, также демонстрируют повышение 
уровня накопления фотосенсибилизатора в опу-
холевых клетках и его фотодинамической актив-
ности. Так, в работе Liang et al. [47] при одной и 
той же концентрации фталоцианина алюминия 
(10 мкг/мл) и условиях облучения выживаемость 
клеток  HeLa при использовании фталоциа-
нина алюминия AlPc в свободном виде соста-
вила  92%, а для комплекса НЧ  оксида титана, 
нагруженных фотосенсибилизатором и модифи-
цированных ФК (НЧ–AlPc–ФК) – менее 35%. 
Akbarzadeh  et  al.  [48] сообщили, что интенсив-
ность флуоресценции ПпIX на клетках  КВ для 
конъюгата НЧ оксида висмута с 5-АЛК и ФК 
(НЧ–5-АЛК–ФК) была в 2–3 раза (в зависимо-
сти от времени инкубации) выше, чем для сво-
бодной 5-АЛК, и в 1,5–2,3  раза выше, чем для 
НЧ с 5-АЛК, но без ФК (НЧ–5-АЛК). Соглас-
но данным, представленным авторами, выжи-
ваемость клеток КВ после инкубации с 5-АЛК, 
НЧ–5-АЛК и НЧ–5-АЛК–ФК (концентрация 
5-АЛК во всех случаях  – 20  мкг/мл) и прове-
дения облучения составила 85%, 65% и  50%. 
IC50 для 5-АЛК, НЧ–5-АЛК и НЧ–5-АЛК–ФК 
составила 170, 110 и 90 мкг/мл. Hwang et al. [49] 
в аналогичном исследовании НЧ оксида же-
леза, покрытых ПЭГ, связанных с ФеоА и ФК 
(НЧ–ФеоА–ФК), на клетках КВ получили раз-
ницу в интенсивности флуоресценции для НЧ–
ФеоА–ФК по сравнению с НЧ–ФеоА и ФеоА 
в 3 и 4 раза соответственно. Выживаемость кле-
ток  КВ после инкубации с  ФеоА, НЧ–ФеоА и 
НЧ–ФеоА–ФК (концентрация ФеоА во всех 
случаях  – 200  мкМ) и проведения облучения 
составила 95%, 65% и  10%. Значения IC50  для 
НЧ–ФеоА–ФК были достигнуты при концен-
трации 50 мкг/мл (в пересчете на ФеоА), а для 
свободного ФеоА и НЧ–ФеоА значения IC50 не 
были достигнуты при 200  мкг/мл (то есть раз-
ница в показателях IC50 составляет более, чем 
4 раза). По данным Bharathiraja et al. [51], выжи-
ваемость клеток MDA-MB-231 после инкубации 
с НЧ кремния, связанными с Хл и ФК (НЧ–Хл–
ФК), и облучения составила 20%, а после инку-
бации со свободным Хл в той же концентрации 
(5 мкМ) и облучения – 80%.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ EGF 
ДЛЯ НАПРАВЛЕННОЙ ДОСТАВКИ 

ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОРОВ 
В ОПУХОЛЕВЫЕ КЛЕТКИ

Некоторые опухолевые клетки экспрес-
сируют повышенное количество рецепторов 
эпидермального фактора роста  (EGF)  [57]. 
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EGF  представляет собой небольшой поли-
пептид (молекулярная масса 6  кДа). Рецеп-
тор  EGF  (EGFR) является трансмембранным 
белком с тирозинкиназной активностью. При 
связывании с поверхностным рецептором про-
изводные EGF поглощаются клетками путем ре-
цептор-опосредованного эндоцитоза, что обе-
спечивает их внутриклеточное накопление [58].

Для связывания фотосенсибилизаторов 
с EGF используются как простые модели – че-
рез линкер (рис. 3, а), причем в качестве лин-
кера могут выступать декстраны, поливинило-
вый спирт, сывороточный альбумин [2, 59, 60], 
так и более сложные конструкции, например, 
НЧ  золота, связанные с фотосенсибилизато-
ром и EGF (рис. 3, г) [61].

Lutsenko et  al.  [59] в экспериментах на 
клетках карциномы молочной железы челове-
ка  MCF-7 продемонстрировали 7-кратное уве-
личение фотодинамической активности AlPcS2, 
связанного с EGF (AlPcS2–EGF), по сравнению 
со свободным фталоцианином (AlPcS2): IC50 со-
ставила 1,6  мкМ для AlPcS2–EGF и 11  мкМ  – 
для AlPcS2. В экспериментах на клетках В16 раз-
ница была не столь значительная: IC50 составила 
2,5 мкМ для AlPcS2–EGF против 6,1 мкМ – для 
AlPcS2 (разница в 2,4 раза). В других исследова-
ниях [60] фотодинамическая активность конъю-
гата производного хлорина е6 с EGF в отноше-
нии клеток аденокарциномы молочной железы 
MDA-MB-468 была значительно сильнее, чем 
у свободного фотосенсибилизатора. Еще в од-
ном исследовании Castilho  et  al.  [61] показали 
высокую фотодинамическую активность НЧ зо-
лота, связанных с Хл и EGF, в отношении кле-
ток трижды негативного рака молочной железы 
MDA-MB-468. В  исследовании Tsai  et  al.  [62] 
использование EGF для таргетной доставки 
НЧ  хитозана, нагруженных фотосенсибилиза-
тором куркумином (Кур), в опухолевые клетки, 
вызвало почти 4-кратное снижение IC50 по срав-
нению с использованием ненацеленных  НЧ. 
На  клетках  MKN45 IC50  для комплекса НЧ с 
фотосенсибилизатором и EGF (НЧ–Кур–EGF) 
составила 3,4 мкM, для ненацеленных НЧ (НЧ–
Кур)  – 11,9  мкМ. На  клетках  GES результаты 
были хуже и почти не различались для нацелен-
ных и ненацеленных НЧ: IC50 для НЧ–Кур–EGF 
составила 12,8 мкM, для НЧ–Кур – 13,1 мкМ.

КОНЪЮГАЦИЯ 
ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОРОВ 

С ПЕПТИДНЫМИ ЛИГАНДАМИ

Пептиды, как и белки, представляют собой 
полимеры аминокислот, соединенных вместе 

пептидными связями, но их размер и молеку-
лярная масса существенно меньше, чем у бел-
ков. Обычно считается, что пептиды состоят 
менее чем из пятидесяти аминокислот. Это 
приводит к нечетко определенной третичной 
структуре и высокому сродству к связыванию 
с рецепторами. Пептиды могут быть легко 
синтезированы. По сравнению с белками они 
обычно обладают улучшенным проникновени-
ем в ткани, а также повышенной чувствитель-
ностью к пептидазам и быстрым клиренсом.

В 2006  г. Schneider  et  al.  [1] опубликова-
ли обзор конъюгатов фотосенсибилизаторов 
с различными пептидами. Авторы отмечают, 
что, несмотря на идентификацию в последние 
годы значительного количества тропных к опу-
холевым клеткам пептидов, только небольшое 
количество конъюгатов пептидов с фотосен-
сибилизаторами были протестированы in  vivo 
с оценкой их фотодинамической активности. 
Одной из причин сложности изучения этих 
конъюгатов является присущая немодифици-
рованным пептидам ферментативная неста-
бильность. В  свою очередь, пептиды обычно 
менее токсичны, более растворимы, и их лег-
че идентифицировать и синтезировать, чем 
небольшие органические молекулы-мишени. 
Чтобы пептиды можно было использовать в ка-
честве эффективных систем для транспортной 
доставки, их необходимо химически модифи-
цировать. Наиболее распространенными стра-
тегиями повышения стабильности пептидов 
являются использование D-аминокислот, псев-
доаминокислот и циклизация пептидов [2].

Пептиды могут соединяться с фото-
сенсибилизатором напрямую, через лин-
кер  (рис.  3.  а)  [63] или входить в состав более 
сложных транспортных систем, связываясь, 
например с НЧ (рис. 3, д) [41, 64].

Конъюгация с пептидами используется для 
повышения селективности доставки в опухо-
левые ткани фотосенсибилизаторов на осно-
ве  Хл  [65, 66], Pc  [63], ФеоА  [67], 5-АЛК  [64] 
и других химических групп.

Во многих работах показано, что конъю-
гация с пептидами повышает и селективность 
доставки, и фотодинамическую активность 
фото сенсибилизаторов. Так, Yan  et  al.  [67] ис-
пользовали для повышения селективности 
доставки фотосенсибилизатора пирофеофор-
бида А (Пиро-Фео) к раковым стволовым клет-
кам колоректального рака конъюгацию фо-
тосенсибилизатора с пептидом, нацеленным 
на CD133, который высоко экспрессируется на 
этих клетках и коррелирует с плохим прогно-
зом пациентов с колоректальным раком. Син-
тезированный конъюгат продемонстрировал 
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способность к адресной доставке и высокую 
фотодинамическую активность на культуре ра-
ковых стволовых клеток колоректального рака, 
полученных из клеточных линий HT29 и SW620, 
и на опухолевой модели у мышей с ксенотранс-
плантатом.

В исследовании Liu  et  al.  [63] изучали фо-
тотоксичность конъюгатов фталоцианина 
кремния с пептидом, нацеленным на ανβ3-ин-
тегриновый рецептор, который широко экс-
прессируется в кровеносных сосудах опухо-
ли. Были изучены как прямые конъюгаты 
(без  линкеров), так и конъюгаты с одним или 
несколькими соединенными ПЭГ-линкерами. 
Наибольшую активность продемонстрировал 
конъюгат, в котором фотосенсибилизатор был 
соединен с пептидом двумя ПЭГ-линкерами 
и глутаматом. IC50  этого конъюгата (SiPc–П) 
и свободного SiPc различались в 1,8–2,4  раза 
и на культуре клеток глиобластомы челове-
ка U87-MG составили 17,3 и 39,9 нМ; на куль-
туре клеток рака предстательной железы чело-
века 22RV1 – 16,7 и 30,7 нМ; на культуре клеток 
рака предстательной железы человека  PC3  – 
15,5 и 37,1 нМ соответственно.

В другой работе также использовали 
пептид, нацеленный на ανβ3-интегриновый ре-
цептор, в качестве вектора доставки 5-АЛК, 
связанной с НЧ золота. Wu et al. [64] сообщили 
о высокой фотодинамической активности по-
лученного конъюгата. На культуре клеток А549 
после 4-часовой инкубации поглощение клет-
ками НЧ с фотосенсибилизатором и пептидом 
(НЧ–5-АЛК–П) было выше в 3,7 раза, чем для 
НЧ–5-АЛК. IC50 для конъюгата НЧ–5-АЛК–П 
составила 12 мкг/мл, для НЧ–5-АЛК – 20 мкг/мл. 
Выживаемость клеток снижалась в ряду 5-АЛК > 
> НЧ–5-АЛК > НЧ–5-АЛК–П в диапазоне иссле-
дованных доз 10–50  мкг/мл (по  5-АЛК). Так, 
для дозы 20  мкг/мл выживаемость составила 
100%, 50% и 20%.

Jadia et  al.  [41] в качестве вектора таргет-
ной доставки использовали пептид-агонист 
рецептора  Тф. Они оценивали интенсивность 
флуоресценции и фотодинамическую актив-
ность BPD-MA в виде полимерных НЧ, конъю-
гированных с пептидом, связывающимся с 
рецептором  Тф (НЧ–BPD-MA–Тф(п)). Флуо-
ресцентная визуализация подтвердила, что 
НЧ, нагруженные BPD-МА, демонстрировали 
флуоресценцию с большей интенсивностью 
в клетках трижды негативного рака молочной 
железы по сравнению со свободным BPD-МА. 
Исследования также подтвердили специфич-
ность НЧ, связанных с пептидом-агонистом 
рецептора Тф, для клеток трижды негативного 
рака молочной железы. Результаты противо-

опухолевой  ФДТ соответствовали результатам 
флуоресцентной визуализации: связанные с 
векторным пептидом НЧ проявляли самую вы-
сокую фототоксичность в отношении клеток 
трижды негативного рака молочной железы. 
Выживаемость клеток линии MDA-MB-231 по-
сле инкубации со свободным BPD-MA, НЧ–
BPD-MA и НЧ–BPD-MA–Тф(п) и проведения 
облучения составила 29,4%, 23,1% и 19,9% со-
ответственно.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ЭСТРОГЕНОВ 
ДЛЯ НАПРАВЛЕННОЙ ДОСТАВКИ 

ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОРОВ 
В ОПУХОЛЕВЫЕ КЛЕТКИ

Еще одной перспективной мишенью для 
доставки фотосенсибилизаторов к эстроген-
зависимым опухолям являются рецепторы к 
эстрогенам. В  этом случае вектором для на-
правленной доставки является либо сам эстра-
диол, эндогенный стероидный гормон, связы-
вающийся с рецептором для эстрогенов, либо 
тамоксифен (Тмф), являющийся антагонистом 
данного рецептора, но также селективно свя-
зывающийся с ним. В  ряде исследований на 
эстроген-зависимых опухолевых клетках че-
ловека была изучена фотодинамическая ак-
тивность фотосенсибилизаторов на основе 
порфиринов, ФеоА и Pc, конъюгированных 
с этими агентами. Связывание фотосенсиби-
лизатора с вектором доставки обеспечивали 
линкеры различной длины и химической при-
роды  (рис.  3,  а), в частности, кислородсодер-
жащие углеводородные линкеры, состоящие 
из оксоэтиленовых или оксопропиленовых 
фрагментов  [68], и углеводородные линкеры, 
содержащие алкинильные группы  [69] и раз-
личные алифатические и/или ароматические 
фрагменты [70].

Как правило, конъюгаты сохраняли хо-
рошее сродство к рецепторам эстрогена и 
обеспечивали высокую селективность фото-
сенсибилизатора в отношении опухолевых 
тканей [68–71].

Swamy et al. [69] в экспериментах на клеточ-
ной линии MCF-7 показали, что выживаемость 
клеток после инкубации с конъюгатом димети-
лового эфира Хл с эстрадиолом (ДМЭ-Хл–Э2) 
и проведения облучения составила  50%, а ин-
кубация со свободным диметиловым эфиром 
хлорина  е6 (ДМЭ-Хл) и последующим облу-
чением не вызывала цитотоксических эффек-
тов  – выживаемость клеток составила  100%. 
IC50 для ДМЭ-Хл–Э2 составила 0,18 мкМ, а для 
свободного ДМЭ-Хл  – не была достигнута в 
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экспериментах с концентрациями фотосенси-
билизатора до 1 мкМ. Таким образом, конъю-
гация с эстрадиолом более чем в 5 раз повыси-
ла цитотоксичность ДМЭ-Хл. Интенсивность 
флуоресценции Хл после инкубации клеток 
MCF-7 с ДМЭ-Хл–Э2 была в 3  раза сильнее, 
чем после инкубации со свободным ДМЭ-Хл 
в той же концентрации.

Использование Тмф в качестве вектора 
доставки также показало высокую эф-
фективность. В  исследованиях Fernandez-
Gacio  et  al.  [71] выживаемость клеток MCF-7 
после инкубации с конъюгатом Пиро-Фео 
с  Тмф (Пиро-Фео–Тмф) и облучения состав-
ляла 10–15%, в то время как облучение клеток, 
инкубированных со свободным Пиро-Фео, не 
приводило к гибели клеток (выживаемость со-
ставила 100%).

Несмотря на эффективность примене-
ния Тмф в качестве вектора направленной 
доставки для фотосенсибилизаторов, исполь-
зование его ограничено побочными эффек-
тами. В  частности, известно, что Тмф значи-
тельно повышает риск развития поражений 
эндометрия, включая гиперплазию, полипы, 
карциномы, саркомы, а также рак матки и 
тромбоэмболию  [72, 73]. Ведется разработка 
производных Тмф с антиэстрогенными свой-
ствами, но не обладающих агонистическим 
действием на ткани матки. Díaz  et  al.  [74] со-
общили об успешных испытаниях комплек-
са  FLTX2. В  состав FLTX2 входят ковалентно 
связанные Тмф, 7-нитробензофуразан (в ка-
честве флуоресцентного красителя) и бенгаль-
ский розовый (в качестве фотосенсибилизато-
ра). Авторы продемонстрировали, что FLTX2 
обладает такой же антиэстрогенной активно-
стью, как Тмф, и эффективно вызывает апоп-
тоз клеток карциномы молочной железы чело-
века MCF-7 при проведении ФДТ.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ЛИПОПРОТЕИНОВ 
ДЛЯ НАПРАВЛЕННОЙ ДОСТАВКИ 
ГИДРОФОБНЫХ ФОТОСЕНСИБИ-

ЛИЗАТОРОВ В ОПУХОЛЕВЫЕ КЛЕТКИ

Как было отмечено ранее, считается, что 
селективность накопления в опухолевых тка-
нях ряда фотосенсибилизаторов, в том числе 
производных гематопорфирина, обусловлена 
их связыванием с ЛПНП, рецепторы к кото-
рым гиперэкспрессированны на мембранах 
многих опухолевых клеток  [10]. ЛПНП  явля-
ются основными переносчиками холестерина 
в крови. Экспрессия рецепторов  ЛПНП регу-
лируется потребностью клеток в холестерине 

и обычно выше в быстрорастущих клетках. 
Различные исследования in  vitro и in  vivo по-
казывают, что лейкемические и некоторые 
солидные опухоли (например, толстой киш-
ки, почек, легких и головного мозга) характе-
ризуются повышенной экспрессией рецепто-
ров ЛПНП по сравнению с соответствующими 
нетрансформированными клетками [75, 76].

В настоящее время известно, что связан-
ные с липопротеинами порфирины активнее 
захватываются и дольше удерживаются опу-
холевыми клетками, чем порфирины в водных 
растворах. Кроме того, для порфиринов, свя-
занных с липопротеинами, и их свободной 
формы различаются мишени фотодинамиче-
ского воздействия: цитоплазматическая мем-
брана, как более доступная, поражается вод-
ным раствором порфирина, а порфирины, 
связанные с липопротеинами, вызывают более 
глубокие внутриклеточные поражения мито-
хондрий, лизосом и цитоплазмы [3, 77].

ЛПНП характеризуются высокой загрузоч-
ной емкостью для гидрофобных препаратов и 
являются эндогенными переносчиками, био-
совместимыми, биодеградируемыми и неимму-
ногенными. Все перечисленные особенности 
делают ЛПНП привлекательными для исполь-
зования в качестве транспортных систем в тар-
гетной доставке фотосенсибилизаторов [3].

Исследования ЛПНП, как транспортных 
систем для доставки фотосенсибилизаторов в 
опухоль, продолжаются несколько десятиле-
тий. Гидрофобные фотосенсибилизаторы мо-
гут быть включены в ядро ЛПНП (рис. 3, б) и 
в таком виде доставлены к опухолевым клет-
кам, многие из которых характеризуются по-
вышенной экспрессией рецепторов к  ЛПНП. 
Еще в 1988  г. Zhou  et  al.  [78] в экспериментах 
на мышах с перевитой фибросаркомой MS-2 
продемонстрировали селективное накопление 
в опухолевых клетках гематопорфирина, вве-
денного мышам в составе ЛПНП. С помощью 
электронной микроскопии авторами было 
показано, что введение мышам комплекса ге-
матопорфирина с ЛПНП индуцируют прямую 
гибель клеток, в то время как свободный ге-
матопорфирин вызывает регрессию опухоли 
через повреждение сосудов. В  1994  г. Hamblin 
и  Newman  [79] показали специфичность ге-
матопорфирина, включенного в  ЛПНП, в от-
ношении рецепторов апоВ ЛПНП клеток фиб-
робластов  NIH  3T3 и клеток рака толстой 
кишки  HT29. Фототоксичность в отношении 
клеток 3Т3 для гематопорфирина в соста-
ве ЛПНП была выше, чем для чистого гемато-
порфирина (выживаемость клеток составила 
приблизительно 0,5% и  2% соответственно). 
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Вместе с тем для клеток  НТ29 фототоксич-
ность была выше для неконъюгированного 
фотосенсибилизатора.

За последние годы ряд исследований под-
твердил высокую эффективность ЛПНП как 
транспортных систем для таргетной доставки 
фотосенсибилизаторов в опухоль. В  исследо-
вании Polo  et  al.  [80] была показана роль ре-
цепторов  ЛПНП в накоплении комплексов 
фотосенсибилизатор–ЛПНП трансформиро-
ванными фибробластами человека и крысы. 
Авторы показали, что ЛПНП связывают как 
амфифильный гематопорфирин  IX, так и гид-
рофобный фталоцианин цинка. Связывание 
фталоцианина с ЛПНП происходит в молярных 
соотношениях: 5–6/1 (для амфифильного гема-
топорфирина IX) и 10–12/1 (для гидрофобного 
фталоцианина цинка). Исследования показали, 
что комплекс гематопорфирин–ЛПНП про-
никает в фибробласты человека  HT1080 в ос-
новном с участием высокоаффинных рецепто-
ров ЛПНП, в то время как комплекс Pc–ЛПНП 
поглощается фибробластами посредством не-
специфического эндоцитоза. В клетках HT1080, 
стимулированных для максимальной экспрес-
сии рецепторов  ЛПНП, поглощение достав-
ленного липопротеинами гематопорфирина 
увеличивалось примерно в 4 раза по сравнению 
с нестимулированными клетками. Для  ZnPc 
изменения поглощения фотосенсибилизатора 
при стимуляции клеток не происходило. Авто-
ры связывают это наблюдение с изменениями 
структуры апоВ-ЛПНП, индуцированными ас-
социацией с  Pc, что подтверждается данными 
спектроскопических исследований. В  исследо-
ваниях Song et al. [81] было показано 8-кратное 
увеличение уровня накопления производного 
нафталоцианина, включенного в  ЛПНП, в пе-
ревиваемых опухолях HepG2 у мышей по срав-
нению с окружающей мышечной тканью.

В исследованиях Wang et al. [82] новый фо-
тосенсибилизатор TPA-DPPy на основе пи-
ридиновой соли был включен в гидрофобное 
ядро  ЛПНП для таргетной доставки к опухо-
левым клеткам, характеризующимся гиперэкс-
прессией рецепторов ЛПНП. На культуре кле-
ток карциномы легкого человека  А549 было 
показано высокое внутримитохондриальное 
накопление и флуоресценция с высокой интен-
сивностью TPA-DPPy–ЛПНП. Дополнитель-
ным преимуществом использования ЛПНП в 
качестве транспортной системы является огра-
ниченный контакт фотосенсибилизатора в со-
ставе  ЛПНП с растворенным кислородом в 
водной среде. В результате в процессе транспор-
та к клеткам-мишеням фотосенсибилизатора в 
составе  ЛПНП в крови не происходит генера-

ции активных форм кислорода, в отличие от ис-
пользования свободного фотосенсибилизатора.

ЛПВП также рассматриваются в качестве 
потенциальных транспортных систем для тар-
гетной доставки, поскольку было показано, что 
их рецепторы (в частности, рецептор SR-B1) 
сверхэкспрессируются в опухолевых клетках. 
Так, в исследовании Cao et al.  [83] аналог бак-
териохлорофилла е6, этерифицированный оле-
иновой кислотой для увеличения липофильно-
сти, был включен в гидрофобное ядро ЛПВП. 
Полученный комплекс фотосенсибилизатора 
с  ЛПВП был использован для визуализации 
опухолей. В проведенных экспериментах клет-
ки назофарингиальной карциномы человека, 
экспрессирующие рецептор  ЛПВП, активно 
поглощали  ЛПВП, нагруженные фотосенси-
билизатором. При этом 25-кратный избыток 
нативных  ЛПВП тормозил поступление фото-
сенсибилизатора в опухолевые клетки за счет 
конкуренции свободных и связанных с фо-
тосенсибилизатором  ЛПВП за связывание с 
рецепторами. Дополнительные исследования 
in vivo показали хорошую флуоресценцию опу-
холей у мышей с ксенотрансплантированными 
опухолями назофарингиальной карциномы че-
ловека после введения им ЛПВП, нагруженных 
фотосенсибилизатором.

КОНЪЮГАЦИЯ 
ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОРОВ С 

МОНОКЛОНАЛЬНЫМИ АНТИТЕЛАМИ

Одним из эффективных способов тар-
гетной доставки является конъюгация фото-
сенсибилизаторов с моноклональными анти-
телами  (АТ), специфичными к антигенам на 
поверхности опухолевых клеток или стенок 
сосудов опухоли. Это обеспечивает возмож-
ность доставки фотосенсибилизатора непо-
средственно в опухолевую ткань. В литературе 
можно найти много сообщений об успешном 
использовании для таргетной доставки фото-
сенсибилизаторов цельных моноклональных 
АТ с молекулярной массой около 150 кДа, либо 
меньших фрагментов моноклональных  АТ в 
диапазоне 25–100 кДа [3]. Антитела могут быть 
связаны с фотосенсибилизатором напрямую 
или через линкер  (рис.  3,  а), фотосенсибили-
затор также может присоединяться к АТ через 
так называемый умножитель, чаще всего поли-
мерной структуры [4]. С точки зрения синтеза, 
проще реализуется прямое присоединение фо-
тосенсибилизатора к АТ. Однако в данном слу-
чае могут изменяться свойства АТ, и это будет 
снижать эффективность таргетной доставки. 

2
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Создание модульной транспортной системы на 
основе умножителя, связанного с АТ, является 
гораздо более трудоемким процессом. Данный 
подход дает возможность максимально сохра-
нить свойства используемого  АТ. Кроме того, 
использование модульной транспортной си-
стемы позволяет изменять количество и виды 
связываемых фотосенсибилизаторов [4, 17, 22, 
84]. Так, в исследовании Savellano и Hasan [85] 
BPD-MA был связан с  АТ к  EGFR через раз-
ветвленный («two-branched»)  ПЭГ. Благодаря 
такому строению линкера молярное соотноше-
ние BPD-MA/АТ в структуре конъюгата мож-
но было изменять. Авторы подобрали режимы 
фотодинамического воздействия, позволяю-
щие достичь снижения выживаемости клеток 
до  8% от  контроля (концентрация фотосен-
сибилизатора составляла 0,14–0,28  мкМ). Од-
нако сравнение выживаемости клеток А-431 
при проведении ФДТ со свободным фото-
сенсибилизатором (BPD-MA) и конъюгатом 
с  АТ (BPD-MA–АТ) показало, что свободный 
BPD-MA позволяет достичь той же эффек-
тивности, что и BPD-MA–АТ, при дозе мень-
шей в  5  раз (доза BPD-MA–АТ  – 0,14  мкМ, 
доза BPD-MA  – 0,028  мкМ). При увеличении 
времени инкубации фотосенсибилизатора с 
клетками фототоксичность BPD-MA–АТ воз-
растала, но в пределах 40  часов не достигала 
показателей фотоактивности чистого BPD-MA. 
Авторы связывают такие наблюдения с посте-
пенным высвобождением фотосенсибилиза-
тора из конъюгата и указывают на необходи-
мость увеличения соотношения BPD-MA/АТ 
для повышения фототоксичности конъюгата. 
Однако технические сложности не позволяют 
увеличить соотношение более, чем в 11  раз, 
в связи со снижением аффинности и чисто-
ты связывания полученного конъюгата. Один 
из путей решения этой проблемы Savellano и 
Hasan [85] видят в реализации стратегии мно-
жественного нацеливания (использование АТ 
нескольких типов). По мнению автора данно-
го обзора, предложенный путь представляется 
излишне технически сложным, особенно учи-
тывая сомнительную эффективность разраба-
тываемых конъюгатов и наличие других, бо-
лее технически простых и эффективных путей 
нацеливания.

Большую эффективность показывают бо-
лее сложные транспортные системы, в том 
числе на основе нагруженных фотосенсиби-
лизаторами полимерных мицелл, НЧ, виро-
сом  (Вир) или ЛпС, связанных с  АТ  [1]. По-
добная конструкция реализована, например, в 
работе Low et al. [86], которые изучали фотоди-
намическую активность Вир, связанных с  Хл 

и АТ к EGFR (Вир–Хл–АТ) (рис. 3, д). Иссле-
дования показали, что специфичность в отно-
шении клеток плоскоклеточной карциномы 
полости рта  OSCC (которые характеризуют-
ся гиперэкспрессией рецептора к  EGF) была 
выше для Вир, связанных с АТ. IC50 для конъю-
гата Вир–Хл–АТ на клетках  OSCC составила 
10  мкМ. Для свободного фотосенсибилизато-
ра (Хл) и конъюгата Вир–Хл в той же концен-
трации выживаемость составила 70%. IC50 для 
Хл и Вир–Хл в проведенных экспериментах не 
была достигнута (максимальная исследован-
ная концентрация 10 мкМ).

Основное преимущество моноклональ-
ных  АТ состоит в том, что они обладают вы-
сокой степенью специфичности. При этом 
они являются дорогостоящими молекулами, 
их производство требует много времени, и они 
могут вызывать иммунные реакции. Конъю-
гация фотосенсибилизатора с АТ должна про-
исходить строго контролируемо в участках, 
которые не будут влиять на распознавание 
антигена. Кроме того, фотосенсибилизаторы 
с явно выраженными гидрофобными свой-
ствами могут изменять растворимость  АТ. 
Эффективность применения АТ, как векто-
ров таргетной доставки, также может быть 
ограничена возможностью присоединения к 
носителю только определенного количества 
молекул. Использование АТ для таргетной 
доставки в ряде случаев повышает фототок-
сичность фотосенсибилизаторов, но их эф-
фективность сопоставима с эффективностью 
других рассмотренных транспортных систем, 
многие из которых гораздо более простые в 
техническом исполнении, более доступные 
и более дешевые.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ УГЛЕВОДОВ 
ДЛЯ НАПРАВЛЕННОЙ ДОСТАВКИ 

ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОРОВ 
В ОПУХОЛЕВЫЕ КЛЕТКИ

В опухолевых клетках изменяется актив-
ность многих метаболических путей, в том чис-
ле связанных с превращениями углеводов, ве-
роятно, в результате ускоренного метаболизма 
и потребности в энергии активно метаболизи-
рующих опухолевых клеток. Эффект Варбур-
га и высокая экспрессия GLUT1 в опухолевых 
клетках определяют высокую скорость исполь-
зования глюкозы, что может применяться для 
направленной доставки  [3]. Ряд исследований 
показывает, что накопление фотосенсибили-
заторов в опухолевых клетках увеличивается 
после конъюгации с углеводами. Так, напри-
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мер, было показано, что конъюгированный с 
глюкозой Хл (G–Хл) обладает высокой селек-
тивностью к опухолевым клеткам, быстрее вы-
водится из организма и обладает большей фо-
тодинамической активностью, чем свободный 
Хл [87, 88]. В работе Nishie et al.  [87] показано 
повышение эффективности G–Хл по срав-
нению со свободным талапорфином натрия 
(моно-L-аспартил хлорин е6). Сравнение этих 
двух фотосенсибилизаторов можно принять 
условно, поскольку контрольный фотосенси-
билизатор отличается по химической структуре 
от фотосенсибилизатора, конъюгированного с 
глюкозой. Согласно результатам, представлен-
ным авторами, IC50  для конъюгата на клетках 
OE21, KYSE30, MKN45 и HT29 была выше, чем 
у талапорфина в 12–52 тысяч раз. Также пока-
зано в 70–190  раз большее накопление G–Хл 
в клетках  MKN45 и  HT29 по сравнению с та-
лапорфином. Следует отметить, что подобные 
результаты (со снижением IC50 в десятки ты-
сяч раз) не встречались в других исследованиях 
и не были повторены позже самими авторами.

В исследованиях тех же авторов  [88] на 
клетках  SNP было продемонстрировано сни-
жение IC50  для G–Хл с последующим облуче-
нием всего в 2,3–18  раз в сравнении со сво-
бодным талапорфином натрия с облучением 
в том же режиме. Значения IC50  для талапор-
фина в отношении клеток SNP, подвергнутых 
облучению световыми дозами 1, 5 и 15 Дж/см2, 
составили 75,2, 30,4 и  30,6  мкг/мл соответ-
ственно. Для G–Хл значения IC50  в отноше-
нии клеток  SNP, подвергшихся облучению 
в тех же световых дозах, составили 33,4, 10,4 
и 1,7 мкг/мл соответственно.

Имеются данные, что после конъюгации 
с углеводами накопление происходит преиму-
щественно в эндоплазаматическом ретикулу-
ме, а длина олигосахарида является важным 
фактором, определяющим скорость проник-
новения через мембрану [89, 90].

Soyama et  al.  [91] использовали таргетную 
доставку Хл к М2-подобным опухолеассоци-
ированным макрофагам (M2-TAM). Хл конъю-
гировали с маннозой (М–Хл), рецепторы к 
которой гиперэкспрессированы на поверх-
ности M2-TAM. Авторы сравнивали фото-
динамическую активность М–Хл и G–Хл с 
талапорфином натрия. Накопление М–Хл в 
опухолевой ткани было выше, чем в нормаль-
ной ткани кожи сингенных мышей, причем 
селективность конъюгированных форм Хл к 
опухолевой ткани (1,4 – для G–Хл и 1,7 – для 
М–Хл) была выше, чем у талапорфина нат-
рия (1,2). ФДТ с конъюгированным хлорином 
значительно снижала объем и массу опухо-

левой ткани. Сравнительные данные по эф-
фективности  ФДТ с неконъюгированным  Хл 
в тех же условиях авторами не представлены. 
Цитопроточный анализ подтвердил, что ФДТ 
с М–Хл вызывала избирательное повреждение 
М2-ТАМ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время активно развивает-
ся таргетная доставка фотосенсибилизаторов 
в опухолевые ткани. Об  этом свидетельству-
ет большое количество экспериментальных и 
клинических работ в этой области.

Одним из наиболее эффективных методов 
нацеливания фотосенсибилизаторов на опу-
холевые ткани представляется их конъюгация 
со специфическими лигандами к рецепторам, 
гиперэкспрессируемым на мембранах опухо-
левых клеток. Основная проблема использова-
ния таких лигандов связана с тем, что опухоле-
вая клетка чаще всего способна использовать 
их для повышения скорости метаболических 
процессов, что может опосредованно привести 
к прогрессированию злокачественного про-
цесса. Такие данные имеются, например, для 
транспортных систем с использованием в каче-
стве лигандов эстрогенов и EGF. Развитие это-
го направления таргетной доставки происходит 
по пути использования в качестве векторов до-
ставки молекул-антагонистов.

Наиболее перспективными мишенями для 
нацеливания фотосенсибилизаторов на опу-
холь являются рецепторы  Тф, ФК и  EGF, ко-
торые гиперэкспрессируются на большинстве 
опухолевых клеток. Традиционно для нацели-
вания на данные рецепторы используются их 
нативные лиганды – Тф, ФК и EGF. Использо-
вание указанных векторов показывает значи-
тельное повышение уровня накопления фото-
сенсибилизатора и увеличение эффективности 
фотодинамической терапии. Так, при связыва-
нии ФК с самим фотосенсибилизатором или 
его транспортной формой уровень накопления 
фотосенсибилизатора в опухолевых клетках 
увеличивается в 1,5–15  раз, селективность на-
копления в опухолевых клетках возрастает в 
2,5  раза, наблюдается почти 6-кратное увели-
чение противоопухолевой эффективности, а 
показатели IC50 снижаются в 2–4  раза  [44–49, 
51]. При использовании в качестве вектора 
доставки  Тф уровень накопления фотосенси-
билизатора в опухолевых клетках повышает-
ся до 4–28  раз, а показатели IC50 снижаются 
до  2–40  раз  [38–40, 42, 43]. Использование 
EGF позволяет снизить показатели  IC50 до 

2*
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2,4–7  раз  [59, 62]. Из  указанных соединений 
наиболее доступным, дешевым и простым в 
конъюгации является  ФК. В  многочисленных 
исследованиях показана эффективность ФК 
как вектора направленной доставки в опухоль 
5-АЛК, Хл, Pc, ФеоА, порфиринов и других 
групп фотосенсибилизаторов [44–49, 51]. Ско-
рее всего, сочетание эффективности с доступ-
ностью и простотой конъюгации обусловли-
вает такой интерес к  ФК, хотя она несколько 
проигрывает Тф и EGF в эффективности.

Еще одно перспективное, активно разви-
вающееся направление таргетной доставки  – 
использование в качестве векторов доставки 
пептидов, чаще всего нацеленных на рецепто-
ры, гиперэкспрессированные на поверхности 
опухолевых клеток, например, EGFR, рецеп-
тор Тф, ανβ3-интегриновый рецептор и другие. 
Сами пептиды доступны и могут быть легко 
синтезированы, однако они чувствительны 
к действию пептидаз и требуют химической 
модификации для повышения устойчивости. 
Эффективность пептидов показана в ряде ис-
следований, их использование позволяет уве-
личить накопление фотосенсибилизатора в 
опухолевой ткани (по имеющимся данным, 
до 4 раз) и снизить IC50 (в 2–3 раза). По общему 
уровню эффективности пептиды уступают вы-
шеописанным векторам, однако представля-
ются перспективной группой для дальнейшего 
изучения [36, 41, 63, 64].

Использование в качестве векторов достав-
ки лигандов к рецепторам эстрогенов ограни-
чено эстроген-чувствительными опухолями, 
гиперэкспрессирующими на своей поверхно-
сти рецепторы эстрогена. Также существен-
ным минусом является способность эстроге-
нов оказывать стимулирующее действие на 
таргетные опухолевые клетки, активируя их 
пролиферацию. Антагонист эстрогеновых ре-
цепторов,  Тмф, хотя и показывает хорошие 
результаты как векторная молекула (повыше-
ние эффективности до 10 раз), также обладает 
пролиферирующим действием на ткани матки, 
что ограничивает возможность его примене-
ния [69, 71–73].

Исследования липопротеинов, как транс-
портных форм для доставки фотосенсибили-
заторов, насчитывают несколько десятилетий, 
однако в последние годы активные исследова-
ния в данной области не ведутся. Это связано 
с ограниченными возможностями применения 
данной транспортной системы. Использование 
липопротеинов оправдано только для гидро-
фобных фотосенсибилизаторов. Кроме того, 
не все опухолевые клетки характеризуются 

повышенной экспрессией рецепторов к липо-
протеинам. Несмотря на то что многие иссле-
дования показывают хорошую эффективность 
подобных транспортных систем, полноценных 
сравнительных исследований эффективности 
свободных фотосенсибилизаторов и вклю-
ченных в состав липопротеинов практически 
нет [2, 78–80, 82, 83].

Использование АТ в качестве векторов 
направленной доставки фотосенсибилизато-
ров представляется излишне дорогостоящим и 
технически сложным. АТ  могут вызывать им-
мунные реакции, и их эффективность не пре-
вышает эффективность других, гораздо более 
простых и дешевых векторов [1, 2, 85, 86].

Последняя группа рассмотренных в об-
зоре нацеливающих молекул  – углеводы. Для 
данной группы векторов имеется очень мало 
исследований, в которых было бы проведе-
но полноценное сравнение фототоксичности 
конъюгированной с углеводом и свободной 
формы фотосенсибилизатора. Те редкие иссле-
дования, в которых такое сравнение выполне-
но, показывают очень высокую эффективность 
конъюгированных форм (увеличение эффек-
тивности в десятки тысяч раз) [87]. Однако по-
следующие исследования не подтверждают по-
лученные результаты [88].

Таким образом, анализ сравнительных ис-
следований эффективности фотосенсибили-
заторов и их конюъгатов с различными век-
торами направленной доставки показывает 
наибольшую эффективность и перспектив-
ность таких нацеливающих молекул, как ФК, 
Тф и EGF. Данные векторы в настоящее время 
наиболее активно исследуются и признаны на-
учным сообществом как эффективные спосо-
бы таргетной доставки [1–4].

За счет селективного накопления фотосен-
сибилизаторов в опухолевой ткани реализует-
ся его фотодинамическая активность, сохран-
ность окружающих тканей при проведении 
облучения и низкая кожная фототоксичность. 
Изучение механизмов селективного накопле-
ния фотосенсибилизаторов в опухоли и поиск 
новых транспортных систем, обеспечивающих 
еще более высокую избирательность попада-
ния фотосенсибилизатора в опухоль, необхо-
димы для дальнейшего развития метода ФДТ.
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BIOCHEMICAL BASIS OF SELECTIVE ACCUMULATION 
AND TARGETED DELIVERY OF PHOTOSENSITIZERS 

INTO TUMOR TISSUES

Review

V. I. Ivanova-Radkevich

Рeoples’ Friendship University of Russia (RUDN University), 
117198 Moscow, Russia; e-mail: ivanova-radkevich-vi@rudn.ru

The basis of the method of photodynamic therapy of malignant neoplasms is the selectivity of the accumulation 
of photosensitizers in the tumor tissue. Insufficient selectivity of photosensitizers in relation to pathologically 
altered tissues and generalized distribution throughout the body leads to the development of severe toxic 
effects, including skin phototoxicity. The mechanisms of selectivity of photosensitizers for tumor tissue include 
selective binding to blood proteins and lipoproteins, the number of receptors for which is increased on tumor 
cell membranes, uptake by macrophages, better solubility at low pH, characteristic of tumor cells, and other 
mechanisms. At present, the increase in the efficiency of photodynamic therapy is largely associated with the 
additional targeting of photosensitizers to tumor tissues. Targeted delivery strategies are based on differences 
in metabolism and expression profiles of tumor and healthy cells. In these cells, receptors, proteases, or 
transmembrane transporters may be expressed differently. In particular, accelerated metabolism in many types 
of tumors leads to overexpression of receptors for epidermal growth factor, folic acid, transferrin, and a number 
of other compounds. This review considers the biochemical basis for the selective accumulation of various 
classes of photosensitizers in tumors (chlorins, phthalocyanines, 5-aminolevulinic acid derivatives, etc.) and 
discusses various targeted delivery strategies with an emphasis on conjugation of photosensitizers with receptor 
ligands overexpressed in tumor cells.

Keywords: photodynamic therapy, photosensitizer, targeted delivery, selectivity, chlorine, aminolevulinic acid



БИОХИМИЯ, 2022, том 87, вып. 11, с. 1554 – 1563

1554

УДК 577.11

ТЕРМОДИНАМИКА И КИНЕТИКА РАЗВОРАЧИВАНИЯ 
АНТИПАРАЛЛЕЛЬНЫХ G-КВАДРУПЛЕКСОВ 

В АПТАМЕРАХ К ТРОМБИНУ

© 2022 В.А. Спиридонова, Ю.О. Наумова, П.А. Николаева, 
Т.М. Новикова, Г.Я. Коломийцева*

НИИ физико-химической биологии имени А.Н. Белозерского 
Московского государственного университета имени М.В. Ломоносова, 

119992 Москва, Россия; электронная почта: kolom@genebee.msu.ru

Поступила в редакцию 28.05.2022
После доработки 09.09.2022

Принята к публикации 09.09.2022

Изучен процесс разворачивания G-квадруплекса ДНК-аптамера RE31 и его комплекса с тромбином 
под действием флуоресцентно-меченных комплементарных олигонуклеотидов разной длины с обра-
зованием двуспиральных структур. Предполагается, что разворачивание G-квадруплекса идет через 
образование промежуточного комплекса с олигонуклеотидом. Кинетические и термодинамические 
параметры разворачивания свободного аптамера и его комплекса с тромбином различаются. Удли-
нение комплементарной последовательности G-квадруплекса на два нуклеотида, захватывающее так 
называемую «шарнирную область», практически не влияло на конформационный переход G-квад-
руплекса свободного аптамера, тогда как для комплекса аптамера с белком наблюдался отчетливо 
выраженный эффект. Наиболее вероятной причиной этих различий является индуцируемая тромби-
ном конформационная перестройка аптамера, затрагивающая шарнирную область.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ДНК-аптамеры, тромбин, G-квадруплекс, антидот.
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Принятые сокращения: FAM  – 6-карбоксифлуоресцеин; 15ТВА  – ДНК-аптамер первого поколения; RE31  – 
ДНК-аптамер второго поколения.
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ВВЕДЕНИЕ

Одним из актуальных направлений моле-
кулярной медицины является создание лекар-
ственных препаратов на основе нуклеиновых 
кислот. Методом SELEX (Systematic Evolution 
of Ligands by EXponential еnrichment) отбирают 
эффективные синтетические олигонуклеоти-
ды (в том числе модифицированные), обладаю-
щие высоким сродством к белковой мишени. 
Было показано, что полученные олигонуклео-
тиды, называемые аптамерами, можно исполь-
зовать не только для ингибирования активно-
сти белка, но и для регулирования клеточных 
процессов. В  последние годы данные молеку-
лы привлекают все больше внимания исследо-
вателей, ввиду потенциальных возможностей 
их применения в биотехнологии и медицине, а 
также при решении ряда фундаментальных на-
учных проблем молекулярной биологии.

Наиболее известны и уже основатель-
но изучены аптамеры к тромбину, которые 
могут снижать его избыточную активность. 
Тромбин  – сериновая протеиназа семейства 
химотрипсина, центральный белок системы 
свертывания крови человека и животных. Его 
избыточная активность может приводить к 
внутрисосудистому тромбообразованию, что 
чревато такими заболеваниями, как инсульт, 
инфаркт миокарда, нестабильная стенокар-
дия. Аптамеры к тромбину  – это однотяже-
вые ДНК- или РНК-олигонуклеотиды длиной 
до нескольких десятков мономерных единиц, 
специфически связывающие белок. Они пред-
ставляют собой перспективные соединения 
для разработки лекарственных препаратов  [1, 
2]. Одним из наиболее исследуемых ингибито-
ров тромбина является открытый еще в 1992 г. 
аптамер  15ТВА  [3], на основе которого были 
синтезированы аптамеры второго поколения, 
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включающие в свою структуру различные до-
полнительные олигонуклеотидные последо-
вательности на 3′- и 5′-концах G-квадруплек-
сов. Их взаимодействие с белками изучалось в 
сравнении с 15ТВА. Удачно выбранная вторич-
ная структура некоторых из них и комплемен-
тарность дополнительных олигонуклеотидных 
последовательностей обеспечили высокое 
сродство к тромбину. Если аптамер  15ТВА 
уже детально исследован, то для аптамеров 
второго поколения, к которым относится ап-
тамер  RE31, полученная информация весьма 
ограничена [4, 5].

Структура комплекса аптамера  RE31 с 
тромбином была определена методом рентге-
ноструктурного анализа  [6]. G-Квадруплекс, 
образованный аптамером RE31, содержит одну 
петлю  TGT и две петли  TT, причем послед-
ние взаимодействуют с экзосайтом  I тромби-
на. За счет этого предотвращается связывание 
экзосайта  I с  фибриногеном и рецепторами 
на поверхности тромбоцитов, что приводит к 
стимуляции тромбином образования фибрина 
из фибриногена и агрегации тромбоцитов [5].

Особая роль G-квадруплекса в функцио-
нировании ДНК-аптамера связана с тем, что 
он может как образовываться, так и разру-
шаться при изменении условий или под дей-
ствием определенных экзогенных факторов. 
G-Квадруплексы отличаются высокой термо-
динамической стабильностью и образуются 
путем стэкинг-взаимодействий гуаниновых 
квартетов. Каждый G-квартет скреплен восе-
мью водородными связями, образованными с 
Уотсон-Криковской стороны одного гуанино-
вого основания с Хугстиновской стороной дру-
гого. За  образованием и разрушением G-ква-
друплексов наблюдают по спектрам кругового 
дихроизма  (КД)  [7, 8], УФ-спектроскопии  [9, 
10], дифференциальной сканирующей калори-
метрии  [11, 12], флуоресцентной спектроско-
пии (FRET) [13–16], ЯМР-спектроскопии [17, 
18], рентгеноструктурным анализом (РСА) [19, 
20] и  др. Аптамер  RE31 исследовался толь-
ко спектрами  КД и  РСА  [4, 6]. Показано, что 
только аптамеры, образующие G-квадруплекс, 
могут формировать устойчивый комплекс с 
тромбином [4]. Однако данных о стабильности 

Рис. 1. Схема разворачивания аптамера RE31 несущим FAM-метку олигонуклеотидом FAMcompl15, комплементарным 
G-квадруплексному мотиву от G9 до G23
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G-квадруплекса аптамера  RE31 в комплексе с 
белком не так много [21].

Целью настоящего исследования стало 
изучение разворачивания G-квадруплексов в 
составе свободного аптамера  RE31 и в апта-
мер-белковом комплексе под действием раз-
личных комплементарных олигонуклеотидов, 
меченных 6-карбоксифлуоресцеином  (FAM) 
на конце. Для решения этой задачи в нашем 
исследовании был использован оригиналь-
ный кинетический подход, предложенный 
Mendoza  et  al.  [22]. Авторы обнаружили, что 
связывание комплементарных олигонуклео-
тидов с аптамером и вызванное этим разру-
шение G-квадруплексной структуры приводит 
к параллельному уменьшению интенсивно-
сти флуоресценции FAM-метки. Считается, 
что тушение флуоресценции происходит из-за 
спаривания 2′-дезоксицитидина, несущего мет-
ку, с  концевым 2′-дезоксигуанозином развер-
нутого G-квадруплекса (рис. 1).

В нашу задачу входило определение кинети-
ческих и термодинамических параметров  (ТП) 
реакции образования-разворачивания антипа-
раллельного G-квадруплекса в апта мере RE31 и 
в его комплексе с белком тромбином под дей-
ствием различных по последовательности ком-
плементарных олигонуклеотидов.

В дальнейшем понятие «комплементарный 
олигонуклеотид» будет применяться ко всем 
флуоресцентно-меченным олигомерам, ком-
плементарным не только G-квадруплексному 
мотиву, но и шарнирной зоне аптамера RE31.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали 100  мкМ  раствор 
аптамера RE31 (5′-GTGACGTAGGTTGGTGTG
GTTGGGGCGTCAC-3′). В  качестве олиго-
нуклеотидов, комплементарных к разным 
участкам аптамера, использовали меченые 
15-звенный FAMcompl15 (5′-FAM–CCAACCACA
CCAACC-3′) и 17-звенный FAMcompl17 (5′-FAM–
CCCCAACCACACCAACC-3′). FAMcompl15 пол-
ностью комплементарен только G-квад руплекс-
ному мотиву, тогда как FAMcompl17 компле-
ментарен как G-квадруплексу, так и начальной 
области шарнира, соединяющего квадруплекс-
ный и дуплексный домены. Олигонуклеотиды 
синтезированы и предоставлены в лиофилизи-
рованном виде фирмой «Синтол», Россия.

Комплекс аптамера с тромбином готовили 
в объеме 50 мкл, концентрация аптамера в ре-
акционной смеси составляла 20 мкМ. Аптаме-
ры подвергали стандартной предварительной 
пробоподготовке [23]. Раствор аптамера пред-

варительно прогревали при 90  °С в течение 
5 мин, затем резко охлаждали во льду и добав-
ляли 150  мкМ  тромбина. Было также показа-
но, что тромбин не влияет на флуоресценцию 
комплементарного олигонуклеотида. Смесь 
инкубировали при 5  °С в течение 2  ч. Ком-
плексы аптамера с тромбином были охаракте-
ризованы с помощью электрофореза в 8%-ном 
полиакриламидном геле (ПААГ) в неденатури-
рущих условиях и поверхностного плазмонно-
го резонанса.

Инкубацию проводили в среде, содер-
жавшей 20  мМ  Hepes-КОН, 140  мМ  NaCl, 
5 мМ KCl, рН 7,4 (буфер А) или 20 мМ Tris-HCl, 
140 мМ NaCl, 5 мМ KCl, pH 7,2 (буфер Б). Бу-
феры готовили при комнатной температуре 
(25 °С). Буфер А использовался при форми-
ровании комплексов аптамера  RE31 с FAM-
содержащим олигонуклеотидом. Буфер Б ис-
пользовался для получения спектров кругового 
дихроизма.

Флуоресценция. Флуоресценцию измеряли 
на приборе CLARIOstar («BMG LABTECH», 
Германия). Длины волн возбуждения и испу-
скания флуоресценции составляли 494 и 550 нм 
соответственно. В  ячейки планшета последо-
вательно добавляли 100  мкл буфера  А с FAM-
олигонуклеотидом, последовательность ко-
торого была комплементарна образующей 
G-квадруплекс последовательности аптамера. 
Далее вносили 2 мкл раствора аптамера или 
5 мкл комплекса аптамера с тромбином так, 
чтобы конечная концентрация аптамера в ре-
акционной смеси составляла 2 мкМ, а концен-
трация FAM-олигонуклеотида – в 10 раз мень-
ше (0,2 мкМ).

Круговой дихроизм. В качестве контроля для 
подтверждения присутствия G-квадруплекса 
в составе аптамера  RE31 в условиях реакции 
были приготовлены 2,5 мкМ растворы аптаме-
ров или 3  мкМ растворы комплексов аптаме-
ров с тромбином в буфере Б. Спектры  КД ре-
гистрировали при различных температурах на 
спектрометре Chirascan («Applied Photophysics 
Ltd», Англия), оснащенном термоконтрол-
лером. Плавление производили в интервале 
10–90 °С со скоростью 1 °С в мин. Спектры 
регистрировали каждые 5 °С в диапазоне длин 
волн 220–360 нм. Скорость изменения длины 
волны составляла 1 нм/с. Спектр буфера, не 
содержавшего олигонуклеотиды, был принят 
в качестве базовой линии. Величину молярно-
го абсорбционного коэффициента в см–1 · M–1 
рассчитывали по уравнению Δε = ΔA/(c · l), где 
ΔА – разность поглощений света, регистрируе-
мая прибором, с – концентрация (моль/литр), 
l – длина оптического пути в см.
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Поверхностный плазмонный резонанс (ППР). 
Измерения проводили на оптическом био-
сенсоре Biocore  X («GE Healthcare», США). 
Тромбин был иммобилизован из 100 нМ  рас-
твора через NH2-группу на поверхности чипа 
Sensor Chip  CM5. Проточную ячейку за-
полняли буфером А. Для образования бел-
ково-нуклеинового комплекса раствор ап-
тамера (0,1–350 нМ) вводили порциями по 
30 мкл со скоростью 10 мкл/мин при комнат-
ной температуре. После добавления каждой 
порции аптамера ячейку промывали 10 мкл 
2 М  раствора  NaCl. Полученные сенсограм-
мы обрабатывали, используя пакет программ 
BIACOREX.

Обработка результатов. Константу скоро-
сти k для реакции первого порядка определяли 
из наклона графика зависимости логарифма 
интенсивности флуоресценции от времени. 
Энергию активации  Ea определяли согласно 
уравнению Аррениуса  (1) из наклона графи-
ка зависимости натурального логарифма  k от 
обратной абсолютной температуры  Т. В  урав-
нении (1) A — предэкспоненциальный множи-
тель, R — универсальная газовая постоянная:

k = A · e
−Ea

RT . (1)

Термодинамические параметры образова-
ния переходного состояния (изменения энталь-
пии ΔH ≠ и энтропии ΔS ≠) были рассчитаны по 
уравнению Эйринга (2):

k = · e− , (2)

преобразованного в логарифмическую форму (3):

ln k
T  = 

ln kB

h  − 
ΔH
RT  + 

ΔS
R  , (3)

где kB  – постоянная Больцмана, h  – постоян-
ная Планка. Значения ΔH ≠ и ΔS ≠ получали из 
наклона графика линейной зависимости лога-
рифма k/T от 1/T и отсекаемого им на оси ор-
динат отрезка. Линейную регрессию проводи-
ли в программе «Microsoft Excel».

Для построения рисунков использовали 
программу «OriginPro 8.5».

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На рис.  2 приведены вторичные структу-
ры наиболее известного аптамера 15ТВА и ап-
тамера второго поколения  RE31 к тромбину. 
Нуклеотидный мотив G9–G23 аптамера  RE31 
способен складываться в G-квадруплекс, кото-
рый соединен шарнирной областью из четырех 

kBT
h

ΔG
RT

нуклеотидов  T7, A8, G24 и G25 с  дуплексным 
районом из шести пар нуклеотидов.

Методом КД была подтверждена тополо-
гия G-квадруплексов, образуемых изучаемыми 
аптамерами. На рис. 3 приведены контрольные 
эксперименты с использованием  КД, которые 
показали, что в составе ДНК аптамеров при-
сутствует G-квадруплекс. Спектры КД аптаме-
ров представлены в широком диапазоне темпе-
ратур в буфере Б. Два положительных пика при 
240 нм и 295 нм и один отрицательный пик при 
260  нм свидетельствуют об образовании анти-
параллельного G-квадруплекса  [7]. С  повы-
шением температуры интенсивность пика при 
295  нм падает, что свидетельствует о термиче-
ском разрушении квадруплексной структуры. 
Температуры плавления (Тпл) G-квадруплексов 
составили 35 °С для 15ТВА и 39,5 °С – для RE31. 
Большая величина  Тпл для  RE31 объясняется 
наличием дополнительной двутяжевой после-
довательности, обнаруженной методами рент-
геноструктурного анализа [6], УФ-спектроско-
пии и  КД  [4]. Наличие изобестической точки 
при 280 нм в спектре КД при плавлении апта-
меров подтверждает, что процесс термической 
денатурации (по крайней мере в первом при-
ближении) может быть рассмотрен как смеще-
ние равновесия между структурированной и 
развернутой формами аптамера.

Рис. 2. Вторичная структура аптамеров  15ТВА  (слева) и 
RE31 (справа). G-Квадруплекс 15TBA: G1–G15; G-квад-
руплекс RE31: G9–G23
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Рис. 3. Спектры КД аптамеров при разных температурах в буфере Б: а – аптамер 15ТВА; б – аптамер RE31

Рис. 4. Кинетика изменения интенсивности флуоресценции комплементарных олигонуклеотидов FAMcompl15  (а) 
и FAMcompl17 (б) при взаимодействии с аптамером RE31 при четырех температурах. Во врезке представлены данные 
в полулогарифмических координатах

На основании данных  КД описанные 
ниже кинетические измерения проводили 
при температурах 27, 30, 33 и 36  °С, при кото-
рых денатурация не превышала 10%. Это важ-
но, поскольку взаимодействие однонитчатого 
олигонуклеотида с денатурированной  ДНК 
происходит мгновенно, что могло сказаться на 
начальной интенсивности флуоресценции и 
привести к ошибкам. Кроме того, температу-
ра 36 °С является предельной физиологической 
температурой для теплокровных животных, что 
приближает наши эксперименты и сделанные 
на их основании выводы к условиям in vivo.

Взаимодействие комплементарных олиго-
нуклеотидов со свободными аптамерами. При 
инкубации аптамеров с несущими флуорес-
центную метку 15-звенным олигонуклеотидом, 
комплементарным образующему G-квадру-
плекс мотиву, и 17-звенным олигомером, взаи-
модействующим также с двумя нуклеотидами 
шарнирной последовательности аптамера, на-

блюдалось падение интенсивности флуорес-
ценции во времени (рис. 4).

Из рисунка следует, что обе комплементар-
ные последовательности действительно разру-
шают G-квадруплекс (наблюдается тушение 
флуоресценции), причем скорость этой реак-
ции для обоих G-квадруплексов возрастает с 
увеличением температуры.

Экспериментальные кривые рис.  4 были 
обработаны в соответствии со схемой реак-
ции, предполагающей разворачивание G-квад-
руплекса через образование промежуточного 
комплекса:

A + C ←→ A · C → D , (4)

где A – аптамер, C – комплементарный олиго-
нуклеотид, A  ·  C  – промежуточный комплекс, 
D  – дуплекс, Kd  – константа равновесия, k  – 
константа скорости реакции превращения 
промежуточного продукта в дуплекс.

Kd k
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Таблица 1. Значения констант скоростей реакций разрушения G-квадруплекса модифицированными FAM-меткой 
комплементарными олигонуклеотидами в буфере А

Компоненты реакции
k × 103, с–1

27 °C 30 °C 33 °C 36 °C

RE31 + FAMcompl15 6,6 ± 0,2 10,4 ± 0,2 16,5 ± 0,5 34,7 ± 0,5

RE31 + FAMcompl17 7,7 ± 0,2 10,1 ± 0,3 18,3 ± 0,6 37,5 ± 0,3

RE31 + FAMcompl15/тромбин 6,1 ± 0,2 11,5 ± 0,2 15,5 ± 0,5 15,1 ± 0,4

RE31 + FAMcompl17/тромбин 10,7 ± 0,3 17,9 ± 0,2 21,1 ± 0,3 34,0 ± 0,2

Данная схема основана на том, что разво-
рачивание G-квадруплексов в отличие от дуп-
лексов практически всегда происходит с обра-
зованием квазиравновесных промежуточных 
метастабильных структур  [24, 25]. В  рамках 
этой схемы зависимость измеряемой констан-
ты скорости превращения G-квадруплекса в 
дуплекс (kapp) от концентрации A имеет вид:

kapp = k/(1 + Kd/[A]). (5)

Отсутствие зависимости  kapp от концен-
трации аптамера при  [A]  ≥  2  мкМ (данные не 
приведены) означало, что эти концентрации 
являются насыщающими, то есть существен-
но превышают  Kd, вследствие чего практиче-
ски весь олигонуклеотид связан с аптамером 
и измеряемая величина kapp в пределах ошибки 
определения совпадает с величиной k.

В табл.  1 приведены значения констант 
скоростей реакций двух комплементарных 

олигонуклеотидов с аптамером  RE31. Все экс-
перименты проводили при концентрации 
ионов калия  5  мМ, которая, по литературным 
данным, является оптимальной для реакций 
разворачивания G-квадруплекса  [22]. Видно, 
что введение двух дополнительных нуклеоти-
дов в комплементарный олигонуклеотид слабо 
влияло на константу скорости во всем диапазо-
не температур.

Взаимодействие комплементарных олиго-
нуклеотидов с комплексами аптамер–тромбин. 
С  помощью контрольных экспериментов, 
таких как электрофорез в  ПААГ  [23] и мето-
дом поверхностного плазмонного резонан-
са  (рис.  5), было подтверждено образование 
комплексов аптамер RE31–тромбин в реакци-
онной смеси. Рассчитанная из сенсограмм кон-
станта диссоциации  (Kd) для комплекса апта-
мера RE31 с тромбином составила 0,56 нM [21]. 
Такое низкое значение  Kd позволяет считать, 
что весь аптамер связан с тромбином в присут-

Рис. 5. Сенсограммы образования комплекса тромбин–аптамер RE31 при указанных на рисунке концентрациях тром-
бина. Температура – 25 °С
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Рис. 6. Спектры КД аптамера RE31 в комплексе с тромбином при разных температурах

ствии избытка белка при получении белкового 
комплекса, и реакция с комплементарным оли-
гонуклеотидом может идти только с комплек-
сом G-квадруплекса и тромбина.

Использование метода  КД дополнитель-
но подтвердило как образование комплекса 
тромбин–аптамер, так и наличие G-квадруп-
лекса в составе комплексов. На рис. 6 впервые 
представлены спектры  КД аптамера  RE31 в 
комплексе с тромбином при различных тем-
пературах. Интенсивность полосы при 295  нм 
(характерной для антипараллельного G-квад-
руплекса) резко падает по сравнению с инди-
видуальным аптамером, что подтверждает влия-
ние тромбина на данную структуру.

Этот вывод подтвердился при анализе ки-
нетики падения флуоресценции в опытах, ана-
логичных проиллюстрированным на  рис.  4: 
наблюдали существенные, хотя и небольшие 

различия в константах скорости для связан-
ного и не связанного с тромбином аптаме-
ра (табл. 1). Повышение температуры и в этом 
случае увеличивало скорость реакций. Срав-
нение констант скоростей для разных ком-
плементарных олигонуклеотидов однозначно 
свидетельствовало о том, что реакция аптаме-
ра RE31 с FAMcompl17 протекает быстрее, чем 
c FAMcompl15 при всех температурах.

Контрольные эксперименты показали, 
что при отсутствии аптамеров флуоресценция 
FAM-меченного олигонуклеотида не меняется 
ни от времени наблюдения, ни от температуры, 
ни от присутствия только белка, ни от концен-
трации комплементарной последовательности 
в диапазоне 1–10 мкМ.

Сравнение этих констант скоростей для 
двух отличающихся комплементарных оли-
гонуклеотидных последовательностей одно-

Таблица 2. Значения термодинамических параметров реакции превращения промежуточных продуктов для свободного 
аптамера RE31 и в комплексе с тромбином в буфере А

Компоненты реакции Еа, кДж/моль ΔН ≠, кДж/моль ΔS ≠, кДж/(моль·K)

RE31 + FAMcompl15 139,5 ± 7,9 136,9 ± 8,1 –0,7 ± 0,2

RE31 + FAMcompl17 136,9 ± 8,2 134,4 ± 8,6 –0,7 ± 0,3

RE31 + FAMcompl15/тромбин 78,0 ± 9,1 75,5 ± 9,3 –0,5 ± 0,4

RE31 + FAMcompl17/тромбин 93,2 ± 9,5 90,7 ± 9,4 –0,6 ± 0,4



РАЗВОРАЧИВАНИЕ G-КВАДРУПЛЕКСОВ В АПТАМЕРАХ 1561

БИОХИМИЯ том 87 вып. 11 2022

значно свидетельствует о том, что реакция ап-
тамера  RE31 с  FAMcompl17 протекает с более 
высокими константами, чем c  FAMcompl15 
при всех температурах. И  при этом существу-
ют явные, хотя и не столь выраженные, отли-
чия от констант для реакций со свободным 
аптамером.

Константы скорости реакции при разных 
температурах использовали для расчета энер-
гии активации Аррениуса  (Ea) для превраще-
ния промежуточного комплекса в энергетиче-
ски устойчивый дуплекс, а также изменения 
энтальпии и энтропии активации. Найденные 
значения приведены в табл. 2.

Рассматривая реакции разворачивания 
G-квадруплекса через образование метаста-
бильного промежуточного комплекса, от-
мечаем, что в случае белкового комплекса 
энергетический барьер, требующийся для до-
стижения переходного состояния реакций раз-
ворачивания, выше для  FAMcompl17, чем 
для  FAMcompl15. К  такому же выводу можно 
прийти и относительно ΔН ≠ промежуточных 
комплексов. Из  сравнения реакции развора-
чивания свободного аптамера с реакцией раз-
ворачивания его комплекса с тромбином зна-
чения первых оказались существенно выше 
для Еа и ΔН ≠ (табл. 2).

Как следует из полученных нами результа-
тов, инкубация как свободного аптамера RE31, 
так и его комплекса с тромбином с флуорес-
центно-меченными комплементарными после-
довательностями FAMcompl17 и  FAMcompl15 
сопровождается уменьшением флуоресцен-
ции, свидетельствующим о разворачивании 
G-квадруплексов и превращении их в дуплек-
сы. Удовлетворительное фиттирование экс-
периментальных кривых для реакции первого 
порядка для RE31 подтверждает высказанное 
Mendoza et al. [15] для ряда аптамеров предпо-
ложение, что реакция разворачивания квадруп-
лекса идет через образование промежуточных 
продуктов, распад которых и является ско-
рость-определяющей стадией.

Если для G-квадруплексов с однонитчатым 
привеском с 5′-конца Mendoza et al. [15] доста-
точно убедительно доказали, что реакция раз-
ворачивания комплементарной олигонуклео-
тидной последовательности двухстадийная, то 
для структур без однонитчатой добавки меха-
низм разворачивания менее ясен. Авторы пола-
гают, что образование интермедиата имеет ме-
сто и в этом случае, то есть сначала происходит 
локальное взаимодействие комплементарной 
последовательности, такое, как образование 
пар через частичное перекрывание G-квадруп-
лекса комплементом. Это и будет первичный 

промежуточный продукт в реакции разворачи-
вания. Термодинамическое описание интерме-
диатов в различных системах позволяет пред-
полагать некоторые их особенности.

В наших экспериментах, в отличие от рабо-
ты Mendoza et al. [15], менялась длина компле-
ментарной последовательности, используемой 
для разворачивания G-квадруплекса, без изме-
нений в последовательности самого аптамера. 
Интересно заметить, что если для свободного 
аптамера  RE31 значения констант и ТП  пе-
реходных промежуточных продуктов практи-
чески совпали для обоих комплементарных 
олигонуклеотидов, то для комплекса с белком 
кинетические и термодинамические парамет-
ры отличаются как между собой, так и от дан-
ных для свободных аптамеров.

Возможно, в свободном аптамере  RE31 
шарнирная область оказалась недоступной, и 
расширение области комплементарности на 
два нуклеотида не сказалось на эффективно-
сти реакции, но связывание белка изменило ее 
положение и сделало возможным и выгодным 
взаимодействие с более длинной олигонуклео-
тидной последовательностью. Образовался 
измененный промежуточный продукт. Что ка-
сается свободного аптамера, промежуточный 
продукт, скорее всего, образуется непосред-
ственно исключительно с G-квадруплексом.

Обращает на себя внимание разница в зна-
чениях энергии активации. Энергетический 
барьер для превращения G-квадруплекса в со-
ставе белкового комплекса оказывается ниже, 
чем для свободного аптамера, хотя определяе-
мые значения констант скоростей находятся 
выше для случая с  FAMcompl17. Это обстоя-
тельство может быть вызвано тем, что общая 
схема реакции с белковым комплексом гораздо 
сложнее, чем использованная нами, а опреде-
ляемая константа скорости является кажущей-
ся, а не истинной.

Таким образом, полученные результаты 
указывают на важность структурного соот-
ветствия во взаимодействии аптамера  RE31 
с комплементарными олигонуклеотидами 
FAMcompl15 и FAMcompl17 для последующего 
разворачивания G-квадруплекса.

Вклад авторов. В.А.  Спиридонова  – кон-
цепция и  руководство работой, написание 
текста; Ю.О.  Наумова  – проведение экспери-
ментов по измерению флуоресценции, обра-
ботка результатов, подготовка текста статьи 
и  рисунков; П.А.  Николаева  – проведение 
экспериментов  КД и  ППР; Т.М.  Новикова  – 
подготовка комплексов аптамера, проведение 
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THERMODYNAMICS AND UNFOLDING KINETICS OF ANTIPARALLEL 
G-QUADRUPLEXES IN APTAMERS TO THROMBIN

V. A. Spiridonova, Yu. O. Naumova, P. A. Nikolaeva, 
T. M. Novikova, and G. Ya. Kolomijtseva*

Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University, 
119991 Moscow, Russia; e-mail: kolom@belozersky.msu.ru

The process G-quadruplex unfolding of RE31 DNA-aptamer and its complex with thrombin by f luorescently 
labeled complementary oligonucleotides of varying length and entailing the formation of double-helix 
structures has been studied. G-quadruplex unfolding has been suggested to involve the formation of an 
intermediate complex with the oligonucleotide. Kinetic and thermodynamic parameters of the unfolding 
of the free aptamer and its complex with thrombin differ. Two nucleotide elongation of the complementary 
G-quadruplex sequence, capturing the so-called “hinge region”, had little impact on the conformational 
transition of G-quadruplex of the free aptamer. However, for the aptamer-protein complex a pronounced 
effect has been observed. The most probable cause for these differences is thrombin-induced aptamer 
conformational transition involving the hinge region.

Keywords: DNA-aptamers, thrombin, G-quadruplex, antidote
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Рак легкого (РЛ) занимает лидирующие позиции как по частоте, так и по показателям высокой 
смертности среди других злокачественных заболеваний человека. Курение является фактором ри-
ска развития почти всех гистологических типов РЛ. Бензо[а]пирен (БП), один из основных компо-
нентов сигаретного дыма, относится к канцерогенам группы 1, т.е. может вызывать рак у человека. 
На  сегодня установлено, что его токсическое действие может осуществляться по двум основным 
механизмам: генотоксическому (образование аддуктов с  ДНК) и негенотоксическому или эпиге-
нетическому. Последний менее изучен, хотя известно, что БП  активирует арил-углеводородный 
рецептор (AhR), который регулирует транскрипцию многих генов-мишеней, включая микроРНК, 
что может приводить к инициации и усилению злокачественной трансформации клеток. Недавние 
исследования показали роль AhR в регуляции контрольных точек иммунного ответа, так как сига-
ретный дым и БП индуцировали AhR-регулируемую экспрессию PD-L1  (CD274) в эпителиальных 
клетках легкого in vitro и in vivo. Кроме того, установлено, что метаболит триптофана кинуренин, ак-
тивируя AhR, стимулирует экспрессию PD-1 (CD279) в цитотоксических Т-лимфоцитах. Современ-
ные исследования подтверждают важную роль AhR, экспрессируемого в злокачественных клетках, 
в подавлении противоопухолевого иммунитета. Все это заставляет по-новому рассматривать роль 
AhR в канцерогенезе легкого и исследовать механизмы его активации экзогенными и эндогенными 
лигандами. В данном обзоре освещаются современные представления о функциональных особен-
ностях AhR и его роли в патогенезе РЛ.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рак легкого, AhR, сигаретный дым, бензо[а]пирен, PD-1, PD-L1.

DOI: 10.31857/S0320972522110033, EDN: LVDZOU

Принятые сокращения: БП – бензо[а]пирен; НМКРЛ – немелкоклеточный РЛ; РЛ – рак легкого; ПАУ – полицикли-
ческие ароматические углеводороды; ТХДД – 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксин; AhR – арил-углеводородный рецеп-
тор; ARNT – ядерный транслокатор AhR; DRE – элементы диоксинового ответа; Kyn – кинуренин; miR – микроРНК, 
PAS – семейство транскрипционных факторов спираль-поворот-спираль; PD-1 – белок программируемой гибели кле-
ток 1; PD-L1 – лиганд белка PD-1; XRE – элементы ответов на ксенобиотики.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Рак легкого (РЛ) продолжает занимать ли-
дирующие позиции по смертности от рака во 
всем мире. По  данным всемирной организа-
ции здравоохранения  (ВОЗ) за  2020  г., от  РЛ 
умерло 1 800 000 человек [1]. Курение является 
риском развития почти всех гистологических 
типов  РЛ  [2]. Компоненты сигаретного дыма 

содержат полициклические ароматические 
углеводороды (ПАУ), нитрозамины и радиоак-
тивные элементы, способствующие развитию 
злокачественной неоплазии легкого [3].

Согласно данным IARC (International Agency 
for Research on Cancer), бензо[a]пирен  (БП), 
входящий в состав сигаретного дыма, отно-
сится к канцерогенам группы 1, т.е. может вы-
зывать рак у человека  [4]. Токсическое дей-
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ствие  БП осуществляется по двум основным 
механизмам: генотоксический (окисление  БП 
с образованием электрофильных метаболитов, 
способных связываться с  ДНК) и негеноток-
сический (связывание с арил-углеводородным 
рецептором  (AhR) c последующей активаци-
ей генов-мишеней). Как правило, такие гены 
имеют на своих дистальных промоторах эле-
менты ответов на ксенобиотики  (XRE), изна-
чально известные как элементы диоксинового 
ответа (DRE).

БП-опосредованная активация AhR приво-
дит к индукции генов, кодирующих комплекс 
цитохрома  P450, а именно: CYP1A и  CYP1B. 
Раннее изучение AhR в канцерогенезе РЛ сво-
дится к его центральной роли в инициации РЛ 
за счет активации генов комплекса цитохро-
ма  P450. Другим предполагаемым механизмом 
было AhR-зависимое образование ДНК-аддук-
тов. Более того, акцентировалось внимание на 
роли AhR в формировании хронического вос-
паления, способствующего развитию рака [5].

На сегодняшний день показано, что БП 
сигаретного дыма, помимо «классических» ге-
нов-мишеней AhR (CYP1A, CYP1B), индуциру-
ет экспрессию иммунных контрольных точек, 
которые представляют собой систему ингиби-
торных механизмов, регулирующих аутоиммун-
ные процессы. К ним относятся белок програм-
мируемой гибели клеток  1 (PD-1, programmed 
cell death  1, CD279) и его лиганд (PD-L1, 
programmed cell death 1 ligand, CD274). Взаимо-
действие PD-L1 и PD-1 способствует нейтрали-
зации Т-клеток и ингибированию выработки 
цитокинов [6].

Изначально связь между AhR и иммунной 
системой была исследована через зависимую 
от 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксин  (ТХДД) 
активацию  AhR, которая оказывает супрес-
сивное действие на Т-клетки животных и лю-
дей [7, 8]. Недавно было показано, что кинуре-
нин (Kyn), метаболит триптофана, также может 
активировать  AhR и приводить к экспрессии 
PD-1 в цитотоксических CD8+  T-клетках, что 
может способствовать ускользанию опухоли от 
иммунологического надзора и усилению зло-
качественного фенотипа  [9]. Следовательно, 
активация  AhR помогает выживать трансфор-
мированным злокачественным клеткам через 
блокирование противоопухолевого иммунитета.

Многие исследования по изучению  AhR 
ушли далеко за рамки токсикологии. В литера-
туре появляется все больше данных, показыва-
ющих эпигенетические и иммунологические 
функции данного рецептора. В настоящем об-
зоре представлены новые данные о роли AhR 
в канцерогенезе легкого, показана связь AhR 

с противоопухолевым иммунным ответом, и 
сообщается об AhR-регулируемых микроРНК, 
которые могут служить потенциальными био-
маркерами РЛ.

ВКЛАД КУРЕНИЯ 
В РАЗВИТИЕ РАКА ЛЕГКОГО

Наиболее распространенными гистологи-
ческими типами РЛ являются мелкоклеточный 
и немелкоклеточный РЛ. Мелкоклеточный РЛ, 
распространенность которого составляет 15% 
от всех случаев  РЛ, имеет наиболее неблаго-
приятный прогноз. Выживаемость в течение 
5  лет составляет менее  5%, а для пациентов, 
не получающих лечения, средний срок жизни 
составляет 2–4 месяца [10]. На немелкоклеточ-
ный РЛ (НМКРЛ) приходится до 85% всех слу-
чаев РЛ. Пятилетняя выживаемость пациентов 
составляет примерно  15%. НМКРЛ в зависи-
мости от клеточного состава и локализации он-
кологического процесса подразделяется на три 
основных подтипа: аденокарцинома, плоско-
клеточный рак и крупноклеточный рак [2].

Одним из основных факторов риска 
НМКРЛ считается курение сигарет [2]. Извест-
но, что в смоле сигаретного дыма содержатся 
такие канцерогенные соединения, как БП, ме-
тилхолантрен, табакоспецифичные N-нитроз-
амины, N-метил-N-нитрозомочевина, а также 
металлы (никель, мышьяк, свинец, хром) и ра-
диоактивные элементы (210полоний, 228торий, 
210свинец) [3].

БП является одним из наиболее изученных 
канцерогенов сигаретного дыма. По  данным 
IARC, содержание БП в дыме от одной сигаре-
ты составляет 22,92–26,27 нг [4]. БП способен 
связываться с AhR и активировать его [11]. Ре-
зультатом такой активации является трансло-
кация AhR в ядро и индукция транскрипции 
AhR-зависимых генов-мишеней, например 
генов комплекса цитохрома  Р450 (CYP1A1, 
CYP1A2) и других. Такое взаимодействие может 
приводить к активации канцерогенов [12], об-
разованию бензо[a]пирен-7,8-диол-9,10-эпок-
сид-N2-дезоксигуанозина (BPDE-dG) в брон-
хиальных клетках человека [13], а также может 
способствовать окислительному стрессу и вос-
палению [14].

В случае пониженной активности фер-
ментов второй фазы метаболизма ксенобиоти-
ков, эпоксиметаболиты  БП будут связываться 
с  ДНК и образовывать аддукты  [15], что мо-
жет привести к инициированию канцерогене-
за в легочной ткани. Более того, БП-зависи-
мая активация  AhR стимулирует сигнальный 
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Рис. 1. Функциональная структура AhR. N-конец рецептора, включающий мотив спираль-петля-спираль и домен PAS, 
обеспечивает гетеродимеризацию AhR со своим ядерным транслокатором  ARNT, а также способствует связыванию 
AhR с промоторной областью генов-мишеней. Мотив спираль-петля-спираль обеспечивает связывание AhR (в сайте 
связывания AHRE) и ARNT, приводящее к последующему связыванию AhR с промоторной областью. Домен PAS от-
вечает за поддерживание вторичного взаимодействия с белками, такими как ARNT, и способствует формированию ге-
теродимера AhR/ARNT; более того, домен содержит сайт связывания лигандов AhR. Q-богатый домен ответственен за 
активацию транскрипции

каскад MAPK, нарушение которого приводит к 
индукции таких клеточных процессов, как про-
лиферация, дифференциация и апоптоз [16].

Таким образом, входящие в состав сига-
ретного дыма вещества изменяют метаболизм 
клеток легкого, а также активируют и/или на-
рушают передачу клеточных сигналов от ре-
цепторов, что способствует развитию злокаче-
ственной неоплазии легкого.

СТРУКТУРА И ФУНКЦИИ AhR

AhR входит в состав семейства транскрип-
ционных факторов спираль-поворот-спираль 
(PAS, Per-ARNT-Sim) [17, 18] и состоит из трех 
функциональных частей: мотив спираль-петля-

спираль, домен PAS (А и В) и богатый глутами-
ном Q-домен (рис. 1).

Инициировать активацию  AhR могут как 
экзогенные, так и эндогенные лиганды. К  эк-
зогенным лигандам относятся ПАУ, пищевые 
фитохимические соединения, например ин-
дол-3-карбинол и индолы, продуцируемые ми-
кробиотой  [13]. Среди эндогенных лигандов 
можно выделить эйкозоноиды, например ли-
поксин А4, билирубин, метаболиты триптофа-
на: 6-формилиндоло[3,2-b]карбазол и Kyn [19].

После связывания с лигандом рецеп-
тор транслоцируется в ядро, где происходит 
его гетеродимеризация с  ARNT. Гетеродимер 
AhR/ARNT отвечает за экспрессию множе-
ства генов, в числе которых гены комплекса 
цитохрома  Р450 (CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1), 

Рис. 2. Механизм активации AhR под действием БП
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ген TIPARP, кодирующий TCDD-индуцируе-
мую поли[АДФ-рибоза]-полимеразу (TCDD 
Inducible Poly[ADP-Ribose] Polymerase), а так-
же многие другие. Экспрессия генов-мишеней 
регулируется за счет взаимодействия с канони-
ческим (5′-TNGCGTG-3′) и неканоническим 
сайтами связывания рецептора  (рис.  2). Эти 
сайты связывания названы элементами ответа 
на ксенобиотики (XRE) или элементами диок-
синового ответа (DRE) [17].

Наивысший уровень экспрессии  AhR ре-
гистрируется в плаценте человека, за ней сле-
дуют легкие, сердце, поджелудочная железа и 
печень, тогда как в почках, головном мозге и 
скелетных мышцах он экспрессируется на низ-
ком уровне [20].

AhR отвечает за дифференцировку субпо-
пуляций Т- и В-лимфоцитов, активирует про-
дукцию провоспалительных цитокинов, регу-
лирует экспрессию транскрипционных факто-
ров STAT3 и NF-κВ, модулирует ответ на микроб-
ные, вирусные патогены, а также участвует в ме-
таболизме и биоактивации ксенобиотиков [18]. 
В  результате регуляции дифференцировки 
Т-клеток AhR  играет важную роль в патогене-
зе хронической обструктивной болезни легких 
(ХОБЛ) и астме. AhR  увеличивает продукцию 
муцина в клеточной линии NCI-H292 при хро-
ническом бронхите  [5]. Было показано, что 
AhR подавляет, вызванное сигаретным дымом, 
острое воспаление легких  [21]. Следовательно, 
AhR контролирует иммунные, воспалительные, 
гомеостатические и токсические ответы клетки 
на эндогенные и экзогенные воздействия.

Существует противоречивая точка зрения 
о роли AhR в инициации и прогрессирова-
нии рака. Некоторые исследования показали, 
что при определенных обстоятельствах AhR 
может быть супрессором опухоли. Так, на-
пример, сообщается, что в определенной дозе 
ТХДД-зависимая активация AhR может подав-
лять пролиферацию раковых клеток  [22]. Од-
нако исследования на клеточной линии адено-
карциномы человека  А549 показали, что AhR, 
предположительно во взаимодействии с ARNT, 
активирует синтез  ДНК и последующую кле-
точную пролиферацию этих клеток [23].

Глобальный ChIP-анализ экспрессии ге-
нов в печени мышей выявил 14  446 и 974  об-
ласти, обогащенные сайтами связывания AhR 
(коэффициент ложного обнаружения  – 1%), 
через  2 и  24  часа после введения  ТХДД соот-
ветственно [24].

В геноме человека идентифицировано 3915 
AhR-связывающих сайтов [25]. Многие из этих 
сайтов связывания требуют эксперименталь-
ного подтверждения, что позволит выявить 

гены, регулируемые AhR, и выяснить их роль в 
биологических процессах.

Благодаря своей структуре и особенно-
стям сайтов связывания AhR  выполняет мно-
жество биологических функций, необходимых 
для нормальной жизнедеятельности организма. 
Особое внимание привлекает его роль в канце-
рогенезе и развитии  РЛ, требующая понима-
ния молекулярных механизмов этого процесса.

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ-МИШЕНЕЙ AhR 
В ОПУХОЛЯХ ЛЕГКОГО

В первую очередь AhR известен как ксе-
нобиотический сенсор, который активируется 
высокоаффинными низкомолекулярными сое-
динениями и индуцирует свои гены-мишени. 
Поступление в организм ПАУ-содержащих ве-
ществ индуцирует, прежде всего, экспрессию 
AhR-зависимых ферментов I и II фаз метаболиз-
ма ксенобиотиков, таких как CYP1A1, CYP1А2, 
CYP1B, глутатион S трансфераза, глюкуронил-
трансфераза, НАДФН хиноноксидоредуктаза, 
альдокеторедуктаза и эпоксидгидролаза [15].

Известно, что CYP1A1, окисляя ПАУ, игра-
ет важную роль в активации канцерогенов с 
образованием высоко реакционноспособных 
эпоксидов в легких  [12]. Ряд исследований 
показывают связь полиморфных вариантов 
гена  CYP1A1, а именно: аллельные варианты 
CYP1A1 * 3  (T3205C) и CYP1A1 * 4  (Thr461Asn) 
с повышенной активностью фермента, приво-
дящей к увеличению образования ДНК-аддук-
тов и, как следствие, к  РЛ  [12, 26]. Различные 
варианты одного и того же аллеля проявляют-
ся в определенных подтипах  РЛ. Например, 
показана связь аллеля CYP1A1  *  4 (Thr461Asn) 
с риском развития мелкоклеточного  РЛ в ис-
панской популяции [12, 27], также имеются дан-
ные о связи аллелей CYP1A1 * 2A (3801T → C) и 
CYP1A1 * 2C (2455A → G) с НМКРЛ [26].

CYP1A2 способен активировать про-
канцерогены сигаретного дыма. Аллели 
CYP1A2 * 1D и CYP1A2 * 1F ассоциируются с 
плоскоклеточным  РЛ  [28]. Имеются различ-
ные данные относительно аллельного вариан-
та CYP1A2  (163C  →  A). В  одном исследовании 
показана его связь с аденокарциномой у ку-
рящих  [29], а в метаанализе 2013 г. аллельный 
вариант CYP1A2 (163C → A) связывают с риском 
плоскоклеточным РЛ у европеоидной расы [30].

AhR может регулировать экспрес-
сию  CYP1B1, который опосредует биоакти-
вацию проканцерогенных веществ табака и 
канцерогенных эстрогенов, способствуя их 
превращению в реактивные промежуточные 
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метаболиты, которые, в свою очередь, могут 
повреждать ДНК с образованием аддуктов. Из-
менение экспрессии  CYP1B1 наблюдается при 
различных гистологических типах НМКРЛ [31]. 
Аллельный вариант CYP1B1  Leu432Val связы-
вают с повышением риска РЛ у курящих [32].

ЭКСПРЕССИЯ 
AhR-РЕГУЛИРУЕМЫХ микроРНК

AhR способен регулировать экспрессию 
микроРНК, малых некодирующих РНК дли-
ной 18–22 нуклеотида, нарушение регуляции 
которых может приводить к возникновению 
рака [33]. Активация AhR берберином приводит 
к увеличению онкогенной miR-21-3р в клеточ-
ной линии рака молочной железы  [34]. Было 
показано, что AhR контролирует базальную экс-
прессию miR-196a в фибробластах легких мы-
шей. Более того, на мышах с нокаутом гена, ко-
дирующего AhR, было продемонстрировано, что 
данный рецептор играет важную роль в регуля-
ции микроРНК, экспрессируемых в легких. Так, 
AhR подавляет экспрессию онкогенной miR-96, 
уровень которой увеличивается при хрониче-
ском воздействии сигаретного дыма [35].

В промоторах некоторых межгенных 
микроРНК, а также их генов-хозяев имеют-
ся DRE-элементы  – сайты связывания  AhR. 
Ранее считалось, что AhR осуществляет неко-
торые защитные функции от вредного воздей-
ствия сигаретного дыма в обход классического 
связывания с DRE  [35]. С  помощью методов 
in  silico был проведен поиск таких элементов 
в геномах крыс, мышей, человека, и найдено 
154  гена с  DRE в геноме человека  [36]. Следо-
вательно, AhR-зависимая регуляция экспрес-
сии микроРНК может осуществляться через 
связывание с DRE-элементами. Для под-
тверждения такого механизма необходимы 
даль нейшие экспериментальные исследования. 
Так, было показано, что при длительном воз-
действии  БП экспрессия miR-22, miR-29a, 
miR-126a и miR-193b значительно повышалась 
в легких самцов крыс, в то время как уровень 
miR-483 увеличивался у самок. Исходя из дан-
ных исследований, было предположено, что 
в основе зависимых от пола эпигенетических 
эффектов  БП может лежать различная экс-
прессия микроРНК, потенциально регулируе-
мых AhR [37].

Изменение уровня микроРНК в ответ на 
сигаретный дым может приводить к прогрес-
сированию РЛ. AhR в данном случае способен 
выполнять роль негативного регулятора, так, 
пониженный уровень  AhR приводит к повы-

шению экспрессии miR-96. Было показано, что 
хроническое воздействие сигаретного дыма у 
мышей AhR–/– приводит к резкому увеличению 
miR-96  [35]. Исследование китайских коллег 
показывает снижение уровня miR-335 в ответ 
на опосредованное сигаретным дымом увели-
чение уровня AhR  [38]. Следовательно, AhR 
может выступать в качестве «обоюдоострого 
меча», увеличение или уменьшение уровня ко-
торого может способствовать нарушению регу-
ляции таких важных мишеней, как микроРНК. 
В то же время AhR может выступать в качестве 
репрессора некоторых онкогенных микроРНК.

РОЛЬ AhR В ФОРМИРОВАНИИ 
ИММУНОЛОГИЧЕСКОГО 

СТАТУСА ОПУХОЛИ

На сегодняшний день для лечения РЛ, осо-
бенно плоскоклеточного РЛ, применяется им-
мунотерапия. Иммунотерапия представляет 
собой тип лечения рака, при котором исполь-
зуются вещества, полученные из живых ор-
ганизмов. В  случае лечения  РЛ используются 
моноклональные антитела против цитотокси-
ческого Т-лимфоцит-ассоциированного белка 4 
(CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte-associated pro-
tein 4), PD-1 и PD-L1 [39]. Такие антитела бло-
кируют процесс ингибирования Т-клеток, тем 
самым способствуя противоопухолевому им-
мунному ответу.

Одними из важных генов-мишеней AhR 
являются гены иммунных контрольных точек 
PD-1 и PD-L1 [6, 9, 39]. PD-1 непосредственно 
экспрессируется в Т- и В-клетках, а его лиганд 
PD-L1 – чаще всего экспрессируется в нейтро-
филах, эпителиальных и стромальных клетках, 
а также в опухолях [39]. Взаимодействие PD-1 и 
PD-L1 приводит к ингибированию противо-
опухолевого иммунного ответа, и, как след-
ствие, к усилению злокачественности опухоли.

Исследования последних лет показали, 
что лиганды AhR могут усиливать экспрессию 
генов иммунных контрольных точек. Клини-
ческие наблюдения показали, что курящие 
пациенты с диагнозом  НМКРЛ лучше реаги-
руют на иммунотерапию, чем некурящие  [39]. 
Эти наблюдения привели к пониманию уве-
личения уровня экспрессии PD-L1 в эпите-
лиальных клетках легких in  vitro и in  vivo при 
воздействии сигаретного дыма и  БП  [6]. Им-
мунотерапия с помощью моноклональных ан-
тител к PD-L1 или дефицит AhR значительно 
подавляли БП-индуцированный РЛ у мышей. 
Дальнейшее исследование образцов опухоли 
выявило, что у  37  пациентов с  НМКРЛ, полу-
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чавших анти-PD-1 терапию пембролизума-
бом, 13/16 (81,3%) больных, достигших частич-
ного ответа или стабилизации заболевания, 
показывали высокие уровни  AhR, тогда как 
12/16  (75%) пациентов с прогрессированием 
заболевания обнаруживали низкие уровни AhR 
в опухолевых тканях. Ингибиторы AhR проя-
вили значительную противоопухолевую актив-
ность и синергизм с антителами против PD-L1 
в моделях РЛ на мышах [6].

Эти результаты продемонстрировали, 
что табачный дым позволяет эпителиальным 
клеткам легкого уходить от адаптивного им-
мунитета для стимуляции онкогенеза, а AhR 
предсказывает реакцию на иммунотерапию и 
представляет собой привлекательную терапев-
тическую мишень.

Другим механизмом AhR-опосредованной 
иммуносупрессии может быть синтез избыточ-
ного количества Kyn, который катализируется 
ферментом IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase). 
Как и в злокачественных клетках, Kyn может 
усиливать экспрессию PD-L1 в макрофагах, 
дендритных и других иммунокомпетентных 
клетках, где AhR активен  [40]. Так, недавно 
было показано участие AhR в IFNγ-контро-
лируемой экспрессии PD-L1 и IDO в клетках 
плоскоклеточного рака полости рта  [9]. Более 
того, на дистальном промоторе гена PD-L1 
находятся 2 XRE-подобных элемента связыва-
ния AhR, что способствует активации экспрес-
сии данного гена лигандами AhR [39].

Похожие механизмы показаны и для тако-
го аутоиммунного заболевания, как системная 
красная волчанка (СКВ). Недавно было показа-
но участие PD-1 и PD-L1 в патогенезе и разви-
тии СКВ через активацию AhR. В данном случае 
значительную роль играет кинуренин, который 
повышается в сыворотке больных СКВ. AhR ва-
жен для поддержания иммунной толерантности 
и развития различных иммунных субпопуля-
ций, что подчеркивает потенциальную роль 
AhR в иммунобиологии PD-1 [41].

Для плоскоклеточного  РЛ характерно ча-
стое увеличение уровня PD-L1, что помога-
ет опухоли избегать иммунного надзора  [42]. 
Было показано, что дефицит фосфатазы и го-
молога тензина (PTEN) и/или р53 способству-
ет сверхэкспрессии PD-L1  [6]. В  рамках этого 
механизма можно рассматривать результаты, 
показавшие, что TRC (tumor-repopulating cells) 
стимулируют активацию PD-1 в цитотоксиче-
ских CD8+  T-клетках через межклеточный об-
мен Kyn, который активирует AhR [9].

IFNγ, продуцируемый CD8+  T-клетками, 
стимулирует высвобождение высоких концен-
траций этого метаболита триптофана, продуци-

руемого TRC, который переносится в соседние 
CD8+  T-клетки через транспортеры SLC7A8 
и  PAT4. Kyn индуцирует и активирует AhR и 
тем самым повышает экспрессию PD-1. Путь 
Kyn–AhR подтвержден как у мышей с опухоля-
ми, так и у больных раком, и его блокада может 
повысить эффективность противоопухолевой 
адоптивной Т-клеточной терапии [9]. Следова-
тельно, такой механизм активации PD-1 может 
иметь потенциальное иммунотерапевтическое 
применение.

Необходимо отметить сложные сигнальные 
взаимодействия оси AhR–микроРНК–PD-L1, 
так как микроРНК, в особенности AhR-регу-
лируемые микроРНК, принимают непосред-
ственное участие в регуляции иммунных кон-
трольных точек и могут способствовать росту и 
прогрессированию опухоли. Так, AhR-зависи-
мые онкогенные miR-193 и miR-93 нацелива-
ются на мРНК PD-L1 и регулируют его уровень 
в клетке [37, 43]. Нарушение уровня экспрессии 
данных микроРНК может приводить к разви-
тию рака, в том числе РЛ. Cигаретный дым при-
водит к значительному снижению многих онко-
генных микроРНК, в том числе микроРНК, 
регулирующих мРНК PD-L1, что приводит к 
инициации и дальнейшей прогрессии РЛ [44].

Таким образом, AhR, регулируя экспрес-
сию PD-1 и PD-L1, играет важную роль в ин-
гибировании противоопухолевого иммунитета. 
Иммуносупрессивная роль AhR в опухолях мо-
жет способствовать развитию новой терапев-
тической стратегии лечения РЛ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Научные открытия, сделанные за послед-
нее десятилетие, существенно дополнили 
наши представления о роли AhR в канцероге-
незе легкого. Традиционно считалось, что этот 
фактор транскрипции играет ключевую роль 
на начальных этапах канцерогенеза, когда он 
активируется лигандами экзогенного проис-
хождения, такими как БП, и другими ПАУ, что 
сопровождается усилением экспрессии его ге-
нов-мишеней, прежде всего, цитохрома  Р450 
семейства 1. Результатом таких событий явля-
ется образование электрофильных метаболи-
тов ПАУ, приводящее к возникновению аддук-
тов с ДНК и, как следствие, к возникновению 
мутаций. Активное исследование лигандов 
AhR привело к выявлению новых эндогенных 
соединений, таких как метаболит триптофа-
на кинуренин, что существенно расширило 
наше понимание роли данного рецептора, 
особенно в иммунном ответе. Исследование 



АХМЕТОВА и др.1570

БИОХИМИЯ том 87 вып. 11 2022

экспрессии AhR-регулируемых генов позволи-
ло расширить знания о роли AhR в физиоло-
гических процессах. Среди таких генов важно 
отметить гены иммунных контрольных точек 
PD-1 и PD-L1, которые содержат DRE-элемен-
ты, следовательно, могут активироваться AhR. 
Экспериментально доказано, что курение, 
приводящее к активации данного рецептора, 
способствует «ускользанию» опухоли от им-
мунного надзора. Так как иммунотерапия с 
применением ингибиторов PD-1 и PD-L1 яв-
ляется на сегодня одним из терапевтических 
подходов в лечении  РЛ, понимание роли AhR 
в формировании иммунологического статуса 
опухоли будет способствовать улучшению те-
рапии рака и открытию новых перспективных 
методов лечения.
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A NEW INSIGHT AT THE ROLE OF AhR IN LUNG CARCINOGENESIS
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Lung cancer  (LC), one of the most common malignant neoplasms, is the leading cause of high cancer 
mortality worldwide. Smoking is a risk factor for almost all histological types of LC. Benzo(a)pyrene (BP), 
one of the main constituents of cigarette smoke, can cause cancer. It has been established that its toxic 
effect can develop in the following ways: genotoxic (formation of adducts with DNA) and non-genotoxic 
or epigenetic. The latter is less known, although it is known that BP activates aryl hydrocarbon receptor 
(AhR), which regulate the transcription of many target genes, including microRNAs, which can lead to the 
initiation and enhancement of malignant cell transformation. Recent studies are evaluating the role of AhR 
in the regulation of immune checkpoints, as cigarette smoke and BP induce AhR-regulated expression of 
PD-L1 in lung epithelial cells in vitro and in vivo. In addition, kynurenine (a metabolite of tryptophan) has 
been found to stimulate PD-1 expression in cytotoxic CD8+ T cells by activating AhR. Current research is 
of great importance for AhR-mediated suppression of antitumor immunity expressed in malignant cells. 
All this makes us rethink the role of AhR in lung carcinogenesis and investigate the mechanisms of its 
activation by exogenous and endogenous ligands. This review highlights the current understanding of the 
functional features of AhR and its role in the pathogenesis of LC.

Keywords: lung cancer, AhR, cigarette smoke, benzo[a]pyrene, PD-1, PD-L1
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Формирование памяти  – это сложный процесс, основанный на механизмах регуляции как функ-
ционирования синапсов, так и экспрессии генов, кодирующих инсулиноподобные факторы роста. 
Мы проанализировали изменения в уровне экспрессии генов, кодирующих белки системы инсулин/
инсулиноподобных факторов роста в ранний период обучения, в дорсальной и вентральной СА1-об-
ласти и зубчатой фасции гиппокампа у мышей через час после предъявления нового контекста как 
с негативным подкреплением (модель контекстного условно-рефлекторного замирания), так и без 
подкрепления. Обнаружено, что при предъявлении нового контекста, независимо от сочетания с не-
гативным подкреплением, наряду с изменением уровня экспрессии хорошо известных ранних генов 
с-Fos (во всех исследованных областях гиппокампа) и Arc (в дорсальной и вентральной областях СА1 
и дорсальной зубчатой фасции), изменяется и уровень экспрессии гена субстрата инсулинового ре-
цептора 2, Irs2, в дорсальной области СА1 и вентральной зубчатой фасции, что свидетельствует об 
участии системы инсулина/IGFs в ранних стадиях активации нейронов при предъявлении нового 
контекста.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: обучение, память, Irs2, гиппокамп, транскриптом, условно-рефлекторное замирание.

DOI: 10.31857/S0320972522110045, EDN: LVITLP

Принятые сокращения: IGFs  – инсулиноподобные 
факторы роста; IGFBPs  – IGF-связывающие белки; 
IR – инсулиновый рецептор; IRS1 и IRS2 – субстраты ин-
сулиновых рецепторов.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время общепринятым являет-
ся представление о том, что формирование па-
мяти – это сложный процесс, включающий из-
менения в уровнях экспрессии генов, которые 
приводят к долговременным функциональным 
изменениям в нейронах. Внимание нейробио-
логов привлечено в последнее время к исследо-
ванию роли инсулин/инсулиноподобных фак-
торов роста (insulin-like growth factors, IGFs) в 
обучении и памяти. IGF-инсулиновая система 
состоит из многих компонентов, включая:

• лиганды: инсулин, инсулиноподобные 
факторы роста 1 и 2 (IGF1, IGF2);

• рецепторы: инсулиновый рецептор IR 
(изоформы IR-A и IR-B), рецепторы инсулино-
подобных факторов роста 1 и 2 (IGF1R, IGF2R);

• различные компоненты сигнальных пу-
тей инсулина и инсулиноподобных факторов, 
включая субстраты инсулиновых рецепторов 
(IRS1 и IRS2);

• различные вспомогательные белки, на-
пример, IGF-связывающие белки (IGFBPs).

Для некоторых из них показано участие в 
механизмах обучения и памяти. Так, в рабо-
те Chen  et  al.  [1] было показано, что уровень 
экспрессии гена  Igf2 увеличивается через 20  ч 
после обучения у крыс. Кроме того, показано, 
что оверэкспрессия Igf2 в  мозге приводила к 
улучшению памяти у мышей в модели болезни 
Альц геймера [2].

В работе Agis-Balboa  et  al.  [3] продемон-
стрировано, что во время тестирования памяти, 
которое можно рассматривать как старт рекон-
солидации памяти, наблюдается увеличение 
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уровня экспрессии гена Igf2 через час после на-
поминания о негативном контексте. При этом 
авторы отметили, что увеличение уровня экс-
прессии гена Igf2 в зубчатой фасции и в целом 
гиппокампе не совпадает по своей динамике, 
что может свидетельствовать о регион-специ-
фичной регуляции экспрессии генов [3]. Также 
была показана регион-специфичная экспрес-
сия гена инсулинового рецептора, Ir, в разных 
отделах гиппокампа после обучения: простран-
ственное обучение вызывало увеличение уров-
ня экспрессии гена Ir в CA1-области гиппокам-
па и снижение – в области СА3 [4].

Помимо этих генов, в литературе существу-
ют данные о роли других компонентов IGF-ин-
сулиновой системы, таких как Irs1 [5], Irs2 [6, 7], 
Igfbp2  [8] в регуляции работы нервной систе-
мы, памяти и синаптической пластичности.

Однако нами не было найдено работ по 
сравнению регион-специфичной экспрессии 
генов, вовлечённых в IGF-инсулиновую систе-
му в гиппокампе в первые часы после обучения.

Поэтому цель работы состояла в изучении 
уровня экспрессии генов IGF-инсулиновой си-
стемы в разных отделах гиппокампа через час 
после обучения и после предъявления ново-
го контекста. В  качестве исследуемых отделов 
гиппокампа были выбраны область СА1 и зуб-
чатая фасция, поскольку для них неоднократно 
показана вовлечённость в процессы обучения и 
памяти [9, 10]. Кроме того, эти структуры мож-
но быстро и надёжно выделить под бинокуляр-
ным микроскопом. Рассматриваемые отделы 
гиппокампа были также разделены на дорсаль-
ную и вентральную части, поскольку существу-
ют данные о том, что эти зоны функционально 
различны между собой [11–16].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Обучение животных и подготовка материала. 
У  54  самцов мышей линии C57Bl/6 возрастом 

3–4 месяца вырабатывали обстановочный ус-
ловно-оборонительный рефлекс пассивного 
избегания. Экспериментальных мышей (от-
носящихся к группе с обучением, т.е. с предъ-
явлением нового контекста и электрокожной 
стимуляцией) помещали в камеру на 2 мин для 
ознакомления с обстановкой, после чего на ре-
шетку, на которой находились животные, по-
давался ток силой 0,8 мА и длительностью 2 с, 
вызывающий сильную пассивно-оборонитель-
ную реакцию, а через 28 с животных извлекали 
из камеры. Контрольными животными были 
мыши из домашней клетки (пассивный кон-
троль) и мыши, которых помещали в экспери-
ментальную обстановку, но не подвергали воз-
действию тока (активный контроль). Через час 
после обучения мышь усыпляли высокой дозой 
изофлурана, затем в холодном фосфатно-со-
левом буфере (0,01  M; pH  7,2–7,6) на льду из 
левого полушария мозга извлекали гиппокамп 
и вручную под бинокуляром выделяли из него 
дорсальную и вентральную области СА1 и дор-
сальную и вентральную зубчатые фасции. Об-
разцы замораживали в жидком азоте и храни-
лись при –80 °С.

Часть образцов была исключена из экс-
перимента из-за низкого качества или малого 
количества выделенной РНК. В  табл.  1 содер-
жатся данные по количеству образцов в каждой 
исследуемой структуре.

Выделение РНК. РНК выделяли методом 
гуанидин-тиоцианатной фенол-хлороформной 
экстракции, с модификациями [17]. К заморо-
женным пробам добавляли по 500 мкл реагента 
Qiazol («Qiagen», США) и измельчали с помо-
щью гомогенизатора TissueRaptor («Qiagen»), 
после чего инкубировали 10–15  мин. Далее 
образцы центрифугировали 10  мин (12  000  g) 
при 4  °С. Затем переносили супернатант в но-
вые пробирки, добавляли 100 мкл хлороформа, 
инкубировали 3–5  мин при комнатной тем-
пературе, периодически перемешивая. После 
инкубации образцы центрифугировали 15 мин 

Таблица 1. Общее количество образцов, используемых в экспериментальных группах для анализа экспрессии генов

Экспериментальная группа

Исследуемая структура

вентральная 
область CA1

дорсальная 
область CA1

вентральная 
зубчатая 
фасция

дорсальная 
зубчатая 
фасция

Контроль (пассивный контроль) 21 15 20 18

Новый контекст (активный контроль) 16 12 16 15

Новый контекст и электрокожная 
стимуляция (обучение)

16 13 15 12

Примечание. Общее количество экспериментальных животных – 54: пассивный контроль (21), активный контроль (17), 
обучение (16).
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(16 000 g) при 4 °С. Водную фазу переносили 
в новые пробирки и добавляли 250  мкл изо-
пропанола, 1  мкл гликогена («Thermo Fisher 
Scientific», США) и инкубировали 10  мин при 
комнатной температуре, периодически пере-
мешивая. Полученную смесь оставляли на ночь 
при –80 °С. На следующий день смесь размора-
живали и центрифугировали 30 мин (21 000 g) 
при 4 °С. Полученный осадок дважды промы-
вали 80%-ным этанолом с центрифугировани-
ем в течение 15 мин (16 000 g) при 4 °С. После 
удаления этанола полученный осадок высуши-
вали на воздухе и добавляли 12 мкл деионизи-
рованной воды. Полученный раствор инкуби-
ровали 5 мин при 55 °С. Концентрацию РНК 
измеряли на спектрофотометре NanoDrop 2000 
(«Thermo Fisher Scientific»).

Обратная транскрипция. Перед обратной 
транскрипцией из полученной РНК удаляли 
следовые количества ДНК. На  реакцию брали 
1  мкг РНК, 1  мкл буфера для DNAse  I (Mg2+) 
(«Thermo Fisher Scientific»), 1 мкл DNAse  I 
(1 ед./мкл) («Thermo Fisher Scientific») и дово-
дили конечный объём смеси деионизирован-
ной водой до 10  мкл. Инкубировали 30  мин 
при 37 °С. Для остановки реакции добавляли 
1  мкл  ЭДТА  (50  мМ) и инкубировали 10  мин 
при 65  °С. Обратную транскрипцию проводи-
ли с помощью обратной транскриптазы MMLV 
(«Евроген», Россия) по инструкции производи-
теля, используя смесь случайных (dN10)-прай-
меров и oligo-dT15-праймеров в присутствии 
ингибитора РНКаз (RNase Inhibitor Murine, 
«New England BioLabs», Англия). Полученные 
пробы разводили в 16 раз для проведения ПЦР 
в реальном времени.

ПЦР в реальном времени. Для проведения 
ПЦР в реальном времени на одну пробу бра-
ли по  4  мкл образца, по  0,56  мкл прямого и 
обратного праймера  (10  мкМ), 2,8  мкл смеси 
qPCRmix-HS SYBR  +  LowROX («Евроген») и 

доводили до общего объёма (14 мкл) деионизи-
рованной водой. Для проведения реакции ис-
пользовали амплификатор CFX  384 Real Time 
PCR («BioRad», США). На  основе данных по 
секвенированию, в качестве референсных ге-
нов, которые продемонстрировали стабильную 
экспрессию в исследуемых областях гиппо-
кампа, были выбраны ген  Hprt (кодирующий 
гипоксантин-гуанинфосфорибозилтрансфе-
разу-1) и ген  Gpm6a (кодирующий нейрональ-
ный мембранный гликопротеин М6-а). По-
следовательности праймеров для каждого гена 
представлены в табл. 2.

Статистическая обработка данных ПЦР 
в реальном времени. Для каждого гена в кон-
трольной группе определяли значение медианы 
порогового цикла, которое служило норми-
ровочным значением в остальных группах се-
рии для определения относительной разницы 
в циклах  (ΔCt). Затем для всех генов интереса 
(Igf2, c-Fos, Arc, Akt1 и Irs2) в каждом отдельном 
образце было определено изменение уровня 
экспрессии относительно среднего геометри-
ческого значения, полученного от референс-
ных генов  Hprt и  Gpm6a методом  Eff–ΔΔCt. Эф-
фективность реакции  (Eff) для каждого гена 
составляла от 1,8 до 2,1.

Формула расчёта относительной экспрессии 
исследуемых генов:

Относительная экспрессия =

В ходе анализа данные, полученные от групп 
с предъявлением новой обстановки и с предъ-
явлением нового контекста и электрокожной 
стимуляцией были объединены в одну группу. 
При статистическом анализе экспрессии каж-
дого гена сравнивали две группы  – контроль-
ную группу животных из домашней клетки 

= 
Eff (целевой ген)−ΔCt

Геом. среднее(Eff (Hprt)−ΔCt; Eff (Gpm6a)−ΔCt)
.

Таблица 2. Последовательности праймеров (5′→3′), используемые для ПЦР в реальном времени

Ген Прямой праймер Обратный праймер

Hprt GCA GTC CCA GCG TCG TG TAA TCC AGC AGG TCA GCA AAG AAC

Gpm6a GTG CTT CGA GTG CTG CAT TA GTG TGT CTC CAG CAG TCC TT

Igf2 CCC TCA GCA AGT GCC TAA AG TTA GGG TGC CTC GAG ATG TT

Fos CCA GAG CGC CCC ATC CTT A CTG CAG CCA TCT TAT TCC GTT CC

Arc TGG GTG GAG TTC AAG AAG GA AGC GTC CAC ATA CAG TGT CT

Irs2 TGG GGC AGC TGG TGG TAG TCA TA GGG CTC TTG GGC TCT GTG GGT A

Akt1 TGG ACT ACT TGC ACT CCG AGA A TCA TAG TGG CAC CGT CCT TGA T
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Таблица 3. Количество образцов для полногеномного секвенирования

Группа
Левая дорсальная 

область СА1
Левая вентральная 

область СА1
Левая дорсальная 
зубчатая фасция

Левая вентральная 
зубчатая фасция

Контрольная группа 2 3 3 3

Экспериментальная группа 3 3 4 3

Примечание. Контрольная группа – домашняя клетка; экспериментальная группа – предъявление нового контекста с 
электрокожной стимуляцией.

и экспериментальную группу животных, по-
мещаемых в новую обстановку. Выбросы, вы-
явленные после анализа, были исключены из 
дальнейших расчётов. Построение графиков 
и предобработка данных проводилась с помо-
щью библиотек Pandas, Matplotlib и Seaborn, 
языка программирования Python. Попарное 
сравнение между группами проводили методом 
Манна–Уитни.

Секвенирование РНК и биоинформатиче-
ский анализ. Для секвенирования на платформе 
Illumina NovaSeq были подготовлены 24 библио-
теки кДНК (табл. 3). По завершении секвени-
рования полученные данные были очищены 
от адаптерных последовательностей и участ-
ков с низким качеством прочтения (программа 
BBMap, тримминг до Qscore  >  20 с 3′-конца) 
и далее картированы на геном мыши (версия 
Gencode) программой  STAR. Среднее коли-
чество прочтений на образец составило около 
15 млн, 2/3 из которых после выравнивания со-
ставили уникальные (достоверные) прочтения. 

Для подсчёта количества выравниваний в 
пределах генов использовалась программа 
FeatureCounts c указанием цепь-специфичности.

Дальнейший статистический анализ осу-
ществлялся с помощью библиотек  R: DESeq2 
(анализ дифференциальной экспрессии), 
ggplot2. Порог значимости дифференциаль-
ной экспрессии генов был установлен на уров-
не  0,1. В  качестве дополнительного источника 
данных о генной онтологии использовался ре-
сурс Metascape. Список генов, вовлечённых в 
IGF-инсулиновый сигнальный путь, получен с 
помощью geneontology.org.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Уровень экспрессии гена Igf2 не меняется че-
рез час после обучения в разных отделах гиппо-
кампа. Мы сравнили уровень экспрессии гена 
Igf2 в разных отделах гиппокампа у мышей че-
рез час после обучения и предъявления новой 

Рис. 1. Экспрессия гена Igf2 в исследуемых структурах гиппокампа. Относительный уровень экспрессии указан в %, где 
значение медианы, полученное в контрольной группе, принято за 100%. Черными точками обозначены выбросы. При 
сравнении уровня экспрессии гена Igf2 между экспериментальными и контрольными группами статистически значи-
мых различий обнаружено не было (тест Манна–Уитни)
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Рис. 2. Экспрессия гена c-Fos в исследуемых структурах гиппокампа. Относительный уровень экспрессии указан в %, 
где значение медианы, полученное в контрольной группе, принято за 100%. Во всех областях между контрольной груп-
пой и объединённой группой наблюдаются достоверные отличия, * p < 0,001; тест Манна–Уитни

обстановки. Уровень экспрессии гена Igf2 до-
стоверно не менялся после обучения ни в одной 
из изолированных областей СА1 или зубчатой 
фасции. Значимых различий в уровне экспрес-
сии этого гена обнаружено не было (рис. 1).

Экспрессия немедленного раннего гена с-Fos 
увеличивается во всех исследованных областях 
гиппокампа через час после предъявления но-
вого контекста вне зависимости от сочетания с 
электрокожной стимуляцией. Чтобы проверить, 
влияло ли предъявление нового контекста с 
негативным подкреплением или без него на 
экспрессию генов, мы оценили уровень экс-
прессии хорошо изученного немедленного 
раннего гена с-Fos в рассматриваемых нами от-
делах гиппокампа. В ряде работ для этого гена 
показано увеличение экспрессии в разных об-
ластях мозга после обучения [18].

Обнаружено, что предъявление новой об-
становки вызывает достоверное увеличение 
уровня экспрессии гена с-Fos во всех изучае-
мых отделах гиппокампа. Стоит отметить, что 
сочетание новой обстановки с электрокожной 
стимуляцией не оказало дополнительного эф-
фекта по сравнению с предъявлением только 
новой обстановки, поэтому статистический 
анализ проводился между контрольной груп-
пой мышей и мышами, которым был предъяв-
лен новый контекст вне зависимости от сочета-
ния с электрокожной стимуляцией (рис. 2).

Экспрессия немедленного раннего гена  Arc 
увеличивается в некоторых областях гиппокампа 
через час после предъявления нового контекста. 

Также мы проверили экспрессию другого из-
вестного раннего гена Arc в разных структурах 
гиппокампа. Уровень экспрессии этого гена 
увеличивается во всех исследованных областях 
гиппокампа, кроме вентральной зубчатой фас-
ции, через час после предъявления нового кон-
текста, также вне зависимости от сочетания с 
электрокожной стимуляцией (рис. 3).

Анализ экспрессии генов с помощью полно-
геномного секвенирования РНК в отдельных об-
ластях гиппокампа показал изменения в уровне 
экспрессии ряда генов IGF-инсулинового пути. 
Чтобы найти гены, участвующие в IGF-инсу-
линовом сигнальном пути, которые меняют 
уровень экспрессии во время обучения, мы 
провели пилотное секвенирование образцов 
гиппокампа через час после обучения. Обнару-
жено, что изменение уровня экспрессии мно-
гих генов наблюдается в первую очередь в дор-
сальной области СА1, в то время как в других 
областях наблюдается изменение уровня экс-
прессии только отдельных генов.

На рис. 4, а показано, что гены, уровень 
экспрессии которых меняется через час после 
обучения в дорсальной области СА1 гиппокам-
па, относятся к различным сигнальным каска-
дам и биологическим процессам, в том числе к 
mTOR-зависимому сигнальному пути, являю-
щемуся компонентом других сигнальных путей 
(в том числе IGF-инсулиновой системы). Для 
того чтобы среди всех дифференциально экс-
прессируемых генов найти те, что относятся к 
IGF-инсулиновой системе, мы загрузили спи-

4
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Рис. 3. Экспрессия гена Arc в исследуемых структурах гиппокампа. Относительный уровень экспрессии указан в %, где 
значение медианы, полученное в контрольной группе, принято за 100%. Во всех областях, кроме вентральной зубчатой 
фасции, между контрольной группой и объединённой группой наблюдаются достоверные различия, * p < 0,001; тест 
Манна–Уитни. Черными точками обозначены выбросы

Рис. 4. Анализ генной онтологии дифференциально экспрессируемых генов в дорсальной области СА1 гиппокампа 
после предъявления нового контекста с электрокожной стимуляцией. а – Анализ вовлечённости дифференциально-
экспрессируемых генов в различные биологические процессы и сигнальные каскады (значение p < 0,1 после поправки 
на множественное сравнение ). Данные получены с помощью ресурса Metascape. б – Изменение уровня экспрессии ге-
нов, вовлечённых в IGF-инсулин-зависимые сигнальные каскады (значение p < 0,1 после поправки на множественное 
сравнение). Данные получены с помощью ресурса geneontology

сок всех генов (по порогу скорректированного 
значения p < 0,1) в базу данных geneontology.org. 
Таким образом, были отобраны гены, входя-
щие в IGF-инсулин-связанные сигнальные 
пути. Уровень экспрессии этих генов показан 
на рис. 4, б.

Для дальнейшего анализа с помощью ПЦР 
в реальном времени на большей выборке жи-

вотных (табл. 1) были отобраны два гена – Irs2 
и  Akt1. Irs2  – ген субстрата инсулинового ре-
цептора  2, является специфичным компонен-
том IGF-инсулинового пути, в то время как 
многие другие компоненты являются общими 
для разных нейротрофических путей. Akt1  – 
ген внутриклеточного фермента семейства 
протеинкиназ  B, вовлечённый в регуляцию 
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Рис. 5. Экспрессия гена Irs2 в исследуемых структурах гиппокампа. Относительный уровень экспрессии указан в %, где 
значение медианы, полученное в контрольной группе, принято за 100%. В дорсальной области СА1 и в вентральной 
зубчатой фасции между контрольной и объединённой группами наблюдаются достоверные различия, * p < 0,05; тест 
Манна–Уитни. Черными точками указаны выбросы

Рис. 6. Экспрессия гена Akt1 в исследуемых структурах гиппокампа. Относительный уровень экспрессии указан в %, где 
значение медианы, полученное в контрольной группе принято за 100%. В дорсальной области СА1 между контрольной 
группой и объединённой группой с предъявлением нового контекста наблюдается тенденция к увеличению, # p < 0,1; 
тест Манна–Уитни

пролиферации, роста и выживания клеток, 
участвующий также в активации mTOR-зави-
симого сигнального пути. Данный ген пока-
зал наибольшее изменение уровня экспрессии 
в дорсальной области СА1 гиппокампа среди 
других генов IGF-инсулиновой системы после 
анализа данных секвенирования (рис. 4, б).

Уровень экспрессии гена Irs2 увеличивается 
в дорсальной области СА1 и в вентральной зуб-
чатой фасции через час после предъявления но-
вой обстановки. Мы обнаружили, что уровень 
экспрессии гена  Irs2 достоверно увеличивает-
ся при предъявлении нового контекста в дор-
сальной области СА1 и в вентральной зубчатой 

4*
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фасции, но не в других исследуемых областях 
гиппокампа (рис. 5).

Уровень экспрессии гена  Akt1 не меняет-
ся достоверно в изолированных областях СА1 и 
зубчатых фасциях через час после предъявления 
новой обстановки. Мы не обнаружили досто-
верных изменений экспрессии гена Akt1 в ис-
следуемых областях гиппокампа, хотя наблю-
дается тенденция к увеличению экспрессии 
гена Akt1 в дорсальной области СА1 (скоррек-
тированное значение p = 0,07; рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Гиппокамп  – это многокомпонентный 
отдел мозга, в котором наблюдаются морфо-
функциональные различия как вдоль дорсо-
вентральной оси, что обусловлено различными 
связями дорсальной и вентральной частей гип-
покампа с другими отделами мозга, так и вдоль 
поперечной оси, что обусловлено хорошо опи-
санной структурированностью гиппокампа и 
делением его на области СА1, СА2, СА3 и зуб-
чатую фасцию [9, 19, 20]. Разные области гип-
покампа отличаются нейрохимическими изме-
нениями при стрессе и нейропатологиях [11].

Однако при исследовании экспрессии ге-
нов функциональные различия между облас-
тями гиппокампа часто не учитываются  [21], 
хотя в некоторых работах авторы наблюдали 
различия в уровне экспрессии генов в отдель-
ных частях гиппокампа в ходе экспериментов 
с обучением и модификацией памяти  [3, 22, 
23]. Например, в работе по изучению динами-
ки накопления белков c-Fos и Arc в клетках 
мозга мышей после обучения были показаны 
временные различия в увеличении экспрессии 
этих белков для разных областей гиппокампа 
(области CA1, CA3 и зубчатой фасции)  [24]. 
Подобные различия в количестве c-Fos-поло-
жительных клеток после обучения (электро-
кожной стимуляции) были показаны и для ряда 
областей гиппокампа у крыс, в частности, для 
области CA1 и зубчатой фасции  [25]. Также в 
одной из работ с помощью метода гибридиза-
ции in situ было показано различие в накопле-
нии клетками мРНК гена Arc в дорсальной и 
вентральной частях СА1, СА3 и DG-областях 
гиппокампа через 30  мин после обучения с 
помощью электрокожной стимуляции. Полу-
ченные в статье данные говорят о достоверном 
увеличении экспрессии гена  Arc лишь в дор-
сальных областях гиппокампа [26].

В настоящей работе мы показали, что экс-
прессия генов c-Fos и Arc меняется после об-
учения как в модели условно-рефлекторного 

страха, так и после предъявления новой обста-
новки почти во всех исследуемых отделах гип-
покампа. В работе Heroux et al. [27] также было 
показано, что предъявление новой обстановки 
без дополнительной стимуляции изменяло экс-
прессию гена c-Fos в дорсальном гиппокампе. 
Интересно, что мы не заметили отличий между 
предъявлением новой обстановки и сочетанием 
новой обстановки с электрокожной стимуляци-
ей, поэтому обе эти экспериментальные группы 
были объединены в одну в процессе анализа по-
лученных данных. Возможно, отсутствие разли-
чий между описанными выше группами связа-
но с особенностями протокола эксперимента, в 
частности, слабым уровнем приручения мышей.

Поскольку было показано, что при консо-
лидации памяти и при напоминании происхо-
дит активация одних и тех же генов, например 
гена c-Fos, мы решили проверить, будут ли на-
блюдаться подобные изменения во время об-
учения и в уровне экспрессии гена Igf2, так как 
ранее подобные изменения наблюдались через 
час после напоминания  [3]. Мы не обнаружи-
ли достоверных различий в уровне экспрессии 
этого гена между группами через час после об-
учения или предъявления нового контекста. 
Анализ экспрессии других генов IGF-инсули-
нового пути с помощью исследования тран-
скриптома показал, что уровень экспрессии 
некоторых генов меняется через час после об-
учения в модели условно-рефлекторного страха 
в первую очередь в дорсальной области СА1.

Дальнейший анализ уровня экспрессии генов 
с помощью ПЦР в реальном времени на выборке 
из 54 животных продемонстрировал достоверное 
повышение уровня экспрессии гена субстрата 
инсулинового рецептора 2 в дорсальной области 
СА1 и вентральной зубчатой фасции.

Ряд данных указывает на участие гена Irs2 
в процессе формирования памяти и развитии 
мозговых структур. Мыши с полным нокау-
том  Irs2 в мозге демонстрировали улучшение 
пространственной памяти после предъявления 
нового контекста в сочетании с электрокожной 
стимуляцией. В  той же работе было показано, 
что при полной делеции гена  Irs2 в головном 
мозге увеличивалась экспрессия белка-марке-
ра активных синапсов и плотность дендритных 
шипиков в области СА1 гиппокампа, что может 
оказывать положительный эффект на форми-
рование памяти. Из  этих данных авторы вы-
двигают предположение о негативном влиянии 
Irs2 на процесс обучения  [7]. Однако в другой 
работе, где рассматривалось влияние нокаута 
гена Irs2 на эмбриональное развитие мышей, 
отмечались морфологические изменения моз-
га, проявлявшиеся в уменьшении размера не-
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которых структур мозга, из чего было выдви-
нуто предположение об уменьшении скорости 
пролиферации нейронов в ходе развития мозга 
у нокаутных мышей [6].

Интересно, что регуляторные участки 
гена  Irs2 содержат области, которые могут ре-
гулировать его индуцибельную экспрессию. 
В  частности, в работе Persaud  et  al.  [28] де-
монстрируется, что каскад активации Ca2+/
CaMK(IV)/CREB регулирует экспрессию гена 
Irs2, но не  Irs1 в бета-клетках поджелудочной 
железы. Таким образом, ген Irs2 может быть 
мишенью для кальций-зависимой регуляции. 
В другой работе было показано, что изменение 
уровня экспрессии гена Irs2 после напомина-
ния в модели активного избегания наблюда-
лось лишь в зубчатой фасции гиппокампа, но 
не в поле СА1 [22].

В настоящей работе мы обнаружили, что 
несмотря на сходство в активации ряда иссле-
дуемых генов, таких как c-Fos и Arc, экспрессия 
гена Irs2 носит более локальный характер. Это 
можно объяснить как особенностями коннек-
тома этих областей, так и различиями в физио-
логии пирамидальных клеток области  СА1, 
гранулярных и других клеток зубчатой фасции.

Таким образом, нам удалось показать до-
стоверные изменения уровня экспрессии гена 
Irs2 в отдельных областях гиппокампа в одной 
временной точке.

Полученные результаты требуют дальней-
шего изучения с увеличением числа исследуемых 
образцов и вовлечением других временны х точек 
для более полного понимания процессов, проис-
ходящих в отдельных областях гиппокампа при 
предъявлении новой обстановки и обучения.
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NEW CONTEXT SIGNIFICANTLY CHANGES EXPRESSION 
OF Irs2 GENE IN HIPPOCAMPAL AREAS

A. M. Shvadchenko, M. N. Volobueva, V. O. Ivanova, A. P. Beletskiy, 
G. R. Smirnova, N. V. Bal, and P. M. Balaban*

Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences, 
117485 Moscow, Russia; E-mail: pmbalaban@gmail.com

Memory formation is a complex process involving changes in the synaptic activity and gene expression encoding 
the insulin-like growth factors. We analyzed changes in the expression of genes encoding the insulin/insulin-
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like growth factors’ proteins at the early period of learning in the CA1 region and dentate gyrus of the dorsal 
and ventral hippocampus in mice 1 hour after presentation of a new context (contextual fear conditioning) with 
and without negative reinforcement. It was found that in addition to changes in the expression of immediate 
early genes c-Fos (in all studied hippocampal fields) and Arc (in dorsal and ventral CA1, as well as in dorsal 
dentate gyrus), exposure to a new context significantly altered expression of the insulin receptor substrate 2 
gene (Irs2) in dorsal CA1 and ventral dentate gyrus irrespectively of the negative reinforcement, which suggests 
participation of the insulin/IGF system in the early stages of neural activation during learning.

Keywords: learning, memory, Irs2, hippocampus, transcriptome, fear conditioning
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Онкосупрессорные свойства белка PTEN хорошо известны, однако всё больше данных говорит о 
том, что они не ограничиваются его традиционной способностью ингибировать проонкогенный сиг-
нальный путь PI3K/AKT. Особенности строения PTEN позволяют ему взаимодействовать с субстра-
тами различной природы и проявлять свою активность различными путями и в цитоплазме, и в ядрах 
клеток, что даёт возможность более широко взглянуть на его способность подавлять рост опухолей. 
Возможные причины потери влияния PTEN клеткой также разнообразны – известно множество ме-
ханизмов регуляции количества и активности белка PTEN, при этом значимость каждого из них для 
развития злокачественных опухолей только предстоит изучить. Ниже мы просуммируем имеющиеся 
данные как о структуре и функциях белка PTEN, так и об изменениях в активности механизмов регу-
ляции PTEN, наблюдаемых при развитии злокачественных изменений в клетках, на примере одного 
из наиболее чувствительных к потере PTEN видов злокачественных опухолей – рака эндометрия.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: PTEN, рак эндометрия, гиперплазия эндометрия, регуляция генов.

DOI: 10.31857/S0320972522110057, EDN: LVLTLD

Принятые сокращения: РЭ  – рак эндометрия; AKT  – протеинкиназа  B, серин/треониновая протеин-киназа; 
AH/EIN – атипическая гиперплазия/эндометриальная интраэпителиальная неоплазия; BH – доброкачественная гипер-
плазия; C2 – кальций-независимый домен типа II; CTT – карбокси-терминальный хвост; DUSP – фосфатаза двойной 
специфичности; PBM – PIP2-связывающий мотив; PDZ-BM – PDZ-связывающий мотив; PIP3 – фосфатидилинози-
тол-3,4,5-трифосфат; PTEN – гомолог фосфатазы и тензина; TCGA – Атлас ракового генома (The Cancer Genome Atlas).

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ. 
ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ О PTEN

Определение. PTEN (phosphatase and tensin 
homolog deleted on chromosome  10)  – белок, в 
настоящее время широко известный своими 
онкосупрессорными свойствами. Это продукт 
гена  PTEN, расположенного на длинном пле-
че 10-й хромосомы (10q23) в области, где часто 
выявляются мутации в случае многих видов 
злокачественных новообразований  [1]. Наи-
более известная функция этого белка в клетке 
заключается в его способности проявлять фос-
фатазную активность в отношении липидов и 

белков. Благодаря этому он способен негатив-
но влиять на про-пролиферативные сигналь-
ные каскады, снижая пролиферативную актив-
ность клеток. Также предполагается, что PTEN 
способен влиять на жизнедеятельность клетки 
и с помощью других различных механизмов, в 
том числе участвуя в поддержании стабильно-
сти генома. При этом даже небольшое сниже-
ние уровня активного PTEN в клетке может 
способствовать прогрессированию ряда злока-
чественных новообразований [2].

Структура PTEN. На данный момент в ли-
тературе имеется ряд сведений о строении бел-
ка PTEN и связи структуры с его функциями. 
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Рис. 1. Доменная организация белка  PTEN. 1  – Содержит участки, ответственные за каталитическую активность 
PTEN в отношении липидов; 2 – содержит участки, ответственные за каталитическую активность в отношении бел-
ков; 3 – содержит участки, ответственные за структуру белка и его взаимодействие с мембраной; 4 –содержит участки, 
ответственные за взаимодействие с белками, содержащими PDZ-домен. Сверху отмечены положения часто встречаю-
щихся точечных мутаций в гене PTEN. Названия доменов: PBM – PIP2-связывающий мотив; DUSP – фосфатаза двой-
ной специфичности; C2  – кальций-независимый домен типа  II; CTT  – карбокси-терминальный хвост; PDZ-BM  – 
PDZ-связывающий мотив

Ниже постараемся осветить наиболее важные 
из них. Сам белок состоит из 403  аминокис-
лотных остатков и содержит в своей струк-
туре несколько доменов. Среди них выде-
ляют два основных глобулярных домена, 
DUSP (фосфатаза двойной специфичности, 
dual-specificity phosphatase; 15–185  а.о.) и C2 
(кальций-независимый домен типа  II, type  II 
calcium-independent C2  domain; 192–353  а.о.), 
которые находятся в окружении других, мень-
ших по размеру и менее упорядоченных доме-
нов  – PBM (PIP2-связывающий мотив, PIP2-
binding motif), CTT  (карбокси-терминальный 
хвост) и PDZ-BM (PDZ-связывающий мотив, 
PDZ-binding motif)  [3, 4]. Дадим краткую ха-
рактеристику указанным выше участкам бел-
ка PTEN (рис. 1).

Домен DUSP важен для обеспечения фер-
ментативной активности  PTEN, из-за чего 
также называется фосфатазным. В  своём 
строении он имеет несколько петель, распо-
ложенных между другими более массивными 
участками. Петли формируют активный центр 
белка и обозначаются как P-, WPD- и Tl-пет-
ли. P- и WPD-петли важны для протекания 
реакции, а Tl-петля определяет размер катали-
тического кармана. На  петле  P расположены 
аминокислотные остатки, критически важные 
для осуществления ферментативной функ-
ции белка – цистеин (C124) и аргинин (R130). 
Было показано, что мутации, затрагивающие 
участок С124, приводят к полной инактивации 
PTEN [3, 4].

Домен C2, аналогично фосфатазному, также 
содержит в своей структуре различные петли, и 
они важны как для взаимодействия всего белка 
с мембраной, так и для взаимодействия доменов 
PTEN между собой  [3]. Участки, обеспечива-
ющие взаимодействие доменов друг с другом и 
отвечающие за правильное сворачивание белка, 
также важны для сохранения активности PTEN, 

при этом они часто содержат мутации в случае 
злокачественных новообразований [3, 4].

Другой домен, PBM (PIP2-связывающий 
мотив), определяет связывание PTEN с анион-
ными липидами и регулирует PIP3-фосфатаз-
ную активность. Мутация в участке K13E, при-
надлежащем к этому домену, не только делает 
невозможным такой механизм активации, но и 
также снижает способность PTEN связываться 
с мембраной [3].

Следующий домен – CTT (карбокси-тер-
минальный хвост). Его посттрансляционные 
модификации важны для регулирования ак-
тивности PTEN, а мутации, приводящие к его 
отсутствию, были определены как онкоген-
ные [3]. Этот домен, взаимодействуя с другими, 
способен осуществлять аутоингибирование ак-
тивности белка – фосфорилирование его сери-
новых и треониновых аминокислотных остат-
ков способствует изменению конформации, 
приводя PTEN в «закрытое» состояние. Такое 
состояние белка менее активное, но более ста-
бильное, так как при этом расположенные на 
этом участке последовательности PEST стано-
вятся менее доступны для убиквитин-лигаз [3, 4]. 
Дефосфорилирование этого участка, напротив, 
приводит его к «открытой» конформации и по-
вышает активность PTEN.

Последний участок, PDZ-BM, составля-
ют три аминокислоты (Thr-Val-Lys). Роль его 
в развитии опухолей изучена не до конца, од-
нако считается, что PDZ-домен принимает 
участие в осуществлении белок-белковых взаи-
модействий  [3, 4]. Более полное и наглядное 
представление о трёхмерной структуре белка 
можно получить, обратившись к современ-
ным интернет-ресурсам. Ресурсы с данными о 
структуре PTEN, а также о других его особен-
ностях обобщены в табл. 1.

Было показано, что, кроме классической 
формы  PTEN, существуют и другие его изо-
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Таблица 1. Ресурсы, содержащие современные данные о PTEN

Данные URL

Структура PTEN [97] https://www.rcsb.org/3d-sequence/1D5R?assemblyId=1

Изменения PTEN 
в онкологических 
заболеваниях [94, 95, 96]

мутации https://bit.ly/3PGCzbY;
количество РНК: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000171862-PTEN/pathology,
http://ualcan.path.uab.edu/cgi-bin/Pan-cancer.pl?genenam=PTEN;
количество белка (RPPA): https://bit.ly/3Np2lQU;
количество белка (протеомный анализ): https://pdc.cancer.gov/pdc/browse

Белок-белковые 
взаимодействия PTEN [98]

https://string-db.org/network/homo_sapiens/PTEN

формы, хоть они синтезируются и в меньшем 
количестве [2, 3, 5]. Это становится возможным 
благодаря наличию альтернативных сайтов ини-
циации трансляции, что приводит к синтезу 
удлиненных вариантов белка. Среди них наи-
более известны изоформы PTEN-α (PTEN-L) 
и PTEN-β, которые обладают рядом особен-
ностей. PTEN-α, благодаря наличию в своей 
структуре дополнительных последовательно-
стей, способен покидать клетку и проникать в 
соседние  [3, 5]. Предположительно, это может 
приводить к дополнительному подавлению в 
них активности сигнального пути  PI3K/AKT, 
однако данные по этому вопросу остаются про-
тиворечивыми  [3, 5]. PTEN-α был найден и в 
митохондриях, где он, взаимодействуя с клас-
сической формой PTEN, способен увеличивать 
активность киназы PINK1 и влиять на энергети-
ческий обмен [6]. PTEN-β, в свою очередь, был 
обнаружен в ядрышках клеток, где он, дефос-
форилируя нуклеолин, способен ингибировать 
синтез пре-рРНК и образование рибосом  [7]. 
Предполагается, что альтернативные изоформы 
способны влиять на убиквитинирование и взаи-
модействовать с гистонами в ядре клетки [5].

Таким образом, сведения о строении PTEN 
позволяют сделать некоторые выводы о его ос-
новных функциях. Благодаря особенностям в 
структуре белка, в частности, благодаря строе-
нию и размерам его каталитического кармана, 
PTEN  способен выступать в роли фосфатазы 
с двойной субстратной специфичностью. Это 
значит, что он способен дефосфорилировать 
как фосфопептиды, так и фосфолипиды, в 
том числе такие большие молекулы, как PIP3 
(фосфатидилинозитол-3-фосфат)  [4]. Также 
известно, что благодаря наличию в своей 
структуре определенного участка (PDZ-BM, 
упомянутый ранее), PTEN способен вступать 
и в белок-белковые взаимодействия. Этот уча-
сток выступает в качестве мишени для других, 
содержащих PDZ-домен, белков, многие из ко-
торых проявляют скаффолдную активность и 

регулируют протекание внутриклеточных сиг-
нальных путей  [3]. Ниже рассмотрим извест-
ные функции PTEN более подробно.

Функции PTEN в клетке. Функции в цито-
золе. Основная и наиболее изученная функ-
ция PTEN  – ингибирование активности сиг-
нального пути PI3K/AKT/mTOR. Эта функция 
обусловлена его способностью дефосфори-
лировать молекулы липидной природы, в 
частности  PIP3, являющийся одним из клю-
чевых участников данного сигнального каска-
да. Кратко остановимся на происходящих при 
этом взаимодействиях.

Активация AKT-сигнального пути начи-
нается с взаимодействия различных лигандов 
(факторов роста, цитокинов и гормонов) с 
их рецепторами на поверхности клетки  [8, 9]. 
Среди таких рецепторов обычно выделяют ре-
цепторные тирозинкиназы (RTKs), интегрины 
и рецепторы, связанные с G-белком  [8–10]. 
Взаимодействие лиганда с  RTKs различными 
путями приводит к активации PI3K (фосфати-
дилинозитол-3-фосфат-киназ), которые затем 
катализируют фосфорилирование мембранно-
го PIP2 (фосфатидилинозитол-4,5-дифосфата) 
с превращением его в  PIP3  [8, 10]. PIP3  затем 
запускает каскад молекулярных взаимодей-
ствий, приводящих к двойному фосфорилиро-
ванию АКТ-киназы и её воздействию на мно-
жество нижележащих мишеней (например, 
GSK3β, FOXO, mTORC1 и др.), ответственных 
за такие процессы, как пролиферация клеток, 
их рост, выживаемость, прогрессирование кле-
точного цикла, метаболизм глюкозы, ингиби-
рование апоптоза и стимуляция ангиогенеза [1, 
8, 11, 12]. PTEN  же выступает как антагонист 
PI3K и дефосфорилирует PIP3 обратно в PIP2, 
тем самым негативно регулируя этот сигналь-
ный путь  [8]. Известно, что гиперактивацию 
AKT-сигнального пути связывают с развитием 
целого ряда злокачественных опухолей и не-
которых предопухолевых состояний  [13]. При 
этом потерю ингибирующего влияния  PTEN 
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относят к числу наиболее известных механиз-
мов, способных приводить к такой гиперакти-
вации. Потеря PTEN в таком случае приводит 
к накоплению в клетке PIP3 и неконтролируе-
мой активации его нижележащих мишеней, что 
отражается в прогрессировании опухолей.

Помимо влияния на AKT-сигнальный путь, 
обусловленного фосфатазной активностью в 
отношении липидов, PTEN  способен прояв-
лять и другие свои свойства. Так, например, он 
проявляет фосфатазную активность в отноше-
нии белков FAK и SHC, благодаря чему может 
регулировать сигнальные пути, отвечающие за 
развитие у клеток способности к миграции [12]. 
Также имеются сведения о способности PTEN 
проявлять свои онкосупрессорные свойства с 
помощью дефосфорилирования белков CREB1 
(cAMP responsive element binding protein  1), 
IRS1 (insulin receptor substrate 1) и др. [14, 15].

Имеются данные и о других неканонич-
ных функциях  PTEN. Так, предполагается, 
что он способен регулировать активность 
инозитол-трифосфатных рецепторов  (IP3Rs) 
и управлять Ca2+-зависимым апоптозом  [16]. 
Такие сведения только подтверждают способ-
ность нормально функционирующего бел-
ка  PTEN негативно влиять на рост опухолей, 
оказывая влияние на множество отличных друг 
от друга процессов.

Функции в ядре. В  настоящий момент из-
вестно, что белок PTEN в значимых количе-
ствах выявляется и в ядрах клеток  [17]. Пред-
полагается, что белок способен попадать туда 
из цитозоля с помощью различных механиз-
мов, среди которых  – пассивная диффузия, 
транспорт белками MVP и RAN и механизмы, 
зависящие от моноубиквитинирования и су-
моилирования самого  PTEN  [18–20]. Извест-
но, что PTEN, находясь в ядре, способен уча-
ствовать в таких процессах, как поддержание 
стабильности центромер, восстановление дву-
цепочечных разрывов ДНК, ремоделирование 
хроматина, арест клеточного цикла и некото-
рых других [1, 2, 12, 17, 21]. Ниже приведём ос-
новные сведения о взаимодействиях, лежащих 
в основе таких функций.

Считается, что в ядре PTEN способен осу-
ществлять ряд белок-белковых взаимодей-
ствий. Так, благодаря непосредственному взаи-
модействию с белком CENP-C (centromere 
specific binding protein  C), он участвует в под-
держании стабильности центромерных райо-
нов, а разрушение этой связи приводит к преж-
девременному их разделению. PTEN  также 
способен влиять на стабильность и транскрип-
ционную активность белка p53, как с помощью 
непосредственного взаимодействия с ним, 

так и опосредованно, совместно с белком p300, 
влияя на его ацетилирование [22, 23]. Взаимо-
действие PTEN c транскрипционным факто-
ром E2F-1 связывают с усилением транскрип-
ции генов, кодирующих белки семейства Rad51, 
участвующих в репарации двуцепочечных раз-
рывов ДНК [24]. Известны и другие белок-бел-
ковые взаимодействия с участием  PTEN. По-
казано, что ядерный PTEN, образуя комплекс с 
гистоном H1 и белком гетерохроматина HP1α, 
способствует конденсации хроматина и по-
давлению транскрипции онкогенов. При от-
сутствии  PTEN эти белки не связываются с 
хроматином, что провоцирует развитие собы-
тий, приводящих к деконденсации хромати-
на и последующей транскрипции таких генов. 
PTEN  способен подавлять транскрипцию он-
когенов и другим путём, способствуя образо-
ванию комплекса гистона  H3.3 с его шаперо-
ном  DAXX. При отсутствии влияния  PTEN 
наблюдается противоположный эффект [21].

Помимо вышеперечисленного, PTEN в ядре 
способен принимать участие в регулировании 
клеточного цикла. Известно, что активность 
ядерного PTEN способна приводить к дефос-
форилированию киназы MAP и последующему 
подавлению экспрессии циклина  D1 [25,  26]. 
Однако остаётся неясным, связаны ли эти про-
цессы напрямую со способностью PTEN дефос-
форилировать белки. PTEN способен негативно 
влиять на продвижение клеток по клеточному 
циклу и с помощью непосредственного взаи-
модействия с комплексом  APC/C (anaphase-
promoting complex/cyclosome), что приводит к 
его активации и последующему разрушению 
различных онкогенных субстратов [27].

Показано, что в ядре клетки может обнару-
живаться как классическая форма PTEN, так и 
альтернативный вариант  – PTEN-β. PTEN-β 
обычно обнаруживают в ядрышках, и его функ-
ции, как считается, ограничиваются влиянием 
на синтез рРНК и сборку рибосом [7].

Имеются сведения о способности PTEN 
стимулировать протеасомную деградацию бел-
ка CHD1 (chromodomain-helicase-DNA-binding 
protein  1), что предотвращает развитие собы-
тий, приводящих к активации онкогенного 
сигнального пути NF-κB [28].

В настоящий момент особенности функцио-
нирования PTEN в ядре всё ещё продолжают 
изучаться. Но и на основе уже имеющихся дан-
ных можно сделать вывод о наличии существен-
ного вклада PTEN в поддержание стабильности 
генома и оказании противоопухолевого эффек-
та на уровне ядра клетки. Описанные выше взаи-
модействия с участием PTEN представлены 
на рис. 2.
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Рис. 2. Распределение функций PTEN в цитоплазме и ядре клетки. Пояснения в тексте

Итак, можно заключить, что функции белка 
PTEN в живой клетке достаточно разнообраз-
ны и не ограничиваются одним лишь негатив-
ным регулированием сигнального пути  PI3K/
AKT. Однако большинство из них так или ина-
че связаны со способностью PTEN предотвра-
щать развитие процессов, способных привести 
клетку к злокачественной трансформации. Ис-
ходя из этого, важно понимать возможные мо-
лекулярные механизмы, способные привести к 
потере онкосупрессорных функций  PTEN, и, 
как следствие, ускоренному росту и развитию 
опухолей.

Уровни регулирования PTEN. Известны раз-
личные генетические, транскрипционные, пост-
транскрипционные и посттрансляционные 
механизмы, которые способны регулировать 
количество и активность белка PTEN в клет-
ке [2, 9, 29]. Остановимся на них подробнее.

Первый уровень регуляции  – генетиче-
ский. Для  PTEN известны различные герми-
нативные и соматические мутации, среди ко-
торых отмечают миссенс- и нонсенс-мутации, 
мутации, приводящие к сдвигу рамки считы-
вания, а также делеции, инсерции и мутации 
сайтов сплайсинга  [2, 9]. Выявлены мутации, 
при которых белок PTEN становится усечён-
ным, а его функциональная активность  – 
плохо предсказуемой и сравнимой с моноал-
лельной делецией  PTEN  [2]. Последняя часто 
обнаруживается в случаях рака эндометрия, 

простаты и глиобластомы [30]. Чаще всего му-
тациям подвергаются домены DUSP и C2, что 
отражается в последующем снижении именно 
фосфатазной активности белка  [9,  31]. В  на-
стоящий момент выявлены различные гене-
тические варианты PTEN, различающиеся как 
набором возможных функций белка, так и его 
способностью подвергаться различным пост-
трансляционным модификациям  [32]. Извест-
но множество точечных мутаций PTEN, ассо-
циированных с развитием злокачественных 
опухолей – позиции часто встречающихся обо-
значены на рис. 1 [19, 33, 34]. Однако известно, 
что некоторые мутации PTEN сопровождаются 
как частичным, так и полным сохранением ка-
талитической функции белка [35, 36]. Они мо-
гут влиять на другие участки, ответственные, 
например, за сохранение структуры белка или 
его локализацию [19, 37]. Это даёт возможность 
подозревать наличие сопутствующего вклада в 
развитие опухолей и других возможных меха-
низмов инактивации PTEN.

Следующие возможные механизмы регуля-
ции активности PTEN – транскрипционные и 
посттранскрипционные  (рис.  3). Установлено, 
что с промотором гена PTEN могут связываться 
различные транскрипционные факторы, спо-
собные усиливать его экспрессию – среди них 
p53, PPARγ, EGR1 и ATF2 [38–41]. Считается, 
что р53 способен усиливать экспрессию PTEN 
благодаря взаимодействию с его промотором, 
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Рис. 3. Транскрипционная и посттранскрипционная регуляция уровня PTEN в клетке. Пояснения в тексте. 
PTENP1  (Phosphatase and Tensin Homolog Pseudogene  1)  – псевдоген PTEN; DNMTs  (DNA methyltransferases)  – 
ДНК-метилтрансферазы

в то время как белок PTEN также способен 
опосредованно усиливать экспрессию гена p53 
через регулирование транскрипции MDM2  [9, 
42]. PTEN и p53 способны непосредственно 
взаимодействовать и на уровне белка, осущест-
вляя тем самым взаимные влияния на стабиль-
ность и активность друг друга [43, 44].

Промотор гена PTEN является потенци-
альной мишенью для некоторых репрессоров 
транскрипции, таких как Snail1, SLUG, c-Jun и 
Bmi-1 [45–48]. Предполагается, что на экспрес-
сию PTEN может как позитивно, так и негатив-
но влиять сигнальный путь  NOTCH  [49, 50]. 
В ряде опухолей было обнаружено и гипермети-
лирование промотора PTEN, которое часто на-
блюдалось в подтипах опухолей с низким чис-
лом мутаций  [9, 51–53]. Наконец, возможен и 
другой механизм снижения экспрессии  PTEN, 
происходящий благодаря взаимодействию с 
промотором гена транскрипционного факто-
ра  SALL4 и белкового комплекса  NuRD, из-
вестного своим влиянием на ремоделирование 
хроматина и деацетилирование гистонов [54].

Другой уровень регуляции PTEN  – пост-
транскрипционный. Такая регуляция осу-
ществляется с помощью различных некоди-
рующих  РНК. В  настоящий момент хорошо 
известно, что мРНК  PTEN является мишенью 
для целого ряда микроРНК, повышение уров-
ня многих из которых было ассоциировано с 

развитием ряда злокачественных новообразо-
ваний, а также некоторых лимфопролифера-
тивных и аутоиммунных заболеваний  [2, 55, 
56]. Воздействие микроРНК заключается в их 
связывании с мРНК  PTEN в областях, связы-
вающих микроРНК (MREs, miRNA response 
elements), расположенных на её 3′-нетрансли-
руемой области (3′-UTR), и дальнейшей дегра-
дации мРНК [57]. Регулировать уровень PTEN 
таким образом способны такие микроРНК, как 
miR-21, miR-106b, miR-19, miR-200c и многие 
другие  [55, 58–60]. Предполагается, что вклад 
тех или иных микроРНК в канцерогенез мо-
жет зависеть от конкретного типа опухоли  [9]. 
Влияние микроРНК может осуществляться и 
опосредованно, например, с помощью влия-
ния на экспрессию генов факторов транскрип-
ции  [61]. Воздействие микроРНК может при-
водить и к повышению уровней  PTEN. Так, 
было показано, что miR-29a, miR-29b, miR-101 
и miR-185 способны негативно влиять на уро-
вень ДНК-метилтрансфераз  (DNMTs) в клет-
ке, что приводит к снижению метилирования 
промотора гена PTEN и отражается в повыше-
нии его экспрессии [62–65].

Регулировать количество PTEN в клет-
ке могут и длинные некодирующие РНК 
(LncRNA) [56]. Подобное регулирование может 
быть связано как с активностью нацеливающих-
ся на мРНК PTEN микроРНК, так и с метили-



ПЕРЕВАЛОВА и др.1590

БИОХИМИЯ том 87 вып. 11 2022

рованием промотора  PTEN. Из таких LncRNA 
наиболее известен транскрипт гена  PTENP1, 
являющегося высококонсервативным псевдо-
геном  PTEN. Благодаря наличию большого 
числа гомологичных последовательностей он 
способен связывать различные микроРНК, 
препятствуя их связыванию с мРНК  PTEN и 
последующему её разрушению  [66]. Имеются 
данные о ряде других LncRNA, способных схо-
жим образом предотвращать снижение уров-
ня PTEN [55].

Последний уровень регуляции  – пост-
трансляционный. Для белка  PTEN известен 
целый ряд возможных посттрансляционных 
модификаций (рис. 4). Под действием различ-
ных факторов возможны его ингибирующее и 
активирующее фосфорилирование, ацетили-
рование, убиквитинирование, метилирование, 
сумоилирование, рибозилирование, окисление 
и нитрозилирование [67].

Ключевой модификацией считается фос-
форилирование белка PTEN. С помощью него 
происходит регулирование конформации, ак-
тивности, стабильности и внутриклеточной ло-
кализации белка [67]. Известен целый ряд воз-
можных сайтов фосфорилирования. Часто оно 
происходит по различным сериновым и трео-
ниновым остаткам, расположенным на карбок-
си-терминальном хвосте белка, и опосредуется 

влиянием киназ CK2, GSK3β и ATM [2, 68–70]. 
Фосфорилирование белка в этом участке при-
водит к взаимодействию CTT с другими доме-
нами, из-за чего PTEN принимает «закрытое» 
конформационное состояние. В  результате 
PTEN, хоть и становится более стабильным 
из-за меньшей доступности убиквитин-лигаз, 
снижает свою активность и в меньшей степе-
ни локализуется на мембране клетки. Фосфо-
рилирование  CTT также может приводить к 
снижению активности белок-белковых взаимо-
действий, к изменению распределения PTEN 
внутри клетки с тенденцией к накоплению его 
в ядре, а также к усилению аккумуляции его на 
хроматине  [70–74]. Возможно фосфорилиро-
вание и других участков PTEN. Для домена C2 
известен ряд возможных сайтов, фосфорили-
рование которых может приводить как к по-
вышению активности белка, так и к её сни-
жению  [67]. Такие данные свидетельствуют о 
том, что эффект от фосфорилирования  PTEN 
может различаться в зависимости от сайта фос-
форилирования и типа клеток [2, 67].

Другим способом регуляции PTEN явля-
ется его убиквитинирование на уровне белка, 
влияющее на его стабильность, каталитиче-
скую активность и локализацию в клетке  [75]. 
Убиквитинирование PTEN может происходить 
двумя путями. Показано, что моноубиквити-

Рис. 4. Посттрансляционные модификации PTEN и их эффекты. P – фосфорилирование; Ub – убиквитинирование; 
S – сумоилирование; Ox – окисление; Ac – ацетилирование
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нирование остатков Lys13 и  Lys289 влияет на 
перемещение PTEN в ядро, в то время как по-
лиубиквитинирование приводит к удержанию 
белка в цитоплазме и дальнейшей его деграда-
ции  [19]. На  эти процессы оказывает влияние 
E3 убиквитин-лигаза NEDD4-1, а также лига-
зы XIAP, CHIP и др. [75–78]. Данные процессы 
могут быть обратимы с помощью различных 
деубиквитиназ [79–81].

PTEN также может подвергаться моди-
фикациям с помощью убиквитин-подобного 
белка  SUMO (small ubiquitin-related modifier). 
В  зависимости от участка сумоилирования 
происходит либо облегченное взаимодействие 
PTEN с мембраной благодаря электростатиче-
ским взаимодействиям, либо перемещение бел ка 
в ядро и участие в репарации ДНК [70, 82, 83].

Снижение активности  PTEN может про-
исходить из-за обратимого окисления его цис-
теиновых остатков и последующего образо-
вания между ними дисульфидной связи  [84]. 
Предполагается, что окисление может являть-
ся физиологическим механизмом регуляции 
PTEN, управляемым эндогенными активны-
ми фор мами кислорода  [85]. Осуществлять 
защиту от окисления могут Prdx1 (peroxidase 
peroxi redoxin  1)  [86] и AIF (apoptosis-inducing 
factor) [87].

Ингибирование липидно-фосфатазной ак-
тивности может происходить из-за ацетилиро-
вания участков PTEN, расположенных в ката-
литическом кармане. Этот процесс управляется 
ацетилтрансферазой  PCAF, влияние которой 
на ацетилирование  PTEN происходит в при-
сутствии факторов роста [88]. Ацетилирование 
другого участка, расположенного на PDZ-BM, 
происходит благодаря воздействию белка  CBP 
(p300-CREB-binding protein) и приводит к из-
менению активности белок-белковых взаимо-
действий [89, 90]. Ацетилирование PTEN так-
же способно влиять на локазицацию белка и 
смену его конформации [91, 92].

В дополнение к перечисленному, в нега-
тивном регулировании PTEN могут принимать 
участие и другие механизмы – самостоятельно 
либо с помощью влияния на его убиквитини-
рование. Среди них выделяют S-нитрозили-
рование, метилирование и рибозилирование 
PTEN  [67]. Кроме этого, регуляция, как нега-
тивная, так и позитивная, может осуществлять-
ся с помощью непосредственных взаимодей-
ствий PTEN с различными белками  [2, 67]. 
Сведения об основных посттрансляционных 
модификациях PTEN представлены на рис. 4.

Итак, можно заключить, что возможные 
механизмы регуляции  PTEN достаточно раз-
нообразны, и интенсивность их может часто 

различаться в зависимости от типа изучаемых 
клеток. Ввиду уже известной нам способно-
сти PTEN влиять на жизнедеятельность клеток 
на различных уровнях, важным представляется 
дальнейшее изучение особенностей регулиро-
вания экспрессии и функциональной актив-
ности  PTEN в различных тканях. Понимание 
таких особенностей поможет приблизиться к 
формированию представлений о возможных 
способах управления активностью PTEN в 
опухолевых тканях различной локализации.

Предлагается использование PTEN в каче-
стве прогностического или предиктивного био-
маркера, однако его значимость для определе-
ния прогноза может быть различной и зависеть 
не только от типа злокачественной опухоли, но 
и от используемого метода исследования  [93]. 
Такие различия, предположительно, объясня-
ются разнообразием уровней регуляции PTEN, 
что можно проследить на примере рака эндо-
метрия  (РЭ), обсуждаемого в настоящей ста-
тье. Так, согласно данным Атласа ракового 
генома (TCGA), на уровне гена PTEN (для па-
циенток с РЭ с более низкой выживаемостью) 
достоверно связано наличие вариаций числа 
копий гена (CNV – Copy Number Variation) от-
дельно от его мутаций, изолированный анализ 
которых, парадоксально, показывает проти-
воположную картину  [94]. На уровне мРНК и 
белка, при рассмотрении данных с порталов 
cBioPortal и The Human Protein Atlas, прогнос-
тическая значимость  PTEN становится менее 
очевидной и больше зависит от конкретного 
анализа  [94, 95]. При этом снижение уровней 
как мРНК, так и белка PTEN в тканях РЭ в на-
стоящий момент уже показано, и значимость 
PTEN как биомаркера на этих уровнях про-
должает обсуждаться. К примеру, определение 
количества мРНК  PTEN уже предлагалось ис-
пользовать в качестве раннего диагностическо-
го маркера РЭ [93, 96]. Сведения об изменении 
уровня PTEN при онкологических заболевани-
ях, а также структуру белка PTEN и его возмож-
ные белок-белковые взаимодействия можно 
проанализировать, обратившись к ресурсам, 
содержащим современные широкомасштабные 
данные (табл. 1) [94–98].

PTEN И ЭНДОМЕТРИЙ

Среди многих видов злокачественных но-
вообразований рак эндометрия, в особенности 
его эндометриоидные подтипы, характеризу-
ется достаточно выраженной дисфункцией 
PTEN. Согласно данным  cBioPortal, РЭ  ха-
рактеризуется наивысшей частотой мути-
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рования  PTEN по сравнению с остальными 
типами рака  [94]. Кроме этого, в основе дис-
функции PTEN могут лежать как мутации в его 
гене, так и снижение уровня белка [99].

Потеря влияния PTEN считается ран-
ним событием в развитии рака эндометрия, а 
определение его уровня в клетках обсуждается 
в качестве прогностического маркера для бо-
лее персонализированного подхода к пациен-
там  [100–103]. Однако уровень белка  PTEN и 
его активность в эндометрии могут снижаться 
и в предраковых его состояниях, и, кроме того, 
несколько изменяться и в нормальной ткани.

Актуальность изучения роли PTEN в раз-
витии  РЭ и общий интерес исследователей к 
данной теме находит отражение и в увеличе-
нии количества публикаций, размещённых в 
базах PubMed и  Scopus, в течение последнего 
десятилетия.

Ниже рассмотрим, какие закономерности 
изменений уровня PTEN в разных состояниях 
эндометрия человека уже изучены.

PTEN и нормальный эндометрий. Показа-
но, что количество PTEN в эндометрии мо-
жет изменяться и при нормальном его состоя-
нии в зависимости от фазы менструального 
цикла. Так, в нескольких исследованиях было 
проведено сравнение уровней PTEN в образ-
цах тканей нормального эндометрия в различ-
ных фазах менструального цикла  [104–106]. 
Результаты показали, что количество белка 
PTEN в клетках эндометрия повышается в се-
креторную фазу цикла и снижается  – в про-
лиферативную, что могло бы происходить под 
влиянием физиологических гормональных ко-
лебаний  [104, 105]. Кроме этого, на культурах 
клеток нормального эндометрия было показа-
но увеличение количества белка  PTEN после 
обработки клеток прогестероном  [105, 106]. 
Высказывается предположение, что колебания 
как уровня белка PTEN, так и его активности 
могут происходить из-за влияния эстрадиола и 
прогестерона на процессы его фосфорилиро-
вания и дефосфорилирования соответственно. 
Было показано увеличение количества неак-
тивной фосфорилированной формы PTEN при 
обработке культур клеток эндометрия эстрадио-
лом  [105]. Существуют данные и о цикличе-
ских колебаниях активности АКТ-сигнального 
пути, являющегося одной из основных мише-
ней  PTEN. Так, увеличение количества PTEN 
после воздействия прогестерона на клетки нор-
мального эндометрия сопровождалось после-
дующим снижением количества фосфорилиро-
ванной формы АКТ-киназы и, следовательно, 
активности АКТ-сигнального пути  [106]. При 
воздействии же эстрадиола на клетки нор-

мального эндометрия активность АКТ-сиг-
нального пути, напротив, увеличивалась [107]. 
Основываясь на таких данных, можно предпо-
ложить вовлечённость PTEN и его воздействие 
на AKT-сигнальный путь при регулировании 
циклических колебаний пролиферативной ак-
тивности клеток нормального эндометрия.

Было показано, что циклические измене-
ния уровня PTEN в эндометрии могут по-раз-
ному проявляться в различных типах клеток. 
Так, в клетках стромы нормального эндометрия 
уровень белка  PTEN оказался в целом выше, 
чем в клетках железистого эпителия [104, 105]. 
В  клетках же железистого эпителия количе-
ство PTEN выявляется менее постоянным – в 
соседних клетках уровень белка мог значи-
тельно отличаться, что объяснялось, предпо-
ложительно, высокой частотой соматических 
мутаций  [105]. В  свете преимущественного 
происхождения злокачественных опухолей эн-
дометрия именно из эпителиальных клеток 
обсуждается значимость подсчёта количества 
PTEN-негативных и PTEN-позитивных желёз 
для дифференцирования нормального эндомет-
рия от его гиперпластических и неопластиче-
ских состояний [100, 103, 108].

Отмечаются некоторые колебания и в рас-
пределении PTEN между ядром и цитоплазмой 
клеток. При иммуногистохимическом исследо-
вании образцов тканей нормального эндомет-
рия было выявлено, что в пролиферативной 
фазе цикла в клетках стромы ядерный сигнал 
оказывается гораздо ярче цитоплазматическо-
го, но к секреторной фазе количество PTEN в 
цитоплазме этих клеток заметно увеличива-
ется  [104, 105]. В  клетках же железистого эпи-
телия, несмотря на более слабый сигнал по 
сравнению с клетками стромы, также отмеча-
ется усиление цитоплазматического сигнала от 
клеток при переходе к секреторной фазе цик-
ла [105]. Итак, отмечаются некоторые цикличе-
ские изменения уровня PTEN, наблюдающиеся 
в цитоплазме клеток и происходящие независи-
мо от его уровня в ядре. Такие изменения могли 
бы говорить о сохранении в нормальных клет-
ках относительного постоянства ядерных функ-
ций PTEN при сохранении его способности из-
менять свой уровень в цитоплазме, тем самым 
циклически влияя на пролиферативную актив-
ность клеток эндометрия. Также при обработке 
клеток эндометрия эстрадиолом было выявле-
но увеличение количества фосфорилированной 
формы PTEN в их ядрах, на основе чего было 
высказано предположение о том, что эстрадиол 
может влиять на снижение активности PTEN 
через активацию его фосфорилирования и по-
следующей миграции белка в ядро [105].
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Таким образом, можно сделать вывод о су-
ществовании некоторых циклических измене-
ний в количестве белка PTEN, его активности 
и распределении внутри клеток нормального 
эндометрия, имеющих, по-видимому, гормо-
нальную природу. Существуют некоторые сви-
детельства способности эстрадиола влиять на 
инактивирующее фосфорилирование PTEN в 
клетках нормального эндометрия, а также спо-
собности прогестерона влиять на увеличение 
количества белка PTEN в клетке и на его де-
фосфорилирование. Однако конкретные моле-
кулярные механизмы, с помощью которых мог-
ли бы осуществляться такие влияния, требуют 
дальнейшего изучения.

Существуют данные и о других цикли-
ческих изменениях в нормальном эндомет-
рии. Установлено, что относительные уров-
ни ряда микроРНК в клетках эндометрия 
могут изменяться в зависимости от фазы 
менструального цикла  [109–112]. Среди них 
есть и те микроРНК, которые, согласно дан-
ным TargetScan, могут нацеливаться на 
мРНК PTEN  [113]. Так, были выявлены досто-
верные изменения в уровнях таких микроРНК, 
как miR-29b, miR-29c, miR-30b, miR-30d, 
miR-345, miR-200c, и более десяти других. 
Однако уровни большинства из них повыша-
лись в секреторной фазе цикла, когда уровень 
PTEN в клетках эндометрия не снижается, а, 
напротив, становится максимальным. Исходя 
из этого, на данный момент не удаётся сделать 
какие-либо убедительные выводы о наличии 
влияния микроРНК на циклические измене-
ния уровня PTEN в нормальном эндометрии. 
Можно предположить, что, вероятно, некото-
рые из этих микроРНК всё же могут опосре-
дованно влиять на повышение уровня  PTEN. 
Так, для обсуждавшейся выше miR-29b, на 
клетках печени уже была показана способность 
приводить к повышению уровня PTEN в клет-
ке, негативно влияя на метилирование про-
мотора его гена  [62]. Стоит отметить, что при 
исследовании нормального эндометрия в клет-
ках стромы и люминального эпителия обнару-
живалось повышение экспрессии псевдогена 
PTENP1 в секреторной фазе цикла  [114]. Ин-
гибирующее влияние его транскрипта на свя-
зывание различных микроРНК с мРНК  PTEN 
могло бы влиять на повышение уровня PTEN 
в секреторной фазе цикла, однако для полного 
понимания требуется больше сведений о кон-
кретных микроРНК, которые могли бы быть 
вовлечены в такой механизм. Таким образом, 
вопрос посттранскрипционных влияний на из-
менения уровня PTEN в нормальном эндомет-
рии остаётся изученным не до конца.

Итак, можно заключить, что в настоя-
щий момент наиболее изученной причиной 
циклических изменений уровня PTEN в тка-
нях нормального эндометрия являются влия-
ния эстрадиола и прогестерона. Механизмы 
таких воздействий остаются не ясными, од-
нако можно предполагать как изменение экс-
прессии гена  PTEN, так и фосфорилирование 
белка  PTEN с изменением его активности и 
локализации в клетке. В  данный момент не 
представляется возможным однозначно су-
дить, существует ли вклад других механизмов 
регуляции уровня  PTEN, хотя этому и можно 
найти некоторые косвенные свидетельства. 
Например, существуют сведения о повыше-
нии в клетках эндометрия в пролиферативной 
фазе уровня фактора транскрипции c-Jun [115]. 
Как было замечено выше, считается, что он 
способен выступать в качестве репрессора 
транскрипции гена  PTEN, и такое влияние на 
транскрипцию могло бы согласовываться со 
снижением уровня PTEN в пролиферативной 
фазе. Также имеются некоторые сведения и о 
вкладе в циклические изменения эндометрия 
сигнального пути  NOTCH, способного влиять 
и на PTEN [116]. Однако для более четкого по-
нимания всех механизмов и определения вкла-
да каждого из них требуется больше данных.

PTEN и гиперплазия эндометрия. В настоя-
щее время считается, что количество PTEN 
в клетках эндометрия снижается не только в 
случае злокачественной их трансформации, 
но также и при предраковых состояниях, та-
ких как гиперплазия эндометрия. Установле-
но, что в случае гиперплазии эндометрия уро-
вень  PTEN значимо снижается по сравнению 
с нормальной тканью  [101, 117, 118]. Обнару-
жены существенные различия между доброка-
чественной гиперплазией  (BH) и атипической 
гиперплазией (AH/EIN), при которой уровень 
PTEN в клетках может иметь мало отличий от 
его уровня в клетках рака эндометрия [117, 118]. 
При этом известно, что именно в случае ати-
пической гиперплазии потеря  PTEN ассоции-
рована с риском развития рака эндометрия, 
превышающим 50% [119]. Такие факты позво-
ляют многим исследователям рассматривать 
потерю PTEN клетками эндометрия как одно 
из ранних событий в канцерогенезе  [100]. Об-
суждается возможность использования мето-
дик, позволяющих определить уровень PTEN 
в клетках эндометрия, для различия этих двух 
состояний и определения прогноза [119, 120].

Одной из возможных причин потери PTEN 
в случае гиперплазии эндометрия считается 
возникновение мутаций в его гене. При анализе 
мутаций в образцах с гиперплазией эндометрия 
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было выявлено, что ген PTEN поражается наи-
более часто, хотя общая частота мутаций в слу-
чае гиперплазии обнаруживается меньшей, 
чем в случае рака эндометрия  [121–123]. При 
сравнении же частоты мутаций между доброка-
чественной и атипической гиперплазией эндо-
метрия выявляются выраженные отличия с бо-
лее высокой частотой в случаях с атипией [122, 
123]. Наиболее часто поражается участок R130, 
необходимый для каталитической активности 
белка  [121]. Однако следует отметить, что му-
тации PTEN могут выявляться и в гистологиче-
ски нормальном эндометрии [124].

Существуют сведения об изменениях уров-
ней некоторых микроРНК, способных нацели-
ваться на мРНК PTEN, в образцах гиперплазии 
эндометрия. Такие различия обнаруживают-
ся как при сравнении образцов гиперплазии с 
нормой, так и при сравнении образцов добро-
качественной и атипической гиперплазии меж-
ду собой. Имеющиеся литературные данные об 

изменениях уровней таких микроРНК в разных 
состояниях эндометрия представлены в табл. 2.

Стоит заметить, что уровни некоторых 
микроРНК в образцах гиперплазии эндометрия 
оказывались промежуточными между такими 
уровнями в образцах нормального эндометрия 
и образцах эндометриоидной аденокарцино-
мы, а повышение уровней miR-205, miR-200b 
и miR-200a можно проследить на протяжении 
всего ряда представленных состояний, от нор-
мального эндометрия и доброкачественной ги-
перплазии к атипической гиперплазии и раку 
эндометрия  (табл.  2)  [125–127]. Такие данные 
позволяют задуматься о наличии закономерно-
сти между постепенным ростом уровней таких 
микроРНК и прогрессированием гиперпласти-
ческих изменений в клетках эндометрия с раз-
витием в них злокачественных процессов. Одна-
ко как точные мишени таких микроРНК, так и 
механизмы, реализуемые с их помощью в клет-
ках эндометрия, требуют дальнейшего изучения.

Таблица 2. Изменения уровней микроРНК, нацеливающихся на мРНК PTEN, в разных состояниях эндометрия

miRNA
Повышение уровня в AH/EIN Повышение уровня в РЭ

Ссылки
сравнение с NE сравнение с BH сравнение с NE сравнение с AH/EIN

miR-141 + + + [113, 125]

miR-18a – + + [113, 125]

miR-200a + + + + [113, 125, 127]

miR-200b + + + + [113, 125, 127]

miR-200c – + + [113, 125]

miR-205 + + + + [113, 125, 127]

miR-421 – + + [113, 125]

miR-429 + + + [113, 125]

miR-605 – + + [113, 125]

miR-9 + + + [113, 125]

miR-936 + + – [113, 125]

miR-96 – + + [96, 113, 125]

miR-577 + + [96, 113, 126]

miR-182 + + [96, 113, 126]

miR-183 + + [96, 113, 127]

miR-194 + + [96, 113, 127]

Примечание. Знаком «+» обозначено повышение уровня микроРНК, «–» – снижение, пустой ячейкой – отсутствие 
данных. NE – нормальный эндометрий; BH – гиперплазия без атипии; AH/EIN – атипическая гиперплазия; РЭ – рак 
эндометрия.
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Обнаружены и другие изменения, про-
исходящие при развитии в эндометрии ги-
перпластических процессов. Так, существуют 
сведения об изменении уровня метилирова-
ния псевдогена PTENP1 в разных состояниях 
эндометрия. Было показано, что уровень его 
метилирования в тканях с доброкачественной 
и атипической гиперплазией эндометрия по 
сравнению с нормальной тканью значительно 
повышается и сохраняется таким же высоким 
в тканях рака эндометрия [128, 129]. Снижение 
экспрессии этого псевдогена могло бы, усили-
вая воздействие различных микроРНК, вно-
сить вклад в потерю  PTEN при развитии ги-
перплазии эндометрия. Однако высказываются 
предположения о том, что изменения в мети-
лировании PTENP1 могут отражать возраст-
ные изменения и быть не связаны напрямую с 
развитием патологических изменений эндомет-
рия [130].

В литературе имеются сведения и о других 
изменениях, способных оказывать влияние на 
потерю PTEN при гиперплазии эндометрия. 
Например, при сравнении образцов нормаль-
ного эндометрия с образцами гиперплазии без 
атипии было выявлено увеличение количества 
белковой формы фактора транскрипции  Slug, 
способного выступать в качестве репрессо-
ра транскрипции для  PTEN  [131]. Существуют 
данные и о фосфорилировании белка PTEN в 
случае гиперплазии эндометрия. Предположи-
тельно, в тканях с гиперплазией и раком эн-
дометрия PTEN может быть инактивирован с 
помощью фосфорилирования по  Ser380  [132]. 
Однако, ввиду отсутствия достаточного коли-
чества данных, не представляется возможным 
сделать однозначные выводы о наличии или 
отсутствии вклада каких-либо других извест-
ных механизмов регуляции в потерю PTEN 
при гиперплазии эндометрия.

PTEN и рак эндометрия. Наиболее заметной 
потеря влияния PTEN становится, конечно, 
при злокачественной трансформации клеток 
эндометрия. Обнаруживается статистически 
значимая связь между потерей PTEN и риском 
развития рака эндометрия у пациенток с имею-
щейся гиперплазией  [133]. Однако выражен-
ность такой потери  PTEN может отличаться в 
разных группах опухолей. Для лучшего пони-
мания кратко остановимся на известных клас-
сификациях РЭ.

В классической классификации выделяется 
2 группы опухолей в зависимости от их клини-
ко-патологических, молекулярных и иных ха-
рактеристик. При этом в первой группе, вклю-
чающей преимущественно эндометриоидные, 
ассоциированные с ожирением и гиперэстро-

генемией опухоли, ген  PTEN оказывается му-
тирован наиболее часто  – в 52–78%  случа-
ев. Во  второй же группе (не эндометриодные 
опухоли, преимущественно серозные, не ас-
социированные с эстрогенами и ожирением) 
мутации  PTEN встречаются гораздо реже  – в 
1–11% случаев [134].

Существует и другая, более современная 
классификация, предложенная TGCA  [135]. 
В ней опухоли эндометрия предложено делить 
на 4 кластера, различающихся между собой по 
гистологическому строению и частоте мутаций. 
При этом в трёх из четырёх кластеров (группы 
гистологически эндометриоидных опухолей: 
POLE-ultramutated, MSI-hypermutated, Copy-
number low) инактивирующие мутации в PTEN 
достаточно распространены  – частота их для 
этих групп составляет 94%, 88% и 77% соот-
ветственно  [134, 135]. 22% всех мутаций  PTEN 
выявлялись в R130, что в опухолях эндометрия 
встречается в несколько раз чаще, чем в других 
опухолях с высокой частотой мутаций этого 
гена, таких как, например, глиобластома. Сто-
ит заметить, что в случае РЭ мутациями пора-
жается гораздо больше участков гена PTEN, чем 
в случае гиперплазии эндометрия [121]. В трёх 
вышеназванных группах, выделенных  TCGA, 
также снижалось количество мРНК PTEN и по-
вышалась активность AKT-сигнального пути. 
В  четвёртой же группе опухолей (copy-number 
high), с низкой частотой мутаций  PTEN, ак-
тивность этого сигнального пути, напротив, 
уменьшалась [135]. Важно заметить, что не все 
случаи потери PTEN в случае РЭ согласуются 
с возникновением мутаций в его гене  – при 
иммуногистохимическом исследовании выяв-
ляются случаи потери PTEN, не объясняющие-
ся при проведении анализа последовательно-
стей  [136]. Такие сведения дают возможность 
предполагать влияние на потерю PTEN в слу-
чае РЭ и других механизмов.

Согласно данным  TCGA, уровень метили-
рования промотора гена PTEN в случае эндомет-
риоидной карциномы тела матки не отличается 
от такого уровня в нормальной ткани [96]. Од-
нако в некоторых исследованиях все же обнару-
живалось повышение метилирования промото-
ра PTEN  [137]. Высказываются предположения 
о том, что такое повышение может объяснять-
ся ложноположительными результатами из-за 
использования методов, не позволяющих от-
личить PTEN от его псевдогена PTENP1  [138]. 
Для PTENP1, в свою очередь, характерно повы-
шение метилирования промотора в случае ги-
перплазии и рака эндометрия [128].

Имеются сведения о влиянии на разви-
тие  РЭ упомянутого ранее транскрипционно-
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Рис. 5. Имеющиеся сведения о регуляции уровня PTEN в эндометрии. Усиление влияния соответствующих механиз-
мов обозначено увеличением толщины указателей – как частота мутаций PTEN, так и относительные уровни некото-
рых онкогенных микроРНК в случае гиперплазии эндометрия оказываются промежуточными между нормальным эн-
дометрием и РЭ (пояснения в тексте). NE – нормальный эндометрий; SP – секреторная фаза; PP – пролиферативная 
фаза; BH – гиперплазия без атипии; AH/EIN – атипическая гиперплазия; РЭ – рак эндометрия

го фактора  SALL4, способного снижать экс-
прессию  PTEN. Увеличение количества белка 
SALL4 при иммуногистохимическом исследо-
вании было характерно только для образцов 
рака эндометрия, чего не было обнаружено 
в образцах нормального и гиперпластически 
измененного эндометрия. Кроме этого, нали-
чие в образце  РЭ патологической экспрессии 
гена  SALL4 коррелировало с более агрессив-
ными свойствами опухоли, худшим прогно-
зом, более высоким риском метастазирования 
и развития лекарственной устойчивости [139].

При сравнении образцов нормального эн-
дометрия и  РЭ выявляется изменение уров-
ней множества различных микроРНК, в том 
числе тех, которые способны нацеливаться на 
мРНК  PTEN  (табл.  2). По  данным  TCGA, из 
10  микроРНК с наиболее выраженным повы-
шением уровня в образцах РЭ, 8 потенциально 
способны нацеливаться на мРНК  PTEN, со-
гласно TargetScan, например, miR-205, miR-182 
и др. [96, 113]. Некоторые из таких микроРНК 
предлагается использовать в качестве диагнос-
тических и прогностических маркеров  [140]. 
Выявляется большое количество микроРНК, 
уровни которых в случае  РЭ как достовер-
но повышаются, так и достоверно снижают-
ся [109, 125, 141]. Однако все молекулярные ме-
ханизмы, на которые они способны оказывать 
влияние в таких клетках, а также их значение 

для развития и прогрессирования РЭ, требуют 
дальнейшего изучения.

Существуют некоторые данные и о пост-
трансляционных воздействиях на PTEN. Было 
показано, что при обработке культур клеток РЭ 
эстрадиолом количество фосфорилированной 
формы белка PTEN в них возрастает, при этом 
предполагается, что в данном процессе может 
принимать участие протеинкиназа CK2α [142]. 
Предполагается и влияние инактивирующего 
фосфорилирования по Ser380 [132]. Однако, по 
данным CPTAC, при сравнении с нормой об-
разцов эндометриоидной аденокарциномы не 
наблюдается увеличения количества фосфори-
лированной формы белка  PTEN  [143]. Таким 
образом, сведения о фосфорилировании PTEN 
при  РЭ остаются противоречивыми и не дают 
возможности судить однозначно, насколько су-
щественен вклад фосфорилирования в потерю 
PTEN при прогрессировании злокачественных 
процессов в клетках эндометрия.

Предполагается и вклад убиквитинирова-
ния в потерю функционирующего белка PTEN 
клетками рака эндометрия. На клеточных ли-
ниях  РЭ было показано опосредованное воз-
действием TGF-β влияние белка  XIAP на по-
лиубиквитинирование белка PTEN и снижение 
его уровня в клетке  [144]. Также была показа-
на роль мутантной формы белка  p85α в поте-
ре  PTEN клетками  РЭ. Предполагается, что 
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укороченный мутантный вариант  E160* пре-
пятствует связыванию обычной формы этого 
белка (WT p85α) с PTEN, тем самым делая его 
более доступным для убиквитинирования [145].

Таким образом, в настоящее время извест-
ны различные механизмы, вносящие вклад в 
потерю влияния  PTEN клетками эндометрия 
в процессе развития  РЭ  (рис.  5). Вклад мута-
ций  PTEN представляется достаточно значи-
мым, однако, исходя из имеющихся данных, 
такое влияние нельзя назвать единственным. 
Известны воздействия, происходящие на всех 
известных уровнях регуляции  – как генети-
ческих, так и транскрипционных, посттран-
скрипционных и посттрансляционных. Неко-
торые из таких влияний уже наблюдаются в 
случае гиперплазии и, по-видимому, усили-
ваются при развитии  РЭ, например, возник-
новение мутаций или влияние микроРНК. 

Другие же, в свою очередь, могут впервые об-
наруживаться только в случае РЭ. В таком свете 
можно рассматривать потерю влияния PTEN 
клетками рака эндометрия как процесс, проис-
ходящий постадийно, усиливающийся при до-
бавлении новых воздействий и приводящий к 
потере функций PTEN на различных уровнях.
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ROLE OF TUMOR SUPPRESSOR PTEN AND ITS REGULATION 
IN MALIGNANT TRANSFORMATION OF ENDOMETRIUM

Review

A. M. Perevalova1*, V. S. Kobelev2, V. G. Sisakyan3, L. F. Gulyaeva1,2, and V. O. Pustylnyak1,2

1 Novosibirsk State University, 630090 Novosibirsk, Russia; e-mail: a.perw@yandex.ru
2 Federal Research Center of Fundamental and Translational Medicine, 630117 Novosibirsk, Russia

3 Novosibirsk Regional Oncology Center, 630108 Novosibirsk, Russia

PTEN tumor-suppressive effects are well-known, but many modern evidence suggest that they are not limited 
to its ability to inhibit the pro-oncogenic PI3K/AKT signaling pathway. PTEN’s structure allow it to interact 
with substrates of different nature and display its activity in various ways both in the cytoplasm and in cell 
nuclei, which makes it possible to take a broader look at its ability to suppress tumor growth. The possible 
mechanisms of PTEN loss are also diverse  –  PTEN can be regulated at many levels, leading to change in 
protein activity or its amount in the cell, while their significance for the development of malignant tumors has 
yet to be studied. Here we summarize the current data on PTEN structure, its functions and changes in its 
regulatory mechanisms during the malignant transformation of cells, focusing on one of the most sensitive to 
PTEN loss types of malignant tumors – endometrial cancer.

Keywords: PTEN, endometrial cancer, endometrial hyperplasia, gene regulation
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Исследовано влияние кардиомиопатических мутаций E56G, M149V и E177G в гене MYL3, кодирую-
щем существенные лёгкие цепи миозина желудочков сердца человека  (ELCv), на функциональные 
свойства сердечного миозина и его изолированной головки (субфрагмент  1 миозина,  S1). Показа-
но, что только одна мутация, M149V, заметно повышает активируемую актином АТРазную актив-
ность S1. Все мутации существенно повышали Ca2+-чувствительность скорости скольжения тонких 
филаментов по поверхности с иммобилизованным миозином в искусственной системе подвижности 
(in vitro motility assay). При этом мутации E56G и M149V почти в 2 раза снижали скорость скольже-
ния нитей актина и регулируемых тонких филаментов, тогда как мутация E177G не меняла скорость 
скольжения. Таким образом, несмотря на то что все исследованные мутации в ELCv участвуют в раз-
витии гипертрофической кардиомиопатии, механизмы их влияния на актин-миозиновое взаимодей-
ствие различны.
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ВВЕДЕНИЕ

В основе молекулярного механизма мы-
шечного сокращения лежит циклическое взаи-
модействие головок миозина с актиновыми 
филаментами, сопряжённое с гидролизом АТР. 
Молекула мышечного миозина состоит из двух 
тяжёлых и четырёх лёгких цепей; N-концевые 
области тяжёлых цепей образуют глобулярные 
головки, каждая из которых содержит актив-
ный центр АТРазы и участки связывания ак-
тина  [1]. Изолированная миозиновая головка, 
называемая субфрагментом  1 миозина  (S1), 
состоит из двух главных структурных доменов, 
известных как моторный (или каталитический) 
домен и регуляторный домен. Моторный домен 

отвечает за гидролиз АТР и связывание актина, 
тогда как регуляторный домен представляет 
собой длинную α-спираль, стабилизируемую 
нековалентными взаимодействиями с двумя 
лёгкими цепями  – существенной (Essential 
Light Chain,  ELC) и регуляторной (Regulatory 
Light Chain, RLC) [2]. Функционирование мио-
зиновой головки в качестве молекулярного 
мотора включает поворот регуляторного до-
мена относительно моторного домена, вызы-
ваемый глобальными конформационными 
перестройками, происходящими в моторном 
домене в процессе АТРазного цикла, при ко-
тором регуляторный домен действует как ры-
чаг («lever  arm»)  [1, 3]. Важную роль при этом 
играет ELC, стабилизирующая α-спираль регу-
ляторного домена головки, с которой она ассо-
циирована своей C-концевой частью. Имеются 
данные о том, что при повороте регуляторного 
домена в процессе АТРазного цикла C-конце-
вая часть  ELC способна взаимодействовать с 
моторным доменом головки  [4–7], а её уни-
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кальная N-концевая часть  – как с моторным 
доменом [8], так и с актином [9].

ELC играют важную роль в функциони-
ровании сердечного миозина. Изменение 
экспрессии изоформ  ELC влияет на сократи-
тельную функцию миокарда  [10]. Нарушения 
в первичной структуре ELC миозина желудоч-
ков сердца человека (ventricular ELC,  ELCv), 
вызываемые мутациями в гене MYL3, кодирую-
щем  ELCv, связаны с развитием такого тя-
жёлого наследственного заболевания сердца 
человека, как гипертрофическая кардиомио-
патия  (HCM), которая характеризуется утол-
щением стенок левого желудочка, фиброзом 
и диастолической дисфункцией миокарда, что 
может приводить к нарушениям сердечного 
ритма вплоть до внезапной остановки сердца. 
К настоящему времени известно уже 13 амино-
кислотных замен в ELCv  человека, вызывае-
мых мутациями в гене MYL3, которые ассоции-
рованы с развитием HCM: E56G, A57G, R63C, 
V79I, R81H, G128C, E143K, M149V, E152K, 
R154H, H155D, M173V и  E177G  [11]. Важно 
отметить, что все эти замены расположены в 
той области  ELCv, которая взаимодействует с 
α-спиралью тяжёлой цепи регуляторного доме-
на миозиновой головки [11]. При этом никаких 
мутаций, ассоциированных с  HCM, не было 
обнаружено в области 52 N-концевых остат-
ков  ELCv, где расположены функционально 
важные участки, ответственные за взаимодей-
ствие с актином [9, 11]. Некоторое исключение 
составляют, по-видимому, лишь мутации E56G 
и A57G, которые расположены довольно близ-
ко от N-концевого сегмента ELCv.

Следует отметить, что для большинства 
мутаций в гене  MYL3, ассоциированых с раз-
витием  HCM, почти ничего пока не известно 
об их влиянии на свойства сердечного миози-
на. Данные таких экспериментов, хотя и в не-
многочисленном количестве, имеются лишь 
для нескольких мутаций (E56G, A57G, M149V 
и  M173V). Так, например, было показано, что 
мутация E56G резко снижает сродство ELCv к 
участку её взаимодействия с тяжёлой цепью мио-
зина в регуляторном домене миозиновой го-
ловки [12], а также снижает жёсткость молеку-
лы миозина, изометрическую силу мышечных 
волокон и скорость скольжения актиновых фи-
ламентов по миозину в искусственной системе 
подвижности  [13]. Помимо этого, интересные 
данные были получены методом FRET с высо-
ким временным разрешением (Time-resolved 
f luorescence energy transfer, TR-FRET), который 
позволяет быстро измерять расстояния между 
головкой миозина и актином непосредственно 
в процессе АТРазного цикла актомиозина, при 

переходах головки из состояния слабого связы-
вания с актином в состояние сильного связы-
вания и наоборот. Было показано, что при на-
сыщающей концентрации АТР мутация E56G 
в ELCv заметно сдвигает равновесие между 
состояниями слабого и сильного связывания в 
процессе АТРазного цикла в сторону сильного 
связывания, не оказывая при этом влияния на 
активируемую актином АТРазу сердечного S1 и 
на его сродство к актину. Авторы предположи-
ли, что именно такой сдвиг в равновесии может 
приводить к развитию фенотипа с повышенной 
сократимостью сердца у людей с кардиомиопа-
тической мутацией E56G в гене MYL3 [14].

Интересные данные были также получе-
ны при сравнении эффектов, вызываемых 
мутациями A57G и  M173V в ELCv миозина у 
трансгенных мышей. Было показано, что му-
тация A57G в ELCv миозина повышает Ca2+-
чувствительность развития силы мышечными 
волокнами намного сильнее, чем мутация 
M173V; напротив, мутация M173V заметно 
сни жает активируемую актином АТРазную ак-
тивность сердечного миозина, тогда как мута-
ция A57G не оказывает на неё никакого влия-
ния  [15]. И,  наконец, нельзя не остановиться 
на свойствах сердечного миозина с мутацией 
M149V в  ELCv, которая раньше всех перечис-
ленных выше была идентифицирована как 
мутация, приводящая к развитию  HCM  [16]. 
В  изящных экспериментах, проведённых ме-
тодом плазмонного резонанса, было показано, 
что эта мутация значительно снижает сродство 
ELCv к рекомбинантному фрагменту тяжё-
лой цепи сердечного миозина, содержащему 
IQ-мотив для связывания ELCv  [12]. Помимо 
этого, было обнаружено, что мутация M149V в 
ELCv повышает скорость скольжения актино-
вых филаментов по поверхности с иммобили-
зованным сердечным миозином в искусствен-
ной системе подвижности [16].

В настоящей работе мы сравнили свойства 
сердечного миозина и его изолированной го-
ловки  (S1) с кардиомиопатическими мутация-
ми E56G, M149V или E177G в  ELCv. Выбор 
этих мутаций не был случайным. Во-первых, 
высококонсервативные остатки, подвергавшие-
ся мутациям, расположены в разных областях 
первичной последовательности ELCv: оста-
ток E56 локализован в N-концевой части по-
следовательности поблизости от уникального 
N-концевого сегмента  ELCv, тогда как остат-
ки M149 и E177 расположены в C-концевой 
части последовательности  (рис.  1,  а). В  про-
странстве остатки M149 и  E177 локализованы 
далеко от остатка E56: они находятся в разных 
частях ELCv, расположенных по разные сторо-
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Рис. 1. а – Положение кардиомиопатических мутаций E56G, M149V и E177G в аминокислотной последовательности 
ELCv. б – Положение кардиомиопатических мутаций E56G, M149V и E177G на пространственной структуре ELCv (по-
казана светло-серым цветом), ассоциированной с α-спиралью тяжёлой цепи миозина (с фрагментом тяжёлой цепи, 
включающим остатки 773–810, показан темно-серым цветом) в регуляторном домене миозиновой головки (PDB entry 
5TBY). Остатки E56, M149 и E177 представлены в виде боковых цепей, показанных черным цветом. Гибкий N-конце-
вой сегмент ELCv, включающий 52 N-концевых остатка, на панели а заштрихован, а на панели б – не показан

ны от α-спирали тяжёлой цепи регуляторного 
домена миозиновой головки (рис. 1, б). Во-вто-
рых, мы старались сравнить мутации, влияние 
которых на свойства миозина было изучено ра-
нее в совершенно разной степени. В этом отно-
шении мутация E56G является одной из наи-
более хорошо изученных [9, 11–14], несколько 
меньше известно о функциональных эффектах 
мутации M149V  [11, 12, 16] и почти ничего не 
известно о мутации E177G, кроме того, что она 
была выявлена у 3-месячного младенца с тяжё-
лой прогрессирующей  HCM, приведшей к его 
смерти в возрасте 6 месяцев [17].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение белков. Все препараты ELCv 
(ELC желудочков сердца человека), использо-
ванные в данной работе, были рекомбинант-
ными белками, продуктами гена MYL3  чело-
века (UniProtKB P08590; MYL3_HUMAN), 
содержащими на N-конце 6-членный His-tag, 
необходимый для последующей очистки бел-
ков методом аффинной хроматографии. Для 
этого предварительно был проведён дизайн 
гена  MYL3; в частности, в его нуклеотидную 

последовательность были добавлены после-
довательности, кодирующие His-tag и специ-
фический сайт для его последующего удале-
ния при помощи специфической протеазы 
(Factor  Xa). Модифицированный ген MYL3 
был клонирован в вектор pET-9a («Merck, 
Sigma-Aldrich», Германия) по сайтам рестрик-
ции NdeI и BamHI. На основе кДНК этого гена 
методом сайт-направленного мутагенеза были 
получены молекулярно-генетические кон-
струкции ELCv как дикого типа  (WT), так и с 
мутациями E56G, M149V и  E177G. Для этого 
предварительно был сделан дизайн перекрываю-
щихся праймеров (прямого и обратного), ко-
торые были затем синтезированы («Евроген», 
Россия). Использованные в работе праймеры 
для получения молекулярно-генетических кон-
струкций мутантных форм ELCv (мутантные 
кодоны подчёркнуты) представлены в табл. 1.

Все эти конструкции были использова-
ны для бактериальной экспрессии реком-
бинантных белков (ELCv  WT, ELCv  E56G, 
ELCv  M149V и ELCv  E177G) в клетках 
Escherichia coli BL21  (DE3). Рекомбинантные 
белки были выделены и очищены с помо-
щью аффинной хроматографии на колонке 
HisTrap HP 5 мл («GE Healthcare», США). Кон-
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Таблица 1. Праймеры, использованные в работе

Мутантные формы ELCv
Последовательности праймеров (5′→3′)

прямой обратный

ELCv E56G TCTTAAGTTTCCTCGCAAGTA TACTTGCGAGGAAACTTAAGA

ELCv M149V ATGGCAACACCCACGCCTT AAGGCGTGGGTGTTGCCAT

ELCv E177G CCAGTCCCTCTGAGATTGC GCAATCTCAGAGGGACTGG

центрацию препаратов ELCv определяли спек-
трофотометрически, используя коэффициент 
экстинкции A1% при 280 нм, равный 0,2 см–1.

Сердечные миозин и тропонин  (Tn) по-
лучали по стандартным методикам  [18, 19] из 
левых желудочков сердца свиньи. Тропомио-
зин  (Tpm, сердечная изоформа Tpm1.1) пред-
ставлял собой рекомбинатный белок, получе-
ние которого было подробно описано ранее [20, 
21]. Актин получали стандартным методом 
из скелетных мышц кролика  [22]. Актиновые 
филаменты  (F-актин) полимеризовали, до-
бавляя 4  мМ  MgCl2 и 100  мМ  KCl к раствору 
мономерного G-актина. Для экспериментов 
в искусственной подвижной системе F-ак-
тин флуоресцентно метили, добавляя к нему 
двукратный молярный избыток TRITC-фал-
лоидина («Sigma Chemical  Co.», США). 
Изолированные миозиновые головки  (S1) по-
лучали, переваривая филаменты сердечного 
миозина α-химотрипсином, обработанным 
TLCK («Sigma Chemical Co.») [23]. Концентра-
цию  S1 определяли спектрофотометрически, 
используя коэффициент экстинкции A1% при 
280 нм, равный 7,5 см–1.

Замена собственных ELC в сердечных миози-
не и S1 на рекомбинантные ELCv. Методика ре-
ассоциации, т.е. замены одних ELC на другие в 
изолированной головке миозина (S1), неодно-
кратно использовалась нами ранее в исследо-
ваниях на  S1, полученном из миозина скелет-
ных мышц кролика [7, 8]. Эту же методику мы 
использовали и для замены собственных  ELC 
на рекомбинантные ELCv в S1, полученном из 
сердечного миозина. Вкратце, замену проводи-
ли, инкубируя S1 30 мин при 37 °C с 8-кратным 
молярным избытком рекомбинантных ELCv в 
50 мМ буфере имидазол-HCl (pH 7,0), содержа-
щем 5 мM DTT, 10 мM MgATP и 100 мM NaCl. 
Реакцию останавливали охлаждением во льду, 
после чего препарат  S1 очищали с помощью 
хроматографии на колонке с SP-трисакрилом 
для отделения S1 от избытка свободных ELCv. 
Однако для замещения собственных  ELC на 
рекомбинантные  ELCv в целой молекуле сер-

дечного миозина, нерастворимого при низкой 
ионной силе, нам пришлось существенно мо-
дифицировать эту методику. Сердечный мио-
зин (2 мг/мл, 4 мкМ) смешивали с 10-крат-
ным молярным избытком рекомбинантных 
ELCv (40 мкМ) в 50 мМ буфере имидазол-HCl 
(pH 7,0), содержащем 5 мM DTT, 10 мM MgATP 
и 0,7 М KCl, и инкубировали в течение 1 часа 
при 37  °С. Далее смесь миозина с  ELC диали-
зовали против буфера 50 мМ Tris-HCl (рН 8,0) 
для агрегации миозина и центрифугировали 
при 8000 g в течение 10  мин при 4 °С, после 
чего осадок миозина ресуспендировали и диа-
лизовали против того же буфера, содержаще-
го 1 М NaCl.

На последней стадии очистки миозина 
или  S1 мы использовали металл-аффинную 
хроматографию на колонке His-Trap HP 1 мл 
(«GE Healthcare»), на которой удержива-
ются лишь головки миозина, содержащие 
His-tag на  ELCv. Хроматографию проводили в 
50 мМ буфере Tris-HCl (рН 8,0), содержащем 
300 мМ  NaCl (в случае  S1) или 1 М  NaCl (для 
целого миозина), используя линейный гради-
ент имидазола 15–500 мМ. Важно отметить, 
что при такой хроматографии молекулы мио-
зина с заменами собственных ELC на рекомби-
нантные ELCv в обеих головках освобождались 
с колонки при более высоких концентрациях 
имидазола, чем молекулы, содержащие реком-
бинантные ELCv лишь в одной из двух головок. 
Мы собирали с колонки лишь те фракции мио-
зина, в которых собственные  ELC были пол-
ностью заменены на рекомбинантные  ELCv, 
содержащие N-концевой His-tag, электрофо-
ретическая подвижность которых была ниже, 
чем у ELC, не содержащих His-tag. Именно эти 
фракции миозина с рекомбинантными ELCv в 
обеих головках молекулы использовались в по-
следующих экспериментах. N-Концевой His-tag 
был впоследствии удалён из  ELCv путём об-
работки специфической протеазой (Factor  Xa 
protease, «NewEngland Biolabs», Великобрита-
ния) при 4 °С, которую проводили в течение 
ночи и останавливали добавлением  PMSF. 
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В  результате нам удалось получить препараты 
сердечного миозина и S1, в которых собствен-
ные ELC были полностью заменены на реком-
бинантные ELCv (как ELCv  WT, так и ELCv с 
мутациями E56G, M149V или E177G).

Эксперименты в искусственной системе под-
вижности (in vitro motility assay). Использование 
этого метода позволяет исследовать скорость 
скольжения F-актина или реконструирован-
ных тонких филаментов (т.е. актиновых фила-
ментов, содержащих Tpm и Tn) по стеклянной 
поверхности с иммобилизованным на ней мио-
зином, а в случае реконструированных тонких 
филаментов  – определять зависимость скоро-
сти такого скольжения от концентрации ионов 
кальция. Ранее мы неоднократно применяли 
этот подход для изучения функциональных 
свойств  Tpm с кардиомиопатическими мута-
циями в различных областях молекулы [20, 21]. 
В  настоящей работе мы использовали его для 
исследования свойств миозина, несущего в 
обеих головках рекомбинантные ELCv, в  т.ч. 
с кардиомиопатическими мутациями E56G, 
M149V или  E177G. Измерения проводили при 
30 °С, как описано ранее [20, 21]. Вкратце, сер-
дечный миозин (300  мкг/мл) с рекомбинант-
ными ELCv загружали в экспериментальную 
проточную ячейку с внутренней поверхностью, 
покрытой нитроцеллюлозой. Регулируемые 
тонкие филаменты получали, добавляя сер-
дечные Tpm и  Tn до конечных концентраций 
100 нМ к раствору 10 нМ F-актина, меченного 
TRITC-фаллоидином, и помещали их в проточ-
ную ячейку с иммобилизованным миозином. 
Скорость скольжения филаментов измеряли в 
присутствии 2 мМ ATP с помощью программы 
GMimPro  [24] при различных концентраци-
ях ионов  Са2+. Скорость скольжения F-актина 
измеряли в тех же условиях, но при отсутствии 
Tpm, Tn и ионов Са2+. Эксперименты с каждым 
миозином, содержащим в обеих головках ре-
комбинантные ELCv (как WT ELCv, так и ELCv 
с мутациями E56G, M149V или E177G), повто-
ряли 3 раза (каждый раз – с заново приготов-
ленным миозином) и полученные значения 
скоростей скольжения тонких филаментов или 
F-актина выражали как среднее ± SD. Кальцие-
вую зависимость скорости скольжения тонких 
филаментов аппроксимировали уравнением 
Хилла, как описано ранее [20, 25].

Измерения АТРазной активности. Концен-
трация миозина, содержащего рекомбинант-
ные  ELCv, как и его количество, были слиш-
ком малы после всех стадий реассоциации и 
очистки белка, что не позволяло нам восполь-
зоваться стандартной методикой определения 
ATPазной активности миозина по измерению 

количества выделяемого неорганического фос-
фата, требующей значительно более высоких 
концентраций белка. Поэтому для определения 
ATPазной активности нам пришлось восполь-
зоваться значительно более чувствительной 
методикой, позволяющей с высокой точностью 
измерять снижение количества ATP в пробе не-
посредственно в процессе ATPазной реакции 
по снижению интенсивности люминесценции, 
измеряемой при помощи люциферин-люци-
феразной системы. В  наших экспериментах 
мы использовали специальный коммерческий 
набор  – смесь люциферина и люциферазы 
(«Sigma-Aldrich», США), который позволяет 
детектировать пикомолярные концентрации 
ATP в исследуемом образце. Однако даже этого 
оказалось недостаточно для измерения ATPаз-
ной активности целого миозина, содержащего 
рекомбинантные ELCv, концентрация кото-
рого была слишком уж мала для таких измере-
ний. Поэтому все эксперименты по изучению 
актин-активируемой Mg2+-зависимой ATPазы 
проводились на препаратах изолированных 
головок сердечного миозина  (S1), содержащих 
рекомбинантные  ELCv. Образцы содержали 
5 мМ имидазол (рН 7,0), 10 мМ MgCl2, 87 нМ S1 
и 4,7 мкМ F-актин. ATPазную реакцию иниции-
ровали добавлением 10  мМ  ATP. Поскольку 
люцифераза способна сама расщеплять  ATP 
(хотя и с невысокой скоростью) и вносить та-
ким образом некоторые изменения в кинетику 
реакции, в качестве главного параметра скоро-
сти реакции мы использовали время полного 
тушения люминесценции. Измерения сниже-
ния интенсивности люминесценции проводи-
ли при 560 нм и 20 °C на планшетном ридере 
фирмы PerkinElmer (Multimode Plate Reader, 
«PerkinElmer», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Функциональные свойства миозина, со-
держащего в обеих головках рекомбинант-
ные  ELCv, изучали, используя метод искус-
ственной системы подвижности. В  первую 
очередь исследовали скорость скольжения ак-
тиновых филаментов (F-актина, не содержа-
щего Tpm и  Tn) по поверхности, на которой 
был иммобилизован миозин. Оказалось, что 
мутация E177G в  ELCv не оказывает влияния 
на скорость скольжения F-актина, тогда как 
мутации E56G и  M149V снижают её почти в 
2  раза  (табл.  2). В  случае мутации E56G полу-
ченные нами данные коррелируют с данными, 
известными из литературы и указывающими 
на то, что эта мутация в ELCv может заметно 
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Таблица 2. Влияние кардиомиопатических мутаций E56G, M149V и  E177G в ELCv миозина на скорость скольжения 
F-актина и на характеристики кальциевой зависимости скорости скольжения регулируемых тонких филаментов, 
содержащих Tpm и Tn, в искусственной системе подвижности

ELCv
Скорость скольжения 

F-актина, мкм/с

Характеристики кальциевой зависимости 
скорости скольжения тонких филаментов

pCa50 Vmax, мкм/с

WT ELCv 1,9 ± 0,07 6,00 ± 0,01 1,8 ± 0,1

E177G ELCv 1,9 ± 0,1 6,40 ± 0,01* 2,0 ± 0,1

E56G ELCv 1,0 ± 0,05* 6,21 ± 0,01* 1,1 ± 0,1*

M149V ELCv 1,1 ± 0,1* 6,33 ± 0,01* 1,0 ± 0,1*

Примечание. Знаком * обозначены статистически значимые отличия характеристик миозина с ELCv, несущими кардио-
миопатические мутации, от характеристик миозина с WT ELCv (р < 0,05).

(~ на 25%) снижать скорость скольжения F-ак-
тина по поверхности с иммобилизованным мио-
зином [13]. Напротив, в случае мутации M149V 
в ELCv в литературе имеются данные о том, 
что она не снижает, а повышает почти на 40% 
скорость скольжения F-актина по поверхно-
сти с иммобилизованным миозином  [16]. Та-
кие различия в результатах можно объяснить 
получением препаратов миозина: в наших экс-
периментах мы использовали препараты мио-
зина из сердца свиньи, которые различались 
лишь замещённой рекомбинантной ELCv, тог-
да как в экспериментах, описанных в работе 
Poetter  et  al.  [16], сердечный миозин выделяли 
из биоптатов пациентов как с мутацией M149V 

в ELCv, так и без неё. Препараты миозина, ис-
пользованные в наших экспериментах и в ра-
боте Poetter  et  al.  [16], различались не только 
по составу тяжёлых цепей сердечного миозина, 
но могли различаться и по иным параметрам 
(таким, например, как степень фосфорилиро-
вания ELCv в миозине, полученном из биопта-
тов, но не в полностью дефосфорилированных 
рекомбинантных ELCv).

Важно отметить, что мы исследовали в ис-
кусственной системе подвижности влияние му-
таций в ELCv сердечного миозина не только на 
скорость скольжения F-актина, что делалось и 
ранее [13, 16], но впервые исследовали в этой си-
стеме влияние таких мутаций на скольжение ре-

Рис. 2. Влияние кардиомиопатических мутаций E56G, M149V и  E177G в ELCv миозина на кальциевую зависимость 
скорости скольжения регулируемых тонких филаментов по сердечному миозину в искусственной системе подвижности 
(in vitro motility assay). Экспериментальные значения скоростей (среднее ± SD) аппроксимированы уравнением Хилла. 
Значения параметров уравнения Хилла представлены в табл. 2

6
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конструированных тонких филаментов (т.е. ак-
тиновых филаментов, содержащих Tpm и  Tn), 
определяя при этом зависимость скорости та-
кого скольжения от концентрации ионов каль-
ция, т.е. выявляя влияние исследуемых мутаций 
на кальциевую регуляцию актин-миозинового 
взаимодействия, как возможного механизма 
развития  HCM. Результаты этих исследований 
представлены на рис. 2 и в табл. 2. Сразу отме-
тим, что максимальная скорость скольжения 
тонких филаментов (Vmax), измеренная при вы-
соких концентрациях Са2+ (при pCa 4,5), почти 
не отличалась от скорости скольжения F-актина 
при отсутствии регуляторных белков  (табл.  2). 
При этом все мутации в ELCv заметно повы-
шали Ca2+-чувствительность скорости сколь-
жения тонких филаментов, смещая кривые 
зависимости скорости от  pCa в сторону более 
низких концентраций Ca2+ (рис. 2) и снижая та-
ким образом концентрацию  Ca2+, при которой 
достигается полумаксимальная скорость сколь-
жения  (pCa50). Наиболее существенное повы-
шение Ca2+-чувствительности наблюдалось в 
случае ELCv с мутацией E177G (табл. 2). Важно 
отметить, что повышение Ca2+-чувствительно-
сти взаимодействия миозина с актином являет-
ся одним из характерных признаков HCM.

Мы также исследовали влияние кардиомио-
патических мутаций E56G, M149V и  E177G в 
ELCv миозина на активность ATPазы акто-
миозина. По  ряду описанных выше причин 
(см. «Материалы и методы») мы не смогли ис-
пользовать для этих целей ни традиционные 
методы измерения ATPазной активности, ни 
целый миозин с мутациями в ELCv обеих го-
ловок его молекулы. Поэтому мы использова-
ли методику, позволяющую измерять сниже-
ние количества ATP в пробе непосредственно 
в процессе ATPазной реакции S1 по снижению 
интенсивности люминесценции, измеряемой 
при помощи люциферин-люциферазной си-
стемы. Результаты проведённых экспериментов 
свидетельствуют о том, что среди исследован-
ных мутаций в ELCv S1 лишь одна, M149V, за-
метно повышала ATPазную активность акто-S1, 
почти в 2 раза снижая время, необходимое для 
полного тушения люминесценции, которое 
составляло 26,0 ± 1,2 мин для S1 с ELCv WT и 
15,3 ± 1,9 мин для S1 с мутацией M149V в ELCv 
(представлены данные 7  независимых измере-
ний, среднее значение  ±  SD). Две другие му-
тации в ELCv, E56G и E177G, не оказывали су-
щественного влияния на ATPазную активность 
акто-S1; по времени, необходимому для полно-
го тушения люминесценции (26,5  ±  2,3  мин), 
препараты S1 с этими мутациями в ELCv прак-
тически не отличались от S1 с ELCv WT. В слу-

чае мутации E56G эти результаты хорошо соот-
ветствуют известным из литературы данным, 
указывающим на то, что мутация E56G в ELCv 
не оказывает влияния на актин-активируемую 
ATPазу S1 [14].

При сравнении эффектов, вызываемых 
мутациями E56G и  M149V в ELCv, можно от-
метить их различие в зависимости от используе-
мого метода исследования. Так, при экспери-
ментах в искусственной системе подвижности 
обе мутации сходным образом снижали ско-
рость скольжения F-актина и тонких фила-
ментов (рис.  2, табл.  2), тогда как лишь одна 
из них, M149V, повышала ATPазную актив-
ность акто-S1, а другая, E56G, не оказывала на 
неё особого влияния. Это противоречие мож-
но объяснить тем, что эксперименты в искус-
ственной системе подвижности проводились 
на целом миозине с мутациями в ELCv, ассо-
циированных с обеими головками молекулы, 
а измерения АТРазной активности – на изоли-
рованных головках миозина (S1). В то же время 
имеются данные о том, что свойства целого мио-
зина и  S1 могут довольно сильно различать-
ся. Это связано, во-первых, с кооперативным 
взаимодействием между двумя головками в мо-
лекуле миозина  [26–28], а во-вторых  – с воз-
можным взаимодействием между ELC и RLC в 
головках целого миозина [29], но не в S1, кото-
рый не содержит RLC.

Анализируя полученные данные, следу-
ет особо отметить эффект, оказываемый му-
тациями E56G и  M149V в ELCv на скорость 
скольжения F-актина и тонких филаментов в 
искусственной системе подвижности, который 
выражается в двукратном снижении скоро-
сти  (рис.  2, табл.  2). Этот эффект обусловлен, 
скорее всего, тем, что обе эти мутации сни-
жают сродство ELCv к тяжёлой цепи миозина 
в регуляторном домене миозиновой голов-
ки  [12], нарушая таким образом нормальное 
функционирование этого домена, важное для 
работы головки в качестве молекулярного мо-
тора. Интересно также отметить, что такого 
эффекта не было обнаружено в случае мута-
ции E177G  (рис.  2, табл.  2), влияние которой 
на свойства сердечного миозина ранее вооб-
ще ещё не исследовалось. Не исключено, что 
влияние этой мутации на развитие  HCM об-
условлено не снижением скорости взаимодей-
ствия миозина с актином в сердечной мышце, а 
значительным повышением Ca2+-чувствитель-
ности этого взаимодействия  (табл.  2). Стоит 
также отметить, что аминокислотный остаток 
в положении  177 с мутацией  E177G в структу-
ре ELCv находится в неупорядоченной подвиж-
ной петле, тогда как аминокислотные остатки в 
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положениях 56 и 149 (мутации E56G и M149V) 
расположены либо в α-спирали  (E56), либо в 
короткой петле, соединяющей участки β-склад-
ки и α-спирали (M149) [11] (см. рис. 1, б). Этим 
можно объяснить, хотя бы отчасти, тот факт, 
что мутация E177G не оказывает влияния на 
скорость взаимодействия миозина с актином, 
повышая при этом её Ca2+-чувствительность, 
которая определяется наличием регуляторных 
белков, Tpm и Tn, в реконструированных тон-
ких филаментах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Подводя итоги, следует сказать, что на ос-
новании проведённых экспериментов нам уда-
лось получить новую информацию о влиянии 
кардиомиопатических мутаций E56G, M149V 
и  E177G в гене  MYL3, кодирующем ELCv, на 
функциональные свойства сердечного миозина 
и его изолированной головки (S1). В частности, 
при сравнительном анализе эффектов, вызывае-
мых этими мутациями, нам удалось показать, 
что мутация E177G, эффекты которой на свой-
ства миозина ранее не исследовались, заметно 
отличается от других исследованных мутаций, 
E56G и  M149V, по её влиянию на скорость 
скольжения F-актина или реконструированных 
тонких филаментов в искусственной системе 
подвижности. Так, эта мутация не оказывала 
влияния на скорость скольжения F-актина и 
на максимальную скорость скольжения тонких 
филаментов при высокой концентрации ионов 
кальция, тогда как мутации E56G и M149V сни-

жали её почти в 2 раза. С другой стороны, му-
тация E177G повышала Ca2+-чувствительность 
скорости скольжения тонких филаментов силь-
нее, чем другие исследованные мутации. Всё 
это позволяет предположить, что механизм раз-
вития гипертрофической кардио миопатии, вы-
зываемой кардиомиопатическими мутациями 
в ELCv, в случае мутации E177G отличается от 
такового для мутаций E56G и M149V.
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PROPERTIES OF CARDIAC MYOSIN 
WITH CARDIOMYOPATHIC MUTATIONS IN ESSENTIAL LIGHT CHAINS

D. S. Yampolskaya1, G. V. Kopylova2, D. V. Shchepkin2, S. Y. Bershitsky2, 
A. M. Matyushenko1, and D. I. Levitsky1*

1 Bach Institute of Biochemistry, Research Center of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences, 
119071 Moscow, Russia; e-mail: Levitsky@inbi.ras.ru

2 Institute of Immunology and Physiology Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, 
620049 Yekaterinburg, Russia

The effect of cardiomyopathic mutations E56G, M149V, and E177G in the MYL3 gene, which encodes 
essential light chains of human ventricular myosin (ELCv), on the functional properties of cardiac myosin 
and its isolated head (myosin subfragment 1, S1) was investigated. It has been shown that only one mutation, 
M149V, significantly increases the actin-activated ATPase activity of S1. All mutations significantly increased 
the Ca2+-sensitivity of the sliding velocity of thin filaments on the surface with immobilized myosin in the 
in vitro motility assay. At the same time, mutations E56G and M149V reduced the sliding velocity of actin 
filaments and regulated thin filaments by almost 2 times, while the mutation E177G in ELCv did not have 
such an effect on the sliding velocity. Thus, despite the fact that all the studied mutations in ELCv are involved 
in the development of hypertrophic cardiomyopathy, the mechanisms of their influence on actin-myosin 
interaction are different.

Keywords: myosin, essential light chains, cardiomyopathic mutations, cardiac muscle, molecular mechanism of 
muscle contraction
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Редактирование РНК аденозиндезаминазами семейства ADAR может вести к перекодированию бел-
ков, поскольку преобразованный из аденозина инозин в составе мРНК комплементарен цитозину. 
При редактировании кодонов в транслируемые белки вносятся аминокислотные замены. Перекоди-
рование протеомов может иметь функциональные последствия, что описано для многих животных, 
включая человека. С использованием базы данных перекодирования, предсказанной по полученным 
из литературы транскриптомным данным, в представленной работе впервые идентифицировали 
участки перекодирования в панорамных протеомах Danio rerio. В  шести наборах протеомных дан-
ных примерно из ста предсказанных событий перекодирования удалось идентифицировать десять. 
Семь из них принадлежали к хорошо изученным и консервативным среди позвоночных участкам пе-
рекодирования в субъединицах глутаматных рецепторов AMPA-типа. Три были специфичными для 
белков D. rerio. Среди них участвующие в адгезии и сигнализации нервных клеток трансмембранные 
рецепторы астротактин 1 и нейрегулин 3b, а также белок пресинаптической мембраны, участвующий 
в высвобождении нейромедиаторов – продукт гена rims2b. Дальнейшие исследования требуются для 
выявления функции перекодирования указанных белков у D. rerio.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: протеогеномика, панорамная протеомика, Danio rerio, ADAR, РНК-зависимая 
аденозиндезаминаза, редактирование РНК.

DOI: 10.31857/S0320972522110070, EDN: LVQEEA

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Аденозиндезаминазы семейства  ADAR 
представлены в большинстве многоклеточных 
животных. Ферментативно активные изофор-
мы ADAR дезаминируют остатки аденозина 
рибонуклеиновых кислот в положении  6 пу-
ринового гетероцикла, в результате чего они 
преобразуются в неканонические остатки ино-
зина. Эта естественная посттранскрипционная 
модификация  РНК широко распространена в 
клетках животных [1].

Особенность работы указанных фермен-
тов заключается в их зависимости от участков 
двухцепочечной РНК, для чего в их структуре, 
помимо ферментативного, присутствует свя-
зывающий соответствующие участки домен. 
У грызунов и человека, как и у нескольких ис-
следованных позвоночных других классов, ак-
тивные формы ADAR делятся на 2  функцио-
нальные группы. У  мыши и человека каждая 
из них включает по одному гену. Фермент 
ADAR1 (ген  ADAR человека) редактирует про-
тяженные участки регулярной двухцепочечной 
РНК, находящейся обычно в не кодирующих 
белки РНК или в некодирующей части мРНК. 
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Фермент ADAR2 (ген ADARB1 человека) рабо-
тает с небольшими и нерегулярными дуплек-
сами, часто в кодирующих участках матрич-
ных РНК [2].

Каковы же функции этих двух типов ак-
тивности  ADAR? Двухцепочечные нуклеино-
вые кислоты в цитоплазме, будь то ДНК или 
дуплексы РНК, даже в достаточно низких кон-
центрациях активируют неспецифический им-
мунитет, поскольку повышение уровня таких 
молекул там может означать вирусную атаку. 
Активность ADAR в отношении протяженных 
двухцепочечных структур  РНК обладает спо-
собностью нейтрализовать их. Известно, что 
инозин, в отличие от аденозина, комплемен-
тарен в большей степени цитидину, нежели 
уридину. Поэтому дуплексные структуры РНК 
разрушаются после редактирования  ADAR. 
Одна из основных функций ADAR1  – ней-
трализация в ядре протяженных дуплексов, а 
при иммунном ответе интерферонов I-типа на 
такие дуплексы, проникшие в цитоплазму,  – 
подавление этого ответа по принципу отри-
цательной обратной связи. Не случайно интер-
фероны у млекопитающих индуцируют синтез 
альтернативной, более протяженной изофор-
мы ADAR1, которая транспортируется в цито-
плазму, оказывая там противоинтерфероновое 
действие [3].

В отличие от ADAR1, фермент ADAR2 дей-
ствует более локально, осуществляя тонкую на-
стройку сплайсинга матричных РНК и, в ряде 
случаев, изменяя аминокислотную последо-
вательность кодируемых им  продуктов. Дей-
ствительно, изменение комплементарности ос-
нования в РНК может изменять смысл кодона 
при соответствующем положении в последова-
тельности. Остаток инозина ведет себя как гуа-
нозин, в результате чего в кодируемых белках 
возникают единичные аминокислотные заме-
ны, и, в редких случаях, пропуск стоп-кодона. 
Таким образом, редактирование РНК фермен-
тами ADAR, причем в подавляющем числе слу-
чаев у позвоночных  – изоформами ADAR2, 
производит перекодирование протеома [3].

В разных организмах масштаб этого яв-
ления различен. Например, у головоногих 
моллюсков описан значительный уровень пе-
рекодирования транскриптома и протеома с 
несколькими сотнями выявляемых на уровне 
протеома сайтов перекодирования у разных 
видов [4]. Плодовая мушка, которая имеет все-
го один ген, кодирующий  ADAR, ортологич-
ный генам, кодирующим ADAR2 позвоночных, 
также характеризуется интенсивным редакти-
рованием РНК и перекодированием протеома. 
На  протеомном уровне удается подтвердить 

около 70 аминокислотных замен [5]. Иная си-
туация у млекопитающих, например, у прима-
тов и грызунов – у них из транскриптома пред-
сказывается значительно меньшее количество 
событий перекодирования по сравнению с 
моллюсками и насекомыми, а на уровне про-
теома надежно выявляется всего около двух де-
сятков замен [6].

Несмотря на это, мутации, приводя-
щие к потере функции продуктов гена, ко-
дирующего  ADAR2, у млекопитающих, как 
правило, летальны. У  трансгенных мышей 
обратить летальный фенотип при нокауте 
гена  ADARB1  (ADAR2) удавалось, изменив 
единственный сайт редактирования  – в  гене 
субъединицы 2 ионотропного глутаматного ре-
цептора AMPA-типа  (GRIA2). В  процессе раз-
вития эмбриона происходит редактирование с 
перекодированием остатка  607 субъединицы  2 
с  глутамина на  аргинин, при 100%-ном пере-
кодировании у взрослых особей. В  итоге сни-
жается проводимость соответствующего ион-
ного канала, что необходимо для нормального 
функционирования головного мозга. Если при 
нокауте гена, кодирующего фермент, осуще-
ствить перекодирование (Q607R) за счет искус-
ственной геномной мутации, удается «спасти» 
мышей от летальной мутации [7].

На клеточных и мышиных моделях оха-
рактеризовано функциональное значение дру-
гих участков перекодирования за счет редак-
тирования  РНК. Например, аминокислотная 
замена за счет перекодирования в филами-
не  А  (FLNA) влияет на тонус гладких мышц 
сосудов  [8]. Консервативная на первый взгляд 
замена I→V в альфа-коатомере  (COPA), как 
оказалось, имеет онкосупрессорный эффект и 
играет роль при гепатоцеллюлярной карцино-
ме человека [9].

Оценка масштабов перекодирования про-
теома за счет редактирования РНК фермен-
тами ADAR долгое время осуществлялась по 
транскриптомным данным. Вопрос в том, ка-
кое количество событий редактирования, спо-
собных перекодировать последовательность 
аминокислот, доходит до стадии транслирован-
ных белков. Многие события редактирования, 
как предполагается, являются побочным эф-
фектом действия ферментов и не имеют био-
логического значения  [10]. Очевидно, что те 
случаи редактирования  РНК, последствия ко-
торых могут быть обнаружены на протеомном 
уровне, имеют больше шансов быть фунцио-
нально значимыми. Поэтому после проведения 
полнотранскриптомного анализа редактиро-
вания  РНК ферментами  ADAR данные такого 
анализа нередко используются для поиска об-
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разующейся в результате полиморфизма ами-
нокислотной последовательности уже в проте-
омных данных. Поскольку основным подходом 
к идентификации последовательностей белка 
служит поиск в масс-спектрах соответствия 
предсказанным из генома или транскриптома 
белкам, для идентификации событий переко-
дирования нужно дополнить теоретический 
протеом этими измененными последователь-
ностями [11].

В литературе представлено несколько 
проектов, в которых осуществляют анализ 
таких участков в протеоме. В  значимой для 
этой области работе, где был впервые пока-
зан значительный масштаб переустройства 
транскриптома головоногих моллюсков за счет 
активности  ADAR, изменения также подтвер-
ждали в соответствующих протеомах [4]. Позд-
нее нами был проведен поиск перекодирован-
ных белков в протеомах плодовой мушки  [5], 
причем изменения в профиле перекодирова-
ния регистрировали на разных стадиях мета-
морфоза этого насекомого  [12]. Кроме того, 
нами идентифицированы перекодированные 
участки в белках головного мозга мыши и че-
ловека  [6]. В пределах этих двух видов млеко-
питающих они отличаются консерватизмом, 
практически не пересекаясь с участками пе-
рекодирования в нервной системе дрозофи-
лы. В дополнение полномасштабному анализу 
были подвергнуты протеомы различных зло-
качественных опухолей человека, где также 
были выявлены перекодированные сайты [13].

В дополнение к хорошо описанному 
РНК-эдитому головоногих моллюсков, дро-
зофилы, мыши и человека, редактирование 
ферментами  ADAR было подробно описано в 
транскриптоме известного модельного позво-
ночного – рыбки Danio rerio или зебрафиш [14]. 
Эта пресноводная рыбка отряда карпоообраз-
ных, происходящая из тропической Азии, 
с 1960-х гг. используется в лаборатории для ши-
рокого круга биомедицинских исследований 
и играет большую роль в биологии развития, 
нейронауках и в исследовании широкого круга 
патологий, присущих всем позвоночным  [15]. 
Мы использовали представленные в указан-
ной работе транскриптомные данные для запу-
ска отработанной нами серии методов. Целью 
исследования была надежная идентификация 
участков перекодирования белков в протеомах 
D.  rerio. Представленные на белковом уровне 
сайты перекодирования ценны для дальней-
ших исследований, поскольку они с большей 
вероятностью обладают функциональной зна-
чимостью по сравнению с участками, пред-
ставленными только на уровне транскриптома.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Создание базы данных для протеомного по-
иска с предсказанными участками перекодиро-
вания белков вследствие редактирования  РНК. 
Для анализа использовали референсный про-
теом D. rerio (инвентарный номер базы знаний 
Uniprot UP000000437_7955  [16]). Из  работы 
Buchumenski  et  al.  [14] получали предсказан-
ные по материалам РНК-секвенирования не-
синонимичные замены в экзонах мРНК тран-
cкриптома D. rerio. Из указанных замен форми-
ровали vcf-файл. Последний аннотировали с 
использованием скрипта snpEff  [17] и сборки 
генома D. rerio в версии GRCz11.99 [18]. Таким 
образом, перекодированные остатки синхро-
низировали с записями в протеомной базе дан-
ных. Всего были предсказаны замены в 116 по-
ложениях белков D. rerio, из них 63 положения 
имели по 2 альтернативных варианта замены.

С помощью написанных нами программ на 
языке Python последовательности белков пре-
образовывали в последовательности трипсино-
вых пептидов с одним возможным пропущен-
ным участком расщепления трипсином. Далее, 
белки с перекодированием по тому же прин-
ципу преобразовывали в пептиды. В  итоговой 
базе данных к геномным пептидам добавляли 
пептиды с перекодированием. Таким образом, 
на начальной стадии 116  сайтов с альтерна-
тивными заменами формировали 471  пептид 
с учетом одного пропуска расщепления. Осо-
бенности масс-спектрометрического анализа 
препятствуют идентификации слишком длин-
ных и слишком коротких пептидов, поэтому в 
исходном списке оставляли те, длина которых 
составляла от  7 до  40  аминокислотных остат-
ков включительно. После данной операции ко-
личество пептидов с вариантами сократилось 
до 332 с потерей 139 несовместимых с анализом 
пептидов.

С помощью библиотеки Pyteomics  [19] в 
базу данных для поиска добавляли фальши-
вые  (decoy) последовательности пептидов, а 
именно: обращенные пептиды с сохранением 
С-концевого остатка.

Наборы протеомных данных. Для переобра-
ботки с целью поиска участков перекодирова-
ния в репозитории Proteomexchange [20] выбра-
ли 6 наборов панорамных протеомных данных 
тканей D. rerio [21–25]. Подробности о наборах 
данных представлены в табл. 1.

Протеомный поиск. С помощью программы 
ThermoRawFileParser  [26] исходные RAW-фай-
лы преобразовались в mzML-файлы. В  по-
исковой машине IdentiPy  [27] для каждого из 
наборов данных устанавливались следующие 
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Таблица 1. Доступные общественности данные протеомного анализа тканей Danio rerio, использованные для поиска 
участков перекодирования белков вследствие редактирования РНК ферментами ADAR

Инвентарный номер репозитория 
ProteomeXchange [20]

Биоматериал для анализа
Детектор 

для получения MS/MS

PXD005630 [21]
синаптосомы, постсинаптическое уплотнение 
выделены из мозга взрослых рыб

LTQ 
(линейная ионная ловушка)

PXD009612* [22]
целый организм, мальки на 6-е сутки после 
оплодотворения

Orbitrap

PXD014228 [23] головной мозг взрослых рыб Orbitrap

PXD016847 [24] головной мозг взрослых рыб LTQ

PXD023967*,** моторные нейроны взрослых рыб Orbitrap

PXD030733 [25] головной мозг взрослых рыб LTQ

Примечание. Все данные получены авторами путем хроматомасс-спектрометрии фрагментов расщепленных трипси-
ном белков с использованием детекторов с ловушкой Orbitrap, по крайней мере для анализа родительских ионов в 
тандемном анализе. Спектры MS/MS, полученные в линейной ионной ловушке, обладают примерно на порядок более 
низкой точностью определения m/z, чем полученные в ловушке Orbitrap. Поиск проводили с добавлением в поисковую 
базу данных участков перекодирования, взятых из статьи Buchumenski et al. [14].

* Участков перекодирования белков, прошедших отбор по принципам, сформулированным в этой работе, в отобран-
ных наборах данных не обнаружено.

** Данные доступны в репозитории, но отсутствуют в публикациях.

настройки файла конфигурации, в соответ-
ствии с условиями получения масс-спектров в 
оригинальных работах:

• PXD023967  – product accuracy:  0,01  Da, 
fixed: camC, variable: oxM, acetyl-;
• PXD030733  – product accuracy:  0,5  Da, 
fixed: camC, variable: oxM, acetyl-;
• PXD009612  – product accuracy:  0,01  Da, 
fixed: camC, variable: oxM;
• PXD005630  – product accuracy:  0,5  Da, 
fixed: camC, variable: oxM, camM;
• PXD016847  – product accuracy:  0,5  Da, 
fixed: camC, variable: oxM, acetyl-;
• PXD014228  – product accuracy:  20  ppm, 
fixed: camC, variable: oxM.
С помощью IdentiPy в режиме автооптими-

зации параметров проводили идентификацию 
пептидов. С  помощью програмы Scavager  [28] 
производилась валидация и группоспецифи-
ческая фильтрация перекодированных пепти-
дов (FDR – 1%).

Визуализация масс-спектров. Результаты 
поиска визуализировали в программе просмот-
ра масс-спектров xiSPEC  [29]. Изображения 
подвергали экспертной оценке: в аннотиро-
ванных масс-спектрах фрагментации опреде-
ляли покрытие предполагаемого сайта переко-
дирования.

Аннотация участков перекодирования с точки 
зрения пространственной структуры белков. Ин-
формацию получали, комбинируя общедоступ-
ные ресурсы. Аннотировали перекодированные 

белки по материалам баз знаний UniProt [16] и 
neXtProt  [30]. Неохарактеризованные струк-
турно белки D.  rerio выравнивали на белки 
млекопитающих посредством Blastp [31]. Трех-
мерные структуры анализировали посредством 
программы для визуализации молекулярных 
структур PyMOL  [32]. Влияние на стабиль-
ность структуры белков оценивали с помощью 
I-Mutant2.0 [33], MUpro [34] и iStable [35].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Наборы данных и фильтрация идентифици-
рованных участков перекодирования. В  отличие 
от данных по человеку и мыши, в свободном 
доступе находится не так много протеомов 
D.  rerio. Кроме того, для оптимальной рабо-
ты протеогеномной серии методов, исполь-
зованных в этой и других наших работах  [6], 
подходят данные, отвечающие определенным 
техническим требованиям. Так, для повтор-
ной обработки применяли данные панорам-
ного протеомного анализа без использования 
метки, полученные на приборах с ловушкой 
Orbitrap (табл. 1). Из-за небольшого количества 
доступных протеомных данных использова-
ли как данные, где тандемные спектры полу-
чали в детекторе с высоким разрешением, как 
это делается в большинстве работ последнего 
времени, так и данные более ранних приборов 
(Orbitrap Velos или  Elite) с тандемными спек-
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трами, полученными в линейной ионной ло-
вушке (LTQ), совмещенной с Orbitrap. Спектры 
MS/MS последнего типа обладают менее вы-
сокой точностью, что отражается при задании 
параметров протеомного поиска.

В связи с тем, что D. rerio представляет со-
бой предпочтительный объект для нейронаук, 
большая часть наборов данных, выбранных 
для исследования, представляла собой пре-
параты головного мозга, в том числе разные 
фракции синапсов  [21], а также культуру мо-
торных нейронов. Кроме того, в исследование 
были включены данные одного исследования 
по протеому целых мальков рыбки в возрас-
те 6 суток [22] (табл. 1). С точки зрения суще-
ствующих знаний о редактировании РНК, цен-
тральная нервная система  – удачный объект, 
поскольку у позвоночных, как известно, боль-
шая часть событий редактирования с переко-
дированием белков происходит именно в со-
ответствующих тканях, где высока экспрессия 
гена изоформы ADAR2 [3].

Наличие в составе данных масс-спектров 
с более низким разрешением MS/MS заста-
вила нас особенно внимательно отнестись к 
критериям фильтрации идентификаций пере-
кодированных пептидов. К  критериям вклю-
чения отнесли идентификацию как минимум 
в двух наборах данных, идентификацию в двух 
пептидах разного состава, образовавшихся 
за счет неполного расщепления трипсином, 
или подтверждение идентификации путем 
экспертного просмотра масс-спектров, сфор-
мированных в программе для визуализации 
xiSPEC  [29]. Кроме того, исключению под-
лежали пептиды с недорасщеплением трип-
сином без подтверждения полностью расщеп-
ленными пептидами. Недавно мы показали, 
что такие идентификации имеют повышен-
ный уровень ложноположительных результа-
тов (FDR) [36].

Большие интервалы, в которые могут по-
пасть нужные значения m/z на тандемных 
масс-спектрах с более низким разрешением, 
делают сложным экспертный анализ визуа-
лизированных масс-спектров. Обычно такие 
масс-спектры, полученные путем хромато-
масс-спектрометрии сложных смесей, содержат 
много пиков, нерелевантных целевому пептиду. 
Однако в ряде случаев интересующие нас пики 
выделяются по своей интенсивности. На рис. 1 
проиллюстрировано убедительное доказатель-
ство идентичности масс-спектра и пептида 
субъединицы глутаматного рецептора  gria4b. 
Из  рис.  1 видно, что наиболее интенсивные 
пики в масс-спектре ассоциированы с молеку-
лярными массами, предсказанными теоретиче-
ски для MS/MS кодируемого в геноме пептида с 
заменой K→R. Остальные масс-спектры, иден-
тичность которых с перекодированными пепти-
дами подтверждали путем экспертной оценки, 
представлены на рис. S1 в Приложении.

Участки перекодирования, обнаруженные в 
протеомах D. rerio. В четырех из шести наборов 
данных, исследованных в данной работе, обна-
ружились перекодированные участки белков. 
Все протеомы с обнаруженным перекодирова-
нием относились к центральной нервной систе-
ме. Всего таких участков оказалось 10 (в одном 
из них обнаружены 2  варианта перекодирова-
ния, см. табл. 2) из 116 предсказанных из тран-
скриптома  [14], что даже меньше, чем было 
обнаружено в центральной нервной системе 
мыши и человека. В  этих протеомах надежно 
идентифицировали 14 и 18 сайтов перекодиро-
вания соответственно  [6]. Впрочем, база дан-
ных для поиска, состоящая из предсказанных 
по результатам секвенирования  РНК участков 
перекодирования, в случае D. rerio была намно-
го меньше. Кроме того, данные по млекопита-
ющим были значительно объемнее по суммар-
ному количеству полученных масс-спектров.

Рис. 1. Тандемный масс-спектр пептида субъединицы глутаматного рецептора gria4b, визуализированный в программе 
XiSpec [29]. Наиболее интенсивные пики в масс-спектре ассоциированы с молекулярными массами, предсказанными 
теоретически для MS/MS кодируемого в геноме пептида с заменой K→R
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Как указывалось выше, классический и 
наиболее хорошо изученный пример переко-
дирования белков млекопитающих  – заме-
ны в субъединицах глутаматных рецепторов 
NMDA-типа, среди которых замена Q→R влия-
ет на проводимость составляемых ими ионных 
каналов и является необходимой для развития 
и существования нервной системы организма. 
При этом существующие подходы к получению 
панорамных протеомов не дают возможности 
надежно зарегистрировать эту замену. Одна-
ко в генах глутаматных рецепторов указанного 
типа есть другие участки редактирования, ко-
торые хорошо выявлялись в протеомах млеко-
питающих [6].

Гомологичные белкам млекопитающих, 
местами идентичные по последовательности 
субъединицы рецепторов D.  rerio также ока-
зались перекодированными  (7 из  10  обнару-
женных участков перекодирования). В  списке 
обнаруженных перекодированных сайтов име-
ются участки флип- и флоп-изоформ альтерна-
тивного сплайсинга [37] продуктов генов gria2a, 
gria2b, gria4a и gria4b (табл 2). Такие изоформы 
хорошо известны у разных позвоночных жи-
вотных  [37]. К  обнаруженным заменам R→G, 
характерным для 760–766 положений парало-
гов, в зависимости от конкретного гена, кото-
рые также хорошо детектировались у млекопи-
тающих, добавилась замена K493R в продукте 
гена gria4b (масс-спектр представлен на рис. 1). 
Гомологичные сайты перекодирования не 
были выявлены в других организмах.

Что касается других участков перекоди-
рования, наблюдаемых у млекопитающих, то 
у D.  rerio в основном они не наблюдаются и 
на уровне транскриптома  [14]. Исключением 
является замена Q→G в продукте гена  cadpsa, 
наблюдаемая также в эдитомах и протеомах 
мыши и человека. Тем не менее в белках рыбки 
мы этой замены не нашли.

В эдитоме D.  rerio ранее обнаружили мно-
го других кодирующих замен, отсутствовавших 
у млекопитающих  [14]. Мы смогли надежно 
идентифицировать 3 таких участка в трех бел-
ках соответственно. Примечательно, что все 
3 участка находились в тех частях молекул, ко-
торые не удалось разрешить с помощью систем 
предсказания пространственной структуры 
белковых молекул, таких как AlphaFold 2 [38] и 
Swiss-model [39], ввиду отсутствия достаточно-
го сходства с экспериментально определенны-
ми структурами гомологов.

Астротактин 1 (astn1) характеризовался за-
менами лизина на аргинин или глутаминовую 
кислоту в положении 935. Этот трансмембран-
ный рецептор представляет собой регулятор 

адгезии нейронов, участвующий в миграции 
незрелых нейробластов во время развития го-
ловного мозга  [40]. В  составе внеклеточного 
участка рецептора имеются домены, подоб-
ные эпидермальному фактору роста, а также 
фибронектиновый домен. Участок, в котором 
содержится перекодированный остаток, рас-
полагается во внеклеточной части белка за 
пределами указанных доменов между двумя 
спиралями, предположительно, в участке, не-
обходимом для взаимодействия с лигандами. 
На  это косвенно указывает близкое располо-
жение участков гликозилирования. Перекоди-
рованный остаток лизина экспонирован, не 
скрыт другими структурами. Интересно, что 
этот остаток более или менее консервативен и 
также находится в ортологах млекопитающих 
(чего тем не менее недостаточно для предска-
зания фолдинга этой части белка), но у них пе-
рекодированию не подлежит. Оценка влияния 
замены на стабильность с помощью трех ис-
пользованных программ дала противоречивые, 
разнонаправленные результаты. Можно пред-
положить, что замена лизина незначительно 
влияет на конформацию белка, однако может 
менять сродство взаимодействия с потенциаль-
ными лигандами.

Нейрегулин  3b  (neu3b)  – еще один нейро-
нальный трансмембранный белок, участвую-
щий в онтогенезе нервной ткани. Нейрегулин 3 
также характеризуется некоторыми свойствами 
эпидермального фактора роста: у млекопита-
ющих его ортолог связывает один из EGF-ре-
цепторов  [41]. Перекодирование T→A обнару-
жено в положении  10 в самом N-конце этой 
молекулы. Как это часто бывает, N-концевая 
часть молекулы нейрегулина характеризуется 
неструктурированностью. Она экспонирована 
во внеклеточное пространство. Два использо-
ванных метода предсказания влияния замены 
на структуру, MUPro [34] и i-Stable [35], указы-
вали на уменьшение стабильности белка после 
замены. I-Mutant  [33] указывал на отсутствие 
разницы в стабильности белка до и после заме-
ны. Наблюдаемая замена, по-видимому, как и 
в случае астротактина, существенно не влияет 
на пространственную структуру молекулы, но 
может воздействовать на межбелковые взаи-
модействия. В  отличие от предыдущего случая 
перекодирования в астротактине, N-конец ней-
регулина  3 не консервативен и отличается по 
последовательности ортологов млекопитающих.

Если астротактин  1 и нейрегулин  3 обла-
дают некоторой общностью функций, обес-
печивая адгезию и другие рецепторные взаи-
модействия развивающихся нейронов, то 
функции третьего перекодированного белка, 
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не относящегося к глутаматным рецепторам, 
отличаются. Продукт гена  rims2b локализован 
вблизи пресинаптической мембраны, ассоции-
рован с пресинаптическими везикулами и, 
по-видимому, вовлечен в кальций-зависимый 
экзоцитоз, т.е. в работу синапса. Замена S489G 
находится в неконсервативном участке этого 
белка, отсутствующем у млекопитающих, по-
этому информация по его трехмерной структуре 
отсутствует. Три использованных метода пред-
сказания влияния замен на структуру белков 
указывали на высокую вероятность снижения 
стабильности белка после замены.

Интересно, что белки пресинаптической 
мембраны – участники того же каскада экзоци-
тоза, включая ортолог упомянутого выше про-
дукта гена cadpsa, интенсивно перекодируются 
в нервной системе плодовой мушки  [12]. Есть 
предположение, что редактирование РНК в 
этом пойкилотермном организме вносит вклад 
в адаптацию нервной системы к работе при из-
меняющихся температурах [42]. Гипотетически 
можно предполагать нечто подобное у пойки-
лотермного позвоночного D. rerio, хотя для про-
верки этой гипотезы требуются объемные экс-
перименты с трансгенными моделями in vivo.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Редактирование РНК ферментами ADAR – 
эволюционно древний клеточный процесс, 
присущий большинству эуметазоев. В процессе 
эволюции дезаминирование аденозинов, кото-
рое осуществляют ферменты, функционально 
разделилось по двум направлениям. Во-пер-
вых, это инактивация потенциально иммуно-
генных дуплексов РНК, а во-вторых  – пере-
кодирование некоторых белков с внесением 
аминокислотных замен в последовательность. 
Значимость этого перекодирования на первый 
взгляд вызывает удивление, ведь функцио-
нальные замены аминокислот могли бы сфор-
мироваться в процессе мутаций на геномном 
уровне, а для модулирования функции белка 
существует большое число посттрансляцион-
ных модификаций. Однако подобный способ 
модификации последовательности и функции 
некоторых белков закрепился в процессе эво-
люции и используется, например, для внесения 
регуляции по ходу онтогенеза.

Мы систематически исследуем перекоди-
рование белков на уровне протеома в разных 
организмах. Всего 10  сайтов перекодирования 

Рис. 2. Предполагаемая локализация перекодированных белков в нейроне D. rerio
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обнаружены при анализе 6 наборов данных по 
модельной рыбке D.  rerio. Отметим, что, судя 
по литературным данным, перекодирование 
мРНК в этом организме выражено несколь-
ко менее масштабно, чем у млекопитающих. 
Большая часть перекодирования обнаружена 
в субъединицах глутаматных рецепторов. Сле-
дует полагать, что перекодирование глутамат-
ных рецепторов за счет редактирования РНК 
консервативно у позвоночных. В  трех белках 
выявлены участки перекодирования, характер-
ные, по имеющимся данным, только у D. rerio. 
Несмотря на то, что эти 3  аминокислотные 
замены вряд ли существенно меняют структу-
ру белка, они могут быть функциональными, 
влияя на межмолекулярные взаимодействия. 
Свежим примером может быть незначимая 
на первый взгляд замена I→V в альфа-коато-
мере человека, модулирующая злокачествен-
ный потенциал рака печени  [9]. Интересно, 
что все 3  специфичные для рыбы аминокис-
лотные замены вследствие перекодирования 
оказались в неконсервативных в отношении 
остальных позвоночных частях белков. Вероят-
но, такое специфичное для таксона (впрочем, 
неизвестно, насколько консервативное, на-
пример, среди костных рыб) перекодирование 
более совместимо с эволюционно молодыми, 
изменяющимися частями белков. Отметим, 
что обоснованные суждения об эволюции в 
контексте редактирования  РНК и связанного 
с ним перекодирования, все же следует оста-
вить для транскриптомных работ, где у авторов 
больше возможностей сравнивать разные орга-
низмы [43]. Предполагаемое расположение пе-
рекодированных белков в нейроне D. rerio про-
иллюстрировано на рис. 2.

Продолжением данной работы может быть 
экспериментальная проверка гипотез о функ-
циональной значимости найденных в белках 
адгезии и синаптической мембраны участков 
редактирования. Кроме того, для данного мо-

дельного объекта представлено мало объемных 
протеомных данных по сравнению, например, 
с данными по мыши и человеку, и в этом на-
правлении также можно продолжить работу. 
К  настоящему моменту наиболее результатив-
ным, с точки зрения редактирования  РНК, 
был набор данных от выделенных компонентов 
синапса, к сожалению, полученный с низким 
разрешением тандемных спектров  [21]. Полу-
чение более качественных протеомных данных 
по разным клеткам и тканям D. rerio может рас-
ширить наше представление о перекодирова-
нии белков рыбки за счет редактирования РНК 
ферментами ADAR.
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PROTEOMIC ANALYSIS OF ZEBRAFISH PROTEIN RECODING 
VIA MESSENGER RNA EDITING BY ADAR ADENOSINE DEAMINASES

S. S. Nasaev1,2, A. S. Kopeykina3, K. G. Kuznetsova4, L. I. Levitsky5, and S. A. Moshkovskii1,3*

1 Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine, 
119435 Moscow, Russia; e-mail: moshrffi@gmail.com

2 Institute of Biomedical Chemistry, 119121 Moscow, Russia
3 Pirogov Russian National Research Medical University, 117997 Moscow, Russia

4 University of Bergen, NO-5020 Bergen, Norway
5 V. L. Talrose Institute for Energy Problems of Chemical Physics, 

N.N. Semenov Federal Research Center for Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, 119334 Moscow, Russia

RNA editing by adenosine deaminases of ADAR family may lead to protein recoding, since inosine converted 
from adenosine in mRNA is complementary to cytosine. Editing of codons introduces amino acid substitutions 
into translated proteins. Proteome recoding may have functional consequences, which are described in many 
animals including humans. Using protein recoding database derived from publicly available transcriptome 
data, recoding sites were identified for the first time in shotgun proteomes of zebrafish. Out of more than a 
hundred predicted recoding events, ten substitutions were identified in six datasets. Seven of them belonged to 
recoding sites in AMPA-type glutamate receptor subunits whose recoding is well-described and conservative 
among vertebrates. Three sites were specific for zebrafish proteins. Among them, there are transmembrane 
receptors astrotactin 1 and neuregulin 3b involved in neuronal adhesion and signalling, as well as rims2b gene 
product, a presynaptic membrane protein, which participated in neurotransmitter release. Further studies are 
needed to elucidate function of recoding said three proteins in zebrafish.

Keywords: proteogenomics, shotgun proteomics, zebrafish, ADAR, RNA-dependent adenosine deaminase, 
RNA editing
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Развитие оптогенетики в значительной степени зависит от разработки новых молекулярных инстру-
ментов – светоактивируемых белков. Используя культивируемые нейроны гиппокампа, мы прове-
ли сравнение двух светоактивируемых катионных каналов: классического канального родопсина-2 
из Chlamydomonas reinhardtii (CrChR2) и недавно описанного канального родопсина, выделенного 
из водоросли Platymonas subcordiformis (PsChR2). Мы показали, что PsChR2 способен обеспечить ге-
нерацию потенциалов действия при импульсной световой стимуляции нейронов вплоть до частот 
в 40–50 Гц, в то время как верхний предел для CrChR2 составляет 20–30 Гц. Важным преимуществом 
PsChR2 по сравнению с классическим CrChR2 является сдвиг спектра его возбуждения в синюю об-
ласть. Это открывает возможность для эффективного использования PsChR2 в экспериментах, по-
строенных по принципу «all-optical electrophysiology», для которых необходимо разнести максимумы 
спектров канальных родопсинов, используемых для стимуляции нейрона, и спектров возбуждения 
различных красных флуоресцентных зондов. Мы провели сравнение ответов нейронов (генерации 
потенциалов действия), экспрессирующих CrChR2 и PsChR2, на световые стимулы с длиной вол-
ны 530 и 550 нм – наиболее часто используемые для возбуждения красных флуоресцентных зондов. 
Было показано, что свет с длиной волны 530 нм для нейронов, экспрессирующих PsChR2, гораздо 
(в 3,7 раза) менее эффективен, чем для экспрессирующих классический CrChR2. Свет же с длиной 
волны 550 нм даже при использованной нами максимальной интенсивности вообще не стимулирует 
нейроны, экспрессирующие любой из изученных опсинов. Это означает, что канальный родопсин 
PsChR2, выделенный из водоросли P.  subcordiformis, и по своим частотным характеристикам, и по 
возможности его использования для стимуляции нейрона коротковолновым (синим, 470 нм) светом 
и одновременной регистрации различных физиологических процессов с помощью флуоресцентных 
зондов может рассматриваться как весьма перспективный оптогенетический инструмент.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: оптогенетика, нейрон, бактериальный опсин, канальный родопсин, светоиндуци-
рованный ток, пэтч-кламп, внутриклеточная регистрация, Platymonas subcordiformis.

DOI: 10.31857/S0320972522110082, EDN: LVZUMG

Принятые сокращения: ПД  – потенциал действия; CrChR2  – канальный родопсин из Chlamydomonas reinhardtii; 
HEK 293 – human embryonic kidney cells, иммортализованная модельная линия клеток эмбриональной почки человека; 
PsChR2 – канальный родопсин из Platymonas subcordiformis.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Микробные родопсины  – светочувстви-
тельные ретиналь-содержащие белки  – яв-
ляются наиболее универсальными и широко 
применяемыми оптогенетическими инстру-

ментами  [1]. При их экзогенной экспрессии в 
клетках млекопитающих они сохраняют свою 
функциональную активность и могут служить 
в качестве светоуправляемых ионных кана-
лов или насосов [2]. Благодаря использованию 
микробных родопсинов, в частности, стала 
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возможной малоинвазивная регуляция актив-
ности нейронов с высоким временным и про-
странственным разрешением как in vitro [3, 4], 
так и in vivo [5].

Канальный родопсин-2, клонированный 
из одноклеточной водоросли Chlamydomonas 
reinhardtii  (CrChR2)  [2], наиболее широко ис-
пользуется в оптогенетике. Он не нуждает-
ся для функционирования в дополнительных 
компонентах, обладает относительно быстрой 
кинетикой, высоким сродством с мембраной и 
практически не вызывает побочных эффектов. 
Однако во многих случаях всего этого оказы-
вается недостаточно. За годы развития опто-
генетики были созданы мутантные варианты 
канальных родопсинов, специализированные 
под конкретные задачи [6, 7]. Например, были 
созданы опсины с ускоренной кинетикой, 
сниженной десенситизацией или модифици-
рованным спектром возбуждения. Особенно 
большой интерес представляют сообщения об 
открытии новых микробных опсинов, которые 
зачастую представляют собой практически го-
товые инструменты для эффективного реше-
ния тех или иных методических научных задач.

Сравнительно недавно был описан но-
вый канальный родопсин, выделенный из 
другой хлорофитовой водоросли, Platymonas 
subcordiformis  [8], который далее будем обозна-
чать как PsChR2. Он отличается от CrChR2 по 
двум существенным для нас параметрам: более 
быстрое восстановлениие пиковой амплиту-
ды фототока и смещённый в коротковолновую 
область относительно CrChR2 спектр погло-
щения [8]. Это делает PsChR2 потенциальным 
кандидатом на роль оптогенетического инстру-
мента в экспериментах, построенных по прин-
ципу «all-optical electrophysiology», в которых с 
помощью света осуществляется не только сти-
муляция нейронов, но одновременно и опти-
ческая регистрация с применением флуорес-
центных зондов [9]. Существенным условием в 
таких экспериментах является то, что спектры 
возбуждения опсина и флуоресцентного зонда 
или вовсе не должны перекрываться, или мо-
гут перекрываться в самой небольшой степени. 
В  таком случае свет, активирующий зонд, не 
будет влиять на стимуляцию физиологической 
активности нейрона.

В данной работе мы исследовали функ-
циональные свойства PsChR2, экспресси-
рованного в первичных культурах нейронов 
гиппокампа, в сравнении с CrChR2 в качестве 
контроля. Мы выяснили, что PsChR2 в нейро-
нах обеспечивает существенно лучшие частот-
ные характеристики стимуляции по сравнению 
с CrChR2 в диапазоне 20–50 Гц. Мы показали, 

что обычно применяемый для возбуждения 
флуоресцентных зондов свет с длиной волны 
530 нм способен стимулировать нейроны, экс-
прессирующие оба опсина  – как CrChR2, так 
и  PsChR2. В  то же время более длинноволно-
вый свет  – 550  нм  – не вызывал практически 
никакого ответа в нейронах, несущих оба из-
ученных опсина. Это обстоятельство следует 
учитывать при планировании оптогенетиче-
ских экспериментов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Аденоассоциированные вирусы серотипа  2 
(pAAV-CAG-PsChR2-Venus и pAAV-CAG-CrChR2-
Venus) были синтезированы в ФГБУ Феде-
ральном центре мозга и нейротехнологий 
ФМБА России. Титры вирусов составляли 
5,5 × 109  гено мов/мкл и 7,2 × 109  геномов/мкл 
соответственно.

Приготовление первичных нейронных куль-
тур выполнялось по стандартной методике [10] 
из гиппокампа новорождённых мышат ли-
нии ICR на 0–2 постнатальный день. Выделе-
ние гиппокампа производили в холодном рас-
творе модифицированной базовой среды для 
культивации клеток млекопитающих (DMEM, 
«ThermoFisher Scientific» США) с 15 мМ Hepes 
(«Sigma-Aldrich», США). Гиппокампы были 
механически измельчены и перенесены в 
0,08%-ный  (w/v) раствор трипсина в DMEM, 
после чего в течение 15  мин при 37 °C проис-
ходила ферментативная дезагрегация ткани. 
После её окончания и центрифугирования 
раствор заменяли на инкубационную сре-
ду (см. ниже), клетки несколько раз ресуспен-
дировали. Полученную суспензию одиночных 
клеток распределяли по лункам культуральных 
планшетов на 12-мм покровные стекла, покры-
тые поли-D-лизином («Sigma-Aldrich»). Куль-
туры содержались в стерильном инкубаторе в 
нейробазальной среде Neurobasal™-A medium 
с добавлением B27™ и GlutaMAX™, согласно 
рекомендациям производителя («ThermoFisher 
Scientific»). В инкубаторе поддерживалась тем-
пература 37 °C, содержание углекислого газа – 
5% и относительная влажность – 95%.

Вирусную трансдукцию культур клеток про-
изводили на 5–6 сутки in vitro. Культуру инку-
бировали в течение суток в 0,1%-ном раство-
ре  (v/v) вируса в инкубационной среде. После 
окончания инкубации среда была полностью 
обновлена.

Электрофизиологическая регистрация актив-
ности нейронов производилась на 14–20  сутки 
методом пэтч-кламп в конфигурации «целая 
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клетка» при комнатной температуре в режи-
ме фиксации тока или фиксации потенциала. 
Сигнал регистрировался с помощью усили-
теля Multiclamp™  700B с преобразовательной 
головкой CV‐7B («Molecular Devices»), оциф-
ровывался с помощью АЦП (аналогово-цифро-
вого преобразователя) Axon™ Digidata®  1550A 
(«Molecular Devices») с частотой дискретизации 
10 кГц и после фильтрации (фильтр низких ча-
стот Бесселя, частота среза  – 10  кГц) записы-
вался на компьютер при помощи программного 
обеспечения pCLAMP™ 10 («Molecular Devices»).

Ванночка с культурой была закрепле-
на на предметном столике эпифлуоресцент-
ного микроскопа Olympus  BX51WI («Olympus 
Corporation», Япония) и заполнена стандарт-
ным буфером Хэнкса с глюкозой и  Hepes: 
10 мМ Glc; 10 мМ Hepes; 139 мМ NaCl; 5,3 мМ 
KCl; 1,26 мМ CaCl2*(2H2O); 0,5 мМ MgCl2*(6H2O); 
4,16 мМ NaHCO3; 0,34 мМ Na2HPO4; 0,44 мМ 
KH2PO4; 0,4 мМ MgSO4*(7H2O) (pH 7,4). Пэтч-
пипетка из боросиликатного стекла была запол-
нена раствором, имитирующим внутриклеточ-
ный, следующего состава: 140 мМ  глюконата 
калия; 10 мМ Hepes; 5 мМ KCl; 10 мМ фосфо-
креатина; 4 мМ  Mg-ATP и 0,3 мМ  Na2-GTP 
(pH 7,31). Сопротивление регистрирующего 
электрода при этом составляло 4–7 МОм.

Присутствие в пирамидном нейроне про-
дукта экспрессии определялось по сигналу флуо-
ресценции белка  Venus. Световая стимуляция 
производилась с помощью трёх светодиодов: 
M470L2  (максимум  470 нм), M530L3  (мак-
симум  530 нм) («Thorlabs  Inc.», США) и 
pE-100  (максимум  550 нм) («CoolLED  Ltd.», 
Великобритания), через объектив микроскопа.

Интенсивность освещения под объекти-
вом при различных токах питания диодов была 
предварительно измерена с помощью PM16-130 
(«Thorlabs  Inc.»), и были построены калибро-
вочные кривые, которые затем использовали 
для установки тока питания диода для достиже-
ния требуемой мощности светового стимула.

Во всех экспериментах поперечный размер 
светового пучка был максимально ограничен 
(примерно до 100 мкм в диаметре) при закры-
той полевой диафрагме микроскопа, а пятно 
отцентрировано на сому клетки, чтобы мини-
мизировать нецелевую стимуляцию соседних 
трансфицированных нейронов в культуре.

Анализ данных был выполнен с исполь-
зованием пакета программ pCLAMP™ 10 и 
Python [11]. Нейроны, мембранный потенциал 
которых превышал –40 мВ, а также клетки, не 
способные стабильно генерировать потенциа-
лы действия (ПД) при инъекции тока, были ис-
ключены из анализа.

Для статистического анализа данных ис-
пользовали критерий Манна–Уитни и t-крите-
рии Уэлча и Стьюдента (для нормально распре-
делённых данных); для оценки нормальности 
распределения использовался критерий Шапи-
ро–Уилка. В  качестве статистических оценок 
везде приведены средние значения ± стандарт-
ные ошибки среднего, если не указано иное.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В культурах, трансдуцированных обои-
ми вирусами, наблюдался высокий уровень 
экспрессии флуоресцентного продукта как в 
нейронах, так и в небольшом количестве гли-
альных клеток. Все зарегистрированные све-
тящиеся нейронные клетки отвечали деполя-
ризацией на стимуляцию световым стимулом с 
длиной волны 470 нм. Максимум поглощения 
PsChR2 составляет 445 нм  [8], однако нам по-
казалось интересным сравнить ответы обоих 
опсинов на стимуляцию светом с длиной вол-
ны 470 нм, поскольку таким источником света 
по умолчанию оснащаются эпифлуоресцент-
ные микроскопы, на базе которых, как правило, 
создаются электрофизиологические установки 
для проведения оптогенетических экспери-
ментов in  vitro. Интенсивность светового сти-
мула в первой серии экспериментов подбира-
лась индивидуально для каждого нейрона как 
максимально возможная интенсивность, при 
которой стимул не приводил к генерации  ПД. 
Таким образом, мы компенсировали возмож-
ную разницу в уровне экспрессии опсинов в 
разных клетках. В  этой серии регистрировал-
ся входящий светоиндуцированный ток, вы-
званный активацией канального родопсина, в 
режиме фиксации потенциала (voltage clamp). 
Средняя интенсивность таких стимулов соста-
вила для PsChR2 0,20 ± 0,16  мкВт/мм2 (n = 19) 
и для CrChR2  – 0,25 ± 0,13  мкВт/мм2 (n  = 16) 
(p = 0,34; t-критерий Стьюдента). Типичная 
форма фототока, вызываемого световой сти-
муляцией нейронов, экспрессирующих каналь-
ный родопсин, представлена на рис. 1, а и б.

Ответ включает в себя быстрый пиковый 
компонент и медленный стационарный. Мак-
симальные амплитуды стационарного компо-
нента фототока, измеренные во время непре-
рывной стимуляции, в двух экспериментальных 
группах нейронов были близки и достоверно не 
различались: 320 ± 30 пА – для PsChR2 (n = 19) 
и  300 ± 40  пА  – для  CrChR2 (n = 16) (p = 0,73; 
t-критерий Стьюдента). В то время как пико-
вые значения ответа были достоверно выше в 
нейронах, экспрессирующих CrChR2, по срав-

7*
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Рис. 1. Кинетические характеристики трансмембранных токов, индуцированных световой стимуляцией культивируе-
мых нейронов гиппокампа, экспрессирующих родопсины CrChR2 и PsChR2. а и б – Примеры внутриклеточной запи-
си фототоков в нейронах, экспрессирующих канальные родопсины в ответ на световой стимул длительностью 200 мс 
с длиной волны 470  нм (стимул показан горизонтальной голубой полосой). s  – Стационарный компонент ответа, 
p – пиковый компонент, t – весь ответ. в – Доля стационарного компонента фототока в общем ответе. Статистически 
достоверное различие, * p < 0,001; t-критерий Стьюдента

Рис. 2. Генерация потенциалов действия культивируемыми нейронами, экспрессирующими родопсины CrChR2 
и PsChR2, в ответ на импульсную стимуляцию короткими (3 мс) световыми импульсами, следующими с разной часто-
той (от 20 до 50 Гц). Световые импульсы схематически показаны синими вертикальными чёрточками
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нению с ответами клеток с PsChR2 (620 ± 80 пА 
и  420 ± 40 пА соответственно, p < 0,05; t-кри-
терий Стьюдента). Такая разница обуслов-
лена в том числе различным соотношением 
пиковой и стационарной компоненты отве-
та у двух исследованных нами канальных ро-
допсинов (рис.  1, а  и  б). Вклад стационарной 
компоненты в общий ответ был значитель-
но и достоверно выше у нейронов с  PsChR2 
по сравнению с клетками с  CrChR2 (75 ± 3% 
и  47 ± 3% соответственно, p  <  0,001; t-крите-
рий Стьюдента) (рис.  1,  в). Следует отметить, 
что средние значения мембранных потенциа-
лов покоя для этих групп клеток не различа-
лись (–59 ± 7 мВ – для PsChR2 и –62 ± 8 мВ – 
для CrChR2, p = 0,34; t-критерий Стьюдента).

Импульсная стимуляция. Ранее было по-
казано, что при стимуляции клеток HEK  293 
(иммортализованная модельная линия клеток 
эмбриональной почки человека), экспресси-
рующих  PsChR2, следующими друг за другом 
парными световыми стимулами ответ, вы-
званный вторым стимулом, восстанавлива-
ется гораздо лучше, чем при стимуляции кле-
ток, экспрессирующих  CrChR2, в широком 
диапазоне частот стимуляции  [8]. В  этой свя-
зи мы решили охарактеризовать максималь-
ные частоты генерации потенциалов действия, 
которые можно индуцировать импульсной 
световой стимуляцией культивируемых ней-
ронов гиппокампа, экспрессирующих  PsChR2 

и  CrChR2. Интенсивность светового стиму-
ла в данных экспериментах подбиралась как 
пороговое для генерации  ПД значение, ум-
ноженное на  2 (две  реобазы). Нейроны обеих 
экспериментальных групп стабильно генери-
ровали ПД в ответ на импульсную стимуляцию 
короткими световыми стимулами (3 мс) на ча-
стоте 5–20 Гц (рис. 2). При повышении часто-
ты импульсов в ответах возникало всё больше 
и больше пропущенных  ПД, причём в ней-
ронах, экспрессирующих  PsChR2, пропуски 
возникали при бо льших частотах следования 
световых стимулов  (рис.  2). Частотные харак-
теристики усреднённых ответов имели S-об-
разную форму  (рис.  3). В  среднем частотном 
диапазоне (20–40  Гц) у нейронов, экспрес-
сирующих  PsChR2, доля успешных  ПД была 
статистически значимо выше, чем у нейронов, 
экспрессирующих CrChR2 (p < 0,05; критерий 
Манна–Уитни).

Ответы на световые стимулы зелёной области 
спектра. Существенной особенностью PsChR2 
является то, что спектр его возбуждения сдви-
нут в коротковолновую область по отношению 
к  CrChR2, что делает его более подходящим 
кандидатом для проведения экспериментов, в 
которых стимуляция и регистрация активности 
нейронов на препарате происходит при помо-
щи света с разной длиной волны. Поэтому мы 
задались целью проверить, насколько у нейро-
нов, экспрессирующих PsChR2 и CrChR2, раз-

Рис. 3. Доля потенциалов действия, сгенерированных в ответ на импульсную стимуляцию, относительно общего ко-
личества поданных световых стимулов. Цветом закрашена область межквартильного размаха (ящик без усов), попе-
речные линии – медианы. Звёздочками отмечено наличие статистически значимого различия между распределениями 
по критерию Манна–Уитни (p < 0,05). При стимуляции на частотах 5 и 10 Гц все нейроны в обеих группах достигли 
100%-ного количества «успешных» ответов
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Рис. 4. Трансмембранные токи, индуцированные в культивируемых нейронах гиппокампа, экспрессирующих ро-
допсины  CrChR2 и  PsChR2, световыми стимулами с длиной волны 470, 530 и  550  нм одинаковой интенсивности. 
а и б – Примеры внутриклеточной записи фототоков в нейронах, экспрессирующих канальные родопсины, в ответ 
на световой стимул длительностью 200 мс с длинами волн 470 нм (1), 530 нм (2) и 550 нм (3) (в скобках указана цифра 
возле соответствующей кривой). Время светового стимула обозначено черной скобкой. в – Отношение амплитуд ста-
ционарного ответа на световые стимулы с длиной волны 530 нм и 550 нм к амплитуде ответа на стимул 470 нм. Статис-
тически значимое различие, * p < 0,01; t-критерий Уэлча

личаются характеристики ответа на зелёный 
свет (530  нм и  550  нм), используемый обычно 
для имаджинга красных флуоресцентных бел-
ков, который для проведения вышеописан-
ных экспериментов должен вызывать мини-
мальную (или, в идеале, нулевую) активацию 
канального родопсина. Как и в предыдущей 
серии экспериментов, интенсивность свето-
вого стимула подбиралась индивидуально для 
каждого нейрона при длине волны 470 нм (как 
максимальная интенсивность, не вызываю-
щая ПД), и затем стимул с той же абсолютной 
интенсивностью использовался при длине вол-
ны 530 и 550 нм. Фототоки регистрировались в 
режиме фиксации потенциала в ответ на свето-
вой стимул длительностью 200 мс.

Оказалось, что соотношение амплитуд 
530/470 в группе PsChR2 в 3,7 раза ниже, чем в 
группе  CrChR2 (PsChR2: 0,10  ±  0,08; CrChR2: 
0,37 ± 0,04; p < 0,01; t-критерий Уэлча) (рис. 4). 
В данной серии экспериментов измерение ам-
плитуды пикового ответа не проводилось, вви-
ду его практически полного отсутствия при 
стимуляции зелёным светом. При этом на сти-
муляцию светом с длиной волны 550 нм такой 
же интенсивности ответ клеток в обеих груп-
пах был минимальным (PsChR2: 0,006 ± 0,005; 
CrChR2: 0,014  ±  0,009; p  =  0,076; t-критерий 

Уэлча). Оба результата согласуются с измерения-
ми спектров поглощения CrChR2 и  PsChR2, 
проведёнными ранее на клетках линии 
HEK  293  [8]. Важно отметить, что при доста-
точно высокой интенсивности световой стиму-
ляции (порядка 4–5  мкВт/мм2) удавалось ин-
дуцировать потенциалы действия в нейронах, 
экспрессирующих как CrChR2, так и PsChR2, в 
то время как свет с длиной волны 550 нм даже 
при максимальной интенсивности не приводил 
к надпороговой активации нейронов.

Аппликация полностью-транс ретиналя не 
влияет на активность канальных родопсинов. 
В оригинальной статье, впервые описывающей 
свойства  PsChR2, сообщалось, что культиви-
рование нейронов, экспрессирующих данный 
канальный родопсин, в среде с повышенным 
содержанием полностью-транс ретиналя при-
водит к значительному увеличению амплитуды 
светоиндуцированного тока. В  данной работе 
авторы, помимо 0,5 мкМ ацетата ретинола, ко-
торый по умолчанию содержится в стандарт-
ной культуральной среде и служит для клеток 
источником полностью-транс ретиналя, допол-
нительно вносили в чашку ретиналь в полно-
стью-транс форме до достижения его финаль-
ной концентрации 0,4  мкМ  [8]. В  этой связи 
мы решили проверить, не усиливает ли ответ 
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на свет нейронов, экспрессирующих канальные 
родопсины, добавление ретиналя непосред-
ственно в культуральную чашку во время прове-
дения электрофизиологического эксперимента, 
поскольку известно, что микробные родопси-
ны способны быстро захватывать и ковалентно 
связывать ретиналь из окружающей среды [12]. 
Ответы нейронов на световой стимул с длиной 
волны 470  нм и длительностью 200  мс реги-
стрировались до добавления 0,4  мкМ полно-
стью-транс ретиналя, а также через 20 мин по-
сле добавления. Было найдено, что аппликация 
ретиналя значимо не повлияла на ответы кле-
ток. Если принять амплитуду ответа, вызван-
ного стимулом 470  нм, за единицу, то спустя 
20  мин после аппликации полностью-транс 
ретиналя доля быстрого компонента ответа в 
нейронах, экспрессирующих CrChR2, состави-
ла 0,93 ± 0,05, тогда как в клетках с PsChR2 – 
0,87  ±  0,05. Доля постоянного медленного 
компонента ответа  – 0,86  ±  0,06 и 0,82  ±  0,06 
соответственно (все различия были статистиче-
ски недостоверны, t-критерий Стьюдента).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

PsChR2, предположительно, является од-
ним из по крайней мере трёх типов рецепто-
ров фототаксиса водоросли P.  subcordiformis, и, 
как было показано ранее, по своей первичной 
структуре и свойствам этот белок схож с дру-
гими канальными родопсинами зелёных во-
дорослей  [8]. Тем не менее описанные здесь 
электрофизиологические свойства делают его 
особенным в этом ряду. Поэтому  PsChR2 и 
был выбран нами для изучения в целях даль-
нейшего применения в оптогенетических 
экспериментах. Мы показали, что, несмотря 
на сходство с «классическим» канальным ро-
допсином CrChR2, PsChR2 способен стабильно 
обеспечивать более высокую частоту потенциа-
лов действия при импульсной световой стиму-
ляции. По всей видимости, одним из объясне-
ний этой особенности может являться ранее 
показанная в работе Govorunova  et  al.  [8] по-
ниженная десенситизация  PsChR2 в процессе 
освещения, что проявляется как меньшая доля 
быстрой компоненты в общем ответе на свет в 
наших экспериментах. При этом необходимо 
учитывать, что нейроны в культуре не являют-
ся зрелыми, поскольку их источником являет-
ся мозг новорождённых животных, и по ряду 
причин они не могут развиться полноценно. 
Как следствие, частоты генерации  ПД свыше 
50  Гц являются для них труднодостижимыми. 
Поэтому диапазон 20–50  Гц можно считать их 

продуктивным рабочим диапазоном, и именно 
в этом диапазоне PsChR2  обладает ощутимым 
преимуществом над CrChR2. Возможность све-
товой стимуляции нейронов на этих частотах 
является ключевой для экспериментов с индук-
цией долговременной синаптической пластич-
ности, а также для экспериментов по изучению 
особенностей и механизмов кодирования и пе-
редачи информации между нейронами.

Световые стимулы в нашей работе генери-
ровались с помощью стандартного светодиода 
с максимумом излучения 470 нм и шириной 
спектра 40 нм, рутинно применяемого для ак-
тивации CrChR2 в оптогенетических экспери-
ментах, в то время как максимум спектра акти-
вации PsChR2, измеренный в клетках HEK 293, 
находится в области 445  нм  [8]. Этим можно 
объяснить тот факт, что амплитуда светоинду-
цированных токов в нейронах, экспрессирую-
щих PsChR2, была практически такой же, как и 
в клетках с CrChR2. В то же время было показа-
но, что при использовании светового стимула 
440  нм PsChR2  генерирует больший фототок, 
чем  CrChR2 при стимуляции светом с длиной 
волны 470 нм. Тем не менее мы показали, что, 
применяя стандартный диод 470 нм, всё равно 
можно успешно активировать  PsChR2, дости-
гая высоких частот генерации ПД.

Ранее на ооцитах Xenopus  laevis было по-
казано, что экзогенный канальный опсин 
C. reinhardtii более устойчив к деградации в 
присутствии связанного с ним хромофора пол-
ностью-транс ретиналя [13]. Длительное инку-
бирование клеток в среде с повышенной кон-
центрацией ретиналя приводило к повышению 
уровня флуоресценции, связанной с опсином 
метки, а также к увеличению амплитуды фо-
тотока. Однако оставалось неизвестным, про-
является ли этот или сходный эффект другого 
механизма на более коротких временных мас-
штабах инкубации, порядка десятков минут. 
Нам не удалось зафиксировать сколько-нибудь 
существенного влияния аппликации ретиналя 
на активность как PsChR2, так и CrChR2, экс-
прессируемых в культурированных нейронах 
гиппокампа.

Одной из важных особенностей нового 
канального родопсина  PsChR2 является сдвиг 
спектра его возбуждения влево (в  синюю об-
ласть) по сравнению с классическим  CrChR2. 
Это открывает возможности для использова-
ния PsChR2 в экспериментах, построенных по 
принципу «all-optical electrophysiology», когда 
стимуляция и регистрация активности нейро-
нов на препарате происходят при помощи света 
с разной длиной волны. В частности, в нейрон-
ной культуре можно стимулировать нейроны, 
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экспрессирующие канальный родопсин, при 
помощи световых стимулов 470 нм и при этом 
регистрировать высвобождение медиатора из 
синаптической везикулы при помощи красных 
флуоресцентных зондов, схожих с pH-флуори-
ном. pH-Флуорин встраивается в синаптическую 
везикулу и меняет свой уровень флуоресцен-
ции при высвобождении везикулы вследствие 
разницы pH между содержимым везикулы и 
внеклеточной средой  [14]. Другим вариантом 
возможного эксперимента, построенного по 
принципу «all-optical electrophysiology», явля-
ется оптогенетическая стимуляция нейронов 
и одновременная оптическая регистрация из-
менения уровня кальция в клетке при помощи 
таких кальций-чувствительных красных флуо-
ресцентных зондов, как R-GECO.

Для выяснения возможностей проведения 
подобного рода экспериментов с использова-
нием рассматриваемых здесь канальных ро-
допсинов мы сравнили ответы нейронов, экс-
прессирующих CrChR2 и PsChR2, на освещение 
при помощи светодиодов с длиной волны 530 
и  550  нм  – наиболее часто используемых для 
возбуждения флуоресценции красных флуо-
ресцентных белков. Оказалось, что амплитуда 
фототока, индуцированного в нейронах, экс-
прессирующих PsChR2, светом 530 нм, была су-
щественно меньше, чем в клетках, экспрессиру-
ющих CrChR2. Тем не менее стимуляция светом 
с длиной волны 530 нм высокой интенсивности 
все-таки могла приводить к генерации потен-
циалов действия в нейронах с PsChR2, хотя ча-
стота ПД была ожидаемо ниже, чем в нейронах 
с CrChR2. В связи с этим мы изучили ответ ней-
ронов на свет с длиной волны 550 нм. Оказалось, 
что световые стимулы этой длины волны даже 
при максимальной интенсивности не вызывают 
генерацию  ПД в нейронах, экспрессирующих 
любой из изученных опсинов. Из этого следует, 
что свет с длиной волны 550 нм предпочтитель-
ней для возбуждения флуоресценции зонда.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, мы показали, что катион-
ный канальный родопсин из одноклеточной 
водоросли P. subcordiformis по своим функ-
циональным свойствам превосходит широ-
ко используемый в оптогенетике канальный 
родопсин-2 из C. reinhardtii. Во-первых, он 
обеспечивает возможность достижения бо-
лее высоких частот стимуляции нейронов, и, 
во-вторых, PsChR2  больше подходит для про-
ведения экспериментов с одновременной све-
товой стимуляцией трансфицированных ней-
ронов и оптической регистрацией их ответов 
при помощи красных флуоресцентных зондов. 
Однако в этом случае для возбуждения флуо-
ресценции красных зондов необходимо ис-
пользовать свет с длиной волны 550 нм.
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CATIONIC CHANNELRHODOPSIN FROM THE ALGAE Platymonas 
subcordiformis AS A PROMISING OPTOGENETIC TOOL

O. S. Idzhilova1,2, G. R. Smirnova1,2, L. E. Petrovskaya3, D. A. Kolotova1,2, 
M. A. Ostrovsky2, and A. Y. Malyshev1*

1 Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences, 
117485 Moscow, Russia; E-mail: malyshev@ihna.ru

2 Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, 119334 Moscow, Russia
3 Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 

117997 Moscow, Russia

The progress of optogenetics largely depends on the development of new molecular tools  –  light-activated 
proteins. Using cultured hippocampal neurons, we compared properties of two light-activated cation channels: 
the classical channelrhodopsin-2 from Chlamydomonas reinhardtii (CrChR2) and the recently described 
channelrhodopsin isolated from the algae Platymonas subcordiformis (PsChR2). We have shown that PsChR2 
is capable to induce generation of action potentials during pulsed light stimulation of neurons up to frequencies 
of 40-50 Hz, while the upper limit for CrChR2 is 20-30 Hz. An important advantage of PsChR2 compared to 
classical CrChR2 is the blue shift of its excitation spectrum. This opens up the possibility for its effective use 
in experiments based on the “all-optical electrophysiology” principle, for which it is necessary to separate the 
maxima of the spectra of channelrhodopsins used to stimulate a neuron and the excitation spectra of various 
red f luorescent probes. We compared the responses of neurons (generation of action potentials) expressing 
CrChR2 and PsChR2 to light stimuli with a wavelength of 530 and 550  nm, the most commonly used for 
excitation of red f luorescent probes. It was shown that light with a wavelength of 530 nm for neurons expressing 
PsChR2 is much (3.7 times) less effective than for those expressing classical CrChR2. Light with a wavelength 
of 550 nm, even at its maximum used intensity, does not stimulate neurons expressing any of the studied opsins 
at all. This means that the PsChR2 channelrhodopsin isolated from the algae P. subcordiformis, both in terms 
of its frequency characteristics and the possibility of its use for stimulating a neuron with short-wavelength 
(blue, 470 nm) light and simultaneous recording of various physiological processes using f luorescent probes, 
can be considered as a very promising optogenetic tool.

Keywords: optogenetics, neuron, bacterial opsin, channelrhodopsin, light-induced current, patch clamp, intracellular 
recording, Platymonas subcordiformis
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Анализ количественного содержания белков в клетках тканей или физиологических жидкостях, ос-
нованный на хроматомасс-спектрометрии, является одним из ключевых источников информации 
о механизмах жизнедеятельности клеток в условиях химиотерапевтического воздействия. Выявление 
значимых изменений экспрессии белков решается методами химической протеомики и требует ана-
лиза протеомов клеток, подверженных обработке лекарствами, а также разработки эксперименталь-
ных и биоинформатических методов и подходов к поиску лекарственных мишеней. При этом произ-
водительность полнопротеомного анализа, основанного на жидкостной хроматографии и тандемной 
масс-спектрометрии, является одним из основных факторов, ограничивающих масштаб таких иссле-
дований. Метод прямой масс-спектрометрической идентификации белков DirectMS1 является одним 
из разработанных в последние годы подходов, позволяющих осуществлять ультракороткий полно-
протеомный анализ в режиме минутных градиентов разделения смесей протеолитических пептидов. 
Целями данной работы являлось выяснение возможностей и ограничений метода для идентифика-
ции мишеней лекарственного воздействия на уровне всего клеточного протеома, а также выявления 
активируемых воздействием клеточных процессов. В частности, в работе был проведён анализ лите-
ратурных данных химической протеомики для большого набора онкопрепаратов, полученных ранее 
методом мультиплексного количественного протеомного профилирования, основанного на тандем-
ной масс-спектрометрии в сочетании с высокоэффективной жидкостной хроматографией. Получен-
ные результаты были сопоставлены с данными полнопротеомного анализа, полученными методом 
DirectMS1 с использованием ультракоротких режимов разделения протеолитических смесей для кле-
точных линий человека, с целью выяснения возможностей метода идентифицировать известные ле-
карственные мишени онкопрепаратов. Также, на примере клеточной линии A2780, было проведено 
полнопротеомное сравнение двух методик клеточного лизиса, включая используемый в химической 
протеомике лизис, основанный на заморозке-разморозке и стандартную в протеомных исследова-
ниях методику на основе ультразвукового разрушения клеток. Кроме того, были получены резуль-
таты экспрессионной протеомики на основе ультракороткого полнопротеомного анализа методом 
DirectMS1 для клеточной линии A2780, обработанной онкопрепаратом лонидамин, с последующим 
анализом генных онтологий, с целью выяснения возможностей метода для выявления регуляции бел-
ков в клеточных процессах, ассоциированных с лекарственным воздействием.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: протеомика, масс-спектрометрия, белки, лонидамин, лизис, сигнальные каскады 
лонидамина.

DOI: 10.31857/S0320972522110094, EDN: LWGFCF

Принятые сокращения: А2780 – клеточная линия карциномы яичника человека; DirectMS1 – метод прямой хромато-
масс-спектрометрической идентификации белков протеомов; HeLa – клеточная линия рака шейки матки, используемая 
в протеомике в качестве стандарта клеточной линии человека; GO – анализ генных онтологий; FC – кратные изменения 
концентраций белков; FDR  – в протеомике означает уровень  (в  %) присутствия ложно-положительных идентифика-
ций среди всех репортируемых идентификаций белков или пептидов; FT – лизис клеток на основе заморозки-размо-
розки; МС1 – масс-спектры первого уровня; ТМТ – тандемные изотопные метки (tandem mass-tag); US – лизис клеток 
на основе ультразвукового разрушения.

* Адресат для корреспонденции.
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ВВЕДЕНИЕ

Выяснение механизмов жизнедеятельно-
сти клеток живых организмов и их развития, 
включая изменения в результате лекарствен-
ного воздействия, влияния внешних факто-
ров или физиологического состояния самого 
организма, является одной из основных задач 
современных постгеномных исследований и 
разработок в области «омиксных» технологий, 
а также их дальнейшего использования в био-
логии и клинической практике [1], что, в свою 
очередь, расширит существующие возможно-
сти для качественных изменений в подходах к 
решению фундаментальных и практических 
проблем медицины, например, ранней диагно-
стики различных форм тяжёлых заболеваний 
или предсказания эффективности терапевти-
ческого воздействия [2, 3]. Одним из основных 
подходов к выявлению изменений в экспрес-
сии белков, связанных с влиянием перечис-
ленных выше факторов и играющих ключевую 
роль в патологическом развитии или отклике 
на воздействие, является качественный и коли-
чественный анализ протеомов методами высо-
коэффективной жидкостной хроматографии в 
сочетании с тандемной масс-спектрометрией 
(ВЭЖХ-МС/МС)  [4, 5]. Следует отметить, что 
поиск и анализ регулируемых воздействием бел-
ков на уровне всего протеома стали возможными 
с развитием масс-анализаторов высокого разре-
шения [6, 7] и, если говорить о химической про-
теомике, с появлением таких новых методов, 
как температурное полнопротеомное профили-
рование (thermal proteome profiling, TPP) [8, 9]. 
Однако значительные затраты инструменталь-
ного времени для осуществления полнопроте-
омного профилирования остаётся серьёзной и 
актуальной проблемой дальнейшего методиче-
ского развития химической протеомики и её ис-
пользования в биомедицинских исследованиях. 
Действительно, типичное время, затрачиваемое 
на полнопротеомный анализ клеточных лиза-
тов современными методами ВЭЖХ-МС/МС, 
составляет от несколько часов до десятков ча-
сов на один образец, проанализированный в 
нескольких технических репликах и биоповто-
рах. В  первую очередь такие затраты инстру-
ментального времени связаны с длительным 
разделением анализируемых протеолитических 
смесей, необходимым для реализации тандем-
ной масс-спектрометрии  (МС/МС) и иденти-
фикации как можно большего количества ком-
понент смесей [10, 11]. Соответственно, только 
для одной системы «лекарство–протеом», для 
которой, например, реализация метода  TPP 
связана с проведением порядка 100  полно-

протеомных хроматомасс-спектрометрических 
анализов, потребуются существенные затраты 
инструментального времени, ограничивающие 
его широкое практическое применение. В этой 
связи роль быстрого анализа становится прин-
ципиальной для выявления регулированных 
воздействием белков на больших выборках об-
разцов и систем «лекарство–протеом». Пробле-
ма частично решается использованием мульти-
плексинга на основе изобарных меток (tandem 
mass tags,  TMT)  [12], что тем не менее не сни-
мает актуальности задачи сокращения времени 
полнопротеомного анализа из-за цены такого 
решения.

Первые работы по разработке методов бы-
строго полнопротеомного хроматомасс-спек-
трометрического анализа для широкомасштаб-
ных скрининговых исследований в области 
сравнительной протеомики с целью поиска 
биомаркеров появились буквально в послед-
ние несколько лет, включая исследования, по-
свящённые проблеме повышения скорости 
такого анализа  [13–16]. Метод прямой хрома-
томасс-спектрометрической идентификации 
DirectMS1 [17, 18] является одним из таких под-
ходов к реализации быстрого количественного 
полнопротеомного анализа за счёт использо-
вания ультракоротких градиентов разделения 
протеолитических смесей. Так, метод позволяет 
идентифицировать более 2000 белков за време-
на анализа в несколько минут при использова-
нии масс-спектрометров высокого разрешения 
на основе орбитальной ионной ловушки Орби-
трэп  [19]. Понятие «прямая» масс-спектро-
метрическая идентификация подразумевает 
исключение из анализа стадии последователь-
ного получения масс-спектров фрагментации 
протеолитических пептидов смеси, являющей-
ся одной из основных причин увеличения вре-
мени анализа в стандартных протеомных мето-
дах. Идентификация белков осуществляется за 
счёт использования всей совокупности экспе-
риментальных данных о пептидах, комплемен-
тарных к масс-спектрометрическим, в част-
ности, хроматографических времён, ионной 
подвижности и  др. Важным преимуществом 
метода DirectMS1 является возможность иден-
тификации белков с существенно большим по-
крытием последовательности детектируемыми 
протеолитическими пептидами, что даёт бо-
лее точную количественную информацию [19]. 
Однако возможности использования метода 
DirectMS1 в задачах химической протеомики, 
в частности, идентификации белков-мишеней 
лекарственного воздействия и выявления регу-
лируемых воздействием процессов, до недавне-
го времени не исследовались.
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В работе нами был проведён цикл исследо-
ваний возможности использования метода пря-
мой масс-спектрометрической идентифика ции 
белков DirectMS1 с использованием ультра-
коротких градиентов разделения в химической 
протеомике. Конкретными задачами исследо-
вания были следующие: (1) проверка возможно-
стей метода для мониторинга мишеней лекар-
ственных воздействий; (2) сравнение наборов 
белков, идентифицируемых в рамках полно-
протеомного анализа, для различных методик 
клеточного лизиса, включая наиболее широко 
используемый в химической протеомике лизис 
на основе заморозки-разморозки  (FT, freeze-
thaw lysis)  [20] и стандартный лизис на осно-
ве ультразвукового разрушения клеток  (US, 
ultrasound-induced lysis); (3)  выявление белков, 
регулируемых лекарственным воздействием. 
Для реализации первой задачи использовались 
экспериментальные данные, полученные ранее 
в Каролинском институте Стокгольма для боль-
шого набора онкопрепаратов методом муль-
типлексного глубокого количественного про-
теомного профилирования клеточной линии 
А549 [21], а также данные полнопротеомного 
анализа, полученные методом ультракороткого 
DirectMS1 как ранее для коммерческого гидро-
лизата клеточной линии HeLa [19], так и в дан-
ной работе для гидролизата клеточной линии 
рака яичников  А2780. Для реализации второй 
задачи использовались данные, полученные в 
работе двумя методами полнопротеомного ана-
лиза, включая стандартный ВЭЖХ-МС/МС 
и DirectMS1 на основе ультракоротких градиен-
тов, для гидролизатов клеточной линии  А2780 
с использованием двух методик клеточного ли-
зиса. Наконец, третья задача исследования ре-
шалась на примере полнопротеомного анализа 
клеточной линии рака яичников  A2780, обра-
ботанной препаратом лонидамин (lonidamine), 
с последующим анализом генных онтоло-
гий для выявления обогащённых клеточных 
компонентов, регулируемых лекарственным 
воздействием.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток. Клетки карци-
номы яичников человека А2780, получен-
ные из Европейской коллекции аутентичных 
клеточных культур (ECACC, Великобрита-
ния), культивировали в стандартной среде 
RPMI  1640 («Gibco™», Ирландия), содержа-
щей 5%-ную эмбриональную сыворотку телят 
(«Gibco™», Бразилия) и смесь антибиотиков 
(пенициллин  – 100 мкг/мл, стрептомицин  – 

100 мкг/мл, «ПанЭко», Россия) при 37 °С в 
атмосфере 5% СО2. В  экспериментах были ис-
пользованы клетки после 5–7 пассажей. Для 
получения клеточной массы клетки высева-
ли в культуральные флаконы 25 см2 («TPP», 
Швейцария) (1 × 106 клеток в  5 мл культу-
ральной среды) и инкубировали 24 ч. В  день 
эксперимента среду заменяли на 5 мл среды 
с содержанием активного соединения лони-
дамин (полученный в МГУ по опубликован-
ной ранее методике  [22]) в концентрации 
150 мкМ  (IC50). Далее, клетки инкубировали в 
течение 72 ч, среду удаляли, клетки отделяли от 
поверхности скребком, суспендировали в све-
жей культуральной среде, центрифугировали 
(1500 об./мин, 3 мин), а затем дважды промы-
вали холодным 10 мМ PBS (pH 7,4). В качестве 
контроля использовали клетки во флаконах, не 
подвергавшиеся обработке лонидамином. Все 
эксперименты проводились в пяти повторах.

Клеточный лизис. Белки клеток выделя-
лись двумя сравниваемыми методами: (1) с ис-
пользованием ультразвука  (US) и  (2) методом 
заморозки-разморозки  (FT). В  первом методе 
использовался стандартный протокол лизи-
са, включающий лизирующий буфер  – 50  мM 
аммоний бикарбонат  (ABС), 10%  ацетонитри-
ла, 0,1%  Protease MAX Surfactant («Promega», 
США). На 1 млн клеток добавляли 100 мкл ли-
зирующего буфера с последующей инкубацией 
на термошейкере (500 об./мин) при комнатной 
температуре в течение 30 мин. Дальнейший ли-
зис проводили с использованием ультразвуко-
вого гомогенизатора Qsonica  Q125 («Qsonica», 
США) в течение 3 мин (циклами по 10 с) на 
льду с амплитудой 25%. Для дальнейшего фер-
ментативного гидролиза пробы были разбавле-
ны в 2 раза 50 мМ ABС.

Для лизиса методом заморозки-размороз-
ки использовали 1× PBS (pH 7,4); 100 мкл бу-
фера на 1 млн клеток. Пробы помещали в жид-
кий азот на 1 мин, затем нагревали до 25 °С на 
термошейкере (600  об./мин) в течение 1  мин. 
Цикл заморозки-разморозки повторяли 3 раза, 
после чего пробы центрифугировали (10 000 g) 
в течение 5 мин. Супернатант переносили в но-
вые пробирки для дальнейшего ферментатив-
ного гидролиза.

Подготовка протеомных проб для хромато-
масс-спектрометрического анализа. Для вос-
становления дисульфидных связей к пробам 
добавлялся дитиотреитол (DTT, финальная 
концентрация 10  мМ) с последующим нагре-
ванием до 56 °С (25 мин), после чего проводи-
ли реакцию алкилирования с использованием 
йодацетамида  (IAA, финальная концентра-
ция 15 мМ) в отсутствии освещения при ком-
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натной температуре в течение 30  мин. Для 
устранения возможного избытка алкилирую-
щего реагента к пробам добавляли DTT в фи-
нальной концентрации 5 мМ. Для фермента-
тивного гидролиза был использован трипсин 
(Sequencing Grade Modified Trypsin, «Promega») 
в соотношении  1/75, реакцию проводили при 
температуре 37 °С в течение 15 ч. Для прекра-
щения гидролиза к пробам была добавлена 
уксусная кислота (3–5%, финальный pH < 3). 
Через 30 мин проводили центрифугирование 
проб (12 000 g, 10 мин). Супернатант перено-
сили в стеклянные пробирки и высушивали 
с использованием вакуумного центрифужно-
го испарителя. Полученные пробы хранились 
при температуре –80 °С. Непосредственно пе-
ред масс-спектрометрическим анализом про-
бы растворяли в 0,1%-ном водном растворе 
муравьиной кислоты до концентрации пепти-
дов 1 мкг/мкл.

Хроматомасс-спектрометрический анализ 
протеолитических смесей пептидов протеомов. 
Полнопротеомный анализ клеточных лиза-
тов осуществлялся в работе двумя методами: 
(1) стандартный полнопротеомный анализ 
«снизу-вверх» (bottom-up)  [23], основанный 
на гидролизе белков, разделении получаемых 
смесей протеолитических пептидов обращён-
но-фазовой хроматографией и идентификации 
пептидов на основе МС/МС и (2) метод прямой 
хроматомасс-спектрометрической идентифи-
кации белков DirectMS1, основанный на уль-
тракоротком жидкостно-хроматографическом 
разделении смесей протеолитических пепти-
дов и измерении масс-спектров первого уров-
ня  (МС1) высокого разрешения ионов пепти-
дов без использования фрагментации [18].

Протеомный анализ на основе  МС/МС 
осуществляли в двух технических повторах 
с использованием хроматографической ВЭЖХ-
системы Ultimate  3000 RSLCnano («Thermo 
Scientific», США), соединённой с масс-спектро-
метром Q-Exactive HFX («Thermo Scientific»). 
Пептидную смесь  (500 нг) загружали на обо-
гащающую колонку Acclaim μ-Precolumn 
(0,5 мм × 3 мм, размер частиц – 5 мкм, «Thermo 
Scientific») при потоке 10  мкл/мин в течение 
4  мин в изократическом режиме (2%  ацето-
нитрила, 0,1% муравьиной кислоты в деиони-
зованной воде). Далее пептиды разделяли на 
ВЭЖХ-колонке C18 (75  мкм × 150  мм, фаза 
Reprosil-Pur, размер частиц  – 3 мкм, размер 
пор  – 100 Å) в градиентном режиме элюиро-
вания. Градиент формировали подвижной 
фазой А  (0,1%-ная муравьиная кислота) и 
подвижной фазой Б  (80%  ацетонитрила, 0,1% 
муравьиной кислоты в деионизованной воде) 

при скорости потока 400 нл/мин. Колонку 
уравновешивали при 2% подвижной фазы Б в 
течение 3 мин, после чего линейно увеличива-
ли концентрацию подвижной фазы Б до 35% за 
28  мин, затем линейно увеличивали концен-
трацию фазы  Б до  99% за 5  мин, после 5-ми-
нутной промывки при  99%  фазы  Б концен-
трацию буфера линейно снижали до исходных 
2% подвижной фазы  Б за 1  мин. Общая про-
должительность анализа составляла 45  мин. 
Масс-спектрометрический анализ проводили 
на масс-спектрометре Q-Exactive HFX в ре-
жиме положительной ионизации с использо-
вание источника NESI («Thermo Scientific»). 
Для масс-спектрометрического анализа были 
установлены следующие параметры настроек: 
напряжение на эмиттере – 2,3 кВ; температура 
капилляра  – 285 °C. Панорамное сканирова-
ние проводили в диапазоне масс 350–1500 m/z 
при разрешении 120,000. При тандемном ска-
нировании, используемом для наработки дан-
ных протеомного анализа методом  DDA (data 
dependent acquisition)  [24], масс-спектральное 
разрешение устанавливали 15 000 в диапазоне 
масс от 100  m/z до верхней границы, которая 
определяется автоматически, исходя из массы 
прекурсора, но не более 2000  m/z. Изоляцию 
прекурсорных ионов проводили в окне ± 1 Да. 
Максимальное число разрешённых для изо-
ляции ионов в режиме получения спектров 
фрагментации (масс-спектры второго уров-
ня  МС/МС)  – не более  20, нормализованная 
энергия соударения (normalized collision energy 
NCE) равнялась 29. Для прекурсорных ионов, 
отправляемых на фрагментацию, учитывали 
только ионы от z = 2+ до  z = 6+ по зарядово-
му состоянию. Максимальное время нако-
пления для прекурсорных ионов составляло 
50 мс, для фрагментных ионов – 110 мс. Вели-
чину общего накапливаемого в ловушке заряда 
(automatic gain control,  AGC) для прекурсоров 
и фрагментных ионов устанавливали соот-
ветственно 1⋅106 и  2⋅105. Все ранее проанали-
зированные ионы-прекурсоры динамически 
исключались на 30 с из списка кандидатов, от-
бираемых на изоляцию и фрагментацию. Дан-
ные протеомного анализа гидролизатов белков 
анализируемых клеточных линий, полученные 
стандартным методом, описанным выше, об-
рабатывались с целью получения идентифика-
ций белков.

Протеомный анализ пептидов с исполь-
зованием метода DirectMS1 осуществляли для 
каждой биологической реплики в трёх тех-
нических повторах на хроматографической 
ВЭЖХ-системе Ultimate 3000 RSLCnano, соеди-
нённой с масс-спектрометром Q-Exactive HFX. 
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Пептидную смесь  (200  нг) загружали на обо-
гащающую колонку Acclaim μ-Precolumn 
(0,5  мм  ×  3  мм, размер частиц  – 5  мкм) при 
потоке 10  мкл/мин в течение 4  мин в изокра-
тическом режиме (2%  ацетонитрила, 0,1% му-
равьиной кислоты в деионизованной воде). 
Далее пептиды разделяли на обращённо-фазо-
вой ВЭЖХ-колонке C18 (75 мкм × 150 мм, фаза 
Reprosil-Pur, размер частиц  – 3  мкм, размер 
пор  – 100 Å) в градиентном режиме элюиро-
вания. Градиент формировали подвижной фа-
зой А (0,1% муравьиной кислоты) и подвижной 
фазой Б (80% ацетонитрила, 0,1% муравьиной 
кислоты в деионизованной воде) при скорости 
потока 1,5 мкл/мин. Хроматографический гра-
диент был сформирован следующим образом: 
сначала колонку эквилибрировали при 8% под-
вижной фазы Б в течение 0,8  мин, после чего 
линейно увеличивали концентрацию подвиж-
ной фазы Б до  35% за 4,2  мин, затем линейно 
увеличивали концентрацию фазы Б до  99% 
за 0,9  мин, после 0,9-минутной промывки 
при 99% фазы Б, концентрацию буфера линей-
но снижали до исходных 8% подвижной фазы Б 
за 0,1 мин. Общая длительность анализа, вклю-
чая стадии промывки и уравновешивания ко-
лонки составляла 7,3 мин.

Идентификация белков. Во  всех случаях, 
здесь и далее, при идентификации белков ис-
пользовалась библиотека канонических после-
довательностей человека SwissProt от 30.07.2021 
c ограничением по видовой принадлежности 
исследуемого организма Homo sapiens, содер-
жащей 20 368  белков. Идентификацию бел-
ков в данных, полученных с использованием 
МС/МС, проводили при помощи поисковой про-
теомной машины IdentiPy v.0.3.3 [25] и алгорит -
мом послепоисковой валидации Scavager v.0.2.9 [26] 
с интегрированным в него по умолчанию ал-
горитмом NSAF (normalized spectral abundance 
factor) [27], выбранным ранее как наиболее точ-
ный алгоритм безметочного полуколичествен-
ного анализа на основе спектров МС/МС [28]. 
Для поиска протеолитических пептидов зада-
вались следующие входные параметры: фер-
мент – трипсин, ограничения на длину пепти-
дов – 7–30 аминокислотных остатков, точность 
определения масс моноизотопных пептидов 
в спектрах МС1  – ± 5 ppm, точность опреде-
ления масс в спектрах МС/МС  – ± 0,01 Да, а 
также возможность пропуска до двух сайтов 
гидролиза белка трипсином. Окисление ме-
тионина, N-концевое ацетилирование белка 
и модификация цистеина алкилирующим ре-
агентом были учтены как возможные моди-
фикации пептидов. Для идентификации со-
поставлений (образования пар) спектров и 

пептидов (peptide-spectrum matches,  PSM), а 
также пептидов и белковых групп использова-
ли величину ложноположительных идентифи-
каций (false discovery rate, FDR) не более 1,0%. 
Для сравнения белков, идентифицированных 
с использованием различных методов лизиса, 
технические и биологические реплики были 
объединены и совместно отфильтрованы до та-
кого же уровня FDR (функция union алгоритма 
Scavager v.0.2.9) [26].

Идентификацию белков в данных, полу-
ченных методом DirectMS1, проводили при 
помощи программы ms1searchpy  v.2.0.3  [17], 
усовершенствованной путём её интеграции 
с алгоритмами машинного обучения  [18, 19]. 
Ложные последовательности для последующей 
валидации результатов генерировались путём 
полного перемешивания исходных белковых 
последовательностей. Были заданы следующие 
поисковые параметры: фермент  – трипсин; 
минимум 3  скана на пептидный ионный кла-
стер, формируемый распределением пептидов 
по изотопам 13С; количество пиков в кластере 
не менее 2, включая моноизотопный; начальная 
точность масс – 8 ppm; рассматривались пепти-
ды без пропусков сайтов гидролиза длиной 
7–30 аминокислотных остатков (484 765 пепти-
дов), зарядовые состояния которых варьирова-
лись в диапазоне от  1+ до  6+. Список белков 
фильтровался до уровня ложноположительных 
идентификаций  FDR не  более  1,0%. Для срав-
нения различных методов лизиса были про-
анализированы все 5  биологических повторов, 
и использовались белки, идентифицирован-
ные как минимум в 4-х из них. Идентифици-
рованные белки репортировались как лидеры 
белковых групп, в которые включались бел-
ки с пересекающимися пептидами. При этом 
в последующем полуколичественном анализе 
участвовали все белки группы. В  частности, 
для МС1-данных в методе DirectMS1 количе-
ственный анализ выполняется следующим об-
разом [18]: на первой стадии собирается список 
всех достоверно (с заданным уровнем  FDR) 
идентифицируемых белков (лидеров белковых 
групп) для технических/биологических повто-
ров и образцов, используемых в последующем 
количественном анализе; далее, для этих бел-
ков составляется список всех идентифициро-
ванных пептидов; и, на финальной стадии, 
для этих пептидов составляется список всех 
белков из базы данных, от которых эти пепти-
ды могли образоваться. Таким образом, в по-
луколичественном анализе для статистических 
тестов участвовали не только лидеры белковых 
групп, но и все белки, пересекающиеся с ними 
по пептидам.
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Анализ данных химической протеомики 
Каролинского института. Данные по химиче-
ской протеомике для большого набора систем 
«лекарство–протеом», проанализированных 
ранее мультиплексным методом на основе 
тандемных изотопных меток  (ТМТ-меток) в 
ЦКП молекулярной биометрии Каролин-
ского института  [21], были скачаны в сыром 
виде (доступны в хранилище данных кон-
сорциума ProteomeXchange под идентифи-
катором  PXD009775) и проанализирова-
ны с использованием поискового алгоритма 
IdentiPy  [25]. Для поиска пептидов точности 
масс ионов-предшественников и фрагментов 
были установлены, соответственно, на уров-
не 10 ppm и 0,01 Да. Данные были получены с 
использованием мультиплексинга на основе 
ТМТ-меток (ТМТ  10) соответственно, моди-
фикация с массовым сдвигом 229,16  Да была 
задана, как фиксированная на всех N-кон-
цах пептидов и остатках лизина, так же, как и 
карбамидометилирование остатков цистеина. 
Окисление остатков метионина и фосфори-
лирование остатков серина, треонина и тиро-
зина были заданы как потенциальные моди-
фикации. Результаты поиска для отдельных 
фракций были объединены и валидированы 
с использованием программы Scavager  [26]. 
Для оценки относительного содержания белка 
была использована сумма его интенсивностей 
во всех 10 ТМТ-каналах, усреднённая для трёх 
реплик  – такая величина не отражает реаль-
ное содержание белка в конкретном образце, 
но характеризует его среднюю концентрацию, 
поэтому она была использована для ранжиро-
вания известных мишеней препаратов и отбора 
мишеней топ-15.

Отбор дифференциально регулирован-
ных белков. Для полуколичественного анали-
за идентификаций белков, полученных ме-
тодом DirectMS1, использовался алгоритм 
Diffacto  [29]. Интенсивности пептидов, на 
основе которых Diffacto выполняет статисти-
ческий анализ, извлекались с помощью ал-
горитма Biosaur  v.2.0  [30]. Значения p-value 
для белков рассчитывались с использованием 
метода  PECA (Probe-level Expression Change 
Averaging), интегрированного в Diffacto, и кор-
ректировались на множественные сравнения 
методом Бенджамини–Хохберга. Отбор диф-
ференциально регулированных белков был 
выполнен, согласно следующим критериям: 
FDR_BH < 0,001; FCup > 1,2; FCdown < 1/1,2. 
При оценке ответа клеток  A2780 на лонида-
мин методом DirectMS1 анализ генных онто-
логий  (GO) выполнялся отдельно для белков 
с повышенной (FCup  >  1,2) и пониженной 

(FCdown  <  1/1,2) регуляцией с помощью про-
граммы GOrilla [31]. Обогащения GO вычисля-
лись против всех идентифицированных белков, 
попавших в результаты полуколичественного 
анализа (background).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Для анализа возможности метода прямой 
масс-спектрометрической идентификации 
белков DirectMS1 на основе ультракоротких 
градиентов разделения использовались дан-
ные по химической протеомике для большого 
набора систем «лекарство–протеом», проана-
лизированных ранее мультиплексным мето-
дом на основе ТМТ-меток в ЦКП молекуляр-
ной биометрии Каролинского института  [21]. 
Данные были получены для нескольких десят-
ков как широко используемых в клинической 
практике, так и перспективных, проходящих 
начальные стадии доклинических испытаний, 
противоопухолевых химиотерапевтических 
препаратов, которыми обрабатывались клетки 
линии  А549 аденокарциномы лёгких человека 
коллекции АТСС. В табл. 1 представлен список 
использовавшихся лекарств и их мишени (ко-
лонки «Лекарство» и «ID белков-мишеней»). 
Для сравнения в результатах мультиплексного 
протеомного ВЭЖХ-МС/МС-анализа были 
выбраны те из мишеней, которые входят в спи-
сок  15 мишеней с наибольшими значениями 
относительных концентраций (топ-15) из всех 
найденных. В  протеомных данных, получен-
ных с использованием метода DirectMS1 и уль-
тракоротких градиентов разделения осущест-
влялся поиск белков, также относящихся к 
списку мишеней топ-15. В частности, в табл. 1 
представлены результаты DirectMS1-анали-
за как клеточной линии  HeLa, полученные 
ранее с использованием масс-спектрометра 
Orbitrap Fusion («Thermo Scientific»), оборудо-
ванного системой разделения ионов пептидов 
по подвижности  FAIMS  [19], так и клеточной 
линии  А2780, полученные в данной работе с 
использованием двух разных методик лизиса. 
Следует отметить, что результаты, полученные 
для стандартного гидролизата клеточной ли-
нии HeLa, являются примером наиболее глубо-
кого протеома, достигаемого на сегодняшний 
день при использовании метода DirectMS1 и 
5-минутных градиентов разделения. Как вид-
но из представленных данных, при глубине 
анализа порядка 2000  белков, достижимого 
методом DirectMS1, идентифицируется боль-
шинство белков-мишеней из списка топ-15 для 
лекарств, представленных в табл. 1.
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Таблица 1. Анализ данных по химической протеомике для наборов систем «лекарство–протеом», проанализированных 
методом мультиплексного ВЭЖХ-МС/МС анализа на основе ТМТ-меток  [21], возможности метода DirectMS1 с ис-
пользованием ультракоротких градиентов разделения на примере протеомного анализа стандартного гидролизата кле-
точной линии HeLa, а также сравнение чувствительности метода ультракороткого полнопротеомного количественного 
профилирования на примере клеточной линии A2780 при мониторинге белков-мишеней лекарственного воздействия 
при использовании различных методик клеточного лизиса

Лекарство ID белков-мишеней

Методы протеомного анализа Методы клеточного лизиса

мультиплексный 
(ТМТ-метки), 
90 мин ВЭЖХ-

МС/МС, 
гидролизат 
линии А549

5 мин ВЭЖХ-
DirectMS1, 
гидролизат 

линии HeLa**

FT-лизис, 
5 мин ВЭЖХ-

DirectMS1, 
гидролизат 

линии A2780

US-лизис, 
5 мин ВЭЖХ-

DirectMS1, 
гидролизат 

линии A2780

Lapatinib P04626, P00533 P00533 P00533

Afatinib P04626, Q15303, P00533 P00533 P00533

Dasatinib

P00519, P12931, P29317, P06239, 
P07947, P10721, P09619, P51692, 
P42684, P06241, Q06187, Q92570, 
P11274, P41240, P54756, P54760, 
P09769, P42685, P11142, P07948, 

Q9NYL2, Q16539, Q06203

P11142, Q06203
P11142, 
Q06203

P07947, 
P11142, 

Q9NYL2, 
Q06203

Gefitinib P00533 P00533 P00533

OSI-420 P00533 P00533 P00533

Fludarabine P09884, P23921, P27707 P23921 P09884 P27707
P23921, 
P27707

8-Azaguanine P00491 P00491 P00491 P00491 P00491

Vincristine P07437, P68366 P07437, P68366 P07437 P07437 P07437

Paclitaxel
P10415, Q9H4B7, O75469, 

P27816, P11137, P10636
P27816, Q9H4B7 P27816 P27816

Docetaxel
P10415, Q9H4B7, O75469, 

P27816, P11137, P10636
P27816, Q9H4B7 P27816 P27816

Genistein
Q92731, P03372, P11388, 
Q14289, Q15596, Q15788

P11388 P11388

Epirubicin O14646, P11388 P11388
O14646, 
P11388

O14646

Doxorubicin P11388 P11388 P11388

Etoposide P11388, Q02880 P11388, Q02880 P11388 Q02880

Idarubicin P11388 P11388 P11388

Teniposide P11388 P11388 P11388

Topotecan Q969P6, P11387 P11387 P11387 P11387 P11387

Irinotecan Q969P6, P11387 P11387 P11387 P11387 P11387

Camptothecin P11387 P11387 P11387 P11387 P11387

Bortezomib P28074, P20618 P20618 P28074
P28074, 
P20618

P28074, 
P20618

b-AP15 Q9Y5K5, P54578 P54578 Q9Y5K5
Q9Y5K5, 
P54578

Q9Y5K5, 
P54578

TRi-1 Q16881 Q16881 Q16881 Q16881 Q16881

TRi-2 Q16881 Q16881 Q16881 Q16881 Q16881

OSW-1 P22059 P22059 P22059 P22059

Lonidamin* P19367, P13569 P19367

Примечание. В таблице представлены известные белки-мишени различных онкопрепаратов (вторая колонка), а также 
те из них, которые «видны» тем или иным методом протеомного анализа и/или лизиса.

* Препарат лонидамин не анализировался в работе Saei et al. [21].

** Использовались экспериментальные данные для клеточной линии HeLa, полученные ранее методом DirectMS1 [19] 
(идентификатор данных PXD023977 в депозитарии PRIDE).
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Ещё одной задачей исследования было 
сравнение различных методик клеточного 
лизиса, включая методику на основе ультра-
звукового  (US) разрушения клеток, а также 
методику, основанную на криогенной замо-
розке клеток с последующей разморозкой (FT). 
Сравнение протоколов лизиса было проведено 
для необработанного образца клеточной ли-
нии  A2780 с использованием как стандартно-
го протеомного анализа на основе тандемной 
масс-спектрометрии ВЭЖХ-МС/МС с 30-ми-
нутными градиентами разделения, так и 
DirectMS1 с 5-минутными градиентами разде-
ления (см. выше). Протокол лизиса FT исполь-
зуется в задачах химической протеомики при 

поиске мишеней лекарственного воздействия 
с целью реализации взаимодействия лекар-
ственных препаратов с белками в их нативной 
форме  [8]. На  рис.  1 представлены результаты 
сравнения двух методик лизиса с использова-
нием протеомного анализа на основе тандем-
ной масс-спектрометрии  (рис.  1,  а) и метода 
DirectMS1 (рис. 1, б). Как видно из полученных 
результатов, использование лизиса FT даёт не-
сколько меньшую глубину анализа (белковые 
группы, теряемые в МС/МС-анализе при ис-
пользовании лизиса  FT, приведены в табл.  S1 
в  Приложении). Однако следует отметить, что 
наблюдаемое уменьшение глубины анали-
за ожидаемо происходит в основном за счёт 

Рис. 1. Результаты сравнения различных методик лизиса, включая стандартный протокол на основе ультразвуково-
го разрушения клеток (US) и протокол, основанный на заморозке клеток в жидком азоте с последующей медленной 
разморозкой  (FT). Сравнение глубины полнопротеомного анализа клеточной линии  А2780 при использовании двух 
протоколов клеточного лизиса с использованием протеомного анализа на основе тандемной масс-спектрометрии 
MC/MC (а) и метода DirectMS1 (б). Сравнение идентифицированных белков (лидеров белковых групп), полученных 
методами DirectMS1 и MC/MC с использованием US-лизиса (в) и FT-лизиса (г). д – Пересечение 15 наиболее стати-
стически значимых обогащённых клеточных компонентов для белков, теряемых при использовании протокола лизи-
са FT относительно контроля (подробнее см. табл. 2). Анализ проведён с использованием утилиты GOrilla

8
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мембранных белков. Действительно, соглас-
но анализу обогащения по функциональной 
принадлежности с использованием утилиты 
GOrilla  [31], подавляющее большинство бел-
ков, идентифицированных исключительно с 
использованием классического метода лизи-
са  US и «теряемых» при переходе на методи-
ку  FT, относятся к мембранным клеточным 
компонентам, таким как клеточная стенка и 
митохондриальная мембрана (табл. 2). Пересе-
чение идентифицированных белков (в данном 
случае лидеров белковых групп) между метода-
ми на основе МС/МС и DirectMS1 составило 
порядка 80% (рис. 1, в и г), и вне зависимости 
от метода анализа наблюдается обогащение 
мембранных компонент (рис. 1, д). Стоит отме-
тить, что белки, уникальные для метода лизи-
са FT, имеют в основном цитоплазматическую 
локализацию и не относятся к определённому 
клеточному компартменту. Таким образом, их 
идентификация, вероятно, связана с уменьше-
нием сложности белковой смеси за счёт отсут-
ствия значительного количества мембранных 
белков. Следует отметить, что анализ генных 
онтологий (Gene Ontology,  GO)  [32], резуль-
таты которого приведены в  табл.  2, осущест-
влялся для данных, полученных стандартным 
ВЭЖХ-МС/МС, с использованием только ли-
деров белковых групп, представляющих собой 
наиболее вероятные белки, присутствующие в 
образце. В  то же время количественный ана-
лиз в алгоритме  Diffacto, используемом в ме-
тоде  DirectMS1, осуществляется для всех бел-
ков группы  [18, 19]. Однако такое различие в 

методах не повлияло на результаты сравнения, 
поскольку подавляющее большинство теряе-
мых при использовании методики FT-лизи-
са белковых групп состояло, по результатам 
МС/МС-анализа, из одного белка (80% белко-
вых групп) либо из двух гомологичных белков 
(10%  белковых групп), имеющих одинаковые 
термины GO.

Исследование возможностей развиваемо-
го метода прямой масс-спектрометрической 
идентификации белков DirectMS1 на осно-
ве ультракоротких градиентов разделения для 
решения задач выявления каскадов внутри-
клеточных взаимодействий, регулируемых ле-
карственным воздействием, осуществлялось 
на примере полнопротеомного анализа кле-
точной линии рака яичников  A2780, обрабо-
танной препаратом лонидамин. Считается, 
что метаболизм раковых клеток характеризу-
ется повышенным поглощением и потребле-
нием глюкозы  – феноменом, известным как 
эффект  Варбурга (Warburg effect). Постоянная 
активация анаэробного гликолиза в раковых 
клетках может быть связана с активацией онко-
генов или потерей опухолевых супрессоров, тем 
самым существенно ускоряя прогрессирование 
рака. В  этом отношении ингибирование гли-
колитической способности в злокачественных 
клетках может усиливать эффект противоопу-
холевой комбинированной химиотерапии [33]. 
Лонидамин является производным индазола, и 
считается, что механизм его действия основан 
на ингибировании ассоциированной с мито-
хондриями гексокиназы-II  [34, 35]. Также ряд 

Таблица 2. Анализ обогащения по функциональной принадлежности (клеточным компонентам) белков, теряемых при 
использовании протокола лизиса на основе заморозки-разморозки относительно контроля

Термины GO Описание процесса q-value, DirectMS1 q-value, МС/МС

GO:0016021 компоненты мембраны 2,93E-42 1,9E-60

GO:0031224 внутренние компоненты мембраны 1,31E-41 9,55E-60

GO:0044425 части мембраны 3,53E-19 6,01E-40

GO:0031090 мембрана (органелла) 7,88E-11 8,92E-17

GO:0031966 митохондриальная мембрана 1,56E-9 7,89E-16

GO:0005789 мембрана эндоплазматического ретикулума 2,65E-8 1,18E-11

GO:0044455 части митохондриальной мембраны 4,76E-6 1,02E-16

GO:0005743 внутренняя митохондриальная мембрана 8,48E-6 5,67E-12

GO:0019866 внутренняя мембрана органелл 1,41E-5 4,04E-10

GO:0098796 мембранный белковый комплекс 1,55E-5 2,63E-10

Примечание. В таблице приведены 10 наиболее значимых компонентов (терминов GO), демонстрирующих обогащение 
в двух методах анализа (на основе тандемной масс-спектрометрии МС/МС и метода DirectMS1 с использованием уль-
тракоротких градиентов, рис. 1, в). Представленные в таблицы q-value были рассчитаны утилитой GOrilla и представля-
ют собой p-value обогащённых процессов, скорректированных на множественные сравнения.
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более ранних исследований показал, что ло-
нидамин ингибирует и гликолиз, что приводит 
к снижению синтеза внутриклеточного 
ATP  [36]. Перечисленные возможные меха-
низмы действия лонидамина обозначили его, 
как один из компонентов комбинированной 
химиотерапии солидных опухолей, включая 
рак яичников  [37, 38]. В  данном контексте в 
работе был проведён сравнительный анализ 
протеомов клеточной линии рака яичников, 
обработанной лонидамином (в концентра-
ции  IС50), относительно контроля с использо-
ванием развиваемого метода ультракороткого 
полнопротеомного анализа DirectMS1. Ины-
ми словами, интерес представляло увидеть 
регуляцию белков, характерных для метабо-

лических путей, связанных с гликолизом и 
синтезом  ATP для относительно хорошо оха-
рактеризованной системы «лекарство–рак 
яичников»  [39]. На  рис.  2 представлены ре-
зультаты анализа протеомов клеточной линии 
рака яичников  А2780, обработанной лонида-
мидом, в сравнении с контрольной, не обра-
ботанной лекарством, линией с использова-
нием 5-минутного ВЭЖХ-DirectMS1-метода. 
На основе полученных диаграмм рассеяния 
количественных изменений содержания бел-
ков, идентифицированных с использованием 
метода DirectMS1 и генных онтологий, можно 
сделать вывод о том, что выявленные регулируе-
мые белки, статистически значимо повысив-
шие концентрацию, как и ожидалось, связаны 

Таблица 3. Анализ генных онтологий с использованием утилиты GOrilla для белков, статистически значимо повысив-
ших концентрацию после обработки лекарством (белки в правом верхнем квадранте диаграммы рассеяния на рис. 2)

Термины GO Описание процесса q-value
Степень 

обогащения

GO:0006735 восстановление кофермента дегидрогиназ (NADP) 0,044 10,04

GO:0006007 катаболический процесс разложения глюкозы 0,041 10,04

GO:0061718 катаболический процесс разложения глюкозы с образованием пирувата 0,039 10,04

GO:0061621 канонический гликолиз 0,037 10,04

GO:0061620 гликолитический процесс через глюкозо-6-фосфата 0,050 9,32

GO:0061615 гликолитический процесс через фруктозо-6-фосфата 0,048 9,32

GO:0006757 получение ATP из ADP 0,036 8,7

GO:0006096 гликолитический процесс 0,032 8,7

GO:0006094 глюконеогенез 0,035 8,24

GO:0019320 катаболический процесс разложения гексозы 0,033 8,24

GO:0042866 процесс биосинтеза пирувата 0,031 8,24

GO:0006165 фосфорилирование нуклеозиддифосфата 0,015 8,03

GO:0046939 фосфорилирование нуклеотидов 0,013 7,73

GO:0019319 процесс биосинтеза гексозы 0,043 7,46

GO:0009206 процесс биосинтеза пуринрибонуклеозидтрифосфата 0,018 7,2

GO:0006754 процесс биосинтеза ATP 0,050 7,12

GO:0046031 метаболический процесс ADP 0,048 7,12

GO:0046364 процесс биосинтеза моносахаридов 0,030 7,03

GO:0009145 процесс биосинтеза пуриннуклеозидтрифосфата 0,019 6,96

GO:0016051 процесс биосинтеза углеводов 0,028 6,91

GO:0009201 процесс биосинтеза рибонуклеозидтрифосфата 0,021 6,73

GO:0009132 процесс метаболизма нуклеозиддифосфата 0,033 6,14

GO:0009142 процесс биосинтеза нуклеозидтрифосфата 0,034 5,8

GO:0016310 фосфорилирование 0,030 2,73

Примечание. Приведены процессы с индексом достоверности q-value < 0,05 в порядке убывания степени обогащения. 
Анализ генных онтологий показал регулирование белков, связанных с метаболическими путями гликолиза и синтеза 
ATP, ассоциированных ранее с механизмом действия лонидамина (ячейки, выделенные серым фоном).
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Таблица 4. Анализ генных онтологий с использованием утилиты GOrilla для белков, статистически значимо понизив-
ших концентрацию после обработки лекарством (левый верхний квадрант на рис. 2)

Термины GO Описание процесса q-value
Степень 

обогащения

GO:0045814 отрицательная эпигенетическая регуляция экспрессии генов 0,040 8,02

GO:0043484 регуляция сплайсинга РНК 0,001 5,33

GO:0048024 регуляция сплайсинга мРНК через сплайсосому 0,039 4,94

GO:0000377
сплайсинг РНК посредством реакций переэтерификации 
с аденозином в качестве нуклеофила

0,001 3,56

GO:0000398 сплайсинг мРНК с участием сплайсосомы 0,001 3,56

GO:0000375 сплайсинг РНК посредством реакций переэтерификации 0,001 3,5

GO:0008380 сплайсинг РНК 0,001 3,35

GO:0006397 процессинг мРНК 0,000 3,22

GO:0016071 метаболизм мРНК 0,001 2,55

GO:0006396 процессинг РНК 0,003 2,34

GO:0016070 метаболизм РНК 0,002 2,03

GO:0051252 регуляция метаболизма мРНК 0,006 1,89

GO:0090304 метаболизм нуклеиновых кислот 0,004 1,82

GO:0019219 регуляция метаболизма азотистых соединений 0,008 1,8

GO:0010468 регуляция экспрессии генов 0,010 1,68

Примечание. Приведены процессы с индексом достоверности q-value  <  0,05 в порядке убывания степени обога-
щения. Анализ генных онтологий выявил обогащение биологических процессов, связанных метаболизмом РНК 
и сплайсингом.

Рис. 2. Диаграмма рассеяния белков, идентифицирован-
ных с использованием метода DirectMS1 для клеточной 
линии  А2780, обработанной лонидамином в координа-
тах кратных изменений (FC) измеренных концентраций, 
относительно контроля и статистической значимости 
индекса достоверности этих изменений (p-value). Экспе-
рименты проводились на ВЭЖХ-МС-системе Orbitrap Q 
Exactive HF, адаптированной под метод DirectMS1 на ос-
нове ультракоротких (5 мин) ВЭЖХ градиентов

с метаболическими путями гликолиза и синте-
за ATP (выделено серым фоном в табл. 3), ассо-
циированных ранее с известным механизмом 
действия лонидамина. Для оптимизации ста-
тистического порога функционально значимых 
изменений концентрации белков протеомов в 
условиях воздействия лонидамином использо-
вался развитый в проекте подход, основанный 
на методе Бенджамини–Хохберга,  – анализ 
плотности распределения точек на диаграм-
мах рассеяния и генных онтологий [40]. Анализ 
генных онтологий для выявленных дифферен-
циально регулируемых белков, статистически 
значимо понизивших концентрацию после об-
работки, выявил обогащение биологических 
процессов, связанных метаболизмом РНК и 
сплайсингом (табл. 4).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В целом, исследования показали прин-
ципиальную возможность использования 
ультракороткого полнопротеомного полуко-
личественного анализа DirectMS1 в задачах 
химической протеомики, связанных с поиском 
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мишеней химиотерапевтического воздействия. 
В частности, в работе были проанализированы 
данные химической протеомики, полученные 
ранее методом глубокой экспрессионной про-
теомики для большого набора известных хи-
миотерапевтических препаратов, и показано, 
что DirectMS1 позволяет в рамках 5-минутных 
полнопротеомных анализов идентифициро-
вать и измерять количественные изменения 
основных белков-мишеней лекарственного 
воздействия для большинства из представлен-
ных систем «лекарство–протеом». Более того, 
даже при недостаточной глубине анализа для 
прямой количественной идентификации ми-
шеней, как в случае с проанализированной в 
работе клеточной линии рака яичников A2780, 
обработанной лонидамином, метод позволяет 
правильно выявлять основные каскады внут-
риклеточных взаимодействий, активируемых 
лекарственным воздействием. Полученные 
результаты позволяют предположить, что но-
вый метод ультракороткого полнопротеомного 
полуколичественного анализа найдёт широкое 
применение в задачах, требующих использо-
вания больших количеств образцов для полу-
чения биологически значимой информации, 
таких как клиническая и популяционная про-
теомика, валидация панелей белковых биомар-
керов заболеваний и другие.
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ON THE FEASIBILITY OF USING AN ULTRA-FAST DirectMS1 METHOD 
OF PROTEOME-WIDE ANALYSIS FOR SEARCHING DRUG TARGETS 

IN CHEMICAL PROTEOMICS

E. М. Solovyeva1, J. А. Bubis1, I. А. Tarasova1, A. А. Lobas1, M. V. Ivanov1, A. А. Nazarov2, 
I. A. Shutkov2, and M. V. Gorshkov1*

1 V. L. Talrose Institute for Energy Problems of Chemical Physics, 
N.N. Semenov Federal Research Center for Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, 

119334 Moscow, Russia; e-mail: mike.gorshkov@gmail.com
2 Faculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, 119991 Moscow, Russia

Protein quantitation in tissue cells or physiological f luids based on liquid chromatography/mass spectrometry 
is one of the key sources of information on the mechanisms of cell functioning during chemotherapeutic 
treatment. Information on significant changes in protein expression upon treatment can be obtained by 
chemical proteomics and requires analysis of the cellular proteomes, as well as development of experimental 
and bioinformatic methods for identification of the drug targets. Low throughput of whole proteome analysis 
based on liquid chromatography and tandem mass spectrometry is one of the main factors limiting the scale 
of these studies. The method of direct mass spectrometric identification of proteins, DirectMS1, is one of 
the approaches developed in recent years allowing ultrafast proteome-wide analyses employing minute-scale 
gradients for separation of proteolytic mixtures. Aim of this work was evaluation of both possibilities and 
limitations of the method for identification of drug targets at the level of whole proteome and for revealing 
cellular processes activated by the treatment. Particularly, the available literature data on chemical proteomics 
obtained earlier for a large set of onco-pharmaceuticals using multiplex quantitative proteome profiling were 
analyzed. The results obtained were further compared with the proteome-wide data acquired by the DirectMS1 
method using ultrashort separation gradients to evaluate efficiency of the method in identifying known drug 
targets. Using ovarian cancer cell line A2780 as an example, a whole-proteome comparison of two cell lysis 
techniques was performed, including the freeze-thaw lysis commonly employed in chemical proteomics and 
the one based on ultrasonication for cell disruption, which is the widely accepted as a standard in proteomic 
studies. Also, the proteome-wide profiling was performed using ultrafast DirectMS1 method for A2780 cell 
line treated with lonidamine, followed by gene ontology analyses to evaluate capabilities of the method in 
revealing regulation of proteins in the cellular processes associated with drug treatment.

Keywords: proteomics, mass spectrometry, proteins, lonidamine, lysis, signaling pathways



БИОХИМИЯ, 2022, том 87, вып. 11, с. 1648 – 1658

1648

УДК 577.15.08

РАКОВО-СЕТЧАТОЧНЫЕ АНТИГЕНЫ В МОЧЕ БОЛЬНЫХ 
РАКОМ МОЧЕВОГО ПУЗЫРЯ И ПРЕДСТАТЕЛЬНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

© 2022 Ю.М. Шляпников1*, Е.А. Малахова1, А.З. Винаров2, Н.В. Потолдыкова2, 
В.И. Владимиров3, Е.Ю. Зерний4, А.А. Замятнин мл.4,5,6, Е.А. Шляпникова1

1 Институт теоретической и экспериментальной биофизики РАН, 
142290 Пущино, Московская обл., Россия; электронная почта: yuri.shlyapnikov@gmail.com

2 Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова Минздрава России, 
Институт урологии и репродуктивного здоровья человека, 119991 Москва, Россия

3 Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, 
117437 Москва, Россия

4 НИИ физико-химической биологии имени А.Н. Белозерского, 
Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 119992 Москва, Россия

5 Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова Минздрава России, 
Институт молекулярной медицины, 119991 Москва, Россия

6 Научно-технологический университет «Сириус», 
354340 Краснодарский край, федеральная территория «Сириус», Россия

Поступила в редакцию 07.04.2022
После доработки 02.10.2022

Принята к публикации 13.10.2022

Недавно было показано, что комбинация зрительного аррестина c рековерином может служить эф-
фективным мочевым биомаркером рака почки с чувствительностью и специфичностью выше 92%. 
В  настоящей работе изучена возможность детекции указанных антигенов в моче при других уро-
логических онкозаболеваниях  – раке мочевого пузыря  (РМП) и предстательной железы  (РПЖ). 
С использованием ультрачувствительного иммуноанализа на микрочипах, имеющего предел детек-
тирования 0,1 пг/мл, были проанализированы образцы мочи 40 больных РМП и 40 больных РПЖ. 
Показано, что при  РМП чувствительность определения комбинации аррестина с рековерином 
составляет  58% (AUC  0,76; 95%  доверительный интервал 0,66–0,86), в то время как при  РПЖ  – 
60% (AUC 0,78; 95% доверительный интервал 0,68–0,88). Установлено, что у больных с РМП и РПЖ, 
имевших положительный результат анализа, после удаления опухоли указанные антигены в моче 
не обнаруживаются в 90% случаев. Полученные результаты в будущем могут стать основой для соз-
дания новых подходов для своевременного выявления рецидивов таких заболеваний и наблюдения 
за ходом лечения, а также для развития новых диагностических методов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: раково-сетчаточные антигены, иммуноанализ, урологические онкозаболевания, 
микрочипы, магнитные частицы.

DOI: 10.31857/S0320972522110100, EDN: LWHOKA

Принятые сокращения: ПСА – простатический специфический антиген; РМП – рак мочевого пузыря; РПЖ – рак 
предстательной железы; AUC – площадь под ROC-кривой; ROC – операционная характеристика приёмника.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на значительные успехи в об-
ласти молекулярной медицины, высокочув-
ствительные и специфичные биомаркеры уро-
логических онкозаболеваний практически 
отсутствуют. В  настоящее время моча рассма-
тривается в качестве уникального источника 
биомаркеров урологических онкозаболеваний, 
в первую очередь ввиду её прямого контакта 

с опухолью. Немаловажно, что простой не-
инвазивный способ получения образцов, по-
зволяющий избежать тяжёлых для пациента 
процедур, не требует дополнительной пробо-
подготовки. Потенциальные мочевые био-
маркеры рака мочевыводящих путей подроб-
но описаны в многочисленных работах  [1–6]. 
Поиск новых белковых мочевых онкомаркеров 
представляется перспективным по нескольким 
причинам. Во-первых, наличие большого чис-
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ла хорошо отработанных методов иммунохи-
мического анализа белков позволяет выбрать 
оптимальный метод детекции заданного био-
маркера. Во-вторых, крайне низкое содержа-
ние белков в моче, в том числе по сравнению с 
кровью, облегчает проведение иммуноанализа. 
Наконец, антигены выделяются опухолью не-
посредственно в анализируемую среду, избе-
гая разбавления в кровяном русле. В результате 
многолетних исследований мочевых белковых 
биомаркеров почечно-клеточного рака были 
выявлены наиболее перспективные индивиду-
альные биомаркеры, а также предложены пане-
ли, которые демонстрируют чувствительность, 
близкую к 100%. К ним относятся аквапорин-1 
в комбинации с перилипином-2 (100%  чув-
ствительность и 95% специфичность) [7], ком-
бинация белка, ингибирующего Raf-киназу, с 
его фосфорилированной формой [8] и др. В от-
ношении рака мочевого пузыря было предло-
жено множество диагностических тестов мочи, 
включая UBC-тест, UroVysion  (FISH), тесты 
на основе определения ядерного матриксно-
го белка  (NMP22®), рецептора фактора роста 
фибробластов  3  (FGFR3) и  др. Все они име-
ют высокую чувствительность и специфич-
ность [6], однако ни одна из предложенных си-
стем не была рекомендована для клинической 
практики [9, 10]. Проанализировав эффектив-
ность как одиночных мочевых биомаркеров, 
так и панелей, составленных из комбинации 
белков для диагностики рака мочевого пузы-
ря  (РМП), мы предположили, что использо-
вание более чувствительных методов детекции 
может помочь открытию новых перспективных 
белковых онкомаркеров [6].

Рак предстательной железы (РПЖ) являет-
ся ведущей причиной смерти мужчин от онко-
логических заболеваний [11]. Обычно его подо-
зревают на основании пальцевого ректального 
исследования и/или наличия изменений уров-
ней в сыворотке крови простатического специ-
фического антигена  (ПСА). Применение ПСА 
в качестве сывороточного маркера произве-
ло революцию в диагностике  РПЖ, несмо-
тря на его ограниченную чувствительность и 
специфичность [12]. До сих пор ПСА остаётся 
единственным диагностическим биомарке-
ром  РПЖ, который рекомендован для широ-
кого практического использования. В  послед-
ние годы были предложены новые биомаркеры 
рака предстательной железы, определяемые в 
моче и плазме  [13–16]. Из  мочевых биомарке-
ров последнего поколения наибольшее внима-
ние привлекают PCA3  (Progenza), SelectMDx, 
MiPS и ExoDx [17]. Ряд тестов, например, PCA3 
и  SelectMDx, направлен на выявление в моче 

специфических мРНК. Согласно данным мета-
анализа, чувствительность теста PCA3 составля-
ет 46,9–82,3%, специфичность – 56,3–89% [18]. 
SelectMDx показал обнадёживающие результа-
ты с AUC, равной 0,90 [19]. Тест ExoDx Prostate 
(IntelliScore) предсказывает рак предстатель-
ной железы с  AUC  =  0,80  [20]. Однако в на-
стоящее время как оценка MiPS, так и анализ 
ExoDx считаются экспериментальными. Таким 
образом, в целом можно говорить о том, что в 
настоящее время не существует методик опре-
деления каких-либо биомаркеров в моче, при-
годных для достоверной диагностики РПЖ.

Известно, что некоторые фоторецептор-
ные белки, такие как аррестин и рековерин, 
экспрессируются как раково-сетчаточные ан-
тигены опухолями различных типов. Это под-
тверждено определением как антигенов в самих 
опухолевых тканях, так и аутоантител к ним в 
сыворотке крови  [21, 22]. Недавно мы показа-
ли, что комбинация аррестина c рековерином 
может служить эффективным мочевым био-
маркером рака почки с чувствительностью 96% 
и специфичностью 92% [23]. В то же время моча 
может контактировать с опухолью и при дру-
гих урологических онкозаболеваниях, в том 
числе при РМП и  РПЖ. В  настоящей работе 
мы определили уровни аррестина и рековери-
на в моче 80 больных раком мочевого пузыря и 
предстательной железы и сравнили их с резуль-
татами анализа 50 пациентов с урологическими 
незлокачественными заболеваниями. Кроме того, 
нами были проанализированы образцы мочи 
больных РМП и РПЖ до и после удаления опу-
холи. Для решения этих задач в работе был ис-
пользован мультиплексный иммуноанализ на 
микрочипах с магнитными метками, имеющий 
предел обнаружения 0,1 пг/мл [6].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Реагенты и мембрана из реге-
нерированной целлюлозы (толщина 40  мкм) 
приобретены в «Sigma-Aldrich» США. Карбок-
силированные магнитные частицы (Dynabeads 
MyOne, диаметр 1  мкм) приобретены в 
«Invitrogen» США. Получение рекомбинант-
ных антигенов и антител описано ранее [6, 23].

Пациенты и образцы. Сбор образцов прово-
дился в Институте урологии и репродуктивного 
здоровья Сеченовского университета в 2019–
2021  гг. Образцы мочи хранили при –80  °C. 
Диагноз РМП и РПЖ подтверждался гистоло-
гическим исследованием образцов ткани, по-
лученных в ходе оперативного лечения. Среди 
больных РМП было 32  мужчины и 8  женщин; 
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медианный возраст  (диапазон) составил 
66  (30–86) и 68  (48–81) лет для больных РМП 
и  РПЖ соответственно. Количество больных 
РМП с разными стадиями опухоли составили: 
Т1 – 32, Т2 – 2, Т3 – 1, Т4 – 5 (Т1 соответствует 
наиболее лёгкой стадии с наименьшим разме-
ром опухоли); в случае РПЖ: Т1 – 38, Т2 – 1, 
Т3  –  1, Т4  –  0. У  всех пациентов метастазы в 
отдалённые органы и лимфоузлы отсутствова-
ли. В контрольной группе 25 пациентов имели 
диагноз мочекаменная болезнь, 18  – доброка-
чественная гиперплазия предстательной желе-
зы, 3  – стриктура уретры, 3  – гидронефроз и 
1  – кисты почки  [23]. Содержание ПСА в сы-
воротке больных РПЖ определяли с помощью 
стандартных коммерческих наборов.

Проведение иммуноанализа. Процедура из-
готовления белковых микрочипов описана 
ранее  [20]. Микрочипы помещали в пробир-
ки с мочой (1–1,5 мл) и инкубировали в тече-
ние ночи при +4 °С с вращением со скоростью 
20 об./мин. Микрочип промывали водой и 
фиксировали в проточной ячейке, описанной 
ранее  [24], под которую устанавливали маг-
нит  (рис.  1,  а). Суспензию магнитных частиц, 
конъюгированных с антителами к аррестину 
и рековерину, с общей концентрацией  0,001% 
прокачивали через ячейку в течение 2–3  мин. 
Изображения микрочипа получали с помощью 
оптического микроскопа Микмед-6 («ЛОМО», 
Россия) с темнопольным осветителем и обра-
батывали, как описано ранее  [25] с некоторы-
ми модификациями  [23]. При этом в каждом 
эксперименте анализировалось большое число 
(до 1000) связанных на поверхности микрочипа 
магнитных частиц, что позволило определить 

статистическую значимость результата анализа 
для каждого образца мочи.

Статистическая обработка результатов. Для 
оценки различий между опытными и кон-
трольной группами использовали χ2-тест; для 
определения различий в содержании аррестина 
и рековерина до и после операции – критерий 
знаков; для определения различий в содержа-
нии ПСА  – критерий Манна–Уитни. Расчёты 
осуществлялись в OriginPro 2018. Варьируя зна-
чение пороговой концентрации (0,1; 0,3; 1; 3; 
10 пг/мл), строили ROC-кривые (receiver opera
tor characteristic), представляющие собой зави-
симость доли истинно положительных от доли 
ложноположительных результатов. Для оценки 
предсказательной способности биомаркеров 
определяли площадь под ROC-кривой (AUC, 
area under curve). По построению, площадь 
под кривой, равная 1, соответствует идеальной 
предсказательной способности, а  при  AUC, 
равной  ½, предсказательная способность пол-
ностью отсутствует. Для оценки доверительных 
интервалов значений  AUC использовали би-
нормальную модель [26].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Для мультиплексного иммуноанализа ме-
тодом электрораспыления были изготовлены 
микрочипы на низкоадгезивной мембране из 
регенерированной целлюлозы [24]. Описанная 
технология позволяет параллельно изготавли-
вать до 100 микрочипов с минимальным расхо-
дом антител  – около  10  нг на один микрочип. 
На  основе таких микрочипов нами была раз-

Рис. 1. Иммуноанализ на микрочипах. а  – Схема ультрачувствительной детекции сигнала на микрочипе с помощью 
магнитных частиц, покрытых специфическими антителами. Стрелки указывают траекторию движения магнитных ча-
стиц. б – Схема микрочипа. Обозначения активных зон: А – моноклональные антитела к аррестину, Р – поликлональ-
ные антитела к рековерину, + – положительный контроль (рекомбинантный рековерин). Роль отрицательного контро-
ля выполняет пространство между активными зонами микрочипа
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Рис. 2. Репрезентативные примеры результатов анализа образцов мочи, полученных от больных РМП (а) и РПЖ (б). 
Номера образцов соответствуют указанным в табл.  S1 и  S2 в  Приложении. На верхней левой фотографии отмечены 
зоны, в которых анализируется сигнал

работана ультрачувствительная тест-система 
для определения раково-сетчаточных антиге-
нов [23]. На рис. 1, а приведено схематическое 
изображение ячейки, использованной в имму-
ноанализе, и схема детекции сигнала на микро-
чипе. В  настоящем исследовании микрочипы 
включали активные зоны антител к аррестину 
и рековерину, а также зоны положительного 

контроля в двух повторах (рис. 1, б). В качестве 
положительного контроля использовался один 
из исследуемых антигенов, а именно рекомби-
нантный рековерин. На первом этапе был опре-
делён предел детектирования аррестина и реко-
верина в контрольном образце мочи, в котором 
данные антигены изначально отсутствовали. 
Он составил 0,1  пг/мл для обоих антигенов. 

Таблица 1. Характеристики эффективности определения аррестина, рековерина и их комбинации в моче больных 
РМП и РПЖ

Биомаркер Характеристика Рак мочевого пузыря Рак предстательной железы

Аррестин

чувствительность1 30% (n = 40) 53% (n = 40)

специфичность2 94% (n = 50)

AUC3 0,63 (0,51–0,75) 0,74 (0,63–0,85)

Рековерин

чувствительность1 38% (n = 40) 13% (n = 40)

специфичность2 96% (n = 50)

AUC3 0,67 (0,55–0,79) 0,54 (0,42–0,66)

Комбинация аррестина 
с рековерином

чувствительность1 58% (n = 40) 60% (n = 40)

специфичность2 92% (n = 50)

AUC3 0,76 (0,66–0,86) 0,78 (0,68–0,88)

Примечание. 1 Значения чувствительности и специфичности рассчитаны для пороговой концентрации 0,1 пг/мл.
2 Специфичность определяли для контрольной группы из 50  урологических больных, не имеющих злокачественных 
образований [23].
3 В скобках указаны значения 95% доверительного интервала.
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Рис. 3. ROC-кривые для определения раково-сетчаточных антигенов при  РМП и  РПЖ. Результаты статистической 
обработки ROC-кривых (доверительные интервалы для значений AUC) содержатся в табл. 1

Рис. 4. Сравнение содержания ПСА в образцах сыворотки пациентов с положительным и отрицательным анализом 
мочи на аррестин и рековерин. Приведены медианы и 5–95% перцентили
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Далее, были построены калибровочные кри-
вые, позволяющие проводить полуколиче-
ственное измерение концентрации белков с 
точностью ½  десятичного порядка  [23]. Надо 
отметить, что высокая чувствительность имму-
ноанализа достигается благодаря детекции сиг-
нала покрытыми специфическими антителами 
магнитными частицами, которые в ламинар-
ном потоке при приложении магнитного поля 
сканируют поверхность микрочипа. Такой спо-
соб проведения анализа, как мы показали ра-
нее, позволяет выявлять даже единичные меж-
молекулярные взаимодействия [27].

Всего в работе на присутствие зрительно-
го аррестина и рековерина было проанали-
зировано 40  образцов мочи больных  РМП и 
40  образцов больных  РПЖ. Репрезентатив-
ные фотографии микрочипов, полученные 
в результате анализа образцов мочи пациен-
тов с указанными заболеваниями, представ-
лены на рис. 2.

На  рис.  3 приведены ROC-кривые и со-
ответствующие значения площади под кри-
вой  (AUC) для аррестина и рековерина в от-
дельности и для их комбинации. Как и в случае 
рака почки [23], полуколичественный характер 

Таблица 2. Результаты анализа образцов мочи, полученных от больных РМП перед операцией и через 7 дней после операции

Пациент #
Аррестин, пг/мл Рековерин, пг/мл

до операции после операции до операции после операции

1 <0,1 <0,1 0,1–0,3 <0,1

2 <0,1 <0,1 0,1–0,3 <0,1

3 <0,1 <0,1 0,1–0,3 <0,1

4 0,1–0,3 <0,1 <0,1 <0,1

5 0,3–1,0 <0,1 <0,1 <0,1

6 <0,1 <0,1 0,3–1,0 <0,1

7 0,1–0,3 <0,1 <0,1 <0,1

8 0,1–0,3 <0,1 <0,1 <0,1

9 0,1–0,3 <0,1 <0,1 <0,1

10 <0,1 0,3–1,0 1–3 <0,1

Примечание. # Номера образцов соответствуют указанным в табл. S1 и S2 в Приложении. Различия в содержании арре-
стина и рековерина до и после операции являются статистически значимыми (p < 0,01).

Таблица 3. Результаты анализа образцов мочи, полученных от больных РПЖ перед операцией и через 7 дней после операции

Пациент #
Аррестин, пг/мл Рековерин, пг/мл

до операции после операции до операции после операции

1 3–10 <0,1 1–3 <0,1

2 1–3 <0,1 <0,1 <0,1

3 0,3–1,0 <0,1 <0,1 <0,1

4 0,1–0,3 <0,1 <0,1 <0,1

5 0,1–0,3 0,1–0,3 <0,1 <0,1

6 <0,1 <0,1 0,1–0,3 <0,1

7 0,1–0,3 <0,1 <0,1 <0,1

8 <0,1 <0,1 0,1–0,3 <0,1

9 1–3 <0,1 <0,1 <0,1

10 0,3–1,0 <0,1 <0,1 <0,1

Примечание. # Номера образцов соответствуют указанным в табл. S1 и S2 в Приложении. Различия в содержании арре-
стина и рековерина до и после операции являются статистически значимыми (p < 0,01).
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используемого метода объясняет небольшое 
количество доступных значений пороговой 
концентрации – 0,1, 0,3, 1, 3 и 10 пг/мл. Очевид-
но, что оптимальным является минимальное 
значение пороговой концентрации  0,1  пг/мл. 
В  табл. 1 указаны доверительные интервалы 
для значений AUC, а также значения чувстви-
тельности и специфичности определения ар-
рестина и рековерина, отвечающие порогу 
концентрации 0,1 пг/мл. Исходные данные для 
вычисления указанных значений приведены 
в табл. S1 и S2 в Приложении.

В данной работе мы проанализировали 
также по 10 образцов мочи, взятой через 7 дней 
после удаления опухоли у больных с РМП 
и РПЖ, у которых тест на раково-сетчаточные 
антигены до операции был положительным. 
Результаты анализа приведены в  табл.  2  и  3. 
Как в случае РМП, так и РПЖ в 90% образцов 
больных после операции аррестин с рековери-
ном не были обнаружены.

Наконец, мы исследовали корреляцию со-
держания традиционного биомаркера ПСА в 
сыворотке крови и аррестина и рековерина в 
моче у больных РПЖ. Для этого мы сравни-
ли содержание ПСА в сыворотке пациентов, 
имеющих положительный и отрицательный 
анализ мочи на аррестин и рековерин (рис. 4). 
Показано, что для больных, в моче кото-
рых детектированы данные антигены, ха-
рактерен более высокий уровень  ПСА, хотя 
различие не является статистически значи-
мым (p > 0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе мы определили содер-
жание раково-сетчаточных антигенов  – арре-
стина и рековерина  – в моче больных РМП 
и  РПЖ и пациентов с доброкачественными 
урологическими заболеваниями и сравни-
ли их с результатами, полученными ранее для 
больных раком почки  [23]. Из  данных, по-
лученных в результате анализа 40  образцов 
больных  РМП и представленных на  рис.  3, 
можно сделать вывод о том, что лучшей пред-
сказательной способностью, как и ожидалось, 
обладает комбинация биомаркеров: значе-
ние AUC повышается с  0,63  – для аррестина 
и  0,67  – для рековерина до  0,76. Совсем дру-
гая картина наблюдалась при исследовании 
40  образцов мочи больных  РПЖ. Показано, 
что эффективность рековерина в качестве по-
тенциального биомаркера РПЖ близка к нулю 
(AUC  =  0,54). В  результате предсказательная 
способность комбинации рековерина с арре-

стином для  РПЖ оказалась такой же, как для 
самого аррестина (AUC = 0,78 и 0,74 соответ-
ственно). Для объяснения этих результатов 
требуется детальное понимание механизмов, 
управляющих аберрантной экспрессией ра-
ково-сетчаточных антигенов различными ти-
пами раковых клеток, однако пока эти меха-
низмы остаются невыясненными. В  работах 
Golovastova et al. [22] и Bazhin et al. [28] показа-
на роль деметилирования CpG в промоторной 
области гена рековерина в регуляции его абер-
рантной экспрессии в клетках рака почки, ме-
ланомы и других типов рака. Примечательно, 
что некоторые образцы опухолей с неизменён-
ным статусом метилирования ДНК промотора 
рековерина оказались тем не менее способны-
ми продуцировать белок [22]. Это не исключа-
ет описанного эпигенетического механизма, 
однако предполагает наличие альтернативных 
путей, регулирующих экспрессию рековерина 
в злокачественных опухолях.

Помимо уровня экспрессии биомарке-
ров в опухолях различных типов, на диагно-
стическую эффективность может влиять спо-
собность биомаркеров экстрагироваться из 
опухолевой ткани в мочу. Полученные нами 
результаты могут быть частично объяснены с 
учётом этого обстоятельства. Обобщая дан-
ные по содержанию аррестина и рековерина 
в моче при различных урологических онкоза-
болеваниях, можно заключить, что предска-
зательная способность раково-сетчаточных 
антигенов существенно выше в случае рака 
почки, чем для РМП и  РПЖ. Вместе с тем, 
согласно литературным данным, одиночные 
биомаркеры рака простаты в среднем уступа-
ют по чувствительности и предиктивной спо-
собности биомаркерам рака почки и мочевого 
пузыря  [6, 17–20]. Надо отметить, что един-
ственный широко применяемый в клиниче-
ской практике белковый биомаркер, ПСА в 
крови, имеет весьма низкую предсказательную 
способность (AUC  =  0,67)  [29], то есть ниже 
предсказательной способности комбинации 
аррестина и рековерина в моче. Известно, 
что при  РПЖ опухоль локализуется преиму-
щественно в периферической зоне предста-
тельной железы [30], из которой массоперенос 
белков в мочу может быть затруднён по анато-
мическим причинам. В  то же время в случае 
рака почки развитая внутренняя поверхность, 
эффективно омываемая мочой, способству-
ет более полной экстракции биомаркеров. 
Ткани мочевого пузыря также хорошо омы-
ваются мочой, однако плотный барьерный 
слой эпителиальных клеток пузыря может за-
труднять диффузию веществ, особенно срав-
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нительно гидрофобных белков, таких как 
раково-сетчаточные антигены. Этим может 
объясняться их невысокая диагностическая 
эффективность в случае РМП по сравнению 
с раком почки.

Однако, несмотря на указанные пробле-
мы, мочевые биомаркеры белковой природы 
представляются более перспективными для 
диагностики урологических онкозаболева-
ний по сравнению с биомаркерами крови. Как 
было показано ранее  [23], определение арре-
стина и рековерина в сыворотке крови неэф-
фективно вследствие низкой специфичности 
анализа. Вероятно, высокое содержание бел-
ков в крови мешает получению специфическо-
го сигнала при ультрачувствительном иммуно-
анализе. Если сравнить уровень содержания 
ПСА в крови и моче, оказывается, что у здоро-
вых мужчин среднее значение в  200  раз выше 
в моче, чем в крови: 800  нг/мл против  4  нг/мл 
[31], а у больных  РПЖ концентрация ПСА в 
моче может превышать 900  нг/мл  [32]. Оче-
видно, что в случае урологических онкозабо-
леваний концентрация выделяемых опухолью 
белковых биомаркеров в моче существенно 
выше по сравнению с кровью, что, в сочета-
нии с более низким содержанием общего бел-
ка в моче, может способствовать более высо-
кой диагностической эффективности мочевых 
биомаркеров.

Оценку специфичности аррестина, реко-
верина и их комбинации проводили на осно-
вании результатов анализа образцов 50  па-
циентов, не имеющих злокачественных или 
доброкачественных опухолей почки и моче-
вого пузыря, таких как онкоцитома; однако 
в группе было 13  больных с доброкачествен-
ной гиперплазией предстательной железы, и 
в  2  образцах таких больных был детектирован 
аррестин  [23]. Доля положительных анализов 
в случае гиперплазии предстательной желе-
зы оказалась существенно ниже (2/13  =  15%), 
чем в случае РПЖ  (60%), но больше, чем для 
контрольной группы пациентов, у которых 
доброкачественные урологические опухоли 
отсутствовали (2/37 = 5%). Хотя малая выбор-
ка не позволяет говорить о статистической 
достоверности результатов, тем не менее они 
согласуются с литературными данными  [21, 
22], в которых показана экспрессия аррестина 
и рековерина в доброкачественных урологи-
ческих опухолях. Стоит отметить, что концен-
трация ПСА в крови также может повышаться 
при доброкачественных заболеваниях пред-
стательной железы [29]. Вместе с тем система-
тическое изучение возможности дифферен-
циальной диагностики доброкачественных и 

злокачественных опухолей по раково-сетча-
точным антигенам, а также урологических и 
неурологических онкозаболеваний является 
самостоятельной задачей.

Наконец, следует обсудить перспекти-
вы использования аррестина и рековерина в 
качестве предиктивных биомаркеров. После 
удаления опухоли у больных с РМП и  РПЖ 
аррестин с рековерином в моче не детектиру-
ются в  90%  случаев. Это наблюдение согласу-
ется с результатами, полученными ранее для 
больных почечно-клеточным раком  [23], и 
подтверждает опухолевое происхождение об-
наруживаемых в моче аррестина и рековерина. 
Данный факт выгодно отличает раково-сет-
чаточные антигены от многих других биомар-
керов, в частности, ПСА, концентрация ко-
торого в моче оставалась довольно высокой 
(в  среднем  21,4  нг/мл) даже после удаления 
предстательной железы  [31], и может иметь 
большое практическое значение, например, 
для отслеживания эффективности лечения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе установлено, что при 
РМП и РПЖ из опухоли в мочу могут выделять-
ся раково-сетчаточные антигены  – аррестин 
и рековерин – в концентрации менее 1 пг/мл, 
которые не могут быть детектированы тради-
ционными методами иммуноанализа, такими 
как ИФА, Вестерн-блоттинг или иммунохро-
матография. Эффективным методом выявле-
ния антигенов в столь низких концентрациях 
является «активный» иммуноанализ на микро-
чипах с магнитными метками, не требующий 
дорогостоящего оборудования и большого 
расхода антител. Выявление аррестина и ре-
коверина в моче пациента позволяет подозре-
вать как рак почки, так и рак мочевого пузыря 
и предстательной железы. Это означает, что в 
случае положительного теста на данные антиге-
ны больному требуется пройти дополнительное 
обследование для дифференциальной диагно-
стики этих урологических онкозаболеваний. 
Важно отметить, что аррестин с рековерином 
могут рассматриваться и как потенциальные 
неинвазивные биомаркеры для оценки состоя-
ния послеоперационных больных и эффек-
тивности проводимого лечения. В связи с этим 
мы предполагаем, что описанный в настоящей 
работе тест по новым мочевым биомаркерам 
может представлять интерес для специалистов, 
работающих в области урологической онколо-
гии, и в перспективе может быть использован в 
клинической практике.
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It has recently been shown that combination of arrestin and recoverin can serve as an effective urinary 
biomarker for renal cell carcinoma with sensitivity and specificity of over 92%. In this work, we studied 
the possibility of detecting these antigens in the urine in other urological oncological diseases – bladder 
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cancer  (BC) and prostate cancer (PCa). Urine samples from 40 BC patients and 40 PCa patients were 
analyzed using an ultrasensitive microarray immunoassay with a detection limit of 0.1 pg/ml. It was shown 
that in BC the sensitivity of determining the combination of arrestin with recoverin is 58% (AUC 0.76, 
95% CI 0.66-0.86), while in PCa it is 60% (AUC 0.7, 95% CI 0.68-0.88). It has been established that in 
patients with bladder and prostate cancer who had a positive test, these antigens are not detected in 90% of 
cases after removal of the tumor. In the future, the obtained results could become the basis for developing 
new approaches for timely detection of relapses of such diseases and treatment control, as well as for 
the development of new diagnostic methods.

Keywords: cancer-retina antigens, immunoassay, urological cancer, microarrays, magnetic particles



БИОХИМИЯ, 2022, том 87, вып. 11, с. 1659 – 1666

1659

УДК 577.1- 612.011- 611- 018.54

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОКИСЛЯЕМОСТЬ РАЗНЫХ КЛАССОВ 
ЛИПОПРОТЕИДОВ ПЛАЗМЫ КРОВИ

© 2022 В.З. Ланкин*, А.К. Тихазе, В.Я. Косач

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр кардиологии им. акад. Е.И. Чазова» Минздрава РФ, 
121552 Москва, Россия; электронная почта: lankin0309@mail.ru

Поступила в редакцию 29.08.2022
После доработки 21.09.2022

Принята к публикации 21.09.2022

Исследовали кинетику свободнорадикального окисления разных классов липопротеидов плазмы 
крови – наночастиц липид-транспортирующей системы организма. Установлено, что Cu2+-ини-
циированная окисляемость (susceptibility to free radical peroxidation) «атерогенных» липопротеидов 
низкой плотности (ЛНП) плазмы крови человека in vitro более чем на порядок выше окисляемости 
«антиатерогенных» липопротеидов высокой плотности (ЛВП). Исходное содержание ацилгидро-
перокси-производных фосфолипидов в наружном слое частиц ЛНП in  vivo (при расчёте на одну 
частицу) также более чем на порядок превышает содержание этих первичных продуктов свободно-
радикального окисления в частицах ЛВП. Окисляемость cубфракции ЛВП – ЛВП2 – была досто-
верно выше, чем окисляемость общих ЛВП и субфракции ЛВП3. Полученные данные подтверждают 
важную роль свободнорадикального окисления ЛНП в молекулярных механизмах, приводящих к 
индукции повреждения стенки сосудов при атеросклерозе.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: липопротеиды низкой плотности (ЛНП), липопротеиды высокой плотности (ЛВП), 
свободнорадикальное окисление, ацилгидроперокси-производные фосфолипидов.
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Принятые сокращения: ЛВП  – липопротеиды высо-
кой плотности; ЛНП – липопротеиды низкой плотности; 
ЛП(а) – липопротеин (а); LOOH – липогидропероксиды.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Липид-транспортирующая система плаз-
мы крови представлена двумя основными 
классами липид-белковых наноструктур – 
липопротеидами низкой плотности (ЛНП) и 
липопротеидами высокой плотности (ЛВП), 
которые существенно различаются по метабо-
лическим функциям, а также по размеру и хи-
мическому составу частиц [1–5]. Частицы ЛВП 
содержат апопротеины  А1, С2 и Е, тогда как 
частицы больших по размеру ЛНП содержат 
единственный белок – апопротеин В-100 [1–4]. 
Образующиеся в печени ЛНП транспортиру-
ют липиды в периферические ткани, а ЛВП 
осуществляют обратный транспорт липидов 
для их утилизации в печени  [5–8]. Апопро-
теин  В-100 частиц ЛНП может подвергаться 
химической модификации с участием низко-
молекулярных дикарбонилов, образующихся 
в качестве вторичных продуктов при свобод-

норадикальном окислении полиеновых липи-
дов (4-гидрокси-2-ноненаль и малоновый ди-
альдегид – МДА) и при окислении глюкозы и 
других шестиатомных углеводов (глиоксаль и 
метилглиоксаль) [9]. Изомер МДА метилглиок-
саль образуется ферментативно из триозофос-
фатов, накапливающихся в процессе гликоли-
за при гипергликемии  [10], тогда как гомолог 
МДА глиоксаль образуется при автоокислении 
глюкозы [11] и её соокислении с полиеновыми 
липидами [11, 12]. Нами была продемонстриро-
вана возможность эффективного образования 
метилглиоксаля при атаке глюкозофосфатов 
гидропероксидными радикалами липидов [13], 
что предусматривает возможность накопле-
ния метилглиоксаля в процессе нефермента-
тивного свободнорадикального соокисления 
шестиатомных сахаров и ненасыщенных ли-
пидов в процессе окислительного стресса. 
Частицы окислительно модифицированных 
ЛНП активно захватываются scavenger-рецеп-
торами клеток сосудистой стенки, что сопро-
вождается возникновением предатерогенных 
липоидозных повреждений сосудов при ате-
росклерозе и диабете [9, 12]. При этом молеку-
лярный механизм карбонильной модификации 
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апопротеинов ЛНП при атеросклерозе с пре-
имущественным участием МДА и при диа-
бете с участием глиоксаля и метилглиоксаля 
сходен  [12,  14], хотя эффективность модифи-
кации белка различными дикарбонилами мо-
жет отличаться  [15,  16]. Кроме того, показа-
но, что частицы «окисленных» ЛНП могут 
образовывать комплекс с рецептором LOX-1 
на мембране эндотелиоцитов, стимулируя за-
пуск апоптоза, приводящий к дисфункции 
эндотелия  [17]. Полученные нами данные 
свидетельствуют о том, что не окисленные 
ферментативно (при катализе животной  С-15 
липоксигеназой) ЛНП, а преимущественно 
дикарбонил-модифицированные ЛНП могут 
эффективно захватываться scavenger-рецепто-
рами клеток сосудистой стенки [18]. Исходя из 
этого, можно полагать, что в многочисленных 
работах по атерогенному действию «окислен-
ных» ЛНП наблюдаемые эффекты связаны 
не с действием собственно окисленных ЛНП 
(содержащих ацилгидроперокси-производные 
фосфолипидов в наружном слое частиц), а 
с карбонильной модификацией апопротеи-
нов, вызванной накоплением низкомолеку-
лярных дикарбонилов  [9,  14]. Таким образом, 
очевидно, что окислительные превращения 
липопротеидов могут играть ведущую роль в 
этиологии и патогенезе атеросклероза и сахар-
ного диабета [9, 14]. Тем не менее в литерату-
ре не существует общего мнения относительно 
сравнительной окисляемости частиц ЛНП и 
ЛВП [19–27], так как при сравнении скорости 
окисления обычно используют не только раз-
личные инициаторы окисления, различные 
методы анализа, но и различные расчёты для 
анализа результатов (обычно – на количество 
белка частиц, что при большой разнице в со-
держании апопротеинов в частицах ЛНП и 
ЛВП затрудняет интерпретацию результатов). 
Исходя из вышесказанного, в настоящей ра-
боте исследовали потенциальную способность 
частиц ЛНП, ЛВП и их субфракций (ЛВП2, 
ЛВП3) к Cu2+-инициированному свободнора-
дикальному перекисному окислению in  vitro 
(susceptibility to free radical peroxidation), а так-
же исходный уровень липогидроперокси-про-
изводных фосфолипидов in  vivo в наружном 
слое частиц этих липопротеидов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Изолирование разных классов липопротеи-
дов (ЛНП, ЛВП) и субфракций ЛВП (ЛВП2, 
ЛВП3) при помощи препаративного ультрацен-
трифугирования. Препаративное выделение 

ЛНП, общей фракции ЛВП и субфракций 
ЛВП2, ЛВП3 из плазмы крови практически 
здоровых доноров проводили методом цен-
трифугирования в градиенте плотности NaBr 
на ультрацентрифуге Beckman Optima XPN-80 
(«Beckman Coulter», США)  [28]. Липопротеи-
ды изолировали из трёх образцов плазмы 
крови, полученных от трёх разных здоровых 
доноров. В центрифужную пробирку вно-
сили донорскую плазму, содержащую 1  мМ 
ЭДТА, осторожно наслаивали раствор NaBr 
с плотностью 1,006 г/мл и центрифугирова-
ли (105 000 g в течение 18 ч) при 4 °С в роторе 
Ti-60. После удаления верхнего слоя, содержа-
щего липопротеиды очень низкой плотности 
(ЛОНП), к содержимому пробирки добавля-
ли при перемешивании расчётное количество 
мелко растёртого порошка NaBr и растворяли 
соль для создания плотности 1,065 г/мл, по-
сле чего пробирку дополняли раствором NaBr 
этой же плотности. После центрифугирования 
(105 000 g в течение 18 ч при 4 °С) аккуратно 
отбирали верхний слой, содержащий флоти-
ровавшие ЛНП. К раствору в центрифужной 
пробирке вновь добавляли NaBr и доводили 
плотность до 1,125 мг/мл. После центрифу-
гирования (150 000 g в течение 24  ч при 4 °С) 
отбирали верхний слой, содержащий ЛПВ2. 
К раствору в пробирке добавляли и при пе-
ремешивании растворяли NaBr, доводя плот-
ность до 1,21 г/мл. Верхнюю фракцию ЛПВ3 
отбирали после центрифугирования в течение 
24 ч при 150 000 g и температуре 4 °С. Фракцию 
общих ЛВП получали путём центрифугиро-
вания (150 000 g в течение 24 ч при 4 °С) по-
сле отбора ЛНП и создания плотности NaBr, 
равной 1,21 г/л. Все полученные фракции ли-
попротеидов подвергали диализу в течение 
18 ч при температуре 4 °С против 2000  объё-
мов 0,145 М NaCl в 50  мМ K,Na-фосфатном 
буфере (рН 7,4).

Исследование кинетики свободнорадикаль-
ного Cu2+-инициированного окисления разных 
классов липопротеидов (ЛНП, ЛВП) и субфрак-
ций (ЛВП2, ЛВП3). После диализа содержание 
белка в образцах липопротеидов определяли 
по методу Лоури, а затем пробы разбавляли 
до 50  мкг белка/мл раствором, содержащим 
0,154  М NaCl в 50  мМ K,Na-фосфатном бу-
фере (рН  7,4). Окисление частиц ЛНП, ЛВП, 
ЛВП2 и ЛВП3 при 37 °С индуцировали введе-
нием в среду инкубации 30 мкМ CuSO4, по-
сле чего через фиксированные интервалы 
времени измеряли накопление липогидро-
пероксидов (LOOH) при 233 нм на спектро-
фотометре UV-2600 Shimadzu («Shimadzu», 
Япония) [12, 29, 30]. Содержание LOOH (конъ-
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югированные диены – ΔD233) в частицах ЛНП 
и ЛВП рассчитывали, используя коэффициент 
молярной экстинкции 22 000 М−1 × см−1. Кон-
центрацию LOOH на 1  частицу ЛНП и ЛВП 
рассчитывали, исходя из содержания апопро-
теина B-100 в частицах ЛНП и апопротеина А1 
в частицах ЛВП (каждый из этих апопротеи-
нов присутствует в количестве 1  молекулы на 
частицу ЛНП и ЛВП соответственно). Содер-
жание апопротеина  В-100 и апопротеина А1 
измеряли на химическом анализаторе Abbott 
Architect C8000 («Abbott», США) при исполь-
зовании соответствующих тест-наборов этой 
же фирмы. Исследование кинетики медь-за-
висимого свободнорадикального окисления 
липопротеидов in  vitro проводили, исполь-
зуя частицы, изолированные из плазмы кро-
ви 3  доноров (липопротеиды, выделенные из 
плазмы крови каждого донора, использовали в 
независимых экспериментах).

Статистическая обработка результатов. Ста-
тистический анализ результатов исследования 
проводили с помощью пакетов программно-
го обеспечения STATISTICA  10 («Statsoft», 
США); MedCalc, версия  12.7.0.0 («MedCalc 
Software», Бельгия) и Microsoft Excel 2010, вер-
сия  14.0.7263.5000. Поскольку анализ данных 
показал, что распределение признаков во всех 
случаях отличается от нормального, для стати-
стического анализа применяли непараметриче-
ские методы статистики. Анализ различий ко-
личественных показателей при межгрупповых 
сравнениях выполняли с помощью непараме-
трического критерия Манна–Уитни (Mann–
Whitney U test). Различия считали статистиче-
ски значимыми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнительное исследование окисляемости 
разных классов липопротеидов. Механизм ини-
циации свободнорадикального перекисного 
окисления липопротеидов ионами меди хо-
рошо изучен  [29,  30]. Очевидно, что кинетика 
окисления липопротеидов in  vitro должна су-
щественно зависеть от строения частиц, каче-
ства (ненасыщенность) и количества субстрата 
окисления – полиеновых фосфолипидов на-
ружного слоя частиц, но прежде всего от нали-
чия первичных продуктов окисления – LOOH, 
накопленных в частицах в процессе их цирку-
ляции в кровяном русле in  vivo  [12]. Деструк-
ция этих нестойких LOOH может происходить 
спонтанно:

LOOH → LOО• + H+,

но медь-зависимая деструкция LOOH с образо-
ванием пероксильных (LОО•) и алкоксильных 
(LО•) радикалов происходит более эффективно:

LOOH + Cu2+ → LOО• + H+ + Cu+

LOOH + Cu+ → LО• + OH− + Cu2+ [12, 28, 29].

Из приведённых уравнений реакций сле-
дует, что скорость инициирования свободно-
радикального окисления липопротеидов опре-
деляется исходным уровнем LOOH, накоплен-
ных в частицах in  vivo. Дальнейшее окисление 
полиеновых липидов (LH) частиц липопро-
теидов происходит по цепному механизму 
с промежу точным образованием липидных 
радикалов (L•):

LH + LOО• → LOOH + L•

LH + LО• → LOH + L•

L• + O2 → LOО• [12, 28, 29].

Результаты наших исследований сравни-
тельной кинетики окисляемости частиц ЛНП 
и общей фракции ЛВП представлены на рис. 1.

Как видно из рис.  1, при расчёте на 1  ча-
стицу скорость свободнорадикального окисле-
ния частиц ЛНП в идентичных условиях in vitro 
более чем на два порядка превышает скорость 
окисления частиц ЛВП. За 90  мин иницииро-
ванного ионами  Сu2+ окисления в частицах 
ЛНП накапливается 66,9 ± 3,26  пмоль × 10−11 
LOOH на 1 частицу, тогда как за это же время в 
частицах ЛВП (общая фракция) накапливается 
лишь 1,85 ± 0,09 пмоль × 10−11 LOOH на 1 ча-
стицу (рис. 2).

Рис.  1. Кинетика свободнорадикального Cu2+-индуци-
руемого окисления частиц ЛНП (кривая 1) и ЛВП (кри-
вая 2). Примечания: различия между кривыми 1 и 2 стати-
стически достоверны (р < 0,05) во всех точках, начиная с 
20 мин исследования
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Рис. 2. Уровень LOOH, накопившихся в частицах ЛНП, 
общей фракции ЛВП, а также в частицах ЛВП2 и ЛВП3 за 
90 мин свободнорадикального окисления фосфолипидов 
наружного слоя частиц после инициации окисления ио-
нами Cu2+. Примечания: * достоверные различия со все-
ми фракциями ЛВП (p < 0,05); ** достоверные различия 
ЛВП2 (p < 0,05) от ЛВП и ЛВП3

Рис.  3. Стационарная (исходная) концентрация LOOH 
(содержание LOOH in  vivo) в частицах ЛНП, в общей 
фракции ЛВП, а также в частицах ЛВП2 и ЛВП3, изме-
ренная непосредственно после изолирования липопро-
теидов методом ультрацентрифугирования в присутствии 
ЭДТА. Примечания: *  достоверные различия со всеми 
фракциями ЛВП (p  <  0,05); **  достоверные различия 
ЛВП2 (p < 0,05) от ЛВП и ЛВП3

Рис.  4. Сравнительная кинетика свободнорадикального 
Cu2+-индуцируемого окисления частиц общей фракции 
ЛВП (кривая  1), а также ЛВП2 (кривая  2) и ЛВП3 (кри-
вая  3). Примечания: различия между кривыми  2 и 1, а 
также между кривыми  2 и 3 статистически достоверны 
(р < 0,05) во всех точках, начиная с 20 мин исследования

Из полученных данных однозначно следу-
ет, что частицы ЛНП значительно более чув-
ствительны к индукции свободнорадикального 
окисления в наружном фосфолипидном слое, 
чем частицы ЛВП. Стационарная (исходная) 
концентрация LOOH (ацилгидроперокси-про-
изводных фосфолипидов) в изолированных 
ЛНП составляла 4,2 ± 0,11 пмоль × 10−11 LOOH 
на 1  частицу, тогда как исходное содержание 
первичных продуктов окисления в ЛВП со-
ставляло всего 0,20 ± 0,04 пмоль × 10−11 LOOH 
на 1 частицу (рис. 3).

Таким образом, исходная окисленность 
частиц ЛНП in  vivo также была более чем на 
порядок выше окисленности частиц ЛВП. Из 
этого следует, что и in vivo скорость свободно-
радикального окисления частиц ЛНП должна 
быть значительно выше, чем скорость окисле-
ния частиц ЛВП, поскольку при деструкции 
LOOH из них образуются активные алкок-
сильные свободные радикалы LО•, способные 
инициировать дальнейшее свободнорадикаль-
ное окисление липидного субстрата по цеп-
ному механизму. Следовательно, повышенная 
чувствительность частиц ЛНП к индукции в 
них свободнорадикального окисления должна 
весьма сильно зависеть от скорости иници-
ирования [12]. Повышенное содержание липо-
пероксидов в ЛНП in  vivo  [25,  26] может быть 
объяснено инициацией окисления этих ча-
стиц активными формами кислорода (АФК) 
в процессе развития окислительного стрес-
са [9, 14, 26], в частности, при гиперлипидемии 
в процессе атерогенеза [9, 12, 26].

При исследовании кинетики индуцирован-
ного свободнорадикального окисления наибо-
лее антиатерогенных субфракций ЛВП (ЛВП2 
и ЛВП3) было обнаружено, что скорость окис-
ления частиц ЛВП2 значительно (в несколько 
раз) превышает скорость окисления частиц 
ЛВП3 и частиц общей фракции ЛВП (рис. 4).

За 90 мин окисления в частицах ЛВП2 на-
капливалось в 3,5  раза больше LOOH, чем в 
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частицах общей фракции ЛВП (6,49 ± 0,66 
и 1,85 ± 0,09 пмоль × 10–11 LOOH на 1  части-
цу соответственно), тогда как различия в на-
коплении LOOH в частицах ЛВП3 и частицах 
общей фракции ЛВП были незначительны 
(рис.  4). Исходный уровень LOOH в частицах 
ЛВП2 также был более чем в 2,5 раза выше, чем 
в частицах общей фракции ЛВП (0,52 ± 0,087 
и 0,20 ± 0,04 пмоль × 10–11 LOOH на 1 частицу 
соответственно), а различия в исходном уров-
не LOOH в частицах ЛВП3 и частицах общей 
фракции ЛВП были недостоверны (рис. 3).

Таким образом, нами получены убедитель-
ные доказательства того, что частицы ЛНП 
имеют значительно большие потенции к сво-
боднорадикальному окислению in vitro и спон-
танному окислению in  vivo. Результаты наших 
исследований, свидетельствующие о том, что 
частицы ЛНП служат предпочтительным суб-
стратом свободнорадикального окисления не 
только in  vitro, но и in  vivo, хорошо согласуют-
ся с представлениями о важной роли окис-
лительно модифицированных ЛНП в моле-
кулярных механизмах повреждения стенки 
сосудов при атеросклерозе  [9,  27] и сахарном 
диабете  [9,  12,  14–16]. Обогащённые гидропе-
рокси-производными фосфолипидов частицы 
ЛНП легко подвергаются модификации вто-
ричными продуктами деструкции LOOH, та-
кими как 4-гидрокси-2-ноненаль и малоновый 
диальдегид  [14–16], причём карбонильная мо-
дификация апопротеина  В-100 частиц ЛНП, 
вероятно, играет ключевую роль в пусковых 
механизмах атерогенеза [9, 14] и сахарного диа-
бета  [9,  12,  14,  15]. В литературе имеются от-
дельные данные, указывающие на большую 
окисляемость частиц ЛНП по сравнению с 
ЛВП [24, 26, 27], что согласуется с полученны-
ми нами результатами (рис. 1–3). Тем не менее 
авторы некоторых работ приходят к противопо-
ложным выводам  [19–23,  25]. Эти противоре-
чия могут быть связаны с рядом факторов, та-
ких как использование различных инициаторов 
окисления in  vitro, различных методов опреде-
ления продуктов окисления, а также различных 
методов расчётов для интерпретации получен-
ных результатов  [19–27]. В частности, следует 
признать неприемлемым для сравнительной 
оценки окисляемости ЛНП и ЛВП представ-
ление результатов в виде уровня накопленных 
продуктов окисления на мг общего белка, что 
обычно и делается. По нашему мнению, такой 
способ представления результатов является со-
вершенно некорректным вследствие больших 
различий в содержании апобелков в частицах 
ЛНП и ЛВП [31]. Мы полагаем, что выполнен-
ные нами расчёты, позволяющие представить 

уровень LOOH на 1  частицу ЛНП или ЛВП, 
наиболее адекватны для сравнения как уровня 
предобразованных в ЛНП и ЛВП липоперок-
сидов, так и для сравнения содержания липо-
пероксидов, накопленных в результате иници-
ированного свободнорадикального окисления 
in  vitro. По нашему мнению, большая окисля-
емость ЛВП по сравнению с ЛНП даже теоре-
тически маловероятна вследствие большего 
процентного содержания апобелков в ЛВП и, 
в ещё большей степени, вследствие значитель-
но меньшего содержания молекул субстрата 
окисления – фосфолипидов в частицах ЛВП 
по сравнению с частицами ЛНП [31]. Действи-
тельно, в частицах ЛВП2 и ЛВП3 содержится в 
5–13 раз меньше молекул фосфолипидов, чем в 
частицах ЛНП  [31]. В то же время процентное 
содержание белка в ЛВП2 и ЛВП3 в 2–2,6  раза 
выше, чем в ЛНП  [31]. Следует отметить, что, 
как показано нами на примере сравнительной 
кинетики окисления частиц липопротеина  (а) 
(ЛП(а)) и ЛНП, при практически равном содер-
жании субстрата окисления значительно мень-
шая окисляемость ЛП(а) может быть связана с 
большим содержанием белка в этих липопро-
теидах  [32]. Можно полагать, что длинный 
гликопротеиновый «хвост», отличающий мо-
лекулу апопротеина  (а) от апопротеина  В-100, 
ответственен за меньшую окисляемость частиц 
ЛП(а), поскольку он способен экранировать 
полиеновые ацилы фосфолипидов наружного 
слоя частиц ЛП(а) и тем самым уменьшать их 
доступность для свободнорадикального окис-
ления (проявление феномена «структурного 
антиоксиданта»)  [32]. Доказательством спра-
ведливости этого предположения являются ре-
зультаты наших экспериментов, свидетельствую-
щие о том, что карбонильная модификация 
ЛП(а), приводящая к снятию или уменьшению 
экранирования фосфолипидов апопротеи-
ном (а), усиливает скорость свободнорадикаль-
ного окисления частиц ЛП(а) [32].

В настоящее время трудно объяснить об-
наруженные нами существенные различия в 
окисляемости частиц ЛВП2 и ЛВП3 (рис. 2–4), 
однако следует отметить, что свободноради-
кальное окисление частиц ЛВП приводит к 
модификации их апобелков, причём при этом 
ЛВП могут терять способность к обратному 
транспорту холестерина  [33–35]. Повышенная 
способность частиц ЛВП2 к окислительной мо-
дификации (рис.  2–4), вероятно, нарушает их 
трансформацию в ЛВП3  [36] и способствует 
усугублению негативного влияния свободнора-
дикального окисления на обратный транспорт 
холестерина  [33–35]. Данные наших иссле-
дований о повышенной подверженности ча-
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стиц ЛНП свободнорадикальному окислению 
in vitro и in vivo хорошо согласуются также с ра-
нее полученными результатами других авторов, 
свидетельствующими о том, что повышенная 
окисляемость частиц ЛНП является предикто-
ром развития коронарного атеросклероза [37].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые с использованием апробиро-
ванных классических кинетических методов 
получены данные о содержании первичных 
продуктов свободнорадикального окисления 
в частицах ЛНП, ЛВП и субфракциях ЛВП 
(ЛВП2 и ЛВП3). Как следует из полученных 
данных, использование расчётов содержания 
LOOH на мг белка в ранее опубликованных 
работах не позволяет получить однозначные 
результаты, и только расчёт содержания LOOH 
на частицу ЛНП и ЛВП является корректным. 
Результаты работы свидетельствуют о том, что 
даже у здоровых людей стационарная концен-
трация LOOH в «атерогенных» ЛНП in  vivo и 
скорость индуцированного накопления LOOH 
в ЛНП in  vitro значительно превышают значе-
ния соответствующих показателей в частицах 
«анти-атерогенных» ЛВП. Полученные данные 
убедительно свидетельствуют в пользу того, что 
именно ЛНП накапливают основное количе-
ство продуктов свободнорадикального окисле-

ния в плазме крови при окислительном стрес-
се, сопровождающем процесс атерогенеза.
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COMPARATIVE OXIDIZABILITY OF DIFFERENT CLASSES 
OF BLOOD PLASMA LIPOPROTEINS

V. Z. Lankin*, A. K. Tikhaze, and V. Ya. Kosach

National Medical Research Center of Cardiology, Ministry of Health of the Russian Federation, 
121552 Moscow, Russia

The kinetics of free radical peroxidation of different classes of blood plasma lipoproteins, nanoparticles 
of the lipid-transporting system of the body, was studied. It was found that Cu2+-initiated peroxidation of 
“atherogenic” low density lipoproteins (LDL) of human blood plasma in  vitro is more than an order of 
magnitude higher than oxidation of “anti-atherogenic” high density lipoproteins (HDL). The initial content 
of acylhydroperoxy derivatives of phospholipids in the outer layer of LDL particles in vivo (per particle) also 
exceeds the content of these primary products of free radical peroxidation in HDL particles by more than an 
order of magnitude. The oxidizability of the HDL subfraction, HDL2, was higher than the oxidizability of 
total HDL and HDL3. The obtained data confirm the important role of free radical peroxidation of LDL in 
the molecular mechanisms of vascular wall damage under atherosclerosis.

Keywords: low density lipoproteins (LDL), high density lipoproteins (HDL), free radical peroxidation, acylhydroperoxy 
derivatives of phospholipids
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Секретируемые экстраклеточные везикулы (ЭКВ) содержат активные биомолекулы, включая 
микроРНК, состав которых отражает эпигенетические изменения, возникающие в клетках при па-
тологических процессах, в частности, злокачественной трансформации. Накопленный пул данных 
о роли ЭКВ в канцерогенезе обусловил поиск диагностических маркеров в составе ЭКВ. Важней-
шим фактором, ограничивающим развитие данного направления, является отсутствие «золотых 
стандартов» как для методик выделения ЭКВ из биологических жидкостей, так и для анализа их 
молекулярного содержимого, включая состав микроРНК. В работе впервые проведено сравнение 
эффективности различных методов выделения малых РНК из ЭКВ, содержащихся в асцитиче-
ской жидкости, для последующего анализа микроРНК. Сравнение различных коммерческих на-
боров показало преимущества методов, включающих фенол-хлороформную экстракцию: Total 
Exosome RNA & Protein Isolation Kit (TERPIK) и miRNeasy Serum/Plasma Kit (miRNeasy). Анализ 
транскриптома малых РНК в ЭКВ показал присутствие различных классов молекул, среди кото-
рых доля микроРНК в среднем составляла 6%, достигая 10% при использовании набора TERPIK. 
Набор PureLink miRNA Isolation Kit характеризовался наименьшей эффективностью. Набор 
miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (miRNeasy_A) показал максимальную концентрацию фракции 
малых РНК, доля микроРНК в которой, однако, не превышала таковую в случае использования на-
боров miRNeasy и TERPIK. Более того, данные ОТ-ПЦР анализа индивидуальных микроРНК пока-
зали более низкое содержание каждой из четырёх микроРНК – miR-1246, miR-200b-5p, miR-200c-3p 
и miR-23a-3p – при использовании набора miRNeasy_A. По совокупности исследуемых характери-
стик, включая концентрацию малых РНК, процент содержания микроРНК по данным биоанализа-
тора (БА) и результатам секвенирования и уровень индивидуальных РНК, детектируемых методом 
ОТ-ПЦР, оптимальными можно считать наборы TERPIK и miRNeasy.
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ВВЕДЕНИЕ

В последнее время наблюдается неуклон-
ный рост интереса исследователей к свобод-

но циркулирующим нуклеиновым кислотам, 
включая микроРНК, в контексте их высокого 
потенциала в качестве биомаркеров широко-
го спектра заболеваний. Источниками таких 



СКРЯБИН и др.1668

БИОХИМИЯ том 87 вып. 11 2022

молекул являются различные биологические 
жидкости (плазма/сыворотка крови, моча, се-
менная жидкость, маточные аспираты, слюна и 
др.), удобство применения которых в клинике 
обусловливается малоинвазивной процедурой 
забора этих материалов. Однако происхожде-
ние свободно циркулирующих молекул до сих 
пор не до конца понятно, и их присутствие в 
биологических жидкостях может во многом 
быть результатом распада клеток, то есть не-
специфического процесса. Кроме того, время 
жизни свободной РНК в биологических жид-
костях крайне мало (порядка 15  сек в крови, 
по некоторым данным [1]). В то же время оно 
может достигать часов и даже дней за счёт об-
разования комплексов с различными классами 
биомолекул (РНК-связывающими белками, 
липопротеинами высокой и низкой плотно-
сти) [2–4], а также инкапсуляции в составе мем-
бранных пузырьков – экстраклеточных везикул 
(ЭКВ), мембрана которых защищает их содер-
жимое от деградации [5–7]. ЭКВ представляют 
собой гетерогенный класс частиц, среди кото-
рых можно выделить три основных типа: апоп-
тотические тельца – крупные везикулы раз-
мером более 1  мкм, образующиеся в процессе 
программируемой клеточной гибели, микрове-
зикулы (или эктосомы), возникающие с помо-
щью непосредственного отпочкования от плаз-
матической мембраны клетки, и экзосомы, 
био генез которых осуществляется в системе 
внутриклеточного эндосомального транспорта, 
в процессе которого происходит строго контро-
лируемый отбор содержимого будущих везикул. 
Экзосомы являются наноразмерными предста-
вителями ЭКВ (их средний размер по разным 
оценкам составляет от 30 до 150  нм), причём 
если раньше предполагалось, что микровези-
кулы и экзосомы можно разделить по размеру, 
то согласно нынешним представлениям, раз-
меры этих ЭКВ могут пересекаться, в связи с 
чем ведущая международная организация ISEV 
(International Society for Extracellular Vesicles, 
Международное сообщество по изучению экс-
траклеточных везикул) рекомендует использо-
вание термина «экзосомы» только в том случае, 
если доказан экзосомальный тип биогенеза 
везикул  [8]. ЭКВ продуцируются клетками во 
внеклеточное пространство как в физиологи-
ческих, так и в патофизиологических услови-
ях (причём показано, что опухолевые клетки 
производят их более активно) и осуществляют 
межклеточную коммуникацию за счёт содер-
жащихся в них биоактивных молекул (фак-
торов роста, рецепторов, цитокинов, а также 
различных классов кодирующих и некодирую-
щих РНК, в том числе микроРНК). Профиль 

биомолекул, присутствующих в ЭКВ, зависит 
от типа клеток-продуцентов. Соответственно, 
ЭКВ, секретируемые клетками злокачествен-
ных опухолей, отражают изменения молеку-
лярного состава трансформированных клеток, 
что делает их перспективными источниками 
опухоль-ассоциированных микроРНК. В на-
стоящее время предпринимаются активные 
попытки использования микроРНК в составе 
ЭКВ в качестве диагностических, прогностиче-
ских и предиктивных маркеров злокачествен-
ных новообразований различных типов  [6,  9]. 
Однако, несмотря на многочисленные данные, 
включая наши собственные результаты [10, 11], 
свидетельствующие об опухоль-ассоциирован-
ных изменениях состава микроРНК, марке-
ры злокачественных опухолей на их основе до 
сих пор не внедрены в клиническую практику. 
Основной проблемой, лимитирующей разви-
тие данного направления, является противоре-
чивость результатов, полученных в различных 
исследованиях, что объясняется как высокой 
гетерогенностью самих ЭКВ, так и целым ря-
дом причин методологического характера. 
В связи с этим важнейшей задачей, определён-
ной ISEV, является стандартизация методов 
выделения и анализа ЭКВ, а также методов ана-
лиза их молекулярного состава [8]. Это в боль-
шой степени относится к анализу микроРНК, 
учитывая низкий уровень их представленно-
сти в ЭКВ  [12,  13], высокий уровень содержа-
ния липидов в мембранах ЭКВ, присутствие 
в препаратах ЭКВ РНК-содержащих частиц 
невезикулярного происхождения со сходными 
физическими характеристиками (прежде все-
го липопротеиновых комплексов)  [14] и ряд 
других методических сложностей, особенно 
относящихся к анализу ЭКВ, содержащихся 
в биологических жидкостях организма, а не в 
кондиционированной среде культивируемых 
клеток in  vitro. Различия в методах экстракции 
сказываются на эффективности выделения ма-
лых РНК, содержании микроРНК и даже на их 
составе [15, 16].

К настоящему времени опубликовано боль-
шое количество работ, посвящённых сравне-
нию методов выделения свободно циркулирую-
щих микроРНК из биологических жидкостей 
организма  [17]. В то же время анализу методов 
выделения микроРНК из ЭКВ посвящены 
лишь несколько статей  [15,  18–23]. Важно от-
метить, что методы экстракции РНК постоянно 
совершенствуются, и на рынке появляются но-
вые наборы для выделения микроРНК.

В связи со сказанным выше целью данно-
го исследования было сравнение методов вы-
деления микроРНК из ЭКВ, содержащихся в 
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биологических жидкостях организма (асцити-
ческой жидкости больных раком яичника), с 
использованием различных коммерческих на-
боров – как зарекомендовавших себя для по-
добного рода задач (miRNeasy Serum/Plasma Kit 
(miRNeasy, «Qiagen», Нидерланды)), так и ранее 
почти (Total Exosome RNA & Protein Isolation 
Kit (TERPIK, «ThermoFisher Scientific», США)) 
или полностью (PureLink miRNA Isolation Kit 
(«ThermoFisher Scientific») и miRNeasy Advanced 
Serum/Plasma Kit (miRNeasy_A, «Qiagen»)) не 
включённых в аналогичные исследования.

Для данной задачи в качестве источника 
ЭКВ были выбраны асциты брюшной поло-
сти, полученные от пациентов с диагнозом рак 
яичника. Этот тип биологической жидкости 
достаточно широко используется для анализа 
молекулярного состава ЭКВ с точки зрения по-
иска прогностических и предиктивных марке-
ров данного заболевания [24, 25]. В то же время 
ЭКВ из асцитической жидкости практически 
не попадали в исследования, посвящённые 
сравнению методов выделения РНК [17].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Сбор и первичная обработка клинического 
материала. Шесть образцов асцитической жид-
кости были получены от пациентов с диагнозом 
рак яичника в онкогинекологическом отделе-
нии ФГБУ «НМИЦ онкологии им.  Н.Н.  Бло-
хина» Минздрава России. От каждого пациента 
было получено добровольное информирован-
ное согласие на участие в эксперименте в соот-
ветствии с требованиями Этического комитета. 
Каждый из образцов (исходный объём которых 
был не менее 300 мл) в течение 1 ч после забо-
ра был обработан согласно следующему прото-
колу последовательного центрифугирования: 
300 g (4 °С) в течение 15  мин, 800 g (4 °С) – 
20 мин, 2000 g (4 °С) – 30 мин и 10 000 g (4 °С) – 
30 мин, чтобы очистить его от клеток, клеточ-
ного дебриса и крупных везикул. Полученный 
супернатант был заморожен на −80 °C.

Выделение ЭКВ. Для выделения малых ЭКВ 
был использован стандартный протокол диф-
ференциального ультрацентрифугирования, 
описанный Thery et al. [26], с небольшими мо-
дификациями [27]. Работа состояла из двух эта-
пов, на каждом из которых было обработано по 
3  асцита. Размороженные супернатанты были 
разведены ледяным PBS в 4 раза и подвергну-
ты первому раунду ультрацентрифугирования 
при 110 000 g (4 °С) в течение 3 ч. Полученный 
осадок (состоящий в основном из малых ЭКВ) 
был ресуспендирован в 5  мл холодного PBS. 

На первом этапе работы растворённый оса-
док был разделён на 5 равных аликвот по 1 мл 
и повторно центрифугирован при 110 000 g 
(4 °С) в течение 1 ч. Полученные осадки (4 из 5) 
растворили в 80  мкл PBS, а оставшийся – в 
80  мкл лизирующего буфера (Binding Buffer, 
BB) из набора PureLink. 20  мкл из растворов, 
разведённых в PBS, были отобраны для ана-
лиза методами NTA (Nanoparticles Tracking 
Analysis, анализ траектории движения нано-
частиц), ТЭМ (трансмиссионная электронная 
микроскопия) и иммуноблоттинга, а остав-
шиеся 60  мкл использовались для выделения 
микроРНК. На втором этапе полученный по-
сле первого раунда ультрацентрифугирования 
осадок был растворён в 5  мл холодного PBS и 
подвергнут второму раунду ультрацентрифу-
гирования при 110 000  g (4 °С) в течение 1  ч. 
Финальный осадок был растворён в 200  мкл 
холодного PBS и разделён на 3  аликвоты по 
60  мкл (для выделения РНК тремя разными 
наборами). Оставшиеся 20  мкл использова-
лись для анализа методами NTA, ТЭМ и имму-
ноблоттинга.

Анализ траектории движения наночастиц. 
Подсчёт концентрации и размерного распреде-
ления частиц в препаратах ЭКВ осуществляли 
методом NTA на приборе NanoSight LM10 HS, 
оборудованном ячейкой NanoSight LM14 со 
встроенным датчиком температуры («Malvern 
Panalytical Ltd.», Великобритания) и лазерной 
установкой LM 14C (405  нм, 65  мВт). Съёмку 
производили высокочувствительной камерой 
C11440-50B с сенсором CMOS («Hamamatsu 
Photonics», Япония) в соответствии с реко-
мендациями ASTM E2834–12(2018) со следую-
щими настройками: Camera Shutter = 1500, 
Camera Gain = 500, Lower Threshold = 195, 
Higher Threshold = 1885. Образец разводили 
до концентрации 1,5 × 108  част./мл, чтобы по-
пасть в оптимальный рабочий диапазон при-
бора применительно к анализу везикул (в со-
ответствии с рекомендациями «Standard Guide 
for Measurement of Particle Size Distribution of 
Nanomaterials in Suspension by NTA» (ASTM 
E2834-12 (2018)), после чего производили 
12  минутных видеозаписей, которые обраба-
тывали с помощью программы NTA software 
2.3 build 33 («Malvern Panalytical Ltd.») на сле-
дующих настройках: Screen Gain = 10, Detection 
Threshold = 8 (Multi), Min. expected size = 30 nm. 
Результаты всех измерений были объединены 
для получения гистограммы распределения 
размеров частиц и общей концентрации с по-
правкой на фактор разбавления.

Трансмиссионная электронная микроско-
пия. Анализ морфологии ЭКВ проводили с 
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помощью просвечивающего электронного ми-
кроскопа JEM-1011 («JEOL, Ltd.», «Akishima», 
Япония) согласно протоколу, описанному ра-
нее [10]. Для каждого образца анализировалось 
не менее 10 полей зрения.

Вестерн-блот анализ. Иммуноблоттинг 
проводили согласно описанной ранее методи-
ке [27]. Вкратце, концентрацию белка в образ-
цах ЭКВ и клеточном лизате определяли ме-
тодом Бредфорда с помощью набора Bradford 
Assay Kit («Bio-Rad Laboratories, GmbH», 
Германия). Образец, содержащий 10  мкг бел-
ка, подвергали электрофорезу в 15%-ном 
SDS-ПААГ (m/v), переносили на PVDF-мем-
брану («Merck Millipore», США), которую после 
инкубировали в 5%-ном растворе БСА (m/v) 
(«PAA Laboratories GmbH», Австрия) в буфе-
ре TBS, содержащем 0,1% Tween 20 (v/v). Затем 
мембрану инкубировали 12 ч при 4 °С с первич-
ными антителами, проводили стандартную от-
мывку в буфере TBS/Tween 20 и инкубировали 
1 ч при комнатной температуре со вторичными 
антителами, конъюгированными с пероксида-
зой хрена. После отмывки белки проявляли с 
помощью реагента Clarity Western ECL Substrate 
(#170-5061, «Bio-Rad Laboratories, Inc.», США) 
на приборе Kodak Gel Logic 2200 Imaging System 
(«Kodak», США) с последующей обработкой 
с помощью программы Carestream Molecular 
Imaging Software SE ver.5.0.1.27 («Molecular 
Bioimaging», США). Список использованных в 
работе антител: anti-Flotillin-2 (#3436S, 1 : 1000; 
«Cell Signaling Technology», США), anti-CD9 
(#13174, 1 : 2000; «Cell Signaling Technology»), 
anti-TSG-101 (ab125011, 1 : 5000; «Abcam», Ве-
ликобритания), anti-PCNA (#sc-7907, 1 : 500; 
«Santa Cruz Biotechnology», США), anti-Stomatin 
(#sc-134554, 1 : 500; «Santa Cruz Biotechnology»), 
anti-mouse goat polyclonal antibodies (#2367, 
1 : 5000; «Cell Signaling Technology»), и anti-rabbit 
goat polyclonal antibodies (#29902, 1 : 80 000; 
«Cell Signaling Technology»).

Выделение и характеризация РНК. Выде-
ление РНК осуществлялось с использованием 
четырёх коммерческих наборов в соответствии 
с рекомендациями производителей: TERPIK 
(4478545, «ThermoFisher Scientific»); miRNeasy 
(217184, «Qiagen»); PureLink miRNA Isolation 
Kit (K157001, «Thermo Fisher Scientific»); 
miRNeasy_A (217204, «Qiagen»). РНК элюиро-
вали в 40  мкл деионизированной воды. Кон-
центрацию малых РНК измеряли с помощью 
набора Qubit™ microRNA Assay Kit (Q32881; 
«Invitrogen») в соответствии с протоколом 
производителя. Размерное распределение в 
полученных препаратах РНК и содержание 
микроРНК анализировали на биоанализато-

ре (БА) Agilent 2100 с использованием набо-
ра для малых РНК «Small RNA Kits» («Agilent 
Technologies», США).

Секвенирование. 2  мкл образца тотальной 
экзосомальной РНК были конвертированы в 
библиотеки кДНК с использованием набора 
NEBNext® Multiplex Small RNA Library Prep 
Set for Illumina (NEB) («BioLabs Inc., Hitchin», 
Великобритания) для всех препаратов. Выход 
и распределение длин фрагментов получен-
ных библиотек измеряли с помощью набора 
High Sensitivity DNA Kit на биоанализаторе 
Bioanalyzer 2100 («Agilent Technologies») и про-
водили селекцию кДНК по размеру миРНК с 
помощью AMPure XP Beads («BioLabs Inc.») 
согласно NEB. Секвенирование проводили на 
приборе HiSeq1500 («Illumina») одноконцевы-
ми чтениями длиной 50 нуклеотидов с генера-
цией не менее 5 миллионов чтений, сопостав-
ленных с геномом человека (версия сборки 
генома человека human genome hg18).

Обратная транскрипция и ПЦР в реальном 
времени. Для детекции микроРНК нами была 
использована модификация ОТ-ПЦР «пет-
ля-на-стержне» («stem-loop»), описанная в ра-
боте Chen et al. [28]. Праймеры для специфиче-
ских микроРНК были разработаны с помощью 
miRBase v22.1 и синтезированы компанией 
«ДНК-синтез» (Россия) (последовательности 
приведены в табл. S1 Дополнительных материа-
лов). Эффективность амплификации прове-
ряли с использованием серийных разведений 
кДНК, полученных в результате реакции об-
ратной транскрипции соответствующих синте-
зированных микроРНК. Параметры ПЦР были 
установлены для достижения эффективности 
от 95% до 105% для всех наборов праймеров.

Все исследованные образцы экзомальной 
РНК были разведены до растворов с финаль-
ной концентрацией 12 нг/мл, из которых 4 мкл 
были взяты в реакцию обратной транскрипции, 
которую проводили с использованием набора 
5х RTMIX-3000 (#RTM-100, «Диалат», Россия) 
в присутствии 1  пмоль микроРНК-специфич-
ных stem-loop ОТ-праймеров. Для каждой ми-
кроРНК параллельно ставили ОТ(-) контроль. 
После двукратного разведения 2  мкл продук-
та ОТ были амплифицированы на приборе 
Real-time CFX96 Touch («Bio-Rad Laboratories, 
Inc.») с использованием набора 5х MasCFE 
MIX-2025 (#MCFE-100, «Диалат») в присут-
ствии 20  пмоль микроРНК-специфичных 
прямых праймеров, 10  пмоль универсальных 
обратных праймеров и 5  пмоль TaqMan™ 
микроРНК-специфичных зондов. Темпера-
туры отжига праймеров составляли: 56 °С для 
miR-1246, 58 °С для miR200b, 60 °С для miR-23a 
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и 62 °С для miR-200c. Реакции проводили в 
трипликатах, и принимались результаты со зна-
чением стандартного отклонения меньше 0,3. 
Для анализа данных и расчёта порогового зна-
чения цикла (Ct) использовалось программное 
обеспечение Bio-Rad CFX Manager v.3.1.

Биоинформационный анализ результатов 
секвенирования. Биоинформационный анализ 
полученных данных с глубиной прочтения не 
менее 5 млн качественных прочтений на обра-
зец проводился по ранее описанной методи-
ке [10]. Вкратце, последовательности адаптеров 
удалялись из полученного текста с помощью 
пакета cutadapt (v1.12) (параметры --trim-n -n5 
-m14), картирование на геном человека прово-
дилось с использованием референсной сбор-
ки генома hg18 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
assembly/GCF_000001405.12/) с помощью паке-
та программ bowtie (v0.12.9) (параметры -n 0), 
аннотирование полученных результатов про-
водили с использованием аннотационных фай-
лов баз данных Ensembl data annotations (https://
www.ensembl.org/info/genome/genebuild/biotypes.
html), miRBase v22.1 (https://www.mirbase.org/), 
piRBase v2 (http://bigdata.ibp.ac.cn/piRBase/) с 
помощью пакета программ featureCounts (v1.5.0) 
(параметры -g transcript_id -t miRNA -Q 10 -a 
hsa.mature.gtf (или другой файл аннотации)).

Статистическая обработка данных. Все рас-
чёты статистической значимости результатов 
были проведены на данных трёх повторов не-
зависимых экспериментов. Если не указано 
другое, данные представлены в виде среднего 
со стандартным отклонением (SD). Методы 
статистического анализа включали использова-
ние двухвыборочного критерия Стьюдента для 
зависимых и независимых выборок, критерия 
Манна–Уитни, анализ дисперсии (ANOVA) 
для сравнения нескольких групп (с посттестом 
Даннетта). Для оценки трендов (значимости 
изменений переменной в ряду) использовался 
вариант ANOVA с проведением линейного ана-
лиза трендов. Различия считались статистиче-
ски значимыми при р < 0,05. Для расчётов и по-
строения графиков использовались программы 
GraphPad 8.3 («GraphPad Software», США) и 
MS Excel for MS Windows ver. 16.0 («Microsoft 
Software», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Выделение и характеризация ЭКВ из асци-
тических жидкостей. Образцы асцитической 
жидкости (N = 6) получали от больных раком 
яичника, проходивших лечение в отделении 
онкогинекологии ФГБУ «НМИЦ онкологии 

имени Н.Н. Блохина». ЭКВ выделяли методом 
дифференциального центрифугирования по 
ранее описанной методике  [27], полученные 
препараты валидировали в соответствии с ре-
комендациями ISEV  [8]. Так, анализ размера 
и морфологии везикул проводили с помощью 
метода трансмиссионной электронной микро-
скопии. На рис.  1,  а представлены нанораз-
мерные мембранные структуры с типичной 
для экзосом формой «сдутых мячиков», харак-
терной для данного типа исследования и про-
боподготовки. 

Размерное распределение и концентрацию 
препаратов ЭКВ измеряли методом анализа 
траектории движения наночастиц (рис. 1, б–в). 
Средний размер частиц варьировал от 118 до 
158  нм при положении максимума (мода) от 
72 до 92  нм. Средние значения по всем шести 
образцам ЭКВ, использованным в работе, для 
медианы и моды составляли 112 нм и 82 нм со-
ответственно. Концентрация ЭКВ в образцах 
варьировала от 2,02 до 7,62 × 1012  частиц/мл 
и в среднем составила 4,35 × 1012  частиц/мл 
(рис.  1,  б–в). Для подтверждения экзосомаль-
ной природы везикул был проанализирован 
уровень экзосомальных маркеров в препара-
тах ЭКВ методом вестерн-блоттинга. Для этой 
задачи согласно рекомендациям ISEV были 
выбраны несколько белков, принадлежащих к 
различным функциональным классам и имею-
щих различную внутриклеточную компартмен-
тализацию, включая TSG-101 (коровый компо-
нент комплекса ESCRT-I), тетраспанин CD9 
и компонент плоских липидных рафтов фло-
тиллин-2 (Flotillin-2). Помимо указанных бел-
ков, мы также проверили присутствие стома-
тина (Stomatin), белка липидных рафтов, ранее 
впервые обнаруженного нами в составе ЭКВ и 
предложенного в качестве нового экзосомаль-
ного маркера [11, 27]. Белок PCNA был выбран 
в качестве отрицательного контроля – марке-
ра белков клеточного происхождения, отсут-
ствующего в ЭКВ. Как видно на рис.  1,  г, по-
лученные препараты ЭКВ характеризовались 
высоким содержанием всех экзосомальных 
маркеров и отсутствием белка PCNA, который 
детектировался в контроле – лизате клеток ли-
нии рака яичника, Ovcar8.

Сравнение методов выделения микроРНК из 
ЭКВ с помощью коммерческих наборов PureLink 
miRNA Isolation Kit, miRNeasy и TERPIK. На пер-
вом этапе мы проводили сравнение трёх ком-
мерческих наборов для выделения микроРНК – 
PureLink miRNA Isolation Kit («Thermo Fisher 
Scientific»), miRNeasy («Qiagen») и TERPIK 
(«Thermo Fisher Scientific») из препаратов ЭКВ, 
выделенных из трёх образцов асцитических 
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Рис. 1. Характеристики ЭКВ, выделенных из асцитической жидкости больных раком яичника. а – Примеры анализа 
размеров и морфологии везикул, полученных из асцитов 1–4, методом ТЭМ. Приведены масштабные отрезки 500 нм 
и 1 мкм. б – Спектры среднеразмерного распределения и концентрации частиц в образцах ЭКВ, полученных из асци-
тов 1–6, по данным NTA. в – Средние значения размерных характеристик и концентрации везикул в образцах ЭКВ, 
полученных из асцитов 1–6. г – Анализ представленности экзосомальных маркеров CD9, TSG101, Flottillin-2 и Stomatin 
в образцах ЭКВ, полученных из асцитов 1–6, методом иммуноблоттинга. PCNA – клеточный белок для контроля нали-
чия в препаратах ЭКВ белков невезикулярного происхождения. Ovcar8 – лизат клеток линии рака яичника

жидкостей (асциты  1–3). Поскольку набор 
PureLink miRNA Isolation Kit изначально пред-
назначен для выделения микроРНК из живот-
ных и растительных клеток, а также из бактерий 
и дрожжей, первым этапом его протокола явля-
ется лизис клеток и связывание высвобожден-
ных молекул РНК входящим в его состав бу-
фером BB, что предполагает наличие сухого 
клеточного осадка. Однако подавляющее боль-
шинство методов выделения ЭКВ предполагает 
растворение везикул в буфере PBS, в котором 
везикулы сохраняют свои физико-химические 
свойства, морфологические характеристики 
и биологическую активность, что необходимо 
для последующей верификации ЭКВ и под-
тверждения их биологической природы (мето-
дами электронной микроскопии, NTA или ди-
намического светорассеивания и др.), а также их 
функционального анализа. В связи с этим набор 
PureLink miRNA Isolation Kit применялся нами 

в двух вариантах первого этапа методики, для 
чего использовали аликвоты препаратов ЭКВ, 
выделенных из одних и тех же образцов асцити-
ческой жидкости. Для этого осадки ЭКВ в каж-
дом случае параллельно получали из двух рав-
ных объёмов каждого из образцов асцитической 
жидкости, один из которых растворяли в 80 мкл 
лизирующего буфера BB (препараты PL_BB), 
а второй – в 80  мкл буфера PBS (препараты 
PL_PBS). В обоих случаях 60 мкл были доведены 
буфером ВВ до 200 мкл и использованы для вы-
деления РНК. В наборе TERPIK предусмотрена 
возможность использования дополнительной 
процедуры (вторая колонка) для обогащения 
конечного препарата малыми РНК. Мы исполь-
зовали для сравнения оба протокола: как с ис-
пользованием 1 колонки (выделение тотальной 
РНК, препараты TERPIK_1к), так и с использо-
ванием 2 колонок (выделение преимущественно 
малых РНК, препараты TERPIK_2к). 
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Рис.  2. Анализ концентрации микроРНК, выделенных с помощью наборов PureLink miRNA Isolation Kit, miRNeasy 
и TERPIK из ЭКВ, содержащихся в асцитической жидкости больных раком яичника (образцы 1–3). а – Анализ кон-
центрации микроРНК в препаратах, полученных из ЭКВ асцитов  1–3, с использованием набора Qubit™ microRNA 
Assay Kit. б–в – Анализ концентрации малых РНК и содержания микроРНК по данным биоанализатора Bioanalyzer. 
г  –  Сравнение усреднённых значений концентрации микроРНК в препаратах, полученных из всех образцов ЭКВ с 
помощью различных методов выделения, * p < 0,05, ** p < 0,01. д – Микроэлектрофореграммы, полученные с помо-
щью Bioanalyzer 2100, для всех исследуемых образцов. е  –  Пример результатов анализа – размерного распределения 
и концентрации малых РНК – в препаратах, полученных с помощью различных методов выделения из образца ЭКВ, 
выделенных из асцита 2. TERPIK_1к – набор TERPIK, протокол с использованием 1 колонки; TERPIK_2к – набор 
TERPIK, протокол с использованием 2 колонок; PL_BB – набор PureLink miRNA Isolation Kit, протокол с растворени-
ем сухого осадка ЭКВ в буфере производителя; PL_PBS – набор PureLink miRNA Isolation Kit, протокол с использова-
нием ЭКВ в растворе PBS; miRNeasy – набор miRNeasy

Таким образом, из каждого образца ас-
цитической жидкости было выделено 5  иден-
тичных препаратов ЭКВ, из которых были 
получены c помощью указанных методик 
пять препаратов микроРНК: PL_PBS, PL_BB, 
miRNeasy, TERPIK_1к и TERPIK_2к. 

Для оценки эффективности выделения 
микроРНК из образцов ЭКВ нами была из-

мерена концентрация микроРНК с помощью 
набора Qubit™ microRNA Assay Kit. Согласно 
полученным данным, наименьшей эффектив-
ностью выделения обладает набор PureLink 
miRNA Isolation Kit, причём из препарата ве-
зикул, растворённых в буфере PBS, РНК выде-
ляется хуже, чем из изначально растворённых в 
буфере ВВ (рис. 2, а).
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Использование двух других наборов, 
miRNeasy и TERPIK, показало более высокий 
«выход» малых РНК. Лучший результат по дан-
ному критерию показал набор TERPIK, причём 
в случае использования одной колонки (прото-
кол TERPIK_1к) концентрация микроРНК по 
данным Qubit™ microRNA Assay Kit оказалась 
выше (в среднем в 5,25  раз), чем при исполь-
зовании дополнительного этапа (протокол 
TERPIK_2к).

Следующим шагом был анализ размерного 
распределения малых РНК методом капилляр-
ного микроэлектрофореза с помощью чипов 
Small RNA kit для биоанализатора Bioanalyzer 
2100 («Agilent Technologies»). Результаты ана-
лиза, включая концентрацию малых РНК, 
процентную долю микроРНК, микроэлектро-
фореграммы и примеры спектров размерного 
распределения, представлены на рис.  2,  б–е. 
Как по данным биоанализатора (рис.  2,  б–в), 
так и по данным, полученным с помощью 
Qubit™ microRNA Assay Kit (рис.  2,  а,  г), на-
бор PureLink miRNA Isolation Kit, основанный 
на сорбционном методе экстракции, уступает 
наборам, использующим фенол-хлороформ-
ный протокол (miRNeasy и TERPIK), не толь-
ко по совокупному количеству полученной 
РНК, но и по качеству препаратов, поскольку 
даже вариант с лизированием сухого осадка 
ЭКВ в буфере BB (PureLink_BB) демонстри-
рует маловыраженные пики как в размерной 
области микроРНК (18–25 нт), так и в области 
молекул РНК большего размера (рис.  2,  д,  е). 
Результаты, полученные с использованием на-
боров miRNeasy и TERPIK, показали широ-
кий размерный спектр малых РНК, включая 
пик около 23  нуклеотидов, соответствующий 
микроРНК, и высокую эффективность выде-

ления. Соотношение эффективности выделе-
ния наборами miRNeasy и TERPIK по каждому 
из используемых критериев оценки несколько 
варьировало в зависимости от образца, при 
этом по совокупности критериев однозначных 
преимуществ между этими наборами не выяв-
лено. Интересно, что дополнительная стадия 
обогащения препарата малыми РНК в наборе 
TERPIK (протокол TERPIK_2к) не привела к 
достоверному увеличению фракции микроРНК 
в полученных образцах, однако снизила общий 
выход микроРНК согласно данным биоанали-
затора в среднем в 1,63 раза, а малых РНК – в 
2,72, в связи с чем мы отказались от использо-
вания этой модификации в дальнейшем.

Чтобы изучить влияние методов выделе-
ния на профиль экзосомальных РНК, было 
проведено глубокое секвенирование нового 
поколения (NGS) транскриптома малых РНК 
(small RNA-seq) в трёх образцах, выделенных 
из одного асцита (асцит 2) тремя вариантами: 
PL_PBS, miRNeasy и TERPIK_1к. Далее был 
проведён биоинформационный анализ по-
лученных данных (не менее 5  млн прочтений 
на образец), включавший в себя картирова-
ние на геном человека (с использованием ре-
ференсной сборки генома hg18, https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000001405.12/) 
с помощью пакета программ bowtie (v0.12.9) 
и аннотирование полученных результатов с 
использованием аннотационных файлов баз 
данных Ensembl data annotations (https://www.
ensembl.org/info/genome/genebuild/biotypes.
html), miRBase v22.1 (https://www.mirbase.org/), 
piRBase v2 (http://bigdata.ibp.ac.cn/piRBase/) с по-
мощью пакета программ featureCounts (v1.5.0). 
Анализ показал присутствие в ЭКВ различ-
ных видов РНК, включая регуляторные РНК, 

Рис. 3. Состав и процентное содержание различных классов малых РНК по данным глубокого секвенирования (small 
RNAseq). а – Среднее значение процентного соотношения малых РНК различных классов, включая содержание ми-
кроРНК, в препаратах, полученных с помощью различных методов выделения из асцита 2. б – Диаграмма Венна, отра-
жающая пересечение профилей микроРНК при использовании различных методов выделения
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Рис. 4. Анализ концентрации микроРНК, выделенных с помощью наборов miRNeasy, TERPIK и miRNeasy_A из ЭКВ, 
содержащихся в асцитической жидкости больных раком яичника (образцы 4–6). а – Анализ концентрации микроРНК в 
препаратах, полученных из ЭКВ асцитов 4–6, с использованием «Qubit™ microRNA Assay Kit»; б–в – анализ концентра-
ции малых РНК и содержания микроРНК по данным биоанализатора Bioanalyzer 2100; г – результаты микроэлектрофо-
реграммы, полученные с помощью Bioanalyzer 2100 для всех исследуемых образцов; д – пример результатов анализа (раз-
мерного распределения и концентрации малых РНК) в препаратах, полученных с помощью различных методов выделения 
из образца ЭКВ, выделенных из асцита 5; е – сравнение усреднённых значений концентрации микроРНК в препаратах, 
полученных из всех образцов ЭКВ с помощью различных методов выделения, * p < 0,05; ж – средние значения Ct четырёх 
эндогенных микроРНК в образцах ЭКВ, выделенных из образцов 4–6; з – сравнение уровней микроРНК, выделенных 
тремя вышеперечисленными наборами в образцах ЭКВ асцитов 4–6. По оси ординат представлено сравнение экспрессии 
(2^-Ct) проанализированных микроРНК (на log2 шкале). Данные размерного распределения показали широкий спектр 
малых РНК, присутствующих в ЭКВ, полученных с использованием всех исследуемых наборов, включая пик в районе 
23 нуклеотидов, соответствующий микроРНК. Микроэлектрофореграмма для всех образцов приведена на рис. 4, г, пример 
сравнения гистограмм размерного распределения малых РНК для ЭКВ из асцита 5 – на рис. 4, д. Таким образом, несмо-
тря на больший «выход» малых РНК при использовании набора «miRNeasy_A» (статистически достоверные различия по 
суммарной выборке образцов представлены на рис. 4, е), этот набор не показал преимуществ по содержанию микроРНК
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такие как длинные некодирующие РНК (Long 
non-coding RNAs, lncRNA), микроРНК (miRNA), 
малые ядерные РНК (Small nuclear RNA, snRNA), 
малые ядрышковые РНК (Small nucleolar RNA, 
snoRNA), пивиРНК (piwi-interacting RNA, 
piwiRNA), а также короткие фрагменты коди-
рующих и структурных РНК, таких как рРНК, 
мРНК, различные псевдогены и др. (рис. 3, а).

Процент микроРНК в общем пуле малых 
РНК по данным секвенирования в среднем 
составлял 6%, максимальное значение – 10% 
микроРНК – было получено при использова-
нии набора TERPIK. Интересно, что несмотря 
на низкую эффективность выделения РНК ме-
тодом PL_PBS, этот образец на 68% перекры-
вался по составу микроРНК с образцами, вы-
деленными фенол-хлороформными методами 
(рис. 3, б), хотя в них доля этой фракции замет-
но выше: 7% и 10% против 1% (рис. 3, а). Также 
следует отметить, что в препарате, выделенном 
набором PL_PBS, наблюдается повышенное 
содержание рРНК по сравнению с наборами 
miRNeasy и TERPIK.

Таким образом, по итогам сравнения наи-
более эффективными в отношении количе-
ства выделяемых малых РНК и содержания 
микроРНК по данным биоанализатора и ре-
зультатам секвенирования оказались наборы 
miRNeasy и TERPIK, причём однозначных 
преимуществ при сравнении двух данных на-
боров между собой по результатам анализа 
ЭКВ из трёх образцов асцитической жидкости 
выявлено не было.

Сравнение методов выделения микроРНК 
из ЭКВ с помощью коммерческих наборов 
miRNeasy, miRNeasy_A и TERPIK. На втором 
этапе работы мы добавили в сравнение набор 
miRNeasy_A, который, как и PureLink miRNA 
Isolation Kit, не имеет в своём составе фенола – 
выделение включает гуанидин-тиоцианатный 
метод экстракции с последующей адсорбцией 
нуклеиновых кислот на кремниевой поверх-
ности стекловолоконных колонок, заменив им 
набор PureLink miRNA Isolation Kit в связи с 
выявленной низкой эффективностью данного 
набора. Соответственно, сравнение включа-
ло наборы miRNeasy, miRNeasy_A и TERPIK 
(протокол «TERPIK_1к»). Для сравнения ис-
пользовали дополнительные образцы ЭКВ, по-
лученные из трёх других асцитов (асциты 4–6). 
По результатам анализа концентрации набор 
«miRNeasy_A» продемонстрировал наиболь-
ший «выход» для всех исследованных образцов. 
Так, средняя концентрация микроРНК, изме-
ренная с помощью набора Qubit™ microRNA 
Assay Kit, в препаратах, полученных с помощью 
«miRNeasy_A», была в 7,2 раз выше таковой для 

набора «TERPIK» и в 11,4 раз – для «miRNeasy» 
(рис.  4,  а). Любопытно, что такая закономер-
ность не сохранялась при определении кон-
центрации микроРНК на биоанализаторе 
(рис.  4,  б–г). Так, несмотря на то что количе-
ство малых РНК в целом при использовании 
«miRNeasy_A» было несколько выше (рис. 4, б, 
асциты  4 и 5), содержание микроРНК во всех 
случаях было приблизительно равное или даже 
меньше (рис.  4,  в, асциты  4 и  5), чем при ис-
пользовании набора «TERPIK». При этом раз-
личия в проценте микроРНК по отношению к 
общему пулу малых РНК при выделении раз-
ными наборами среди всей выборки образцов 
были статистически не значимы (p > 0,05).

Далее мы провели сравнение эффектив-
ности количественного анализа индивиду-
альных микроРНК в образцах, полученных с 
помощью исследуемых коммерческих набо-
ров. Для оценки были выбраны четыре эн-
догенных микроРНК, присутствующие на 
высоком уровне, согласно нашим ранее опу-
бликованным данным  [10] и данным литера-
туры  [29,  30], как в тканях, так и в ЭКВ при 
раке яичников: hsa-miR-1246, hsa-miR-200b-5p, 
hsa-miR-200c-3p и hsa-miR-23a-3p. Сравнение 
концентрации данных молекул проводили с 
помощью метода ОТ-ПЦР в реальном вре-
мени с использованием модификации «пет-
ля-на-стержне» (Stem-Loop-RT-qPCR). Резуль-
таты анализа показали широкий диапазон 
представленности этих микроРНК в исследуе-
мых образцах, при этом наибольший уровень 
детектировался в препаратах, полученных с 
помощью наборов «TERPIK_1к» и «miRNeasy» 
(рис.  4,  ж, з), в то время как в образцах, вы-
деленных методом «miRNeasy_A», несмотря 
на самую высокую концентрацию малых РНК 
в исходных препаратах, все исследуемые ми-
кроРНК детектировались на более поздних 
циклах амплификации. 

Таким образом, добавленный в сравнение 
метод с использованием набора miRNeasy_A 
по совокупности критериев оценки не показал 
преимуществ в сравнении с наборами TERPIK 
и miRNeasy, а по отдельным из них, таким как 
содержание микроРНК и концентрация инди-
видуальных микроРНК, даже в среднем усту-
пал этим двум наборам.

Суммируя полученные данные, можно ска-
зать, что наборы, основанные на гуанидин-
тиоцианат-фенол-хлороформном методе экс-
тракции, дают лучшие результаты по сравне-
нию с содержащими только хаотропные агенты 
(гуанидин-тиоцинат). Соответственно, опти-
мальными методиками можно считать исполь-
зование наборов TERPIK и miRNeasy.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Несмотря на то что на сегодняшний день 
существует множество методик выделения РНК 
и достигнут определённый прогресс в их разви-
тии, согласно данным NIH Extracellular RNA 
Communication Consortium, ни одна из них не 
может быть выдвинута в качестве наиболее эф-
фективной для изоляции внеклеточных РНК, 
и работы по разработке и оптимизации новых 
подходов к решению этой задачи должны быть 
продолжены [31].

Для защиты от действия различных рибо-
нуклеаз и фосфодиэстераз, обнаруживаемых в 
большинстве биологических жидкостей, вне-
клеточные микроРНК либо образуют комплек-
сы с белками и липопротеинами, либо находят-
ся в составе ЭКВ, в частности экзосом, которые 
ограждают их от действия ферментов. По дан-
ным ряда исследований, экзосомы являются 
основными транспортёрами внеклеточных ну-
клеиновых кислот и, в частности, микроРНК, 
в биологических жидкостях, таких как кровь, 
моча, слюна [32, 33]. В то же время, по данным 
других исследований, содержание микроРНК 
в экзосомах может быть достаточно низким, 
не превышая одной копии каждой из индиви-
дуальных молекул микроРНК на одну везику-
лу  [13]. Однако учитывая высокое содержание 
самих экзосом в биологических жидкостях – в 
среднем 108–1012 на мл крови [12, 32] – очевид-
но, что общее количество переносимых в со-
ставе ЭКВ молекул является очень высоким.

Мембраны ЭКВ обогащены липидами в 
различных сочетаниях: так, мембраны экзосом 
обогащены холестеролом, фосфотидилсери-
ном церамидом и сфингомиелином – липида-
ми, обнаруживаемыми в составе мембранных 
микродоменов,  –  участков мембран, устой-
чивых к действию неионогенных детерген-
тов  [34–36], а мембраны микровезикул в 
большей степени обогащены лизофосфоти-
дилхолинами, сфингомиелином и ацилкарни-
тинами  [37,  38]. Высокое содержание липидов 
и липопротеинов в ЭКВ, а также значительно 
более высокое по сравнению с клетками со-
отношение площади поверхности мембраны 
к содержимому везикулы обусловливают до-
полнительную сложность в их эффективном 
лизировании для разрушения мембран, дис-
социации комплексов микроРНК с различны-
ми биомолекулами и удаления самих липидов 
и протеинов на финальном этапе получения 
препарата. В зависимости от успешности этой 
процедуры профиль полученных препаратов 
может широко варьировать, поскольку разные 
по составу микроРНК обладают разным срод-

ством к различным белкам и липопротеинам. 
Например, было показано, что в зависимости 
от объёма исходного образца плазмы менялся 
GC-состав полученных из неё микроРНК [39].

В настоящее время ситуация с методами 
выделения РНК из ЭКВ ещё менее понятна, 
чем с выделением свободно циркулирующих 
молекул из биологических жидкостей, по-
скольку, как уже говорилось, исследований, в 
которых проводились подобные сравнения, на 
порядок меньше. Так, среди многих десятков 
статей, посвящённых анализу методов выде-
ления микроРНК из тканей и биологических 
жидкостей, нам удалось найти лишь семь ана-
логичных работ по методам выделения РНК 
из ЭКВ. Одна из них была посвящена выбору 
оптимального метода выделения микроРНК 
из экзосом, содержащихся в моче  [18], в дру-
гих работах сравнивались методы экстракции 
РНК из плазмы и сыворотки крови, а также 
из кондиционированной среды культивируе-
мых клеток  [15, 19–23]. ЭКВ из других биоло-
гических жидкостей с точки зрения выделе-
ния микроРНК ранее не исследовались, хотя 
происхождение ЭКВ существенно влияет на 
состав полученных препаратов, поскольку в 
разной степени контаминирует образцы ЭКВ 
липопротеиновыми комплексами, крупными 
протеиновыми агрегатами, рибонуклеопротеи-
нами и другими частицами со сходными с ЭКВ 
физическими характеристиками. Кроме того, 
ЭКВ в составе биологических жидкостей явля-
ются производными клеток и тканей различно-
го происхождения, и в зависимости от биоло-
гического источника характеризуются большой 
гетерогенностью по размерам, морфологии и 
молекулярному составу  [11,  40,  41], что также 
влияет на эффективность выделения РНК.

Несмотря на то что авторы всех приведён-
ных выше работ сходятся на том, что оптими-
зация этапа выделения нуклеиновых кислот 
является важнейшим аспектом исследования 
РНК, и в особенности микроРНК, так как в 
большой степени влияет на последующие ре-
зультаты анализа, в остальном же данные раз-
личных работ в сильной степени варьируют, 
прежде всего потому, что сильно разнятся на-
боры, используемые в сравнении. Наиболее ча-
сто включаемым в сравнение набором для вы-
деления микроРНК является набор miRNeasy.

Большинство современных методов вы-
деления микроРНК основаны на фенол-хло-
роформ-гуанидин тиоцианатном методе экс-
тракции, которая позволяет разделить липиды, 
белки и нуклеиновые кислоты между органи-
ческой и неорганической фазами. Данный ме-
тод может быть усовершенствован добавлени-
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ем стадии осаждения микроРНК на колонках 
из стекловолокна, как это сделано в наборах 
miRNeasy, miRVANA и TERPIK. В  случае по-
следнего набора также используется допол-
нительная стадия лизиса ЭКВ в β-меркапто-
этанол-содержащем буфере, хотя для двух 
других наборов стадия лизиса протекает не-
посредственно в фенол-содержащем буфере. 
К недостаткам данного метода можно отнести 
временную затратность, высокую токсичность 
используемых реагентов и частичную потерю 
РНК с низким содержанием гуанидина и цито-
зина [42]. При другом, не содержащем фенола, 
подходе к выделению микроРНК используется 
ГТЦ в качестве хаотропного агента, а дальней-
шая экстракция основана на взаимодействии 
между функциональными группами нуклеино-
вых кислот и твёрдыми сорбентами при опре-
делённых условиях. Он лежит в основе наборов 
PureLink miRNA Isolation Kit и miRNeasy_A, 
где РНК экстрагируется на колонках со стек-
ловолокном, причём производитель набора 
miRNeasy_A гарантирует лизис содержащихся 
в плазме ЭКВ и высвобождение из них РНК. 
Ограничениями для подобного метода могут 
являться недостаточная диссоциация микроРНК-
содержащих комплексов и ко-преципитация 
с содержащимися в биологических жидкостях 
биополимерами. Все исследуемые наборы 
предполагают использование гуанидин тиоциа-
ната на начальной стадии, который обеспечи-
вает разрушение гидрофобных связей и диссо-
циацию РНК-содержащих комплексов.

В недавнем обзоре был проведён анализ 
более 20  опубликованных экспериментальных 
статей, в которых сравнивались различные 
методики выделения РНК из биологических 
жидкостей, а также из ЭКВ, имеющих различ-
ное происхождение. Авторы обзора пришли к 
выводу, что наибольшей эффективностью в 
изоляции РНК обладает метод, основанный на 
гуанидин-фенол-хлороформной экстракции, 
хотя разные варианты протокола отличались 
по производительности по данным различных 
исследований [17].

В целом это совпадает и с результата-
ми приведённых выше нескольких работ по 
сравнению отдельных методов выделения ми-
кроРНК из ЭКВ – в большинстве случаев оп-
тимальные результаты получали с использова-
нием набора miRNeasy Kit [15, 19, 21].

В нашем исследовании мы провели незави-
симый анализ методов выделения микроРНК 
из препаратов ЭКВ с использованием четы-
рёх наборов miRNeasy («Qiagen»), TERPIK 
(«Thermo Fisher Scientific»), miRNeasy_A 
(«Qiagen») и PureLink miRNA Isolation Kit 

(«Thermo Fisher Scientific») c дополнительными 
вариантами в случае наборов PureLink miRNA 
Isolation Kit (варианты пробоподготовки ЭКВ) 
и TERPIK (варианты с использованием одной 
или двух колонок).

Набор miRNeasy был выбран в связи с тем, 
что, как было сказано выше, он довольно ча-
сто использовался в подобного рода сравнени-
ях, достаточно хорошо себя зарекомендовал и 
мог использоваться в качестве «точки отсчета». 
Набор TERPIK использовался лишь в одной 
работе  [22]. Исследований с использованием 
наборов miRNeasy_A («Qiagen») и PureLink 
miRNA Isolation Kit («ThermoFisher Scientific») 
для сравнения эффективности выделения цир-
кулирующих внеклеточных микроРНК прак-
тически не проводилось, а в отношении их эф-
фективности для выделения микроРНК из ЭКВ 
нами не было обнаружено ни одной статьи.

В данной работе для сравнения методов вы-
деления микроРНК использовались препараты 
ЭКВ, полученные из образцов асцитической 
жидкости больных раком яичника. Выделение 
ЭКВ производили c помощью дифференци-
ального ультрацентрифугирования  –  метода, 
рекомендованного ISEV [26]. Препараты были 
валидированы в соответствии с рекомендация-
ми и критериями ISEV и характеризовались 
высокой концентрацией частиц (в среднем 
4,35 × 1012) характерного размера (30–150  нм) 
и морфологии, а также высоким уровнем эк-
зосомальных маркеров. Образцы микроРНК, 
полученные с помощью исследуемых наборов, 
анализировались с использованием следующих 
критериев: концентрации микроРНК, детек-
тируемой спектрофотометром Qubit с исполь-
зованием набора для определения микроРНК, 
Qubit™ microRNA Assay Kit; размерного распре-
деления и концентрации малых РНК, а также со-
держания молекул, соответствующих по размеру 
микроРНК, с использованием биоанализатора 
Bioanalyzer 2100 и чипа Small RNA kit; количе-
ства микроРНК по данным глубокого секвени-
рования транскриптома малых РНК; уровня де-
текции индивидуальных микроРНК (miR-1246, 
miR-200b-5p, miR-200c-3p и miR-23a-3р) мето-
дом ОТ-ПЦР в реальном времени.

Полученные нами результаты совпадают 
с данным других исследований в отношении 
набора miRNeasy, хотя данный набор не де-
монстрировал преимуществ по сравнению с 
набором TERPIK. Оба этих набора отличались 
наилучшим соотношением «выход/качество», 
причём использование TERPIK со стадией 
обогащения малыми РНК не приводило к су-
щественному увеличению чистоты препарата, 
однако сильно сказывалась на его финальной 
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концентрации. Таким образом, по совокуп-
ности характеристик, включая концентрацию 
малых РНК, содержание микроРНК (по дан-
ным капиллярного микроэлектрофореза и ре-
зультатам глубокого секвенирования) и эф-
фективность амплификации индивидуальных 
микроРНК, данные наборы можно считать оп-
тимальными для выделения микроРНК.

Набор PureLink miRNA Isolation Kit харак-
теризовался наихудшими результатами по всем 
исследуемым критериям, что, по-видимому, 
связано с недостаточной эффективностью пер-
вого этапа выделения. Так, критически важной 
стадией при выделении РНК из ЭКВ пред-
ставляется лизис их мембран и диссоциация 
РНК-белковых комплексов. Интересно, что 
при использовании стандартных препаратов 
ЭКВ (разведение везикул в фосфатно-солевом 
буфере) наблюдалось ещё большее падение 
как концентрации выделенной РНК, так и ка-
чества полученных препаратов. Однако даже в 
случае использования исключительно буфера 
производителя (BB), для чего необходимо было 
дополнительно получать отдельную «порцию» 
ЭКВ в виде сухого осадка специально для вы-
деления РНК с отсутствием возможности оце-
нить размер и морфологию везикул, получен-
ные препараты показали худшие результаты 
для всех образцов ЭКВ по сравнению с други-
ми наборами.

Интересно, что основанный на сходном 
принципе (лизирующий буфер, не содержащий 
фенола, и колонки с твёрдым сорбентом) набор 
miRNeasy_A продемонстрировал наибольший 
выход РНК, свидетельствующий о более ре-
зультативном выделении и стабилизации РНК, 
но наименьшую эффективность амплифика-
ции всех четырёх исследованных микроРНК. 
Это может быть связано с обогащением моле-
кулами или фрагментами молекул сходного с 
микроРНК размера, образовавшимися после 
сверхуспешного лизиса, либо с «предпочтитель-
ным» выделением микроРНК того или ино-
го определённого нуклеотидного состава, что 
могло привести к снижению доли микроРНК 
«стандартного» состава. Такого рода феномен – 
влияние метода и условий выделения на состав 
микроРНК и типы образуемых ими комплексов 
с различными биомолекулами – ранее были по-
казаны как для микроРНК, выделяемых из тка-
ней, так и для свободно циркулирующих ми-
кроРНК [39, 43].

Также важно отметить, что согласно ре-
зультатам анализа методом ОТ-ПЦР в реаль-
ном времени, все 4 микроРНК  –  miR-1246, 
miR-200b-5p, miR-200c-3p и miR-23a-3р, кото-
рые как по данным литературы  [29,  30], так и 

по нашим ранее опубликованным данным [10], 
ассоциированы с патогенезом рака яичника, 
оказались представлены на высоком уровне в 
ЭКВ, полученных из асцитической жидкости 
больных раком яичника.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на активное развитие направ-
ления, связанного с использованием ЭКВ в 
качестве источника биомаркеров, в том числе 
микроРНК-маркеров, для диагностики онко-
заболеваний, использование данного подхо-
да в клинической практике на сегодняшний 
день лимитируется рядом проблем, важней-
шие из которых связаны с отсутствием «золо-
тых стандартов» как выделения самих ЭКВ из 
биологических жидкостей, так и методов ана-
лиза их молекулярного содержимого, включая 
методы выделения и анализа микроРНК. При 
этом в отличие от методов выделения свобод-
но циркулирующих микроРНК из биологи-
ческих жидкостей, сравнению методов выде-
ления микроРНК из ЭКВ посвящены лишь 
единичные исследования. В данной работе 
мы впервые сравнили эффективность выделе-
ния микроРНК из ЭКВ, содержащихся в ас-
цитической жидкости больных раком яични-
ка. В  исследование включены коммерческие 
наборы для выделения микроРНК: miRNeasy 
(«Qiagen»), TERPIK («Thermo Fisher Scientific»), 
miRNeasy_A («Qiagen») и PureLink miRNA 
Isolation Kit («Thermo Fisher Scientific»). По со-
вокупности оцениваемых критериев – концен-
трации малых РНК, концентрации микроРНК 
и их процентному содержанию в полученных 
препаратах, а также по эффективности ам-
плификации индивидуальных микроРНК при 
анализе методом ОТ-ПЦР в реальном време-
ни – оптимальными наборами можно считать 
TERPIK и miRNeasy.
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COMPARISON OF METHODS FOR MICRORNA ISOLATION 
FROM EXTRACELLULAR VESICLES OBTAINED FROM ASCITIC FLUIDS

G. O. Skryabin1, S. V. Vinokurova1, N. V. Elkina1, D. A. Denisova1, A. A. Beliaeva1,2, 
K. I. Zhordania3, D. V. Bagrov2, A. D. Enikeev1, S. A. Galetsky1, A. V. Komelkov1*, 

G. I. Krasnoshekova3, and E. M. Tchevkina1

1 Institute of Carcinogenesis, Blokhin National Medical Research Center of Oncology,
 115478 Moscow, Russia; e-mail: komelkov@gmail.ru

2 Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 111234 Moscow, Russia
3 Institute of Clinical Oncology, Blokhin National Medical Research Center of Oncology, 115478 Moscow, Russia

Secreted extracellular vesicles (EVs) contain active biomolecules, including miRNAs, the composition of 
which represents epigenetic changes occurring in cells during pathological processes, in particular, malignant 
transformation. The accumulated pool of data on the role of EVs in carcinogenesis has stimulated the study of 
EV-derived cancer markers. The most important factors limiting the development of this scientific direction 
are the lack of “gold standards” both for methods of EV isolating from biological f luids and for analyzing 
their molecular content, including the composition of miRNAs. Here we first examined the efficacy of 
various methods for small RNA isolation from EVs contained in ascitic f luid for subsequent miRNA analysis. 
Comparison of different commercial kits showed the advantages of methods based on phenol-chloroform 
extraction: Total Exosome RNA & Protein Isolation Kit and miRNeasy Serum/Plasma Kit. Analysis of the 
small RNA transcriptome showed the presence of various classes of molecules in EVs, among which the 
proportion of miRNAs averaged 6%, reaching 10% with the Total Exosome RNA & Protein Isolation Kit. 
The PureLink miRNA Isolation Kit demonstrated the lowest efficiency. The miRNeasy Advanced Serum/
Plasma Kit showed the highest concentration of the small RNA fraction, miRNA proportion of which, 
however, did not exceed that of the miRNeasy Serum/Plasma Kit and Total Exosome RNA & Protein 
Isolation Kit. Moreover, RT-PCR analysis of individual molecules showed lower levels of each of miRNAs 
investigated — miR-1246, miR-200b-5p, miR-200c-3p, and miR-23a-3p — when using the miRNeasy 
Advanced Serum/Plasma Kit. In sum, Total Exosome RNA & Protein Isolation Kit and miRNeasy Serum/
Plasma Kit can be considered to be the optimal kits in terms of the combination of studied characteristics, 
including small RNA concentration, percentage of microRNA according to bioanalyzer and sequencing 
results, and levels of individual miRNAs detected by RT-PCR.

Keywords: exosomes, miRNA, isolation methods, extracellular vesicles, miRNeasy Serum/Plasma Kit, Total 
Exosome RNA & Protein Isolation Kit, PureLink miRNA Isolation Kit, miRNeasy Advanced Serum/Plasma Kit
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Кальций-магниевая силикатная керамика диопсид является перспективным материалом для ис-
пользования в костной пластике, однако до сих пор возможность его применения в качестве носи-
теля рекомбинантного костного морфогенетического белка-2 (BMP-2) не была исследована, как и 
особенности репаративного остеогенеза с использованием материалов на основе диопсида с BMP-2. 
Порошок кальций-магниевой силикатной керамики был получен твердофазным методом с ис-
пользованием в качестве исходных компонентов биоотходов – рисовой шелухи и яичной скорлупы. 
Основная фаза полученной керамики представляла собой диопсид. Частицы имели неправильную 
форму со средним размером около 2,3 мкм и ~20% объёмной пористостью со средним размером пор 
около 24 нм, что позволяет классифицировать материал как мезопористый. 1 мг частиц диопсида сор-
бирует более 150 мкг рекомбинантного BMP-2, что превышает сорбционную ёмкость гидроксилапа-
тита, кальций-фосфатной керамики, часто используемой в составе гибридных имплантатов, более 
чем в 3 раза. Кинетика выхода BMP-2 in vitro характеризуется взрывным выходом в первые 2 суток и 
постепенным выходом примерно по 0,4–0,5% от нанесённого белка в последующие 7 суток. Экспе-
рименты in vivo проводили на мышиной модели краниальных дефектов критического размера с им-
плантацией суспензии порошка диопсида с/без BMP-2 в гиалуроновой кислоте, введённой в диски 
из деминерализованного костного матрикса (ДКМ), обладающего 73–90% объёмной пористостью с 
размером макропор от 50 до 650 мкм. Гистологически исследована динамика процессов неоостеоге-
неза и ремоделирования костной ткани на сроках 12, 21, 48 и 63 дня. Частицы диопсида равномерно 
распределяются в матрице и вызывают минимальную реакцию на введение инородного тела. При на-
личии BMP-2 к 63 суткам в порах имплантата образуются значительные фокусы новообразованной 
костной ткани с очагами костного мозга и вовлечением в ремоделирование больших областей ДКМ 
в центре имплантата и материнской кости по краям. Диопсид может рассматриваться как перспек-
тивный материал для введения в гибридные имплантаты в качестве эффективного носителя BMP-2.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: диопсид, кальций-магниевая силикатная керамика, имплантат, BMP-2, деминера-
лизованный костный матрикс, краниальные дефекты, регенерация костной ткани.
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Принятые сокращения: ГАП – гидроксилапатит; ГК – гиалуроновая кислота; ДКМ – деминерализованный костный 
матрикс; ДТТ – дитиотрейитол; BMP-2 – bone morphogenetic protein-2 (костный морфогенетический белок-2).

ВВЕДЕНИЕ

Дефекты костной ткани, зачастую очень 
обширные, могут образовываться как след-
ствие травм или операций, связанных с уда-
лением злокачественных новообразований 
или участков кости, поражённых остеомие-
литом  [1]. Для восстановления функциональ-
ности костной ткани требуется заполнение 
дефектов остеопластическими материалами, 
выполняющими, с одной стороны, каркасную 
функцию, а с другой – обладающими остеоин-
дуктивными свойствами. Золотым стандартом 
материалов для заполнения дефектов костной 
ткани до сих пор считается аутогенная кост-
ная ткань. Однако объем аутогенной кости 
ограничен, а забор костного материала связан 
с дополнительным травмированием пациен-
та [2]. Хорошей альтернативой аутотрансплан-
тату может быть ксеногенный деминерализо-
ванный костный матрикс (ДКМ), получаемый 
из костей крупного рогатого скота [3], а также 
гибридные имплантаты на его основе  [4,  5]. 
Этот материал обладает высокой остеокондук-
тивностью, может быть наработан в значитель-
ных количествах, ему легко придать требуемую 
форму, он может выполнять каркасную функ-
цию и использоваться для замещения дефектов 
несущих нагрузку костей; возможно получение 
низкоиммуногенного ДКМ со сниженным со-
держанием неколлагеновых белков с целью 
минимизировать нежелательные эффекты при 
имплантации [6, 7]. При этом недостатком вы-
сокоочищенного ДКМ является его ограни-
ченная остеоиндуктивность, которая может 
быть преодолена за счёт совместного приме-
нения ДКМ с рекомбинантным костным мор-
фогенетическим белком  2 (bone morphogenetic 
protein-2, BMP-2)  [6,  8], который может быть 
введён как непосредственно в ДКМ, так и с 
помощью других компонентов гибридных им-
плантатов.

BMP-2 – основной фактор роста и реге-
нерации костной ткани, введение которого в 
область дефекта кости способно индуцировать 
неоостеогенез  [9]. Для успешного использова-
ния BMP-2 в качестве остеоиндуктора крайне 
важным является выбор носителя, обеспечи-
вающего постепенное высвобождение белка. 
В  США и Европе для спондилодеза при трав-
мах позвоночника, хирургического лечения 
травм большеберцовой кости и реконструк-
тивной хирургии верхнечелюстной пазухи одо-
брено применение препарата INFUSE Bone 

Graft Kit («Medtronic», США), продаваемого в 
Европе под названием InductOS Kit («Wyeth», 
США), в котором в качестве носителя исполь-
зуется коллагеновая губка [10, 11]. Использова-
ние значительных количеств рекомбинантного 
BMP-2, в тысячи раз превышающих физиоло-
гические концентрации (в зависимости от раз-
мера дефекта имплантат содержит от 1 до 12 мг 
белка), в ряде случаев может приводить к тя-
жёлым последствиям для пациентов, выражаю-
щихся в эктопическом остеогенезе, резорбции 
кости в месте имплантации и др. [12, 13]. Кро-
ме того, следует отметить очень высокую стои-
мость INFUSE Bone Graft Kit и InductOS Kit, 
ограничивающую возможность их применения 
в Российской Федерации. Она, в свою оче-
редь, определяется высокой стоимостью вхо-
дящего в состав препаратов рекомбинантного 
BMP-2, нарабатываемого в эукариотических 
клетках. В настоящее время разработана тех-
нология получения рекомбинантного BMP-2 
с помощью микробиологического синтеза в 
клетках Escherichia coli, обеспечивающего зна-
чительно больший выход белка по сравнению 
с эукариотическими продуцентами, что при-
водит к существенному снижению стоимости 
препаратов белка. При этом активность in vitro 
препаратов BMP-2, получаемых на основе 
E. coli, и эффективность их применения in vivo 
в сочетании с различными носителями для ре-
парации дефектов костной ткани не уступа-
ют таковым для препаратов эукариотического 
BMP-2  [14–29]. В  Республике Корея для при-
менения в ортопедии и стоматологии компания-
ми «Cowellmedi Co.» (Пусан, Корея) и «CGBIO 
Inc.» (Соннам, Корея) производятся препараты 
на основе рекомбинантного BMP-2 прокарио-
тического происхождения, в которых в каче-
стве носителя белка используются β-трикаль-
ций фосфат/гидроксилапатит (β-ТКФ/ГАП) и 
гидроксилапатит соответственно  [28,  29]. При 
этом следует отметить, что гидроксилапатит 
характеризуется наименьшей растворимостью, 
коррелирующей со скоростью резорбции в 
организме и кинетикой выхода иммобилизо-
ванного BMP-2, среди используемых для ре-
генерации костной ткани кальций-фосфат-
ных керамик  [30]. Использование бифазной 
β-ТКФ/ГАП кальций-фосфатной керамики 
должно способствовать улучшению характери-
стик носителя  [31]. Однако, несмотря на ши-
рокое применение, оба носителя имеют ряд 
ограничений, в частности, с точки зрения био-
миметических свойств и ёмкости в отношении 
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белка [32], и поиск новых эффективных носи-
телей рекомбинантного BMP-2 по-прежнему 
является одной из ключевых задач современ-
ной регенеративной медицины.

Относительно новым материалом, с точ-
ки зрения использования в регенеративной 
медицине, является кальций-магниевая сили-
катная керамика диопсид (CaMgSi2O6), харак-
теризующаяся хорошей биоактивностью, био-
совместимостью и лучшими механическими 
свойствами, чем ГАП  [33]. Исследование био-
минерализации показало, что при инкубации 
диопсида в SBF (simulated body f luid, раствор, 
имитирующий внеклеточную  жидкость орга-
низма) и при имплантации биоминерализация 
протекает достаточно быстро: за несколько ча-
сов поверхность диопсида покрывается слоем 
апатита  [34], основного минерального компо-
нента кости, что и является причиной высокой 
биосовместимости. Кроме того, при введении 
в организм диопсид может высвобождать ионы 
Ca2+, Mg2+ и SiO3

2−, которые усиливают проли-
ферацию остеобластов [35–37], таким образом 
обеспечивая определённый уровень остеоин-
дуктивности самого носителя. Это делает ди-
опсид потенциально перспективным в каче-
стве замены кальций-фосфатной керамики, 
такой как ГАП или ТКФ, часто используемой 
для восстановления костных дефектов. Однако 
до сих пор способность диопсида выступать в 
качестве носителя BMP-2 и его остеоиндуктив-
ность в такой комбинации не исследовались.

Целью данной работы была характеристи-
ка фазового состава, морфологии и пористости 
порошка силикатной керамики, синтезиро-
ванной твердофазным методом из материалов 
природного происхождения, оценка пористо-
сти ксеногенного ДКМ, используемого в каче-
стве материала, обеспечивающего каркасную 
функцию и одновременно способного участво-
вать в ремоделировании костной ткани при 
имплантации, исследование способности ча-
стиц диопсида выступать в качестве носителя 
фактора роста костной ткани BMP-2, изучение 
кинетики выхода BMP-2 из порошка диопсида, 
исследование динамики репаративного остео-
генеза при имплантации в краниальные де-
фекты мышей гибридных имплантатов, вклю-
чающих диопсид в качестве носителя BMP-2 и 
ДКМ в качестве каркаса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Твердофазный синтез диопсида. Диопсид 
(CaMgSi2O6) был синтезирован твердофазным 
методом при использовании ранее опублико-

ванного протокола [38] с некоторыми модифи-
кациями, основная из которых заключалась в 
использовании шаровой мельницы для смеши-
вания прекурсора. В качестве источников каль-
ция и кремния использовали, соответственно, 
яичную скорлупу и рисовую шелуху. Кратко, 
бытовую яичную скорлупу промывали под про-
точной водой, а затем кипятили при 100 °C в 
течение 3  ч при постоянном перемешивании. 
Очищенную яичную скорлупу сушили в тече-
ние 24 ч в сушильном шкафу при температуре 
150 °C, а затем измельчали вручную до обра-
зования тонкодисперсного порошка. Рисовую 
шелуху, предоставленную местным поставщи-
ком («BeerMachines», Россия), промывали ди-
стиллированной водой. Органические компо-
ненты удаляли погружением в серную кислоту 
различных концентраций. Обработанную кис-
лотой рисовую шелуху промывали, сушили при 
110 °C и нагревали до 730 °C, при этой темпера-
туре выдерживали 25 мин до образования бело-
го порошка. Измельчённую яичную скорлупу, 
порошок диоксида кремния, извлечённый из 
рисовой шелухи, и синтетический оксид маг-
ния («Русхим», Россия) брали в соотношении 
1 : 2 : 1 и смешивали в планетарной шаровой 
мельнице Fritsch Pulverisette 5 («Fritsch GmbH», 
Германия). Полученную смесь выдерживали 
при температуре 1100 °C в течение 6  ч для по-
лучения диопсида. Рентгенофазный анализ 
образцов полученной керамики проводили на 
дифрактометре Дифрей-401 («Научные прибо-
ры», Россия) (CrKα-излучение, λ = 2,29106 Å). 
Изображения тёмного поля в режиме сканирую-
щей просвечивающей электронной микро-
скопии (СПЭМ) получали на просвечиваю-
щем электронном микроскопе Titan Themis  Z 
(«Thermo Fisher Scientific», США) при ускоряю-
щем напряжении 200  кВ. Оценку размера, 
морфологии и пористости частиц диопсида 
проводили с использованием программного 
обеспечения ImageJ.

Получение ДКМ. ДКМ получали из диа-
физа бедренной кости крупного рогатого ско-
та, как описано ранее  [5], с некоторыми мо-
дификациями для удаления неколлагеновых 
белков  [4]. Для оценки объёмной пористости 
изготавливали образцы ДКМ размером при-
мерно 6 × 6 × 6 мм, для оценки эффективно-
сти связывания BMP-2 использовали крошку 
размером 1–2 мм, которую получали фракцио-
нированием с помощью грохота Retsch SM-200 
(«Retsch GmbH», Германия), для имплантации 
в краниальные дефекты использовали диски 
толщиной 1,0 ± 0,1 мм и диаметром 4,0 ± 0,1 мм, 
которые вырезали из костных пластин с помо-
щью пробойника собственного изготовления. 
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Оценку размера пор образцов ДКМ проводили 
с помощью анализа изображений, полученных 
с использованием сканирующего электронного 
микроскопа (СЭМ) Tescan Vega 3 («TESCAN», 
Чехия), в программе ImageJ. Оценку объёмной 
пористости образцов ДКМ проводили тремя 
различными способами: при оценке по микро-
фотографиям, полученным методом СЭМ, и 
двумя способами с помощью гидростатическо-
го взвешивания (детальные протоколы приво-
дятся в Приложении).

Оценка эффективности связывания BMP-2 
с диопсидом, ГАП и ДКМ. Рекомбинантный 
BMP-2 нарабатывали в клетках E.  coli и очи-
щали, как описано ранее [18]. Удельная актив-
ность белка составляла 0,1 Ед./мкг. Для иммо-
билизации BMP-2 10  мг порошка диопсида, 
наноразмерного ГАП (85-УД, «Полистом», 
Россия) или крошки ДКМ (0,5–1 мм) инкуби-
ровали в 200 мкл раствора, содержащего 10 мM 
натрий-фосфатный буфер (рН  5,5) с 50 мM 
NaCl, при встряхивании на орбитальном шей-
кере S-3 («Elmi Ltd.», Латвия) при 10  об./мин 
и угле платформы 5° в течение 30  мин, да-
лее проводили центрифугирование в течение 
10  мин при 9000 g. Затем раствор удаляли, до-
бавляли 100 мкл того же раствора с различны-
ми концентрациями BMP-2 и инкубацию в тех 
же условиях продолжали в течение 2  ч. После 
центрифугирования надосадочную жидкость, 
содержащую несвязавшийся белок, отбирали, 
а оставшийся осадок трижды промывали 1  мл 
того же буфера в течение 20 мин. К промытому 
порошку диопсида добавляли 100  мкл того же 
раствора и осторожно перемешивали. 10  мкл 
суспензии порошка диопсида и 10 мкл раство-
ра с несвязавшимся белком переносили в про-
бирки Эппендорф объёмом 1,5 мл и добавляли 
по 50  мкл буфера для образцов с дитиотрейи-
толом (ДТТ) для электрофореза по Лэммли. 
Пробирки инкубировали при 95 °C в течение 
15  мин, центрифугировали 5  мин при 9000 g, 
после чего по 10  мкл супернатанта вносили в 
лунки геля и проводили электрофорез с после-
дующей окраской бромфеноловым синим.

Исследование кинетики выхода BMP-2 из 
диопсида, ГАП и ДКМ in vitro. В три пробирки 
Эппендорф объёмом 1,5 мл с крышками поме-
щали по 3 мг порошка диопсида или ГАП с на-
несёнными на них 30 мкг BMP-2. В пробирки 
добавляли по 1  мл фосфатно-солевого буфе-
ра (PBS), содержащего 1% (m/v) БСА и 0,02% 
(m/v) азида натрия. Пробы инкубировали при 
комнатной температуре на круговой качалке 
при 300 об./мин. Через 1, 5, 24, 48, 72, 168 и 220 ч 
пробирки центрифугировали при 1900 g, надо-
садочную жидкость отбирали, добавляли 1  мл 

свежего буфера того же состава и продолжали 
инкубирование. Отобранные пробы замора-
живали и хранили на −80 °С до измерения кон-
центрации белка с помощью ИФА по разрабо-
танному ранее протоколу  [26]. Аналогичным 
образом исследовали кинетику выхода BMP-2 
из ДКМ, используя в качестве носителя диски 
диаметром 4,0 ± 0,1 мм, толщиной 1,0 ± 0,1 мм, 
масса диска 1,5  ±  0,5  мг. На каждый из трёх 
дисков наносили по 15  мкг BMP-2 по методу, 
описанному в работе Bartov et al. [4].

Подготовка имплантатов, содержащих и не 
содержащих BMP-2, для введения в краниальные 
дефекты мышей. Для приготовления 2%-ного 
(m/v) раствора сухой порошок стерильной гиа-
луроновой кислоты (ГК, ~100  кДа, «Shanghai 
Macklin Biochemical Industry Co., Ltd.», Шан-
хай, Китай) добавляли в стерильный физио-
логический раствор до конечной концентра-
ции 2%, осторожно перемешивали и оставляли 
для растворения на ночь в орбитальном шей-
кере («Elmi Ltd.») при 10 об./мин. Затем 50 мг 
порошка диопсида (с 10 мкг/мг BMP-2 или без 
него) в 250  мкл стерильного физиологическо-
го раствора добавляли к 750 мкл 2%-ной ГК в 
физиологическом растворе и тщательно пере-
мешивали до получения однородной массы с 
помощью стерильного шприца. Диски ДКМ 
(диаметр 4,0 ± 0,1  мм, толщина 1,0 ± 0,1  мм) 
выдерживали в 96%-ном спирте 1  ч, отмыва-
ли стерильным PBS и высушивали в ламинар-
ном шкафу с ультрафиолетом в течение ночи. 
Непосредственно перед имплантацией диски 
погружали в предварительно ещё раз пере-
мешанную 5%-ную (m/v) суспензию порош-
ка диопсида в ГК. Один диск (объёмом около 
12,5 мм3) впитывал около 7 мкл суспензии и, та-
ким образом, содержал около 0,35 мг диопсида 
и 3,5 мкг BMP-2.

Имплантация в краниальные дефекты кри-
тического размера у мышей дисков из ДКМ с 
суспензией порошка диопсида, содержащего или 
не содержащего BMP-2, и дисков из ДКМ с/без 
BMP-2, нанесённым из раствора. Эксперимент 
проводили на 60  самцах аутбредных мышей 
линии ICR (CD-1) возраста 38–47  дней. Жи-
вотных случайным образом делили на 2  груп-
пы по 30 мышей в каждой. В группе 1 в дефект 
имплантировали диски из ДКМ с суспензией 
порошка диопсида, не содержащего BMP-2, в 
группе 2 – диски с суспензией порошка, содер-
жащего BMP-2, около 3,5  мкг на диск. На 12, 
21, 42 и 63 сутки животным проводили эвтана-
зию углекислым газом, по 6  голов из каждой 
группы. Также провели имплантацию двум 
контрольным группам мышей, в каждой по 
6  животных. Одной группе вводили диски из 



ГИБРИДНЫЕ ИМПЛАНТАТЫ НА ОСНОВЕ ДИОПСИДА 1687

БИОХИМИЯ том 87 вып. 11 2022

ДКМ, другой – диски из ДКМ с нанесённым на 
них BMP-2 в количестве 3,5 мкг на диск по ме-
тодике, описанной выше. Животным этих двух 
групп проводили эвтаназию на 42  сутки. Об-
разцы тканей, включающие область импланта-
ции и окружающие кости черепа, фиксировали 
формалином, декальцинировали, проводили 
через батарею спиртов возрастающей концен-
трации и заливали в парафин, затем готовили 
срезы толщиной 3  мкм во фронтальной пло-
скости и окрашивали гематоксилином и эози-
ном. Срезы толщиной 6  мкм, полученные от 
животных двух опытных групп, окрашивали 
пикро-полихромом по Хировичи  [39] для вы-
явления степени созревания коллагена в ре-
генерате. Гистоморфометрию проводили с ис-
пользованием Adobe Photoshop по методу Egan 
et  al.  [40] с модификациями с определением 
доли новообразованной и ремоделированной 
костной ткани, доли костного мозга, доли сое-
динительной ткани и доли носителя (ДКМ) по 
отношению к общей площади тканей в образце.

Статистические расчёты проводились с ис-
пользованием пакета программ Statistica  12.0 
(«Statsoft», США). Для количественных оценок 
данные были представлены в виде среднего  ± 
стандартное отклонение (SD). В случае ги-
стоморфометрии данные представляли в виде 
среднего, рассчитывалась стандартная ошибка 
среднего и стандартное отклонение. Проверку 
на нормальность проводили с помощью теста 
Колмогорова–Смирнова. Для оценки досто-
верности отличий проводили дисперсионный 
анализ с последующей пост-обработкой с при-
менением критерия Ньюмена–Кейлса. Разли-
чия считались значимыми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Характеристика порошка диопсида. Наличие 
фазы диопсида было подтверждено рентгено-
фазовым анализом (рис.  1). Рентгенограмма 
демонстрирует наличие характерных пиков 
диопсида, являющегося основной фазой, в то 
время как акерманит (Ca2MgSi2O7) наблюдался 
в качестве вторичной фазы. Появление акер-
манита, обычно наблюдающееся при синтезе 
диопсида, связано с наличием нестехиометри-
ческих участков, богатых кальцием, в образце 
после кальцинации, что и приводит к образо-
ванию вторичной фазы  [35]. Рентгенограмма 
полученного диопсида соответствовала стан-
дартной карточке ICDD № 01-075-1092.

Изображения СПЭМ на рис. 2 дают пред-
ставление о морфологии частиц полученно-
го порошка, средний размер которых соста-

вил 2,3 мкм с минимальным и максимальным 
значениями 0,11 мкм и 8,66 мкм соответствен-
но. Объёмная пористость образца составляла 
примерно 20% со средним размером пор около 
24 нм. Соответственно, материал можно клас-
сифицировать как мезопористый, то есть име-
ющий размер пор от 2 до 50 нм [41].

Характеристика образцов ДКМ. Оценка раз-
мера пор в образцах проводилась по микрофо-
тографиям, полученным методом СЭМ. Размер 
пор в образцах ДКМ имеет разброс по среднему 
от 300 до 450  мкм с максимальным разбросом 
от 50 до 650  мкм (Таблица  S1 в Приложении). 
Пористость, измеренная по микрофотографи-
ям, имеет разброс от 50 до 70%, а измеренная 
двумя способами на основе гидростатическо-
го взвешивания очень близка по значениям 
для каждого из образцов и имеет разброс от 73 
до 90% (Таблица S1 в Приложении). Посколь-
ку поры ДКМ во много раз превышают размер 
частиц диопсида, и ДКМ является очень высоко-
пористым материалом, он представляет собой 
хороший каркас для имплантации суспензии 
порошка диопсида. Фотография диска ДКМ, 
аналогичного используемым в экспериментах 

Рис. 1. Рентгенограмма порошка диопсида. Звёздочками 
обозначены пики, соответствующие вторичной фазе – 
акерманиту
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Рис. 2. Темнопольные СПЭМ-изображения порошка диопсида. Слева – обзорное изображение отдельных частиц (a), 
справа – изображение пор на поверхности частицы (б)

Рис.  3. Электрофореграммы разделения в ПААГ проб, полученных при оценке эффективности связывания BMP-2 
с ГАП (а), ДКМ (б) и диопсидом (в). а – Связывание 500 мкг BMP-2 с 10 мг ГАП. 1 – BMP-2, используемый для свя-
зывания; 2  – несвязавшийся белок; 3  – связавшийся белок, снятый прогреванием в буфере для электрофореза с 
ДТТ; M – маркер молекулярной массы 14–97 кДа («Bio-Rad», США). б – Связывание 500 мкг BMP-2 с 10 мг ДКМ. 
1 – BMP-2, используемый для связывания; 2 – несвязавшийся белок; 3 – связавшийся белок, снятый прогреванием в 
буфере для электрофореза с ДТТ; M – маркер молекулярной массы 14–116 кДа («Bio-Rad»). в – Связывание 500, 1000 
и 1500 мкг BMP-2 (треки 2–3, 4–5 и 6–7 соответственно) с 10 мг диопсида. 1 – BMP-2, используемый для связывания; 
2, 4, 6 – несвязавшийся белок; 3, 5, 7 – связавшийся белок, снятый прогреванием в буфере для электрофореза с ДТТ; 
M – маркер молекулярной массы 14–116 кДа («Bio-Rad»)

по кинетике выхода BMP-2 и в экспериментах 
in vivo, приведена на рис. S1 Приложения.

Эффективность связывания BMP-2 диопси-
дом, ГАП и ДКМ. Для оценки эффективно-
сти связывания навески порошка диопсида 
по 10  мг инкубировали с 500, 1000 и 1500  мкг 
BMP-2, отмывали и анализировали пробы с 
несвязавшимся и связавшимся белком элек-
трофорезом по Лэммли. Для сравнения оце-
нили также способность 10 мг наноразмерного 
ГАП и 10 мг частиц ДКМ размером 1–2 мм свя-
зать 500 мкг BMP-2 в тех же условиях. Резуль-

таты, представленные на рис.  3, показывают, 
что ГАП и ДКМ в используемых условиях свя-
зывают BMP-2 в количестве менее 50  мкг/мг, 
а диопсид – в количестве более 150 мкг/мг но-
сителя, причём минимальной ёмкостью обла-
дает крошка из ДКМ. Связанный с носителя-
ми BMP-2 снимали прогреванием при 95 °С 
в буфере для нанесения на ПААГ с ДТТ. При 
этом из частиц ДКМ, помимо BMP-2, частич-
но выходил коллаген, что приводило к появле-
нию массивной размазанной по треку полосы 
в области высоких молекулярных масс. Полу-
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ченные данные свидетельствуют о высокой сор-
бционной ёмкости диопсида, синтезирован-
ного твердофазным методом, по отношению 
к BMP-2.

Кинетика выхода BMP-2 из диопсида, ГАП 
и ДКМ in  vitro. Кинетику выхода из порош-
ка диопсида оценивали также в сравнении с 
выходом из ГАП и ДКМ. При исследовании 
кинетики выхода in  vitro носители содержали 
BMP-2 в количестве 10 мкг/мг. Сравнение кри-
вых кумулятивного выхода (рис. 4) показывает, 
что для всех трёх носителей за первые 9 суток в 
используемых условиях выходит от 12 (в случае 
ГАП) до 19 (в случае ДКМ) % от нанесённого 
белка с первоначальным бурным выходом в те-
чение 1–2 суток. При этом в случае диопсида, 
начиная со вторых суток, отмечается постоян-
ный выход белка примерно по 0,4–0,5% в сут-
ки. В случае ГАП и ДКМ кривые существенно 
более пологие, что говорит о меньшем выходе 

Рис.  4. Кумулятивный выход BMP-2 из ДКМ, ГАП и 
диопсида. Точки на кривых и верхняя и нижняя планки 
погрешностей соответствуют среднему значению и стан-
дартному отклонению соответственно. Все измерения 
проводились в трёх повторностях. Средние значения для 
ДКМ обозначены квадратами, для ГАП  –  треугольника-
ми, для диопсида – окружностями

Рис. 5. Результаты гистологического анализа на сроках 12, 21, 42 и 63 суток на модели краниальных дефектов критиче-
ского размера у мышей после имплантации дисков ДКМ с диопсидом и ГК с/без добавления рекомбинантного BMP-2 
(3,5 мкг/имплантат). С – кость черепа, B – новообразованная костная ткань, M – костный мозг, F – фиброзная ткань, 
S – каркас (скаффолд). Жёлтыми пунктирными линиями выделены области, представленные в увеличенном виде на 
рис. 8. Подробные гистологические описания приведены в тексте Приложения
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белка, начиная со вторых суток, по сравнению 
с диопсидом. Из ДКМ в течение первых 2  су-
ток выходит такой же процент белка, как из ди-
опсида за 9 суток.

Имплантация в краниальные дефекты кри-
тического размера у мышей дисков из ДКМ с су-
спензией порошка диопсида в ГК, содержащего 
или не содержащего BMP-2. Динамику репа-
ративных процессов, наблюдающихся после 

имплантации в краниальные дефекты мышей 
дисков из ДКМ с суспензией порошка диопси-
да, содержащего или не содержащего BMP-2, 
на сроках 14, 21, 42 и 63  суток оценивали ги-
стологически, используя окраску гематокси-
лином и эозином с последующей гистоморфо-
метрией, а также окраску пикро-полихромом 
для выявления степени созревания коллагена 
в регенерате.

Рис. 6. Результаты гистологического анализа на сроках 12, 21, 42 и 63 суток на модели краниальных дефектов критиче-
ского размера у мышей после имплантации дисков ДКМ с диопсидом и ГК с/без BMP-2 (3,5 мкг/имплантат). Увели-
чение 400×, окраска пикро-полихромом. С – кость черепа, B – новообразованная костная ткань, M – костный мозг, 
Co – зрелый коллаген, Pco – преколлаген, D – диопсид
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Гистологический анализ латеральных сре-
зов области имплантации с использованием 
окраски гематоксилином и эозином (рис.  5), а 
также пикро-полихромом по Хировичи (рис. 6), 
полученных на разных сроках после имплан-
тации, позволяет проанализировать динами-
ку репаративного процесса для двух опытных 
групп – группы 1, где в дефект имплантировали 
диски из ДКМ с суспензией порошка диопси-
да без BMP-2 в ГК, и группы 2, где имплантат 
был таким же, но порошок диопсида содер-
жал BMP-2.

На сроке 12 суток в группе 1 в области де-
фекта имплантат был окружён молодой волок-
нистой соединительной тканью, состоящей из 
тяжей молодого коллагена, фибробластоподоб-
ных клеток и умеренного количества иммунных 
клеток (рис.  5). У краёв дефекта следов пере-
стройки костной ткани не наблюдалось. В груп-
пе  2 на сроке 12  дней в области имплантации 
наблюдались признаки остеогенеза с образова-
нием костных трабекул в направлении от кра-
ёв дефекта к диску ДКМ. Края костей черепа 
вблизи дефекта значительно утолщались за счёт 
перестройки костной ткани.

На 21 сутки в группе 1 диск ДКМ был окру-
жён рыхлой грануляционной клеточно-волок-
нистой соединительной тканью, местами уплот-
няющейся, состоящей из пучков коллагена, 
фибробластоподобных клеток и умеренного 
количества клеток-эффекторов воспаления  – 
лимфоцитов, нейтрофилов и плазмоцитов, 
формирующих диффузный инфильтрат. Вокруг 
свободных частиц диопсида (рис.  6) локализо-
вались эпителиоидные клетки и нейтрофилы, 
формирующие гранулёмы. Следов резорбции 
ДКМ и неоостеогенеза не наблюдалось. В груп-
пе 2 на 21 сутки наблюдались признаки репара-
тивного остеогенеза с образованием молодой 
костной ткани на периферии дефекта, где шло 
объединение диска ДКМ с краями костей чере-
па, а также образование костных островков с за-
паянными в них частицами диопсида.

Через 42  суток в группе  1 в зоне дефекта 
определялся имплантат, окружённый молодой 
волокнистой соединительной тканью с образо-
ванием зрелых коллагеновых волокон у краёв 
дефекта (рис.  6). Наблюдалась слабовыражен-
ная перестройка материнской костной ткани. 
В группе  2 на 42  сутки после имплантации в 
зоне дефекта определялась сеть тонких кост-
ных балок, сросшихся с ДКМ. В пространстве 
между балками наблюдались тяжи фиброзной 
ткани, а также структуры, имеющие строение 
нормального костного мозга.

На 63  сутки в группе  1 имплантат был 
окружён и заполнен грубоволокнистой (фи-

брозной) тканью, состоящей из пучков зрело-
го коллагена, фибробластоподобных клеток 
и иммунных клеток. Наблюдались частицы 
диопсида в окружении эпителиоидных кле-
ток, формирующих узелки, в области краёв 
дефекта видны следы перестройки костной 
ткани (рис. 6). В группе 2 на 63 сутки на месте 
дефекта имелась хорошо выраженная костная 
ткань, состоящая из сети трабекул (утолщён-
ных костных балок), которая объединяла края 
дефекта с диском ДКМ. В межтрабекулярном 
пространстве наблюдались участки, заполнен-
ные костным мозгом, и тяжи зрелой фиброз-
ной ткани (рис. 5, 6).

Таким образом, в группе без BMP-2 ре-
парация дефекта происходила с заполнением 
пор имплантата фиброзной тканью, и только 
на последнем сроке были заметны начальные 
этапы ремоделирования/перестройки костной 
ткани. В группе с BMP-2 уже с самых ранних 
сроков микроскопически определялся актив-
ный репаративный остеогенез.

Диопсид во всех случаях вызывал умерен-
ное гранулематозное воспаление с агрегаци-
ей макрофагов или эпителиоидных клеток и 
гигантских многоядерных клеток инородных 
тел, что является нормальной реакцией на им-
плантируемый материал. На поздних сроках в 
группе с BMP-2 большинство частиц диопси-
да оказывалось полностью окружённым ново-
образованной костной тканью, что может сви-
детельствовать о роли диопсида  –  носителя 
BMP-2 – в остеогенезе.

Окрашивание пикро-полихромом [39] по-
зволило оценить динамику созревания колла-
гена в регенерате. В обеих группах созревание 
коллагена шло от периферии регенерата к цен-
тру. По наличию красной окраски видно, что в 
группе с BMP-2 зрелый коллаген присутство-
вал в зоне у краёв дефекта уже на 12 день, тогда 
как в группе без BMP-2 пучки зрелого колла-
гена определялись у краёв дефекта только на 
21 день (и на 63 день внутри пор имплантата) 
(рис. 6).

Данные гистоморфометрии позволили 
провести оценку достоверности отличий в 
группах с и без BMP-2, а также результатов на 
трёх последних сроках после имплантации с 
результатами на первом сроке (14 суток) по че-
тырём измеряемым параметрам – отношению 
площади новообразованной костной ткани и 
остеоида, площади костного мозга, площади 
соединительной ткани и площади ДКМ к об-
щей площади тканей в образце (рис.  7). Доля 
новообразованной костной ткани и остеоида 
в образцах группы с BMP-2 неизменно растёт, 
достоверно отличаясь на каждом последующем 
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Рис.  7. Результаты гистоморфометрического исследования с оценкой относительной площади новой костной тка-
ни (а), фиброза (б), костного мозга (в) и ДКМ (г) на разных сроках после имплантации дисков из ДКМ, заполненных 
суспензией порошка диопсида в ГК, насыщенного (серые ящики) и не насыщенного (чёрные ящики) BMP-2. Квадра-
ты – среднее; «ящики» – стандартная ошибка среднего; «усы» – стандартное отклонение. * p < 0,05 по сравнению с 
группой без BMP-2; # p < 0,05 по сравнению с группой со сроком 14 суток

сроке от первого срока, а также от соответствую-
щей доли в группе без BMP-2. В группе без 
BMP-2 доля новообразованной костной тка-
ни начинает достоверно отличаться от первого 
срока лишь на 42 и 63 сутки после импланта-
ции. Костный мозг появляется в значительных 
количествах лишь в группе с BMP-2 на 63 сут-
ки. Достоверных отличий по доле ДКМ не на-
блюдается ни между группами, ни по срокам 
после имплантации. В группе с BMP-2 досто-
верно снижается доля, занятая фиброзом (со-
единительной тканью), замещаясь новообра-
зованной костной тканью. Данные результаты 
хорошо соответствуют картине выраженного 
репаративного остеогенеза в группе с диопси-
дом, насыщенным BMP-2, и свидетельствуют 
лишь о начальных стадиях перестройки кост-
ной ткани в группе с диопсидом без BMP-2. 

Имплантация в краниальные дефекты крити-
ческого размера у мышей дисков из ДКМ, содер-
жащих и не содержащих BMP-2. Для сравнения 
процессов репаративного остеогенеза в случае 
внесения BMP-2 в составе порошка диопсида 
и в составе собственно ДКМ провели экспери-
мент по имплантации в краниальные дефекты 
мышей дисков ДКМ без BMP-2, а также дис-
ков, в которые BMP-2 вводили с помощью ин-
кубации дисков ДКМ в растворе BMP-2. Доза 
BMP-2 – 3,5  мкг на диск – соответствовала 
расчётной дозе BMP-2, внесённой на порошок 
диопсида, в опытной группе  2. Длительность 
этого эксперимента составила 42 дня для того, 
чтобы была возможность провести сравнение 
разных способов введения BMP-2 в имплантат 
на стадии самого активного этапа ремоделиро-
вания костной ткани. Гистологический анализ 
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показал, что в случае обоих экспериментов в 
присутствии BMP-2 на сроке 42  дня наблюда-
ется картина активного ремоделирования кост-
ной ткани в имплантате (рис. 8, в, ж). На этой 
стадии новообразованная кость, которую мож-
но отличить от остатков ДКМ по непараллель-
ности тяжей коллагена, более тёмной окраске 
гематоксилином и присутствию остеоцитов с 
синими ядрами в лакунах кости, срастается как 
с материнской костью черепа по краям дефек-
та, так и с трабекулами ДКМ. При введении 

BMP-2 в составе порошка диопсида наблю-
дается несколько более активное формирова-
ние новообразованной костной ткани в порах 
имплантата с заключением частиц диопсида 
внутрь костных структур. В образцах ДКМ с 
присутствием диопсида и отсутствием BMP-2 в 
несколько большем количестве обнаруживают-
ся гигантские клетки инородных тел, при этом 
сильной воспалительной реакции не выявлено. 
В присутствии BMP-2 количество гигантских 
клеток инородных тел снижено.

Рис. 8. Результаты гистологического анализа на сроках 42 и 63 суток на модели краниальных дефектов критического 
размера у мышей после имплантации дисков из ДКМ без/с BMP-2 на сроке 42 суток (3,5 мкг/имплантат, а, в), дисков 
из ДКМ без/с BMP-2 на сроке 63 суток (10 мкг/имплантат, б, г), а также дисков из ДКМ с диопсидом и ГК без/с BMP-2 
(3,5 мкг/имплантат, д, е, ж, з), B – новообразованная костная ткань, M – костный мозг, F – фиброзная ткань, S – кар-
кас (скаффолд). Окраска гематоксилином и эозином. Полноразмерные фотографии образцов  а–г представлены на 
рис. S2 Приложения, образцов д–з – на соответствующих панелях рис. 5. Подробные гистологические описания при-
ведены в тексте Приложения
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Диопсид, используемый в работе 
(рис. 1, 2), получен твердофазным синтезом из 
биоотходов, что соответствует современным 
тенденциям получения веществ, применяе-
мых в биотехнологии, на основе использова-
ния пищевых отходов или отходов пищевых 
производств  [38]. Основной модификацией 
разработанной ранее методики является ис-
пользование шаровой мельницы, которое в 
последние годы стало распространено в каче-
стве дополнительной стадии синтеза биокера-
мики  [42,  43]. Механоактивация способству-
ет уменьшению размера частиц прекурсора 
и увеличению площади поверхности, а также 
усиливает межфазные взаимодействия между 
реагентами. Это обеспечивает гомогенность 
смеси, а также улучшает кинетику реакции в 
процессе кальцинации  [43]. Такой подход об-
легчает синтез диопсида в качестве основной 
фазы при низкой температуре (1100 °C).

Для экспериментов in vivo по исследованию 
способности чистого диопсида и диопсида с 
BMP-2 индуцировать репаративный остеоге-
нез было решено использовать классическую 
модель имплантации остеопластических мате-
риалов в краниальные дефекты критического 
размера у мыши. В качестве материала, обеспе-
чивающего каркасную функцию, мы использо-
вали диски из ДКМ, полученные по ранее раз-
работанной технологии [4, 5]. Была проведена 
оценка размера пор и объёмной пористости 
полученных образцов ДКМ. Размер пор со-
ставлял от 50 до 650 мкм с разбросом по сред-
ним значениям от 300 до 450 мкм (таблица S1 в 
Приложении). Интересно отметить, что объём-
ная пористость ДКМ, измеренная с помощью 
двух различных подходов – по микрофотогра-
фиям и методом гидростатического взвешива-
ния  –  существенным образом различалась (в 
файле с дополнительными материалами при-
ведены подробные описания с формулами рас-
чётов для понимания особенностей методик). 
По микрофотографиям получился разброс от 
50 до 70%, в то время как по измерению двумя 
способами с помощью гидростатического взве-
шивания  –  от 73 до 90%. Мы предполагаем, 
что эта разница – почти в 20% – соответствует 
объёму микропор, которые пронизывают кост-
ный матрикс. В них проникает смачивающая 
диск жидкость, и её масса учитывается при 
взвешивании, однако на микрофотографиях 
при используемом увеличении микропор не 
видно, стенки трабекул ДКМ воспринимают-
ся как гладкие, и микропоры не учитываются 
при расчётах. По данным других авторов  [44], 

средний размер пор в ДКМ составляет 119 мкм, 
что попадает в интервал определённых нами 
величин; средняя пористость, определённая 
по микрофотографиям, составляет 60%, что 
полностью соответствует нашим данным по 
объёмной пористости с учётом только макро-
пористости. В  любом случае размер пор ДКМ 
обеспечивает беспрепятственное проникно-
вение суспензии порошка диопсида размером 
2–3  мкм в имплантируемый диск из ДКМ. 
Нами было показано, что один диск ДКМ объё-
мом около 12,5 мкл в среднем впитывает около 
7 мкл суспензии диопсида в ГК, что составля-
ет 56% от объёма имплантата и хорошо соот-
ветствует измеренной объёмной пористости 
образцов.

Порошок диопсида вводился в пористую 
матрицу ДКМ (рис.  S1 в Приложении) в виде 
взвеси в высокомолекулярной ГК, которая, об-
ладая достаточно большой вязкостью, должна 
была препятствовать быстрому оседанию ча-
стиц и обеспечивать более равномерное рас-
пределение частиц в имплантате. Выбор ГК в 
качестве связующего агента был обусловлен 
также тем, что этот природный линейный гли-
козаминогликан является одним из основных 
компонентов внеклеточного матрикса в соеди-
нительных тканях млекопитающих и обладает 
высокой гидрофильностью, нетоксичностью, 
низкой иммуногенностью и хорошей биосо-
вместимостью [45]. ГК обеспечивает благопри-
ятную среду для инженерии костной ткани [46], 
поскольку может стимулировать клеточную 
адгезию, пролиферацию и дифференцировку 
клеток  [47] для ускорения заживления дефек-
тов костей черепа [48].

Высокопористые образцы керамики об-
ладают большой площадью поверхности, что 
может способствовать связыванию большего 
количества молекул белка. Показано, что мезо-
пористый диоксид кремния со средним разме-
ром пор 15,4 нм адсорбировал в 2,5 раза больше 
БСА и лизоцима, чем образец с размером пор 
13,2 нм [49], то есть размер пор может определять 
адсорбцию биомолекул на поверхности биома-
териала. Действительно, полученный вариант 
диопсида с пористостью около 20% и средним 
размером пор около 24 нм обладает очень вы-
сокой сорбционной ёмкостью по отношению к 
используемому в нашей работе рекомбинант-
ному BMP-2, полученному микробиологиче-
ским синтезом  [18]: 1  мг диопсида связывает 
более 150  мкг BMP-2, что более чем в 3  раза 
превышает ёмкость наноразмерного ГАП, ко-
торый мы использовали для сравнения. Кро-
ме того, это значительно превышает ёмкость 
частиц ДКМ размером 1–2  мм, которую мы 
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также использовали в экспериментах по оцен-
ке эффективности связывания BMP-2 (рис. 3). 
ДКМ достаточно широко используется в каче-
стве носителя BMP-2 в различных эксперимен-
тальных исследованиях [6, 8, 14, 50, 51], однако 
продемонстрированная в наших эксперимен-
тах относительно невысокая ёмкость в каче-
стве носителя BMP-2 (по приблизительным 
оценкам – около 20 мкг BMP-2 на 1 мг ДКМ) 
может приводить к ограничениям для приме-
нения комбинации ДКМ с BMP-2 в качестве 
остеоиндуктивного материала, особенно при 
его использовании для репарации костных 
дефектов у крупных животных или человека, 
где требуется введение более высоких доз бел-
ка, а также при использовании частиц ДКМ с 
BMP-2 в качестве остеоиндуктивного компо-
нента в композитах и гибридных имплантатах. 
Тем не менее высокоочищенный ДКМ облада-
ет хорошими остеокондуктивными свойства-
ми и биосовместимостью, а также природной 
пористостью, соответствующей пористости 
костной ткани, что позволило остановить вы-
бор на данном материале в качестве импланти-
руемого каркаса для исследования особенно-
стей репаративного остеогенеза, вызываемого 
порошком диопсида, насыщенным и не насы-
щенным BMP-2.

При исследовании кинетики выхода BMP-2 
in  vitro из диопсида, ГАП и ДКМ во всех слу-
чаях в первые 2 дня наблюдался бурный выход 
белка, при этом только в случае диопсида, на-
чиная с 3  дня, наблюдался длительный посто-
янный выход BMP-2 приблизительно по 0,5% 
от нанесённого белка в сутки (рис. 4). В случае 
ГАП и ДКМ постоянный выход был значитель-
но меньше. Возможно, это связано с разницей 
в растворимости материалов. Аналогичный 
результат с длительным очень низким посто-
янным выходом BMP-2 из ГАП был также по-
казан другими авторами с помощью ИФА [52]. 
Следует отметить, что кинетика выхода BMP-2 
in  vivo может существенно отличаться за счёт 
отличающихся условий, в которых находится 
имплантат. Например, для кальций-магние-
вой силикатной керамики в присутствии био-
логических жидкостей в организме показано 
быстрое образование слоя апатита на поверх-
ности частиц, который может создавать барь-
ер для диффузии BMP-2, тем самым снижая 
скорость его высвобождения  [34]. Поэтому 
единственным критерием эффективности ма-
териала в качестве носителя BMP-2 является 
успешность эксперимента in vivo.

Для оценки принципиальной возможности 
использования порошка диопсида в качестве 
носителя BMP-2 имплантация в краниальные 

дефекты критического размера у мышей дис-
ков из ДКМ с порами, заполненными суспен-
зией порошка диопсида в ГК, проводилась в 
двух вариантах  –  в одном случае использова-
ли порошок без BMP-2, в другом  –  с BMP-2. 
На выбранных сроках наблюдения – 12, 21, 48 и 
63 суток – проводили гистологическую оценку 
стадий репарации и ремоделирования костной 
ткани в пределах дефекта (рис.  5,  6). В случае 
отсутствия BMP-2 на всех четырёх сроках на-
блюдения в образцах тканей в области имплан-
тации отмечали небольшую воспалительную 
реакцию с образованием грубоволокнистой 
соединительной ткани в порах имплантата, на 
двух последних сроках наблюдался незначи-
тельно выраженный репаративный остеоге-
нез, выражающийся в появлении небольших 
островков незрелой костной ткани и зрелого 
коллагена в порах имплантата, и незначитель-
ная перестройка материнской кости в области, 
примыкающей к имплантату. В присутствии 
BMP-2 с самого первого срока наблюдались 
признаки репаративного остеогенеза с появле-
нием через 9 недель выраженных очагов ново-
образованной костной ткани, между трабеку-
лами которой присутствовали участки зрелого 
костного мозга.

На сроке 6  недель картина репаративного 
остеогенеза в образцах с диопсидом проявляет-
ся максимально разнообразно: видны участки 
новообразованной костной ткани с непарал-
лельно расположенными волокнами коллаге-
на вокруг частиц диопсида, в лакунах которой 
находятся остеоциты, между трабекулами кост-
ной ткани находятся участки костного мозга, 
что очень похоже на картину, наблюдающуюся 
при введении такой же дозы BMP-2 непосред-
ственно в ДКМ (рис.  8). Негативных послед-
ствий при использовании диопсида для введе-
ния BMP-2 в имплантат не наблюдается.

Оценка сорбционной ёмкости порошка 
диопсида по отношению к BMP-2 свидетель-
ствует о том, что в случае их использования в 
качестве носителя BMP-2 возможно много-
кратное увеличение дозы рекомбинантного 
белка, вводимой в дефект. Увеличение дозы до 
определённого предела имеет смысл, посколь-
ку это может ускорить репарацию дефекта. 
Так, в полученных в ранее проведённых экс-
периментах [8] образцах костей черепа мышей 
с имплантатами из ДКМ, в которые было вве-
дено 10 мкг BMP-2 на диск, на сроке 9 недель 
наблюдалось практически завершённое ремо-
делирование костной ткани в области дефек-
та (рис. 8, г), при котором наблюдалось почти 
полное замещение ДКМ новообразованной 
костной тканью, причём эта ткань была пол-
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ностью минерализована  [8]. Поскольку ём-
кость ДКМ по отношению к BMP-2 ограниче-
на, введение большего количества BMP-2 на 
порошке диопсида, возможно, сможет сокра-
тить сроки ремоделирования костной ткани. 
Важным обстоятельством при этом является 
подбор максимальной дозы BMP-2, которая 
при этом обеспечивала бы отсутствие нежела-
тельных последствий, таких как эктопический 
остеогенез, лизис материнской кости и др.

Результаты гистологического анализа при 
введении суспензии порошка диопсида в диски 
из ДКМ демонстрируют равномерное распре-
деление частиц в порах имплантатов. В описан-
ных экспериментах с имплантацией порошка 
диопсида с BMP-2 размер групп сравнительно 
небольшой – по 4 животных на каждом сроке. 
Однако хотелось бы отметить то обстоятель-
ство, что в случае введения BMP-2 на диопсиде 
новая кость стабильно образовывалась у всех 
животных, и разброс по данным гистоморфо-
метрии был относительно небольшим (рис.  7), 
при этом в ранее проведённых нами экспери-
ментах с ДКМ и другими материалами, когда 
BMP-2 вводился непосредственно в материа-
лы [6, 8, 19, 22–26], помимо примеров хорошего 
роста, практически во всех группах обнаружи-
вались животные, у которых рост новой кости 
был минимален или неравномерен в пределах 
имплантата.  То есть описанный способ введе-
ния BMP-2 обеспечивает бо льшую стабиль-
ность при репарации дефекта.

Таким образом, в результате проведённых 
экспериментов in vitro и in vivo показана прин-
ципиальная возможность использования дио-
псида в качестве носителя BMP-2. Суспензия 
порошка диопсида, насыщенного BMP-2, в 
ГК потенциально может быть универсальным 
средством, повышающим регенеративный по-
тенциал широкого спектра пористых остеопла-
стических материалов при костной пластике.

Дальнейшие направления работы могут 
быть связаны с исследованием особенностей 
регенерации, опосредуемой порошком ди-
опсида с BMP-2 на других экспериментальных 
моделях, в составе гибридных имплантатов с 
другими материалами (каркасами, гидрогеля-
ми), исследованием влияния на регенерацию 
различных доз BMP-2, использованием по-
рошка диопсида в качестве носителя других 
белков или их сочетания с BMP-2 и т.п.
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HYBRID IMPLANTS BASED ON CALCIUM-MAGNESIUM SILICATE 
CERAMICS DIOPSIDE AS A CARRIER OF RECOMBINANT BMP-2 

AND DEMINERALIZED BONE MATRIX AS A SCAFFOLD: DYNAMICS 
OF REPARATIVE OSTEOGENESIS IN A MOUSE CRANIOTOMY MODEL

A. S. Karyagina1,2,3*, P. A. Orlova1, M. S. Poponova1, I. N. Bulygina1,4, R. Choudhary5,6, 
A. V. Zhulina1, T. M. Grunina1,3, K. E. Nikitin1, N. V. Strukova1, M. S. Generalova1, 

A. V. Ryazanova1, P. A. Kovalyova4, A. I. Zimina4, E. M. Lukinova4, E. D. Plakhotniuk4, 
M. A. Kirsanova7, E. A. Kolesnikov4, E. V. Zakharova4, V. N. Manskikh2, 

F. S. Senatov1,4, and A. V. Gromov1*

1 Gamaleya National Research Center of Epidemiology and Microbiology, 
Ministry of Healthcare of the Russian Federation, 123098 Moscow, Russia; 

e-mail: akaryagina@gmail.com, alexander.v.gromov@gmail.com
2 Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University, 119992 Moscow, Russia

3 All-Russia Research Institute of Agricultural Biotechnology, 127550 Moscow, Russia
4 National University of Science and Technology “MISIS”, 119049 Moscow, Russia

5 Riga Technical University, LV-1007 Riga, Latvia
6 Baltic Biomaterials Centre of Excellence, Headquarters at Riga Technical University, LV-1048 Riga, Latvia

7 Skolkovo Institute of Science and Technology, 121205 Moscow, Russia

Calcium-magnesium silicate ceramics, diopside, is a promising material for use in bone plastics, but until now 
the possibility of its use as a carrier of recombinant bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) has not been 
studied, as well as the features of reparative osteogenesis mediated by the materials based on diopside with 
BMP-2. Powder of calcium-magnesium silicate ceramics was obtained by solid-state synthesis using biowaste – 
rice husks and egg shells – as source components. Main phase of the obtained ceramics was diopside. The 
obtained particles were irregularly shaped with an average size of about 2.3 μm and ~20% porosity; average pore 
size was about 24 nm, which allowed the material to be classified as mesoporous. Diopside powder adsorbs 
more than 150 μg of recombinant BMP-2 per milligram, which exceeds binding capacity of hydroxyapatite, 
a calcium-phosphate ceramic often used in hybrid implants, by more than 3  times. In vitro release kinetics 
of BMP-2 was characterized by a burst release in the first 2 days and a sustained release of approximately 0.4 
to 0.5% of the loaded protein over the following 7 days. In vivo experiments were performed with a mouse 
model of cranial defects of critical size with implantation of a suspension of diopside powder with/without 
BMP-2 in hyaluronic acid incorporated into the disks of demineralized bone matrix with 73-90% volume 
porosity and macropore size from 50 to 650 μm. Dynamics of neoosteogenesis and bone tissue remodeling was 
investigated histologically at the time points of 12, 21, 48, and 63 days. Diopside particles were evenly spread 
in the matrix and caused minimal foreign body reaction. In the presence of BMP-2 by the day 63 significant 
foci of newly formed bone tissue were formed in the implant pores with bone marrow areas, moreover, large 
areas of demineralized bone matrix in the implant center and maternal bone at the edges were involved in the 
remodeling. Diopside could be considered as a promising material for introduction into hybrid implants as an 
effective carrier of BMP-2.

Keywords: diopside, calcium-magnesium silicate ceramics, implant, BMP-2, demineralized bone matrix, cranial 
defects, bone tissue regeneration
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ЧЕРЕЗ СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ AMPK, PPAR-АЛЬФА И LXR
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Адипонектин – гормон жировой ткани, регулирующий энергетический обмен и оказывающий влия-
ние на атерогенез. Ранее было установлено, что адипонектин повышает экспрессию гена APOА1 
(аполипопротеин А-1) в гепатоцитах, однако механизмы этого влияния оставались неизученными. 
Целью работы было выяснить участие рецепторов адипонектина AdipoR1/R2, AMP-активируемой 
протеинкиназы (AMPK), ядерных рецепторов PPARα (рецепторы активаторов пролиферации пе-
роксисом-альфа) и LXR (печёночные Х-рецепторы) в опосредовании действия адипонектина на экс-
прессию гена APOА1 в гепатоцитах. Исследование проводили на клетках гепатомы человека HepG2. 
Уровень экспрессии гена APOА1 определяли с помощью ОТ-ПЦР и ИФА. Выяснилось, что нокдаун 
генов, кодирующих AdipoR1/R2, AMPК, активирующую её киназу LKB-1 (печёночная киназа B1), 
а также ядерные рецепторы PPARα и LXR, предотвращал индуцированную адипонектином экс-
прессию гена APOА1 в клетках HepG2. В опытах с трансфекцией клеток HepG2 плазмидами было 
установлено, что активация адипонектином транскрипции гена APOА1 зависит от взаимодействия 
PPARα и LXR с сайтами А и С гепатоцитарного энхансера. Результаты данного исследования сви-
детельствуют об участии обоих типов рецепторов адипонектина, AMPK, PPARα и LXR в регуляции 
адипонектином экспрессии гена APOА1.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: адипонектин, аполипопротеин А-1, гепатоциты, AMPK, ядерные рецепторы.

DOI: 10.31857/S0320972522110148, EDN: LWZAYX

Принятые сокращения: апоА-1 – аполипопротеин А-1; ЛПВП – липопротеины высокой плотности; миРНК – малые 
интерферирующие РНК; ОТ-ПЦР – ПЦР в реальном времени с обратной транскрипцией; AdipoR – рецепторы к адипо-
нектину; AICAR – 5-аминоимидазол-4-карбоксамид рибонуклеотид; AMPK – AMP-активируемая протеинкиназа; HE – 
гепатоцитарный энхансер; HNF4α – ядерный фактор гепатоцитов 4α; LKB-1 – печёночная киназа B1; LXR – печёноч-
ные Х-рецепторы; PPARα – рецепторы активаторов пролиферации пероксисом; TNF-α – фактор некроза опухолей.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Ожирение и обусловленные им расстрой-
ства, такие как инсулинорезистентность, 
дислипидемия, гипертензия (симптомоком-
плекс, именуемый метаболическим синдро-
мом  (МС)), являются одними из широко рас-
пространённых патогенетических факторов 
риска развития атеросклероза. Считается, 
что гормоны жировой ткани, или адипокины, 
участвуют в патогенезе МС и сердечно-сосу-

дистых заболеваний [1]. В отличие от большин-
ства адипо кинов, адипонектин обладает про-
тивовоспалительными свойствами, повышает 
инсулинчувствительность, уменьшает дисли-
попротеинемию  [1-4]. Согласно клиническим 
наблюдениям, содержание адипонектина в 
плазме положительно коррелирует с уровнем 
холестерина липопротеидов высокой плотно-
сти (ЛПВП) и отрицательно – с концентрацией 
триглицеридов в плазме [5, 6]. Указанная взаи-
мосвязь между концентрациями в плазме ади-
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понектина и холестерина ЛПВП, вероятно, об-
условлена влиянием адипокина на метаболизм 
триглицеридов [4], в то время как воздействие 
адипонектина на выработку гепатоцитами апо-
липопротеина  А-1 (апоА-1), основного белка 
ЛПВП, является спорным [2, 3] и требует даль-
нейшего изучения.

Продукция клетками апоА-1 определя ется 
главным образом активностью транскрип-
ции, которая регулируется взаимодействи-
ем транскрипционных факторов со специ-
фическими сайтами в 5′-регуляторной об-
ласти гена APOА1. Эта область, названная 
гепатоцитарным энхансером (HE, позиции 
−222... −110  п.н. относительно точки инициа-
ции транскрипции), состоит из трёх регулятор-
ных участков: A (−214... −192), B (−169... −146) 
и C (−134... −119). Сайты A и C содержат кон-
сенсусные мотивы для связывания факторов 
транскрипции, принадлежащих к суперсемей-
ству ядерных рецепторов. Рецепторы активато-
ров пролиферации пероксисом-альфа (PPARα) 
и ядерный фактор гепатоцитов 4α (HNF4α) 
активируют транскрипцию гена APOА1, взаи-
модействуя с сайтом A [7, 8]. Печёночные Х-ре-
цепторы (LXRα и LXRβ) и PPARγ подавляют, 
в то время как HNF4α повышает экспрессию 
гена APOА1, связываясь с сайтом  C  [7,  9,  10]. 
С сайтом  B взаимодействуют FOXA2 (forkhead 
box protein A2), активатор транскрипции гена 
APOА1 [11], и FOXO1, репрессор гена APOА1 [12].

Ранее нами было показано, что фактор не-
кроза опухоли альфа (TNF-α) и инсулин, кон-
центрации которых повышены в плазме кро-
ви у пациентов с МС, оказывают влияние на 
экспрессию гена APOА1 в гепатоцитах [13, 14]. 
TNF-α подавляет экспрессию гена APOА1 в 
гепатоцитах, повышая связывание LXRβ с 
сайтом  С и снижая взаимодействие PPARα 
с сайтом  А HE  [13]. Инсулин подавляет экс-
прессию гена APOА1, увеличивая связывание 
LXRα с сайтом С и уменьшая взаимодействие 
FOXA2 c сайтом  В указанного регуляторного 
элемента [14].

Гепатоциты экспрессируют два типа рецеп-
торов адипонектина, AdipoR1 и AdipoR2  [15], 
взаимодействующих с несколькими моле-
кулярными формами адипонектина  [16,  17]. 
AdipoR1 связывается с тримерным адипонек-
тином, в то время как AdipoR2 взаимодейству-
ет с три-, гекса- и мультимерными формами 
адипокина  [17]. Адипонектин, связываясь с 
AdipoR1, стимулирует AMP-активируемую 
протеинкиназу (AMPK), а после связыва-
ния с AdipoR2 активирует PPARα-зависимые 
пути  [18]. Не имея гомологии с рецепторами, 
связанными с G-белками, AdipoR1/2 передают 

сигналы, взаимодействуя с адаптерным бел-
ком APPL1. Этот адаптер вызывает перемеще-
ние печёночной киназы  B1 (LKB-1) из ядра в 
цитозоль, где LKB-1 фосфорилирует AMPK 
по остатку Thr-172, что приводит к активации 
фермента  [19]. Механизм активации PPARα 
адипонектином недостаточно изучен, но, по 
крайней мере, частично PPARα может быть 
активирован посредством AMPK-зависимо-
го фосфорилирования  [20]. Активатор AMPK 
AICAR (5-аминоимидазол-4-карбоксамид ри-
бонуклеотид) подавляет транскрипцию гена 
APOА1 в гепатоцитах человека, вероятно, пу-
тём ингибирования экспрессии HNF4α и его 
активности  [21]. Поскольку AMPK, помимо 
HNF4α, также регулирует активность PPARα 
и LXRα [20, 22], его влияние на транскрипцию 
APOА1 может быть сложным. Адипонектин ин-
гибирует активность HNF4α в гепатоцитах че-
ловека, но, в отличие от AICAR, его влияние на 
экспрессию гена APOА1 в гепатоцитах не корре-
лирует с изменением уровня HNF4α в данных 
клетках [3, 4].

Роль AMPK, PPARα и LXR в активации 
адипонектином экспрессии гена APOА1 в ге-
патоцитах на настоящий момент не изучена. 
Выяснение данного вопроса и является целью 
настоящего исследования. Некоторые предва-
рительные данные о регуляции адипонектином 
продукции аполипопротеинов гепатоцитами 
были представлены нами ранее [23].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура клеток. Клетки линии гепатомы 
человека HepG2 (ЦКП «Коллекция клеточных 
культур позвоночных» Института цитологии 
РАН) культивировали в среде DMEM с добав-
лением 4  мМ L-глутамина, 0,1  мг/мл гента-
мицина («Биолот», Россия) и 10%-ной (v/v) 
фетальной телячьей сыворотки (FCS) («HyClone», 
США) в 5%-ном CO2 при 37 °C, как описано 
ранее  [14]. Клетки высевали в 96-луночные 
планшеты с плотностью 1 × 104 клеток/см2 и 
выращивали в полной среде в течение 2–3 дней 
до достижения субконфлуентности. Далее 
среду заменяли на среду без сыворотки с до-
бавлением 10 либо 30  мкг/мл адипонектина 
(смесь три-, гекса- и мультимеров, рис. 1 При-
ложения, «Biovendor», Чехия, продуцент  – 
клетки линии HEK293), либо 1  мМ AICAR 
(«Calbiochem», США), либо фосфатно-со-
левого буфера (PBS, «Биолот») и инкубиро-
вали 24  ч. После этого клетки снимали для 
определения экспрессии исследуемых генов 
и белка апоА-1.
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Плазмиды. В экспериментах использовали 
следующие плазмидные конструкции: pCMV-
lacZ, содержит последовательности промото-
ра ранних генов цитомегаловируса человека 
и бактериального репортёрного гена β-галак-
тозидазы LacZ  [24]; pA1(−256/+72)-Luc (pA1-
Luc), содержит репортёрный ген люциферазы 
светлячка под контролем HE (позиции от −256 
до +72 относительно сайта инициации тран-
скрипции гена APOА1 человека) [25]; pA1-Luc 
с мутациями в сайтах A или C HE [10].

Трансфекция клеток и репортёрный анализ. 
Трансфекции клеток HepG2 плазмидными 
конструкциями осуществляли с использова-
нием реагента Липофектамин-3000 («Thermo 
Fisher Scientific», США) в соответствии с ин-
струкциями производителя. Клетки трансфи-
цировали 420 нг нативной либо мутированной 
ДНК pA1-Luc на лунку 96-луночного планше-
та. Для контроля эффективности трансфекции 
клетки котрансфицировали 80 нг ДНК pCMV-
lacZ на лунку. На следующий день среду заме-
няли на среду, не содержащую FCS, с добавле-
нием 10 мкг/мл адипонектина или PBS на 24 ч. 
После этого клетки лизировали и определяли 
активность люциферазы  [10] и β-галактозида-
зы [24] в клеточных экстрактах. Относительная 
активность люциферазы (%) рассчитывалась 
как отношение интенсивности света в течение 
1 мин на 1 мг общего клеточного белка к значе-
нию данного показателя в контрольных клетках 
(100% в контрольных клетках). Концентрацию 
общего белка в клеточных лизатах определяли 
бицинхинониновым методом («Thermo Fisher 
Scientific»).

РНК-интерференция. МиРНК против 
ADIPOR1, ADIPOR2 [15], STK11 (LKB-1) [26] и 
PRKAA1/2 (α1- и α2-субъединицы AMPK) [12] 
были приобретены у «Синтол» (Россия). 
МиРНК против PPARA (PPARα) (sc-36307), 
NR1H3 (LXRα) (sc-38828), NR1H2 (LXRβ) (sc-
45316) и неспецифические контрольные оли-
гонуклеотиды миРНК (sc-37007) были приоб-
ретены в «Santa Cruz Biotechnology» (США).

Трансфекции клеток HepG2 миРНК осу-
ществляли с использованием реагента Липо-
фектамин RNAiMAX («Invitrogen», США) в со-
ответствии с рекомендациями производителя 
в течение 72 ч. В последние 24 ч трансфекции 
клетки инкубировали с добавлением 10 мкг/мл 
адипонектина, либо 1  мм AICAR, либо PBS в 
условиях без сыворотки.

Выделение РНК и количественная ПЦР с 
обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Общую 
РНК выделяли из клеток HepG2 с помощью 
реактива «TRI Reagent» («Ambion», США) в 
соответствии с протоколом производителя. 

0,5–1  мкг РНК подвергали обратной тран-
скрипции с использованием набора для обрат-
ной транскриптазы M-MLV («Promega», США) 
с добавлением праймеров dT16 («Синтол»). 
ОТ-ПЦР проводили, как описано ранее  [10]. 
Праймеры и зонды для APOА1, NR1H3, 
NR1H2, PPARA  [13], ABCA1  [27], ACTB (β-ак-
тин)  [28], RPLP0, PPIA (циклофилин  A)  [14], 
PRKAA1 и PRKAA2  [12] были описаны ранее. 
Праймеры для G6PC1 (глюкозо-6-фосфа-
таза): 5′-CTCAACCTCGTCTTTAAGTGGAT-3′, 
5′-CCTGGTCCAGTCTCACAGGT-3′; ADIPOR1: 
5′-CCTGGAAAATTTGACATATGGTTC-3′, 
5 ′ - A G G C T C A G A G A A G G G T G T C A - 3 ′ ; 
ADIPOR2: 5′-CGGGGAGTAAGAGCAGGAG-3′, 
5′-GGGCAGCTCCTGTGATGTAG-3′; STK11: 
5′-TCTGACCTGCTGAAAGGGA-3′, 5′-GTGCA
GGTCCTCCAAGTACG-3′ были подобраны с 
использованием программы Primer3 (https://
primer3.ut.ee/). Относительное содержание 
мРНК генов-мишеней нормировали на сред-
нее геометрическое содержания мРНК рефе-
ренс-генов RPLP0, PPIA и ACTB и определяли 
методом ΔΔCt, принимая за 100% уровень экс-
прессии гена в группе контроля.

ИФА. Содержание апоА-1 в клетках HepG2 
определяли методом сэндвич-ИФА, как описа-
но ранее [29].

Статистика. Результаты представлены в 
виде средних значений ±  SEM (стандартная 
ошибка среднего) по меньшей мере 3–4 незави-
симых экспериментов. Статистический анализ 
различий между сравниваемыми группами про-
водили с использованием непарного t-критерия 
Стьюдента, либо критерия Даннета для множе-
ственных сравнений. Различия считались ста-
тистически значимыми при р < 0,05. Статисти-
ческие анализы выполняли с использованием 
программы Statistica 6.0 («StatSoft», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Адипонектин стимулирует экспрессию гена 
APOА1 в клетках HepG2 через HE. Ранее было 
показано, что адипонектин стимулирует экс-
прессию гена APOА1 в клетках HepG2 [2, 4], но 
не в первичных гепатоцитах человека  [3]. Со-
гласно результатам нашего исследования, ади-
понектин вызывал повышение уровней мРНК 
APOА1, а также белка апоA-1 в клетках HepG2 
(рис.  1,  а, б). AICAR, активатор АМРК, также 
индуцировал увеличение содержания мРНК 
APOА1 в этих клетках, в то время как оба агента 
снижали уровень мРНК G6PC1, их известной 
мишени [30] (рис. 1, а). При этом ни адипоне-
ктин, ни АМРК не оказывали влияния на со-
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Рис. 1. Влияние адипонектина (Ad) на экспрессию гена APOА1 в клетках HepG2. Клетки в бессывороточных усло-
виях инкубировали в течение 24 ч с адипонектином либо с AICAR в указанных концентрациях. а – ОТ-ПЦР относи-
тельного содержания мРНК APOА1, ABCA1 и G6PС1. Приведены средние ± SEM (n = 16–20). *p < 0,05, #p < 0,001 по 
сравнению с контролем в соответствии с критерием Даннета. б – Содержание белка апоА-1 в клетках HepG2. Средние 
± SEM (n = 7). * р < 0,05 по сравнению с контрольными клетками в соответствии с t-критерием Стьюдента. в – Отно-
сительная активность люциферазы в клетках HepG2 после их трансфекции плазмидами, несущими гены люциферазы 
под контролем HE (pA1[−256/+72]). Средние ± SEM (n = 12). * p < 0,05 по сравнению с контролем в соответствии с 
t-критерием Стьюдента

держание в клетках мРНК ABCA1 (рис.  1,  а), 
другого белка, участвующего в формировании 
ЛПВП, а также не влияли на активацию регу-
ляторного элемента гена, кодирующего этот 
белок (рис. 2 Приложения).

Ранее нами было показано, что TNF-α 
и инсулин влияют на транскрипцию гена 
APOА1 через HE, основной регуляторный 
элемент данного гена  [13,  14]. Чтобы опреде-
лить, действует ли адипонектин на экспрес-
сию APOА1 через указанный элемент, клетки 
HepG2 были трансфицированы плазмидами 
pA1(−256/+72)-Luc, несущими репортёрный 

ген люциферазы под контролем HE. Было об-
наружено, что адипонектин стимулировал экс-
прессию данного гена (рис. 1, в). В связи с этим 
мы предполагаем, что адипонектин увеличива-
ет экспрессию гена APOА1 на транскрипцион-
ном уровне, действуя через HE.

Роль рецепторов адипонектина, киназ LKB-1 
и AMPK и ядерных рецепторов PPARα, LXRα 
и LXRβ в регуляции адипонектином экспрессии 
гена APOА1. Для идентификации сигнальных 
путей, принимающих участие в регуляции ади-
понектином транскрипции гена APOА1, мы ис-
пользовали технологию РНК-интерференции. 
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Рис.  2. Участие рецепторов адипонектина AdipoR1/R2  (а) и киназ LKB-1/AMPK  (б) в стимуляции адипонектином 
экспрессии гена APOА1 в клетках HepG2. Клетки трансфицировали смешанной либо специфической миРНК в те-
чение 72 ч. Последние 24 ч клетки инкубировали с 10 мкг/мл адипонектина (Ad) либо с 1 мм AICAR. Представлены 
результаты ОТ-ПЦР относительного содержания мРНК APOА1. Приведены средние ± SEM (n = 8). * p < 0,05 по срав-
нению с контролем в соответствии с непарным t-критерием Стьюдента, # р < 0,05 по сравнению с контролем в соот-
ветствии с критерием Даннета

Рис.  3. Участие ядерных рецепторов PPARα, LXRα и LXRβ в стимуляции адипонектином экспрессии гена APOА1 
в клетках HepG2. Клетки трансфицировали миРНК к генам исследуемых рецепторов в течение 72 ч  (а), либо плаз-
мидами pA1(−256/+72), либо плазмидами pA1(−256/+72) с мутациями в сайте А, либо С в течение 48 ч (б). Послед-
ние 24  ч клетки инкубировали с 10  мкг/мл адипонектина. а  –  ОТ-ПЦР относительного содержания мРНК APOА1, 
б – относительная активность люциферазы. Приведены средние ± SEM (а – n = 8, б – n = 5). Остальные обозначения 
как в подписи к рис. 2

Клетки HepG2 были трансфицированы либо 
смешанной неспецифической миРНК, либо 
миРНК против генов обоих типов рецепторов 
адипонектина, AdipoR1 и AdipoR2, и нижесто-
ящих сигнальных молекул, таких как киназы 
LKB-1 и AMPK, а также ядерных рецепторов 
PPARα и LXR. Нокдаун генов-мишеней был 
подтверждён методом ОТ-ПЦР (рис.  3 Прило-
жения). Эффективность нокдауна некоторых 
генов (PRKAA1, PRKAA2, PPARA, NR1H3 [12, 31], 
NR1H2 [рис. 4 Приложения]) была подтвержде-
на также методом Вестерн-блоттинга.

Нокдаун обоих типов рецепторов адипонек-
тина не влиял на транскрипцию гена APOА1 в 
клетках HepG2, но устранял влияние адипонек-
тина на экспрессию данного гена (рис.  2,  а). В 
связи с этим мы предполагаем, что адипонектин 
стимулирует экспрессию гена APOА1 посред-
ством взаимодействия адипокина с рецептора-
ми обоего типа.

Нокдаун генов PRKAA1 и PRKAA2 (обеих 
каталитических субъединиц AMPK) и гена её 
вышестоящей киназы LKB-1 также приводил 
к отмене влияния адипонектина на экспрес-
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сию гена APOА1 (рис. 2, б). Более того, нокдаун 
обеих киназ вызывал значительное уменьшение 
экспрессии гена APOА1 (рис.  2,  б), что свиде-
тельствует о важной роли AMPK в регуляции 
экспрессии данного гена и согласуется со сти-
мулирующим действием AICAR на уровень 
мРНК APOА1 (рис. 1, a и рис. 2, б). Последний 
эффект отменялся после нокдауна генов STK11 
(LKB-1) либо PRKAA1/2 (рис. 2, б), что указыва-
ет на то, что влияние AICAR на транскрипцию 
гена APOА1 являлось AMPK-зависимым.

Далее мы изучили роль ядерных рецепто-
ров в регуляции адипонектином транскрипции 
гена APOА1. Нокдаун PPARA, NR1H3 (LXRα) 
либо NR1H2 (LXRβ) вызывал отмену влияния 
адипонектина на экспрессию APOА1 (рис. 3, а). 
Повышение содержания мРНК APOА1 после 
нокдауна обоих типов LXR может быть резуль-
татом удаления ингибирующего сигнала LXR 
на транскрипцию данного гена.

Чтобы выявить, опосредовано ли действие 
адипонектина на транскрипцию гена APOА1 
взаимодействием ядерных рецепторов с HE, 
мы трансфицировали клетки HepG2 плазми-
дами pA1 (−256/+72), в которых были произ-
ведены мутации сайта A либо сайта C. PPARα 
связывается с сайтом A [8], в то время как LXR 
связываются с сайтом C [9]. Трансфекция кле-
ток HepG2 плазмидами, мутированными по 
сайту  A, приводила к 10-кратному снижению 
экспрессии репортёрного гена и к отмене влия-
ния адипонектина на его экспрессию, в то вре-
мя как плазмиды с мутациями в сайте C были 
полностью лишены активности (рис. 3, б). Эти 
данные свидетельствуют о том, что влияние 
адипонектина на транскрипцию гена APOА1 
зависит от связывания PPARα и LXR с HE.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В более ранних исследованиях было пока-
зано, что адипонектин стимулирует выработку 
апоA-1 и ABCA-1 (ATP-связывающего кассет-
ного транспортёра А1) в клетках HepG2 [2, 4], 
но эти результаты не подтверждались в пер-
вичных гепатоцитах человека  [3]. Наблюдае-
мые расхождения могут объясняться различия-
ми между типами клеток, концентрациями, 
источниками и молекулярными формами ади-
понектина. В нашем исследовании мы инкуби-
ровали клетки HepG2 с адипонектином, полу-
ченным из клеток HEK293, представляющим 
собой смесь мультимеров, гексамеров и три-
меров (рис.  1 Приложения). По нашим дан-
ным, адипонектин как в высоких (30 мкг/мл), 
так и в умеренных (10 мкг/мл) концентрациях 

повышал экспрессию гена APOА1, что сопро-
вождалось увеличением содержания в клетках 
белка апоA-1. Эксперименты с РНК-интер-
ференцией показали, что оба типа рецепто-
ров, AdipoR1 и AdipoR2, опосредуют влияние 
адипонектина на экспрессию гена APOА1. По-
скольку AdipoR1 преимущественно связыва-
ется с тримерными формами адипонектина, в 
то время как AdipoR2 взаимодействует с три-, 
гекса- и мультимерами [17], мы предполагаем, 
что все типы форм данного адипокина регули-
руют экспрессию гена APOА1 (рис. 4).

AdipoR1 опосредует эффекты адипонек-
тина, стимулируя AMPK через APPL-1-за-
висимое связывание и активацию киназы 
LKB-1  [18,  19]. Наши эксперименты с акти-
вацией (добавление AICAR) и ингибировани-
ем AMPK (РНК-интерференция) показыва-
ют, что влияние адипонектина на экспрессию 
гена APOА1 в клетках HepG2 опосредуется 
участием данной киназы. Однако, вопреки 

Рис.  4. Возможный механизм индуцированной ади-
понектином экспрессии гена APOА1 в клетках HepG2. 
Взаимодействуя преимущественно с AdipoR1, тримеры 
адипонектина активируют киназу LKB-1 и далее AMPK. 
Ингибируя активность HNF4α, повышая активность 
PPARα (оба  –  активаторы HE) и ингибируя активность 
LXR (репрессоры гена APOA1), AMPK в итоге стимули-
рует активность HE. Связавшись с AdipoR2, все моле-
кулярные формы адипонектина активируют PPARα по 
AMPK-независимому механизму. APPL1  –  белковый 
адаптер, привлекающий сигнальные молекулы к AdipoRs. 
Стрелки обозначают сигналы активации, а линии с 
тупым концом – сигналы ингибирования. Заключённый 
в окружность знак P обозначает фосфорилирование
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нашим наблюдениям, ранее было показано, 
что AICAR подавляет экспрессию гена APOА1 
в клетках HepG2  [21], но не в первичных ге-
патоцитах человека  [32]. Возможно, итоговое 
влияние AMPK на транскрипцию гена APOА1 
является сложным и определяется действием 
киназы на активность различных активаторов 
(HNF4α  [21,  32], PPARα  [20]) и репрессоров 
(LXRα  [22]) транскрипции этого гена. В це-
лом наши результаты свидетельствуют о том, 
что адипонектин стимулирует экспрессию 
гена APOА1 в клетках HepG2 через активацию 
AMPK.

Другим способом передачи сигналов ади-
понектина является активация PPARα – путь, 
зависимый в основном от AdipoR2 [18]. Ранее 
мы показали, что TNF-α подавляет экспрес-
сию гена APOА1 в клетках HepG2 посредством 
активации LXR и ингибирования PPARα [13]. 
В настоящем исследовании, используя транс-
фекции клеток HepG2 миРНК и плазмидны-
ми конструкциями, мы показали, что оба типа 
ядерных рецепторов участвуют в стимуляции 
адипонектином транскрипции гена APOА1. 
Активность PPARα может быть увеличена пу-
тём АМРК-зависимого фосфорилирования, 
в то время как активность LXRα ингибиру-
ется при фосфорилировании этим фермен-
том [20, 22] (рис. 4). В свою очередь, активация 
AMPK адипонектином осуществляется через 
AdipoR1  [18]. Помимо указанного пути, в ак-
тивации PPARα также участвуют AdipoR2 [18]; 
механизм передачи данного сигнала остаётся 
неизвестным (рис. 4).

Таким образом, в настоящем исследовании 
впервые выяснен механизм, с помощью кото-
рого адипонектин повышает экспрессию гена 
APOА1 в клетках HepG2. Показано, что влия-
ние адипонектина на экспрессию гена APOА1 
опосредуется участием обоих типов адипонек-
тиновых рецепторов, AdipoR1 и AdipoR2, ак-
тивацией киназ LKB-1 и AMPK и взаимодей-
ствием PPARα и LXR с сайтами А и С HE.
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ADIPONECTIN STIMULATES APOLIPOPROTEIN A-1 
GENE EXPRESSION IN HepG2 CELLS VIA AMPK, PPAR-ALPHA, 

AND LXR SIGNALLING MECHANISMS

D. A. Tanyanskiy1,2*, V. S. Shavva1, E. B. Dizhe1, G. N. Oleinikova1, A. V. Lizunov1,3, 
E. V. Nekrasova1, D. A. Mogilenko1, E. E. Larionova1, S. V. Orlov1,3, and A. D. Denisenko1,2

1 Department of Biochemistry, Institute of Experimental Medicine, 
197376 St. Petersburg, Russia; e-mail: dmitry.athero@gmail.com

2 Department of Fundamental Problems of Medicine and Medical Technologies, St. Petersburg State University, 
199034 St. Petersburg, Russia

3 Department of Embryology, St. Petersburg State University, 199034 St. Petersburg, Russia

Adiponectin is an adipose tissue hormone, participating in energy metabolism and involving in atherogenesis. 
Previously, it was found that adiponectin increases the expression of the APOA1 gene (apolipoprotein A-1) 
in hepatocytes, but the mechanisms of this effect remained unexplored. Our aim was to investigate the 
involvement of adiponectin receptors AdipoR1/R2, AMP-activated protein kinase (AMPK), and nuclear 
receptors peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPARα) and liver X receptors (LXRs) in mediating 
of adiponectin action on hepatic APOA1 gene expression. The human hepatoma HepG2 cells were used for 
this purpose. The expression level of APOA1 was determined by using RT-PCR and ELISA. We showed that 
siRNA knockdown of genes coding AdipoR1 and AdipoR2, AMPK, PPARα, and LXRs α and β prevented 
adiponectin-induced APOA1 gene expression in HepG2 cells. Plasmids transfection studies revealed that 
interaction of PPARα and LXRs with the APOA1 gene hepatic enhancer is important for adiponectin-
dependent APOA1 gene transcription. The results of this study point out to the involvement of both types of 
adiponectin receptors, AMPK, PPARα and LXRs in the adiponectin-dependent up-regulation of APOA1 gene 
expression.

Keywords: adiponectin, apolipoprotein A-1, hepatocytes, AMPK, nuclear receptors
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Toll-подобный рецептор  4 (TLR4, Toll-like receptor) представляет собой ключевой рецептор рас-
познавания паттерна (key pattern recognition), который может быть активирован бактериальным 
липополисахаридом (LPS) и вызвать воспалительный ответ. Для защиты организма от микробных 
инфекций необходима активация TLR4. Однако в связи с тем, что гиперактивация TLR4 также 
приводит к отрицательным последствиям и воспалительным процессам, процесс его активации 
должен контролироваться механизмами отрицательной регуляции, среди которых наиболее важ-
ным может быть деубиквитинирование ключевых сигнальных молекул, происходящее при участии 
деубиквитинирующих ферментов (DUB, deubiquitinating enzymes). Белок CYLD является членом 
семейства убиквитин-специфичных процессирующих протеаз (USP, ubiquitin-specific-processing 
protease) этих деубиквитинирующих ферментов и действует как ключевой негативный регулятор 
TLR4-зависимых воспалительных ответов, вызывая отщепление полиубиквитиновых цепей от сиг-
нальных молекул, таких как белки TRAF6 и TAK1. Нарушение регуляции активности CYLD вносит 
существенный вклад в возникновение состояний, ассоциированных с воспалительными процес-
сами. Однако остаются открытыми вопросы, касающиеся регуляции активности CYLD в процессе 
воспалительного ответа. Недавно нами и другими авторами было показано, что белок Spata2 функ-
ционирует как важный партнёр CYLD в регуляции его ферментативной активности и связывания 
субстратов. В настоящей работе нами было показано, что Spata2-подобный белок Spata2L может 
также образовывать комплекс с белком CYLD и ингибировать TLR4-зависимый воспалительный 
ответ. Нами было показано, что белок Spata2L конститутивно взаимодействует с CYLD, и что де-
фицит белка Spata2L усиливает индуцированную LPS активацию NF-κB и экспрессию генов про-
воспалительных цитокинов. Конкретно, белок Spata2L усиливал CYLD-опосредованное деубик-
витинирование белков TRAF6 и TAK1, вероятно, путём повышения ферментативной активности 
CYLD. Полученные нами результаты свидетельствуют о том, что белок Spata2L является впервые 
выявленным регулятором активности CYLD, дают новые представления о регуляторных механиз-
мах, лежащих в основе роли CYLD в TLR4-зависимой передаче сигнала, и предполагают возмож-
ные мишени для модуляции воспалительных процессов, индуцируемых TLR-4.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: воспаление, TLR4, деубиквитинирование, CYLD, Spata2L, Spata2.

DOI: 10.31857/S032097252211015X, EDN: LXAZUK

Принятые сокращения: BMDM – bone-marrow-derived macrophages, макрофаги из костного мозга; KO – нокаут; 
LPS  – липополисахарид; TLR4  – Toll-like receptor  4, Toll-подобный рецептор  4; USP  – ubiquitin-specific-processing 
protease, убиквитин-специфичная процессирующая протеаза; WT – wild type, дикий тип.
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ВВЕДЕНИЕ

Воспалительные реакции, опосредован-
ные Toll-подобными рецепторами (TLR, 
Toll-like receptors), необходимы для борьбы 
с различными инфекциями и поддержания 
гомеостаза тканей. Их нарушение может вы-
зывать тяжёлые и даже летальные послед-
ствия, такие как септический шок, воспале-
ние кишечника, аутоиммунные заболевания и 
рак [1–5]. Патогены или продукты их жизнеде-
ятельности, такие как липополисахарид (LPS, 
lipopolysaccharide), вызывают ряд воспали-
тельных ответов путём активации различных 
TLR [1, 5]. Активация TLR4 приводит к запуску 
процесса образования сигнального комплекса 
и последующего рекрутирования E3-убикви-
тин-лигазы TRAF6, которая катализирует по-
лиубиквитинирование соответствующих суб-
стратных белков и самого белка TRAF6 [6–8]. 
В свою очередь, это полиубиквитинирование 
служит в качестве платформы для рекрутиро-
вания белка TAK1 и его активации через бел-
ки TAB2 (TAK1-связывающий белок 2, TAK1-
binding protein  2) и TAB3, каждый из которых 
связывает цепи убиквитина [6, 9]. Кроме того, 
прямая коньюгация цепей убиквитина с бел-
ком TAK1 вносит вклад в активацию его ка-
талитической активности  [10–14], приводя 
к активации нижележащих IκB-киназ (IKK, 
IκB kinases) и митоген-активируемых белко-
вых киназ (MAPK, mitogen-activated protein 
kinases), таких как p38 и JNK [15–17]. Активи-
рованные белки IKK фосфорилируют IκBα и 
вызывают его деградацию в протеасомах , тем 
самым высвобождая фактор транскрипции 
NF-κB в ядро, где он индуцирует экспрессию 
генов провоспалительных цитокинов, таких 
как IL-1β, IL-6 и TNFα [18, 19]. Активирован-
ные белки MAPK индуцируют фактор транс-
крипции AP-1, который принимает участие в 
транскрипции провоспалительных цитоки-
нов [13, 20, 21].

Процессу активации TLR4 путём поли-
убиквитинирования противодействует про-
цесс деубиквитинирования, опосредован-
ный деубиквитинирующими белками (DUB, 
deubiquitinating enzymes), что необходимо для 
поддержания баланса силы и продолжитель-
ности воспалительного ответа. Ключевым 
представителем белков DUB является CYLD. 
Он  высвобождает активирующие цепи по-
лиубиквитина из ключевых сигнальных мо-
лекул, таких как TRAF6 и TAK1  [22,  23], тем 
самым ослабляя TLR4-зависимую передачу 
сигнала. Хорошо известно, что нарушение 
регуляции CYLD имеет место при различных 

воспалительных процессах, включая колит, 
экспериментальный аутоиммунный энце-
фаломиелит (EAE, experimental autoimmune 
encephalomyelitis) и полиартрит  [15,  24,  25]. 
До сих пор остаётся открытым вопрос о том, 
как регулируется ферментативная актив-
ность CYLD, и как CYLD определяет различ-
ные белковые мишени в TLR4-зависимом 
сигнальном пути.

Недавно, чтобы выяснить механизм регу-
ляции активности CYLD, нами был исполь-
зован метод BioID (идентификация биотина, 
зависимая от близости, proximity-dependent 
biotin identification) для проведения скрининга 
CYLD-связывающих белков. В результате был 
идентифицирован белок Spata2 как партнёр 
CYLD, контролирующий внутриклеточную 
локализацию CYLD и его взаимодействие с 
субстратами в процессе активации инфламмо-
сомы NLRP3 [26]. В ряде работ других авторов 
было показано, что белок Spata2 взаимодей-
ствует с CYLD, стимулируя его ферментатив-
ную активность и рекрутируя CYLD на сиг-
нальный комплекс TNF-RSC рецептора TNFα 
(TNFR, TNFα receptor) после стимуляции 
TNFα. В этом плане комплекс Spata2 и CYLD 
служит в качестве важного регулятора гибе-
ли клеток, индуцированной TNFα  [27–31]. 
Однако остаётся не выясненным, как регуля-
торная функция белка CYLD модулируется в 
TLR4-зависимом сигнальном пути.

Кроме белка Spata2, нами также был иден-
тифицирован Spata2-подобный белок, Spata2L, 
который сильно взаимодействовал с CYLD 
при проведении скрининга белков с помощью 
метода BioID  [26]. В настоящей работе нами 
было показано, что белок Spata2L, так же как 
и Spata2, взаимодействует с белком CYLD. Од-
нако, в отличие от белка Spata2, Spata2L играет 
ключевую роль в регуляции TLR4-опосредо-
ванной передачи сигнала путём CYLD-опосре-
дованного деубиквитинирования белков TAK1 
и TRAF6. В целом наши данные указывают 
на белок Spata2L как на ранее не охарактери-
зованный регулятор воспалительного ответа 
с участием CYLD и TLR4 и дают новые пред-
ставления о механизмах регуляции активности 
CYLD.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Мыши. Мыши с нокаутированным (KO) 
геном Spata2L были получены в Шанхайском 
центре модельных организмов (Shanghai Model 
Organisms Center,  Inc.) с использованием ме-
тода CRISPR-Cas9. Вкратце, мРНК Cas9 и 
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направляющие РНК (gRNA), нацеленные на 
экзон 2 гена Spata2L, были интродуцированы с 
использованием метода электропорации в опло-
дотворённые яйцеклетки мышей C57BL/6J. 
Полученные эмбрионы были имплантированы 
самкам мышей с ложной беременностью. По-
лученные химеры были подвергнуты обратно-
му скрещиванию с мышами линии C57BL/6J, 
и гетерозиготное потомство было генотипи-
ровано с помощью геномной ПЦР с исполь-
зованием пары праймеров, окружающих це-
левой участок в направляющей РНК (прямой: 
GCTAAGCTGCCAAGGTCCCTAT, обратный: 
GTGAGACTACTTTGAGGACAGCCAT) с по-
следующим секвенированием полученных 
в результате проведения ПЦР фрагментов. 
Мыши содержались в стерильных условиях на 
медицинском факультете университета име-
ни Джяо Тона в Шанхае (Shanghai Jiao Tong 
University School of Medicine), и гетерозиготы 
были использованы для получения однопо-
мётников дикого типа (WT, wild-type) и мышей 
Spata2L KO. Все протоколы экспериментов на 
мышах были одобрены комитетом по содержа-
нию и использованию лабораторных живот-
ных медицинского факультета университета 
имени Джяо Тона в Шанхае.

Плазмиды и трансфекция. Плазмиды, коди-
рующие белки Spata2 и CYLD человека, были 
описаны ранее  [26]. Плазмида, кодирующая 
белок Spata2L человека с прикреплённым V5, 
поступила от «GE  Dharmacon» (США). Кон-
струкция, экспрессирующая белок Spata2L 
человека с прикрёпленным тэгом Flag, была 
получена в результате клонирования с исполь-
зованием метода ПЦР. Плазмиды, кодирую-
щие белки HOIP (#50015), HOIL-1 (#50016) и 
Sharpin (#50014) человека с тэгом Flag, были 
получены от «Addgene» (США). Плазмиды, со-
держащие белки TRAF6 и TAK1 человека, были 
любезно предоставлены доктором Шао-Конг 
Сунь (Shao-Cong Sun) из онкологического цен-
тра Андерсена, штат Мериленд (MD Anderson 
Cancer Center, США). При проведении транс-
фекции плазмид клетки HEK293 рассевали 
в 6-ячеечные микропланшеты при плотности 
8×105 клеток/ячейка. Трансфекцию проводили 
с использованием реагента для трансфекции 
Neofect transfection reagent («Neofect Biotech», 
Китай) в соответствии с инструкциями произ-
водителя, и через 36–48  ч после трансфекции 
клетки собирали для проведения последующих 
анализов.

Выделение макрофагов из костного мозга 
(BMDM, bone-marrow-derived macrophages) и их 
стимуляция. Клетки костного мозга были полу-
чены от мышей одного пола и возраста и далее 

подвергнуты дифференцировке, как описа-
но ранее  [26]. Хорошо дифференцированные 
клетки BMDM были размещены в 12-ячеечной 
микропланшете в плотности 5×105  клеток на 
ячейку для последующей стимуляции LPS. При 
проведении экспериментов по экспрессии ге-
нов клетки в течение 4  ч были стимулирова-
ны добавлением 20 нг/мл LPS (L4391, «Sigma-
Aldrich», США) и затем немедленно отобраны 
для получения препарата РНК. Для экспери-
ментов по определению активации сигнальных 
путей с помощью иммуноблоттинга клетки 
подвергались стимулированию в течение раз-
личных периодов времени путём добавления 
50 нг/мл LPS и немедленно после отбора были 
лизированы во льду для получения препаратов 
клеточного лизата.

Выделение РНК и количественная ПЦР в 
реальном времени (RT-qPCR). Препарат об-
щей РНК получали с использованием набора 
RNeasy Mini Kit («Qiagen», США). Препарат 
кДНК из РНК получали с использованием 
набора PrimeScript  RT Reagent Kit (RR037A, 
«TaKaRa», Япония). RT-qPCR выполнялась 
трижды с использованием набора SYBR Green 
Master Mix (A25918, «Applied Biosystems», 
США). Относительные показатели экспрес-
сии каждого гена были нормализованы отно-
сительно экспрессии гена глицеральдегидфос-
фатдегидрогеназы (ГАФД) и представлены в 
виде кратной индукции. Праймеры, использо-
ванные для проведения RT-qPCR, были опи-
саны в нашей предыдущей работе [26].

Иммуноблоттинг и иммунопреципитация. 
Были приготовлены лизаты клеток, которые 
далее были фракционированы с помощью ме-
тода электрофореза в ПААГ в присутствии SDS 
(SDS-PAGE) и иммуноблоттинга, как было 
описано ранее  [26], с использованием следу-
ющих антител: CYLD (sc-74435, «Santa Cruz 
Biotechnology», США), тубулин (изготовлены 
в лаборатории), V5 (MA5-15253-HRP, «Thermo 
Fisher Scientific», США), HA (12013819001, 
«Roche», Швейцария), FLAG (F1804 или 
F7425, «Sigma-Aldrich»), IκBα (sc-371, «Santa 
Cruz Biotechnology»), фосфо-IκBα (2859S, «Cell 
Signaling», США), p38 (9212S, «Cell Signaling»), 
фосфо-p38 (9215S, «Cell Signaling»), JNK (sc-474, 
«Santa Cruz Biotechnology») и фосфо-JNK 
(9251, «Cell Signaling»). Для проведения имму-
нопреципитации лизаты трансфицированных 
клеток инкубировали с агарозными шарика-
ми с прикреплённым Flag (M2, A2220, «Sigma-
Aldrich») при 4 °C в течение 2 ч. Шарики про-
мывали 3  раза буфером для лизиса клеток и 
кипятили в двукратном буфере для образцов, 
содержащем SDS и используемом для прове-
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дения SDS-PAGE и иммуноблоттинга. Им-
мунопреципитацию белков для определения 
степени их убиквитинирования проводили как 
было описано ранее [26]. Показаны результаты 
всех экспериментов (по крайней мере двух не-
зависимых повторов) с использованием имму-
нопреципитации и иммуноблоттинга. Количе-
ственную обработку полученных изображений 
результатов иммуноблоттинга проводили с ис-
пользованием программы ImageJ 1.8.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Spata2L обладает аминокислотной последо-
вательностью, сходной со Spata2. Ранее, в ре-
зультате проведения скрининга белков, взаи-
модействующих с CYLD, с помощью мето-
да BioID нами был идентифицирован белок 
Spata2 как новый регулятор активности CYLD. 
Мы также обнаружили, что Spata2L являет-
ся одним из высокодостоверных совпадений в 
этом скрининге  [26]. Белок Spata2 состоит из 
N-концевого домена PUB и C-концевого доме-
на B-box, разделённых участком (a.о. 212–356), 
взаимодействующим с белком HOIP  [29]. Бе-

лок Spata2L имеет большое сходство с белком 
Spata2 в N-концевом домене PUB и немного 
меньшее сходство в C-концевом домене B-box 
(рис. S1 Приложения). В то же время, в средней 
части белок Spata2L отличается от белка Spata2, 
поскольку у него отсутствует ранее идентифи-
цированный мотив PIM следующего состава: 
Asp-Leu-Tyr-Thr [29] (рис. S1 Приложения), ко-
торый ответственен за взаимодействие с доме-
ном PUB белка HOIP.

Spata2L конститутивно взаимодейству-
ет с белками CYLD и HOIP (аналогично белку 
Spata2). С использованием совместной им-
мунопреципитации нами было подтверждено 
взаимодействие белков Spata2L и CYLD. На-
блюдалось сильное взаимодействие Spata2L с 
CYLD, как и в случае Spata2 (рис. 1, a), что со-
гласуется со сходством их N-концевых PUB-до-
менов. Интересно, что, хотя средняя часть 
Spata2L отличается от мотива PIM, обнару-
женного в Spata2, тем не менее Spata2L также 
может связываться с белком HOIP (рис.  1,  b). 
Было убедительно продемонстрировано, что 
HOIP взаимодействует с HOIL-1 и Sharpin с 
образованием активной E3-лигазы, обозна-
чаемой как LUBAC  [32–34]. Однако белок 

Рис. 1. Идентификация Spata2L как нового белка, взаимодействующего с CYLD. a и b) Клетки HEK293 были трансфи-
цированы вышеупомянутыми плазмидами, и было проведено осаждение шариками с антителами против Flag (IP – им-
мунопреципитация). Также был проведён с использованием метода иммуноблоттинга (IB) анализ взаимодействий 
белка CYLD (a) или HOIP (b) с белками Spata2L и Spata2. c, d) IP-Анализ взаимодействий Spata2L (c) или Spata2 (d) 
с CYLD и субъединицами белка LUBAC, HOIP, HOIL-1 и Sharpin в трансфицированных клетках HEK293.e) IP-Анализ 
взаимодействий трансфицированных белков Spata2L или Spata2 с эндогенными белками CYLD или HOIP в клетках 
HEK293, стимулированных TNFα или не подвергшихся стимуляции. Представлены результаты экспериментов, про-
ведённых независимо друг от друга, по крайней мере дважды. Представлены репрезентативные результаты
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Spata2L не связывается с HOIL-1 или Sharpin 
(рис.  1,  c), что указывает на высокую специ-
фичность связывания с субъединицей HOIP 
из комплекса LUBAC, хотя и намного более 
слабого, чем с белком CYLD (рис.  1,  c). Вели-
чины сродства связывания Spata2L с этими 
субъединицами LUBAC и белком CYLD были 
сходными с параметрами связывания белка 
Spata2 (рис. 1, d).

При проведении оценки взаимодействий 
белка Spata2L с эндогенными белками CYLD и 
HOIP при их стимуляции белком TNFα или в 
отсутствие такой стимуляции нами было уста-
новлено, что Spata2L взаимодействует сход-
ным образом с эндогенными белками CYLD и 
HOIP как в нестимулированных клетках, так 
и в клетках, стимулированных белком TNFα 
(рис. 1, e, дорожки 2 и 5). Были выявлены кон-
ститутивные взаимодействия в парах Spata2L–
CYLD и Spata2L–HOIP, напоминающие взаи-
модействия Spata2 с CYLD и HOIP (рис.  1,  e, 
дорожки 3 и 6) [26, 29]. В целом данные по свя-
зыванию белков предполагают, что Spata2L и 
Spata2 могут иметь сходные и, вероятно, избы-
точные функции в регуляции процесса убикви-
тинирования белков с участием белков CYLD 
и LUBAC.

Дефицит белка Spata2L усиливал индуциро-
ванную LPS экспрессию генов провоспалитель-
ных цитокинов в первичных макрофагах. Чтобы 
изучить функции Spata2L in  vivo, с помощью 

системы редактирования генома CRISPR/
Cas9 была получена линия мышей Spata2L KO, 
у которой делеция размером в 71  нуклеотид в 
экзоне  2 приводила к образованию прежде-
временного стоп-кодона, вызывающего терми-
нацию трансляции на самом N-конце белка 
Spata2L (рис. 2, a–c). Мыши с дефицитом бел-
ка Spata2L рождались в ожидаемом менделев-
ском соотношении, и их развитие до взрослого 
состояния протекало нормально. Это указыва-
ет на то, что белок Spata2L может быть необя-
зательным для развития и роста в нормальных 
условиях.

Так как CYLD- и LUBAC-опосредованное 
убиквитинирование играет важную роль в ре-
гуляции TLR-зависимого воспалительного 
ответа, мы в первую очередь провели оценку 
LPS-индуцированной транскрипции провос-
палительных цитокинов в первичных клетках 
BMDM, выделенных из мышей линии Spata2L 
KO и контрольных мышей WT из одного помё-
та. После стимуляции LPS в клетках WT про-
исходило значительное повышение уровня 
мРНК провоспалительных цитокинов, вклю-
чая IL-1β, IL-6, IL-12 и TNFα. Интересно, 
что дефицит Spata2L в значительной степени 
усиливал индукцию этих цитокиновых генов 
(рис. 2, d).

Дефицит белка Spata2L усиливал LPS-ин-
дуцированную активацию NF-κB в первичных 
макрофагах. Чтобы оценить влияние дефицита 

Рис.  2. Дефицит белка Spata2L усиливал экспрессию генов провоспалительных цитокинов, индуцированную LPS. 
а – Схематичное представление стратегии получения линии мышей Spata2L KO с использованием метода CRISPR/
Cas9. b,  c  –  Анализ мутантных мышей Spata2L KO. Выравнивание последовательностей продуктов ПЦР, амплифи-
цированных из геномной ДНК, выделенной из мышей WT и гомозиготных мутантных мышей, показывает делецию 
71 нуклеотида в мутантном аллеле (b). c – Результаты секвенирования и предсказанной трансляции мутантного алле-
ля; красный треугольник указывает положение делеции. d – BMDM-клетки WT и Spata2L KO либо не обрабатывались 
LPS, либо были стимулированы LPS в течение 4 ч, и транскрипция провоспалительных цитокинов была проанализи-
рована с помощью метода RT-qPCR. Результаты представлены в виде среднего значения ± стандартное отклонение; 
* p < 0,05, ** p < 0,01 при непарном двухвыборочном t-критерии Стьюдента
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Рис. 3. Белок Spata2L имеет решающее значение для LPS-индуцированной активации NF-κB. Клетки BMDM, выде-
ленные из мышей WT и линии Spata2L KO, были стимулированы LPS или не были им обработаны. Далее, эти клетки 
были использованы для приготовления клеточных лизатов для проведения анализа с помощью иммуноблоттинга фос-
форилированной (p – phosphorylated ) формы и общего белка в случае IκBα, JNK и p38. Представлены репрезентатив-
ные результаты двух независимых повторных экспериментов. Внизу показаны относительные уровни сигнала p-IκBα

Spata2L на TLR4-зависимую передачу сигна-
ла, проводили стимуляцию клеток BMDM и 
изучали передачу сигнала, следующую после 
TLR4. Утрата белка Spata2L оказывала неболь-
шой эффект или совсем не влияла на актива-
цию фосфорилирования белков p38 и JNK, а 
фосфорилирование IκBα (ингибитор NF-κB), 
которое является этапом индукции в процес-
се активации NF-κB, немного повышалось в 
клетках Spata2L KO в сравнении с клетками 
WT (рис.  3). Эти результаты свидетельствуют 
о том, что белок Spata2L подавляет актива-
цию NF-κB в TLR4-зависимом воспалитель-
ном ответе. В то же время ранее нами было 
показано, что дефицит белка Spata2 оказывает 
небольшое влияние или вообще не влияет на 
TLR4-зависимую передачу сигнала и экспрес-
сию провоспалительных цитокинов [26]. В це-
лом можно предположить, что белки Spata2L и 
Spata2, несмотря на их сходство в структуре и 
сродстве связывания с ферментами, участву-
ющими в убиквитинировании белков, игра-
ют разные роли в регуляции TLR4-зависи-
мого сигнального пути (рис.  S1 Приложения 
и рис. 1).

Spata2L способствовал CYLD-опосредо-
ванному деубиквитинированию белков TRAF6 
иTAK1. Хорошо известно, что белок CYLD 
необходим для удаления полиубиквитиновых 
цепей из молекул TRAF6 и TAK, чтобы пре-
дотвратить гиперактивацию сигнальных пу-
тей, опосредованных этими белками  [22,  23]. 
Чтобы выяснить молекулярный механизм, 

с помощью которого Spata2L осуществля-
ет негативную регуляцию TLR4-зависимо-
го воспалительного ответа, нами была про-
анализирована роль Spata2L в процессе 
CYLD-опосредованного деубиквитинирова-
ния TRAF6 и TAK1. Прикреплённый к эпи-
топному участку (epitope-tagged) убиквитин и 
белки TRAF6 или TAK1 были совместно экс-
прессированы в клетках HEK293. Далее, белки 
TRAF6 или TAK1 были иммунопреципитиро-
ваны для проведения анализа убиквитиниро-
вания. Эктопическая экспрессия убиквитина 
приводила к сильному полиубиквитинирова-
нию молекул TRAF6 и TAK1 (рис. 4, дорожки 1 
и  5). Как и ожидалось, при совместной экс-
прессии белок CYLD взаимодействовал с бел-
ками TRAF6 и TAK1 и понижал уровни их по-
лиубиквитинирования (рис. 4, дорожки 3 и 7). 
Вызывает особый интерес то, что дальнейшая 
совместная экспрессия Spata2L не влияла на 
взаимодействия CYLD с TRAF6 и TAK1, но 
отчётливо усиливала CYLD-опосредованное 
деубиквитинирование этих белков (рис. 4, до-
рожки 4 и 8). Эти результаты позволяют пред-
положить важную роль белка Spata2L в моду-
ляции деубиквитинирующей активности белка 
CYLD в отношении полиубиквитинирован-
ных белков TRAF6 и TAK1. Неудивительно, 
что экспрессия Spata2L в отсутствие CYLD 
также вызывала снижение уровня полиубик-
витинирования TRAF6 и TAK1 (рис. 4, дорож-
ки  2 и 6), вероятно, стимулируя деубиквити-
назную активность эндогенного белка CYLD. 
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Рис.  4. Spata2L способствовал CYLD-опосредованному деубиквитинированию белков TRAF6 и TAK1. Клетки 
HEK293 трансфицировали вышеупомянутыми плазмидами с белками TRAF6 и TAK1 с прикреплённым Flag и затем 
осаждали с помощью шариков с антителами против Flag для проведения анализа степени убиквитинирования с помо-
щью иммуноблоттинга (IB: HA) и определения их взаимодействий с белками CYLD (IB: CYLD) или Spata2L (IB: V5). 
Представлены результаты трёх экспериментов, выполненных независимо друг от друга. Внизу представлены относи-
тельные величины уровня сигнала убиквитинирования

Важно, что Spata2L-опосредованное повыше-
ние активности CYLD оказалось специфич-
ным, поскольку Spata2L оказывал незначи-
тельное воздействие на процесс стабилизации 
репрессора транскрипции Snail белком USP37, 
одной из деубиквитинaз, которые мы ранее 
идентифицировали в качестве стабилизаторов 
белка Snail (рис. S2 Приложения) [35].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Белки CYLD с деубиквитиназной актив-
ностью широко признаны в качестве основ-
ных регуляторов иммунных и воспалительных 
ответов и возможных мишеней для действия 
лекарств при лечении расстройств иммунной 
системы и рака [36, 37]. Понимание механизма 
функционирования и регуляции активности 
белка CYLD было бы полезно для разработ-
ки лекарств для лечения заболеваний челове-
ка. В  ряде работ, включая наши, Spata2L был 

идентифицирован как белок, взаимодейству-
ющий с CYLD  [26,  29,  38]. Однако функции 
белка Spata2L до сих пор оставались невыяс-
ненными. В настоящей работе нами впервые 
были получены свидетельства о взаимодей-
ствии этого белка с CYLD и субъединицами 
LUBAC и изучена его ключевая роль в моду-
ляции TLR4-зависимого сигнального пути 
и воспалительных ответов через регуляцию 
CYLD-опосредованного деубиквитинирования 
белков TRAF6 и TAK1.

Как основной негативный регулятор вос-
палительных ответов, белок CYLD сам должен 
регулироваться соответствующим образом. 
Было показано, что активность CYLD регули-
руется путем посттрансляционных модифи-
каций, таких как фосфорилирование и убик-
витинирование  [22]. Появляется все больше 
свидетельств о том, что белок CYLD распоз-
нает некоторые из своих субстратов не напря-
мую, а через адапторные белки, из которых 
лучше всех изучен белок Spata2 [26–30]. Spata2 
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взаимодействует с белками CYLD и HOIP, ре-
крутирует CYLD на комплекс TNF–RSC и 
NOD2–SC в HOIP-зависимой манере и наце-
лен на полиубиквитинированные белки, при-
сутствующие в этих комплексах (например, 
RIPK1 и RIPK2)  [27–30]. Кроме того, Spata2 
может выступать в качестве аллостерического 
активатора деубиквитинирующей активности 
белка CYLD [29, 30].

В настоящей работе нами было показано, 
что подобно Spata2, белок Spata2L связывается 
и с CYLD, и с HOIP. Это позволяет предполо-
жить, что Spata2L также может рекрутировать 
CYLD на белковые комплексы TNF–RSC и 
NOD2–SC путём взаимодействия с белком 
HOIP, и, следовательно, он может быть во-
влечён в TNFR- и NOD2-опосредованные пути 
передачи сигнала. Иными словами, белки 
Spata2 и Spata2L могут быть избыточными в ре-
гуляции этих сигнальных путей. Однако было 
обнаружено, что утрата только белка Spata2 
полностью предотвращала рекрутирование 
белка CYLD на комплекс TNF–RSC в клетках 
U2OS, что указывает на то, что Spata2L может 
быть необязательным для этого процесса [29]. 
Кроме того, в нашей недавней работе было по-
казано, что, в отличие от недостатка Spata2L, 
дефицит белка Spata2 не влияет на процесс 
активации NF-κB и экспрессию провоспали-
тельных цитокинов в первичных BMDM. В 
целом эти результаты свидетельствуют против 
идеи о функциональной избыточности белков 
Spata2 и Spata2L и благоприятствуют возмож-
ности того, что эти белки выполняют различ-
ные функции в зависимости от типа клеток 
или соответствующего контекста. Для провер-
ки этих предположений нужны дополнитель-
ные исследования.

В структурных исследованиях было пока-
зано, что Spata2 и OTULIN связываются с до-
меном PUB белка HOIP через консервативный 
мотив PIM, а замена в этом мотиве консерва-
тивных аминокислотных остатков приводит к 
значительному снижению степени связывания 
Spata2 с HOIP, но не сказывается на его взаи-
модействии с CYLD  [29], что предполагает 
высокий уровень консервативности амино-
кислотной последовательности мотива PIM. 
Фрагмент белка в Spata2L отличается от соот-
ветствующего мотива PIM в Spata2, и в нём от-
сутствуют предположительно имеющие боль-
шое значение аминокислотные остатки. Тем 
не менее белок Spata2L связывается с HOIP 
так же сильно, как и Spata2. Это очевидное не-
соответствие указывает на то, что может по-
требоваться пересмотр роли консервативной 
последовательности PIM в различных белках. 

Кроме того, сильное взаимодействие Spata2L 
с белком HOIP приводит к предположению о 
том, что Spata2L может играть роль в регуляции 
активности HOIP в контексте вовлечения этой 
E3-лигазы. Требуются дополнительные иссле-
дования физиологической и патологической 
значимости взаимодействия этих двух белков.

Дефицит белка Spata2L способствовал 
TLR4-зависимой передаче сигнала in  vitro. 
Представляет интерес изучение in  vivo функ-
ции белка Spata2L в TLR4-индуцированном 
воспалении с использованием мышиных мо-
делей. Также, поскольку CYLD играет важную 
роль в регуляции гибели клеток, активации 
T- и B-клеток и противовирусном врождённом 
иммунитете, остаётся прояснить, вовлечён ли 
и Spata2L в регуляцию этих процессов [22, 24].

В заключение, наша работа открывает 
дверь к пониманию роли белка Spata2L в вос-
палительном ответе и может привлечь внима-
ние к этой области исследований. Получен-
ные нами результаты показывают, что белок 
Spata2L является ранее не охарактеризован-
ным регулятором TLR4-зависимой передачи 
сигнала, предлагают новое механистическое 
понимание регуляции активности и функций 
белка CYLD и могут предложить новые потен-
циальные терапевтические мишени для лече-
ния воспалительных заболеваний.
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Spata2L SUPPRESSES TLR4 SIGNALING BY PROMOTING CYLD-MEDIATED 
DEUBIQUITINATION OF TRAF6 AND TAK1

Z. Zhang1,2#, S. Zhang1,2#, X. Jiang1,2#, D. Wu1,2, Y. Du3, and X.-D. Yang1,2,4,5*

1 Shanghai Institute of Immunology, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine, 
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2 Department of Immunology and Microbiology, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine, 
200025 Shanghai, China

3 Department of Biochemistry and Molecular Cell Biology, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine, 
200025 Shanghai, China
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Toll-like receptor  4 (TLR4) is a key pattern recognition receptor that can be activated by bacterial 
lipopolysaccharide to elicit inflammatory response. Proper activation of TLR4 is critical for the host defense 
against microbial infections. Since overactivation of TLR4 causes deleterious effects and inflammatory 
diseases, its activation needs to be tightly controlled by negative regulatory mechanisms, among which the most 
pivotal could be deubiquitination of key signaling molecules mediated by deubiquitinating enzymes (DUBs). 
CYLD is a member of the USP family of DUBs that acts as a critical negative regulator of TLR4-depedent 
inflammatory responses by deconjugating polyubiquitin chains from signaling molecules, such as TRAF6 and 
TAK1. Dysregulation of CYLD is implicated in inflammatory diseases. However, how the function of CYLD 
is regulated during inflammatory response remains largely unclear. Recently, we and other authors have shown 
that Spata2 functions as an important CYLD partner to regulate enzymatic activity of CYLD and substrate 
binding by this protein. Here, we show that a Spata2-like protein, Spata2L, can also form a complex with CYLD 
to inhibit the TLR4-dependent inflammatory response. We found that Spata2L constitutively interacts with 
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CYLD and that the deficiency of Spata2L enhances the LPS-induced NF-κB activation and proinflammatory 
cytokine gene expression. Mechanistically, Spata2L potentiated CYLD-mediated deubiquitination of TRAF6 
and TAK1 likely by promoting CYLD enzymatic activity. These findings identify Spata2L as a novel CYLD 
regulator, provide new insights into regulatory mechanisms underlying CYLD role in TLR4 signaling, and 
suggest potential targets for modulating TLR4-induced inflammation.

Keywords: inflammation, TLR4, deubiquitination, CYLD, Spata2L, Spata2
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Бактериоцины – антимикробные пептиды, рибосомально синтезируемые как грамотрицательными, 
так и грамположительными бактериями, а также археями. Бактериоцины обычно активны в отно-
шении филогенетически родственных бактерий, что обеспечивает конкурентное преимущество их 
продуцентам в естественном бактериальном окружении. Однако известны бактериоцины, облада-
ющие более широким спектром антибактериального действия, включая активность в отношении 
мультирезистентных бактериальных штаммов. Множество изученных к настоящему времени бакте-
риоцинов характеризуются большим разнообразием химических структур и механизмов действия. 
Существующие системы классификации бактериоцинов учитывают их структурные особенности, 
пути биосинтеза, филогенетическую принадлежность организмов-продуцентов. Термостабильные 
бактериоцины с молекулярной массой менее 10 кДа из грамположительных и грамотрицательных 
продуцентов разделяют на посттрансляционно модифицируемые (класс I) и лишённые посттранс-
ляционных модификаций пептиды (класс II). В последние годы усилился интерес к бактериоцинам 
класса  II как к потенциальным терапевтическим средствам, способным помочь в борьбе с  анти-
биотикорезистентными инфекциями. Преимуществом немодифицируемых пептидов является 
относительная простота их биотехнологического получения в гетерологичных системах, а также 
химического синтеза. Возможность совместного использования бактериоцинов с другими антимик-
робными средствами для повышения их эффективности, низкая вероятность развития перекрёст-
ной резистентности, а также способность продукции бактериоцинов штаммами пробиотиков in situ 
делает их перспективными кандидатными соединениями для создания новых лекарственных препа-
ратов. Обзор сфокусирован на рассмотрении структурного разнообразия бактериоцинов класса II 
и их практической значимости.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: антибиотики, антимикробные пептиды, бактериоцины, антибиотикорезистентность.

DOI: 10.31857/S0320972522110161, EDN: LXCKTK

Принятые сокращения: АМП – антимикробные пептиды; МКБ – молочнокислые бактерии; МЛУ – множественная 
лекарственная устойчивость; ABC-транспортёр – ATP-связывающий транспортный белок; Man-PTS – маннозофосфо-
трансфераза; UppP – ундекапренилпирофосфат-фосфатаза.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Проблема борьбы с антибиотикорези-
стентными инфекциями приобрела гло-
бальный масштаб. К  2050  г. прогнозируется 
возрастание летальных исходов при заболева-
ниях, вызванных антибиотикорезистентны-
ми инфекциями, до 10  млн случаев в  год  [1]. 
Значительную опасность представляют ин-
фекции, вызванные штаммами бактерий с 

множественной лекарственной устойчиво-
стью (МЛУ), что требует особого подхода при 
их лечении и разработке новых лекарственных 
средств [1]. На фоне снижения лекарственной 
эффективности традиционных антибиотиков 
в настоящее время ведётся поиск новых типов 
терапевтических соединений и разрабатыва-
ются стратегии их использования. Среди мо-
лекулярных факторов, контролирующих чис-
ленность микробных популяций в природе, 
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важнейшую роль играют бактериоцины – ри-
босомально синтезируемые антимикробные 
пептиды  (АМП) бактериального происхож-
дения, которые сейчас рассматриваются в 
качестве новых антимикробных средств  [2]. 
Многие бактериоцины обладают выраженной 
антимикробной активностью в концентраци-
ях, не превышающих 1 нмоль/литр. Большин-
ство таких пептидов обладает узким спектром 
антимикробного действия, направленного 
на близкородственные продуценту виды бак-
терий, однако встречаются бактериоцины и 
с широким диапазоном активности  [2–4]. 
Бактериоцины, обладающие высокой актив-
ностью и избирательностью действия в отно-
шении штаммов социально значимых инфек-
ций, включая бактериальные штаммы с  МЛУ, 
имеют перспективы применения в медицине. 
Помимо антибактериальных свойств, бакте-
риоцины могут обладать и другими видами 
биологической активности, включая антибио-
плёночную, противовирусную, противогриб-
ковую, противоопухолевую, противовоспали-
тельную, иммуномодулирующую, что также 
расширяет потенциал их медицинского при-
менения [2–8].

Среди бактериоцинов особый интерес 
представляют бактериоцины класса  II  – тер-
мостабильные АМП с молекулярной массой 
менее 10 кДа, которые не претерпевают пост-
трансляционных модификаций в ходе их био-
синтеза  [2]. Интерес к данным  АМП вызван 

не  только высокой биологической активно-
стью, но и относительной простотой их био-
технологического получения в гетерологичных 
продуцентах или с помощью химического син-
теза, поскольку они не содержат посттранс-
ляционных модификаций. Эта особенность 
бактериоцинов класса  II также позволяет в 
дальнейшем проводить искусственную мо-
дификацию этих  АМП с целью улучшения их 
химических и биологических свойств. Боль-
шинство бактериоцинов класса  II, которые 
продуцируются молочнокислыми бактерия-
ми (МКБ), не токсичны для человека, что в со-
вокупности с высокой термостабильностью и 
активностью в отношении пищевых патогенов 
может позволить широко применять их в каче-
стве консервантов в пищевой промышленно-
сти [3, 5]. Кроме того, возможность продукции 
бактериоцинов класса II штаммами пробиоти-
ков in  situ расширяет потенциал их примене-
ния в медицине и ветеринарии и придаёт зна-
чимость проведению исследований данного 
класса АМП и разработок лекарственных пре-
паратов на их основе.

КЛАССИФИКАЦИЯ БАКТЕРИОЦИНОВ

К настоящему времени выявлено мно-
жество групп бактериоцинов, отличающих-
ся структурными свойствами и механизмами 
действия. Было обнаружено, что существуют 

Рис. 1. Классификация бактериоцинов, продуцируемых грамположительными и грамотрицательными бактериями. 
*  Микроцины, продуцируемые грамотрицательными бактериями, включают как посттрансляционно модифицируе-
мые, так и немодифицируемые пептиды, поэтому могут быть отнесены сразу к двум классам бактериоцинов (I и II)
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штаммы-мультипродуценты, которые спо-
собны выделять в окружающую среду сразу 
несколько видов бактериоцинов  [8]. В  приро-
де продуценты бактериоцинов широко рас-
пространены и могут быть найдены в почве и 
на поверхности растений, в симбиотической 
микробиоте животных и человека, в различ-
ных пищевых продуктах, в особенности фер-
ментированных, а также среди бактериальных 
возбудителей инфекционных заболеваний  [2, 
4]. На  сегодняшний день охарактеризовано 
более 500 различных бактериоцинов, и с каж-
дым годом исследователи обнаруживают всё 
больше этих соединений и их продуцентов, в 
связи с чем их классификация претерпевает 
постоянные изменения  [9]. Предложены раз-
личные варианты классификации, основан-
ные на общности химических структур, ме-
ханизмов действия, спектра антимикробной 
активности, механизмов обеспечения имму-
нитета продуцентов, филогенетическом род-
стве штаммов-продуцентов и  т.д.  [2, 3, 5–9]. 
Построить систему простой и универсальной 
классификации бактериоцинов практически 
невозможно из-за перекрывания структурных, 
функциональных и генетических характери-
стик у разных групп этих пептидов. Ранее было 
принято отдельно рассматривать бактериоци-
ны грамотрицательных (колицины) и грампо-
ложительных бактерий, однако впоследствии 
наметилась тенденция к их объединению  [8, 
9]. Один из вариантов классификации бакте-
риоцинов представлен на  рис.  1. Бактериоци-
ны, относящиеся к классам I–III, преимуще-
ственно продуцируются грамположительными 
бактериями, тогда как бактериоцины класса IV 
и микроцины продуцируются грамотрицатель-
ными бактериями.

К классу  I бактериоцинов принадлежат 
небольшие пептиды с молекулярной массой 
≤  10  кДа, содержащие разнообразные пост-
трансляционные модификации, введение ко-
торых в пептид осуществляют специфичные 
ферменты, гены которых также входят в состав 
кластеров генов биосинтеза этих пептидов  [2, 
4, 7]. Бактериоцины класса  I подразделяют на 
подклассы в зависимости от типа посттранс-
ляционных модификаций, обнаруженных в 
пептиде. Наиболее изученным и многочислен-
ным на сегодняшний день подклассом явля-
ются лантибиотики, преимущественно про-
дуцируемые  МКБ  [10]. Среди лантибиотиков 
наиболее детально исследован низин, широко 
применяемый в качестве пищевого консер-
ванта Е234 [10]. Среди бактериоцинов класса I 
также выделяют семейства сактибиотиков, гли-
коцинов (гликозилированных бактериоцинов), 

нуклеотид- и сидерофор-содержащих пепти-
дов, лассо-пептидов, линейных азол(ин)-содер-
жащих пептидов, линаридинов, тиопептидов, 
боттромицинов, цианобактинов и N-C-цикли-
ческих пептидов  [9]. Последние до недавнего 
времени относили к подклассу  IIc немодифи-
цируемых бактериоцинов. Изменение в клас-
сификации связано с тем, что образование 
пептидной связи между N- и C-концевыми 
остатками данных пептидов требует наличия 
специфического фермента. К  бактериоцинам 
класса  I относятся также посттрансляционно 
модифицируемые микроцины, которые проду-
цируются энтеробактериями – семейством грам-
отрицательных бактерий [11].

Бактериоцины класса  II представляют со-
бой немодифицируемые пептиды с молеку-
лярной массой ≤  10  кДа, при этом структуры 
некоторых пептидов могут быть стабилизиро-
ваны одной или несколькими дисульфидными 
связями  [2–7, 12–17]. Бактериоцины класса  II 
подразделяют на четыре подкласса  (IIa–IId) 
на основе структурного сходства и механиз-
мов действия пептидов  [12–17]. Подкласс  IIa 
включает педиоцин-подобные пептиды, со-
держащие консервативную N-концевую после-
довательность YGNG(V/L)XC  [14,  15]. В  под-
класс  IIb объединены немодифицируемые 
двухкомпонентные бактериоцины, проявляю-
щие максимальную активность при скоорди-
нированном взаимодействии двух пептидов  (α 
и β) [16]. К подклассу IIc, который ранее вклю-
чал N-C-циклические пептиды, сейчас относят 
бактериоцины, синтезируемые без N-конце-
вой лидерной (сигнальной) части («leaderless 
bacteriocins», далее безлидерные пептиды)  [17]. 
В  подкласс  IId входят все прочие одноком-
понентные немодифицируемые бактерио-
цины  [2, 6–9, 12, 13], в том числе немодифи-
цируемые микроцины грамотрицательных 
бактерий  [11]. Большинство известных бакте-
риоцинов класса  II было выделено из бакте-
рий  sрр. (Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, 
Streptococcus, Propionibacterium, Enterococcus и 
Carnobacterium). Продуценты встречаются так-
же среди штаммов Corynebacterium, Brevibacillus, 
Leuconostoc, Weissella, Staphylococcus, Bacillus, 
Listeria, Clostridium, Brochothrix, Myxococcus  [2, 
7–9, 12–18]. Характерные представители раз-
личных подклассов бактериоцинов класса  II 
приведены на рис. 2.

Класс III бактериоцинов включает бо-
лее крупные термолабильные белки массой 
≥ 10 кДа, которые подразделяются на два под-
класса: бактериолизины  – ферменты, спо-
собные разрушать пептидогликан клеточной 
стенки бактерий, и нелитические бактерио-
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Рис. 2. Основные представители структурных подгрупп немодифицируемых бактериоцинов, входящих в подклас-
сы  IIa–IId. *  Sec-зависимые бактериоцины. **  Продукт частичного протеолиза крупного белка-предшественника. 
fM  –  Остаток формилметионина. Подчёркнуты остатки аминокислот, после которых происходит специфичное рас-
щепление предшественников бактериоцинов. Полужирным шрифтом выделены структурные особенности, характер-
ные для зрелых бактериоцинов каждого подкласса и их структурных подгрупп. Педиоциновый бокс выделен рамкой. 
Схематично соединены остатки Cys, образующие дисульфидные связи

цины, которые не вызывают сопутствующего 
лизиса клеток и реализуют другие механизмы 
действия, включая ингибирование транспор-
та углеводов, биосинтеза  ДНК или белков  [2, 
7–9]. К классу IV бактериоцинов могут быть от-
несены другие крупные белки массой ≥ 30 кДа, 
преимущественно, продуцируемые грамотри-
цательными бактериями, например, колици-
ны, продуцируемые большинством штаммов 
Escherichia coli, колицин-подобные бактерио-
цины, продуцируемые другими видами грам-
отрицательных бактерий, и тейлоцины, проду-
цируемые некоторыми грамотрицательными и 
грамположительными бактериями и по своим 
структурным характеристикам напоминающие 
«хвост» бактериофагов [2, 3, 7–9].

БИОСИНТЕЗ 
БАКТЕРИОЦИНОВ КЛАССА II

Биосинтез бактериоцинов класса II требует 
индукции соответствующих генов и дальней-
шей секреции пептидов  [3]. Гены биосинтеза 
обычно организованы в кластер, который мо-
жет располагаться в бактериальной хромосо-
ме, плазмиде или мобильном генетическом 
элементе  [3]. Для биосинтеза бактериоцинов 
класса II обычно достаточно набора из четырёх 
генов, включающего структурный ген пептида, 
ген белка, обеспечивающего иммунитет про-
дуцента, а также гены транспортёра и вспомо-
гательного белка  [12]. Большинство бактерио-

цинов класса II, за исключением безлидерных 
пептидов подкласса  IIc, синтезируются на 
рибосоме в виде предшественника, который 
содержит N-концевую сигнальную последова-
тельность [2, 12, 13]. Сигнальные участки пред-
шественников бактериоцинов обычно имеют 
размер 10–30 а.о. и относятся к диглициновому 
типу, т.е. содержат два C-концевых остатка гли-
цина, после которых следует сайт расщепления. 
Сигнальная последовательность необходима 
для процессинга и секреции бактериоцинов 
с помощью специализированной транспорт-
ной системы, включающей ATP-связываю-
щий транспортный белок (ABC-транспортёр) 
и вспомогательный белок. ABC-транспортёр 
содержит N-концевой трансмембранный до-
мен, который встроен в бислой мембраны, и 
С-концевой ATP-связывающий домен [2, 7, 13]. 
N-Концевой домен ABC-транспортёра обла-
дает протеолитической активностью и может 
расщеплять сигнальный пептид по диглици-
новому мотиву и осуществлять транслокацию 
зрелого бактериоцина через мембрану, что со-
провождается гидролизом ATP  [13]. При этом 
вспомогательные белки облегчают транспорт 
пептида через мембрану и могут участвовать в 
процессинге сигнальной части пребактериоци-
на. Роль вспомогательного белка также может 
состоять в обеспечении нативной конформа-
ции пептида (в том числе, правильной аран-
жировки дисульфидных связей). Такие при-
меры встречаются среди педиоцин-подобных 
пептидов [12, 14].
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Все идентифицированные к настоящему 
времени двухкомпонентные бактериоцины 
подкласса IIb содержат сигнальные последова-
тельности диглицинового типа, и их продуцен-
ты используют ABC-транспортёр для секреции 
бактериоцинов  [16]. Однако не все бактерио-
цины класса  II транслоцируются с помощью 
ABC-транспортёра. Предшественники ряда 
бактериоцинов из подклассов IIa и IId не име-
ют диглицинового мотива в своих сигнальных 
участках и секретируются с помощью универ-
сальной Sec-зависимой системы транслокации 
[13, 19]. Механизм биосинтеза и секреции без-
лидерных бактериоцинов в настоящее время 
мало исследован. Предполагают, что секреция 
и функция обеспечения иммунитета проду-
цента могут осуществляться одним белковым 
комплексом, как было показано на приме-
ре бактериоцина  LsbB и соответствующего 
ABC-транспортёра  LmrB, обусловливающего 
МЛУ лактококков [20].

Регуляция биосинтеза бактериоцинов 
класса  II может происходить с помощью си-
стем положительной или отрицательной об-
ратной связи. В  этом принимают участие 
специальные двух- или трёхкомпонентные ре-
гуляторные системы, для которых необходимо 
наличие дополнительных генов: гена, кодиру-
ющего пептидный фактор индукции, которым 
может выступать отдельный пептид или сам 
бактериоцин, а также гена сенсора – гистиди-
новой протеинкиназы (ГПК) и гена регулято-
ра ответа, являющегося ДНК-связывающим 
белком, способным активировать экспрессию 
гена бактериоцина и генов других белков, при-
нимающих участие в его биосинтезе [2,  13]. 
Индуцирующий пептид первоначально син-
тезируется в виде препептида с N-концевой 
сигнальной последовательностью, которая 
отщепляется при его секреции АВС-транс-
портёром. Концентрация индуцирующего 
пептида увеличивается по мере роста плотно-
сти культуры, и её избыток приводит к акти-
вации трёхкомпонентной системы. При этом 
запускается аутофосфорилирование  ГПК и 
перенос фосфатной группы на соответствую-
щий белок-регулятор ответа, который действу-
ет как активатор транскрипции и запускает 
экспрессию кластеров генов биосинтеза бакте-
риоцинов [13]. У штаммов-мультипродуцентов 
гены биосинтеза нескольких разных бактерио-
цинов могут использовать общую транспорт-
ную и регуляторную системы [2,  13]. В  каче-
стве примера можно привести совмещённую 
систему биосинтеза двухкомпонентных бак-
териоцинов плантарицина  EF и плантарици-
на JK (покласс IIb), продуцентом которых яв-

ляется штамм Lactobacillus plantarum  C11  [21]. 
Индуктором биосинтеза в этом случае служит 
пептид плантарицин  А, относящийся к под-
классу  IId  [22]. При достижении определён-
ной пороговой концентрации плантарицина А 
включается аутоиндукционный цикл, что при-
водит к активации продукции плантарици-
на EF и плантарицина JK. Примечательно, что 
L.  plantarum  C11 содержит сразу два регулято-
ра ответа  – PlnC и  PlnD. Было показано, что 
PlnC активирует, тогда как PlnD репрессирует 
гены, участвующие в синтезе указанных бакте-
риоцинов [22].

Устойчивость бактерий-продуцентов к соб-
ственным бактериоцинам обеспечивают специ-
альные белки или пептиды иммунитета [12, 13]. 
В случае бактериоцинов класса II эти защитные 
факторы могут включать 30–120  а.о. и значи-
тельно отличаться по своей структуре, однако 
большинство из них содержат трансмембран-
ную часть  [13]. Одни белки иммунитета напря-
мую связывают молекулу бактериоцина после её 
внедрения в липидный бислой, другие связыва-
ются со сформированным комплексом бактери-
оцин–рецептор, образуя тройной комплекс (это 
наблюдается у педиоцин-подобных бактериоци-
нов) [13, 14]. Некоторые иммунные белки имеют 
гомологию с металлопротеазами и, по-видимо-
му, способны расщеплять узнаваемые ими бак-
териоцины [13].

КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
ОТДЕЛЬНЫХ ПОДКЛАССОВ

Подкласс IIa (педиоцин-подобные бактерио-
цины). Для большинства бактериоцинов под-
класса IIa характерна высокая активность в от-
ношении пищевых патогенов рода Listeria, в том 
числе в отношении Listeria monocytogenes  [23]. 
Кроме того, у многих из них обнаружена спо-
собность ингибировать рост спорообразующих 
бактерий, таких как Bacillus cereus и Clostridium 
perfringens  [14]. Перспективы применения в 
качестве натуральных пищевых консерван-
тов послужили основанием для детального 
исследования данного семейства пептидов. 
Наиболее хорошо изученным членом этого се-
мейства является педиоцин PA-1, продуцируе-
мый грамположительными бактериями Pedio-
coccus acidilactici PA-1  [24]. В  настоящее время 
подкласс педиоцин-подобных бактериоцинов 
включает более 90  представителей. Большин-
ство пребактериоцинов подкласса  IIa содержат 
типичные диглициновые сигнальные последо-
вательности, обеспечивающие секрецию зре-
лых пептидов с помощью специализированных 
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ABC-транспортёров, однако отдельные предста-
вители, такие как энтероцин  Р, дуранцин  GL, 
бактериоцин 31 используют универсальную си-
стему Sec-зависимой транслокации [13, 14].

Длина полипептидных цепей зрелых пе-
диоцин-подобных бактериоцинов составляет 
от  17 (бактериоцин  PE-ZYB1) до  58 (ацидо-
цин  А)  а.о. [25,  26]. Педиоцин-подобные бак-
териоцины имеют высокую степень гомологии 
в N-концевой области за счёт наличия кон-
сервативного педиоцинового бокса. Наиболее 
часто встречающийся вариант педиоцинового 
бокса – YGNGV, однако у некоторых пептидов 
остаток Val может быть заменен на Leu или Ile, 
а первый остаток Gly – на Ala или Asp. Встре-
чаются варианты, содержащие дополнительные 
остатки в педиоциновом боксе: Thr – у ацидо-
цина  А и бактериоцина  OR-7, Gly  – у  курва-
тицина  DN317, Pro  – у  курватицина  L442  [25, 
27–29]. Внесение мутаций в педиоциновый 
бокс обычно приводит к резкому падению ан-
тимикробной активности. C-Концевая об-
ласть педиоцин-подобных бактериоцинов 
менее консервативна, её аминокислотную 
последовательность берут за основу для даль-
нейшего разделения бактериоцинов подклас-
са  IIa на подсемейства: педиоцина PA-1, лей-
коцина А, карнобактериоцина B2, сакацина А, 
диверцина  V41, бактериоцина  31, энтероци-
на  HF, ацидоцина  А (рис.  2)  [13–15]. Некото-
рые пептиды имеют уникальную структуру и не 
могут быть отнесены ни к одному из перечис-
ленных подсемейств (например, бактериоцин 
PE-ZYB1 и др.) [25].

К настоящему времени с помощью 
ЯМР-спектроскопии определены трёхмерные 
структуры некоторых педиоцин-подобных 
бактериоцинов  (рис.  3,  а): лейкоцина  А  [30], 
педиоцина PA-1 M31L  [31], курвацина  А  [32], 
сакацина  P  [33], энтероцина  HF  [34], карно-
бактериоцина B2 [35], в т.ч. в присутствии ими-
тирующих мембрану мицелл додецилфосфо-
холина. Как и многие другие антимикробные 
пептиды, бактериоцины подкласса IIa в водном 
растворе не имеют упорядоченной трёхмер-
ной структуры, тогда как в гидрофобной среде 
или на границе фаз они принимают устойчи-
вую конформацию [15]. Несмотря на различия 
аминокислотных последовательностей, между 
подгруппами педиоцин-подобных бактериоци-
нов можно выделить ряд ключевых структур-
ных элементов, общих для всех исследованных 
пептидов. Катионная гидрофобная N-конце-
вая часть образует тройной антипараллельный 
β-складчатый лист, стабилизированный одной 
дисульфидной и несколькими водородными 
связями, при этом педиоциновый бокс распо-

лагается в первом β-повороте. Вариабельная 
С-концевая область педиоцин-подобных бак-
териоцинов содержит упорядоченную структу-
ру, которая включает одну или две амфифиль-
ные α-спирали и неупорядоченную структуру 
на С-конце. Между этими двумя частями на-
ходится резкий изгиб, придающий всей С-кон-
цевой области пептида сходство с β-шпилькой. 
Между N- и С-концевыми частями располага-
ется шарнирный участок, который обеспечива-
ет их движение относительно друг друга и не-
которую функциональную независимость [15].

Подкласс IIb (двухпептидные бактериоцины). 
Бактериоцины подкласса IIb, также известные 
как двухпептидные бактериоцины, состоят из 
двух разных пептидных компонентов  (α и  β), 
которые проявляют высокую антимикробную 
активность в эквимолярном соотношении; при 
этом индивидуальные компоненты в некоторых 
случаях также могут проявлять заметную анти-
микробную активность [2, 6, 16]. Как и пепти-
ды подкласса  IIa, они активны в отношении 
пищевых патогенов и бактерий, вызывающих 
порчу пищевых продуктов (L.  monocytogenes, 
Bacillus spp., Clostridium spp., Staphylococcus spp. 
и  др.) [7,  16]. Первым пептидом, открытым 

Рис. 3. Трёхмерные структуры некоторых представите-
лей бактериоцинов подклассов  IIa–IId. а  –  Трёхмерные 
структуры бактериоцинов подкласса  IIa  – лейкоцина  А 
(PDB: 2LEU), курвацина А (PDB: 2A2B), карнобактерио-
цина  В2 (PDB:  1CW5). б  –  Трёхмерные структуры ком-
понентов  (PlnE и  PlnF) бактериоцина подкласса  IIb  – 
плантарицина  EF (PDB:  2JUI и  2RLW). в  –  Трёхмерные 
структуры бактериоцинов подкласса IIc – ауреоцина А53 
(PDB: 2N8O), энтероцина 7А и 7B (PDB: 2M5Z и 2M60), 
LsbB (PDB: LV), латероспорулина (PDB: 4OZK). г – Трёх-
мерные структуры бактериоцинов подкласса IId – лакто-
кокцина 972 (PDB: 2LGN) и LCI (PDB: 2B9K)
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в  данном подклассе, стал лактококцин  G  [36]. 
В  настоящее время подкласс  IIb насчитывает 
35  представителей. Основываясь на сходстве 
последовательностей зрелых α- и β-компонен-
тов, среди бактериоцинов подкласса  IIb мож-
но выделить несколько подгрупп, хотя уровень 
гомологии внутри каждой из них часто не пре-
вышает 20–40%. Представители этих подгрупп: 
лактококцин  G, термофилин  13, лактацин  F 
и ABP118 (рис. 2) [12, 13, 16]. Остальные пепти-
ды отличаются уникальными последовательно-
стями, например, плантарицин  EF, плантари-
цин JK и др. [16, 37].

Длина полипептидных цепей отдельных 
компонентов бактериоцинов подкласса  IIb 
варьируется от  23 (ацидоцин  J1132α) до 66 
(пневмоцин  BlpIJ)  а.о.  [38, 39]. Как и одно-
компонентные бактериоцины, представители 
подкласса  IIb обычно являются катионными, 
амфипатическими, гидрофобными и прояв-
ляют мембранотропные свойства  [12, 13]. От-
личительная характеристика бактериоцинов 
подкласса  IIb  – наличие одного или несколь-
ких мотивов GxxxG, а также GxxxG-подоб-
ных мотивов, в которых остатки Gly заменены 
на Ala или Ser  [12]. Мотив GxxxG часто встре-
чается в мембранных белках и способствует 
спираль-спиральным взаимодействиям: сбли-
женные в пространстве остатки  Gly обеспечи-
вают тесный контакт между трансмембранны-
ми спиралями за счёт водородных (между Cα-H 
и С=O) и ван-дер-ваальсовых взаимодействий. 
У бактериоцинов подкласса IIb также наблюда-
ется эффективное спираль-спиральное взаи-
модействие между двумя комплементарными 
α- и β-компонентами [12,  16]. Двухпептидные 
бактериоцины имеют неупорядоченную струк-
туру в водном растворе, но приобретают α-спи-
ральную конформацию в условиях, имитиру-
ющих мембрану, что было показано для ряда 
пептидов с помощью КД-спектроскопии  [12]. 
Методом ЯМР-спектроскопии установлены 
трёхмерные структуры ряда бактериоцинов 
подкласса  IIb, включая лактококцин  G  [40], 
плантарицин  EF  [41], плантарицин  JK  [42], 
плантарицин S [43], карнобактериоцин XY [44]. 
Трёхмерная структура плантарицина  EF пред-
ставлена на  рис.  3,  б. У  всех вышеперечислен-
ных пептидов оба компонента имеют схожую 
структуру, представляющую собой одну про-
тяжённую гидрофобную амфипатическую 
α-спираль (лактококцин  Gα, плантарицин  E, 
плантарицин  J, карнобактериоцин  Y) или две 
α-спирали, разделённые короткой петлёй (лак-
тококцин Gβ, плантарицин F, плантарицин K, 
карнобактериоцин  X)  [12]. Наличие GхххG-
мотива крайне важно для проявления активно-

сти бактериоцинов подкласса IIb. Например, с 
помощью сайт-направленного мутагенеза было 
показано, что замена Gly или Ser более крупны-
ми остатками в любом из компонентов план-
тарицина  S резко снижает его антимикробную 
активность [43].

Подкласс IIс (безлидерные бактериоцины). 
К  подклассу  IIс относят немодифицируемые 
бактериоцины, синтезируемые без N-концево-
го сигнального пептида [8, 9, 17]. Известные на 
сегодняшний день представители структурных 
подгрупп безлидерных бактериоцинов приве-
дены на рис. 2 [17, 20, 45–50]. Вследствие дан-
ной особенности биосинтеза пептиды этого 
подкласса сохраняют в своей структуре N-кон-
цевой остаток формилметионина, который в 
некоторых случаях необходим для проявления 
полноценной активности  [17]. Однако в про-
цессе созревания латероспорулинов происхо-
дит отщепление N-концевого формилметиони-
на  [46]. Кроме того, показано, что некоторые 
другие безлидерные бактериоцины могут со-
хранять нормальный уровень активности при 
отсутствии N-концевого формилирования [17]. 
На  сегодняшний день подкласс безлидерных 
бактериоцинов насчитывает 39  представите-
лей, среди которых встречаются как одноком-
понентные, так и двух-, трёх- и четырёхкомпо-
нентные бактериоцины, демонстрирующие в 
эквимолярных концентрациях эффект синер-
гизма. Двухкомпонентный энтероцин L50 был 
одним из первых обнаруженных представите-
лей этого подкласса бактериоцинов [51]. Длина 
полипептидных цепей отдельных безлидерных 
бактериоцинов варьируется от  22 (лактокок-
цин К) до 70 (тойонцин А) а.о. [47, 48]. Исходя 
из гомологии аминокислотных последователь-
ностей пептидов, среди безлидерных бактерио-
цинов можно выделить несколько подгрупп, 
включающих гомологи ауреоцина  А53, LsbB, 
латероспорулина, энтероцина  L50 (двухком-
понентные безлидерные пептиды) и аурео-
цина  А70 (многокомпонентные безлидерные 
пептиды). Для тойонцина А и лактококцина К 
гомологов пока не обнаружено. Степень гомо-
логии пептидов внутри подгрупп безлидерных 
бактериоцинов обычно составляет более 40%, а 
также имеется некоторое сходство между под-
группой двухкомпонентного энтероцина L50 и 
подгруппой ауреоцина А53 [17].

С помощью ЯМР-спектроскопии уста-
новлены трёхмерные структуры ряда пред-
ставителей подкласса: ауреоцина  А53  [52], 
лак тицина  Q  [52], эпидермицина  NI01  [53], 
BacSp222  [54], LsbB  [55], энтероцина  К1  [56], 
энтероцина 7А и 7В [57], латероспорулина [58] и 
латероспорулина  10 (PDB:  6LWZ). Трёхмерные 
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структуры ауреоцина А53, энтероцина 7А и 7В, 
LsbB и латероспорулина, имеющие разные ва-
рианты пространственной укладки, представ-
лены на  рис.  3,  в. Среди трёхмерных структур 
безлидерных бактериоцинов можно выделить 
три основных типа: сапозин-, LsbB- и латеро-
спорулин-подобные структуры. Для безлидер-
ных бактериоцинов подгрупп ауреоцина  А53 и 
энтероцина L50 характерна глобулярная уклад-
ка, аналогичная пространственной структуре 
сапозинов  – лизосомальных липид-связыва-
ющих белков, содержащих четыре или пять 
α-спиралей, стабилизированных дисульфидны-
ми связями  [12]. Сапозин-подобные безлидер-
ные бактериоцины являются катионными, уме-
ренно гидрофобными пептидами и отличаются 
высоким содержанием ароматических остат-
ков Tyr и Trp в своей структуре, что способству-
ет их встраиванию в липидный бислой мем-
браны. Структура сапозин-подобных пептидов 
включает четыре α-спирали с экспонирован-
ными на поверхности катионными остатками, 
окружающими гидрофобное ядро, и стабили-
зируется за счёт гидрофобных и электростати-
ческих взаимодействий (рис. 3, в). Такая уклад-
ка ауреоцин  А53-подобных бактериоцинов 
обеспечивает их взаимодействие с липидами 
и дальнейшее встраивание в мембрану клет-
ки-мишени. В  литературе отмечается сходство 
пространственных структур, значений  pI и 
суммарного катионного заряда молекул сапо-
зин-подобных пептидов с N-C-циклическими 
бактериоцинами класса I (гарвицином ML, эн-
тероцином AS-48 и др.), несмотря на отсутствие 
значимой гомологии аминокислотных последо-
вательностей и очевидное несоответствие раз-
меров представителей двух указанных подклас-
сов бактериоцинов [13, 17].

Безлидерные бактериоцины из подгруп-
пы  LsbB также несут суммарный положитель-
ный заряд, содержат значительное количество 
ароматических остатков и состоят из амфипа-
тической N-концевой α-спирали и неструкту-
рированного С-концевого участка (рис.  3,  в). 
C-Концевые участки LsbB-подобных бактерио-
цинов имеют высокую степень гомологии и со-
держат консервативный мотив KXXXGXXPWE, 
который является ключевым для проявления 
их антимикробной активности и связывания с 
мишенью [12, 55].

Латероспорулины – единственная подгруп-
па безлидерных бактериоцинов, представители 
которой претерпевают посттрансляционные 
модификации, включая образование дисуль-
фидных связей и отщепление N-концевого 
формилметионина  [58]. В  настоящее время в 
эту подгруппу входят только два пептида – лате-

роспорулин и латероспорулин  10, полученные 
из разных штаммов Brevibacillus laterosporus и 
имеющие 54% идентичности аминокислотных 
последовательностей  [46, 59]. Эти пептиды от-
личаются высоким содержанием остатков Cys и 
полярных остатков Tyr, His, Arg, Asp и Glu, что 
напоминает аминокислотный состав, харак-
терный для некоторых АМП эукариот [12,  58]. 
Трёхмерная структура латероспорулинов отли-
чается от остальных безлидерных бактериоци-
нов и представляет собой четыре β-тяжа с тремя 
дисульфидными мостиками, формирующими 
скрученный β-лист. Две дисульфидные связи 
расположены в N-концевой части латероспо-
рулина, а третья дисульфидная связь сшивает 
С-конец пептида, что приводит к образованию 
закрытой протяжённой стержневидной струк-
туры (рис. 3, в) [58]. Расположение дисульфид-
ных связей в молекулах латероспорулинов сход-
но с таковым у β-дефенcинов млекопитающих, 
тогда как трёхмерная структура в большей сте-
пени, чем у других известных бактериоцинов, 
напоминает структуру α-дефенсинов [12].

Подкласс IId (другие однопептидные бактерио-
цины). К бактериоцинам подкласса IId относят 
все остальные немодифицируемые линейные 
однопептидные бактериоцины, не включённые 
в подклассы IIa–IIc. В связи с этим подкласс IId 
отличается наибольшей неоднородностью как 
структуры его представителей, так и спектров 
их антимикробной активности и, по-видимо-
му, механизмов действия  [2, 12, 13]. Пептиды 
данного подкласса являются наименее изучен-
ными. Представители основных структурных 
подгрупп бактериоцинов подкласса  IId при-
ведены на  рис.  2  [6, 12, 13]. Подкласс  IId объ-
единяет порядка 100  представителей, длина 
полипептидных цепей которых варьируется 
от  7 (бактериоцин  XJS01) до  106 (бактерио-
цин  Sep_APC3775)  а.о. [60,  61]. Большинство 
пептидов подкласса  IId, подобно другим не-
модифицируемым бактериоцинам, синтези-
руются в виде неактивного предшественника, 
содержащего диглициновую сигнальную по-
следовательность, которая отщепляется в ходе 
секреции с помощью ABC-транспортёра  [6, 
12]. Некоторые бактериоцины подкласса  IId 
используют Sec-зависимый путь секреции [12]. 
Ряд пептидов (например, пропионицин  F) яв-
ляются продуктами специфичного фермента-
тивного отщепления N- и C-концевых участков 
крупных белков-предшественников [62].

Разделение на подгруппы внутри подклас-
са IId осуществляют по разным критериям: по 
гомологии аминокислотных последовательно-
стей, по сходству аминокислотного состава, по 
длине, суммарному заряду молекулы и меха-
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низму биосинтеза. Так, на основании сходства 
аминокислотных последовательностей выде-
ляют подгруппы лактококцина  А, лактокок-
цина 972 и пропионицина Т1  [63–65]. Исходя 
из размера пептидов и их аминокислотного 
состава, выделяют подгруппы глицин-богатых 
пептидов, пептидов с высоким положитель-
ным зарядом в N- или C-концевой области и 
коротких пептидов с молекулярной массой ме-
нее 2 кДа. Часть представителей подкласса не 
имеет признаков сходства с другими пептида-
ми (LCI, UviB и др.) [66, 67].

Подгруппа лактококцина  А включает лак-
тококцины  А, B и  Z, гарвицины  A, B, C, Q 
и  AG2, а также BacSJ, уберицин  К и бови-
цин  255  [68]. Несмотря на низкую степень 
гомологии, все они используют в качестве 
рецептора маннозофосфотрансферазу  (Man-
PTS)  [68, 69]. К подгруппе пропионицина Т1 
относятся пептиды, продуцируемые пропио-
новокислыми бактериями  [65]. Пропионицин 
PLG-1 обладает весьма широким спектром ан-
тимикробной активности, включающим штам-
мы грамположительных и грамотрицательных 
патогенов, а также различные грибки, включая 
плесневые  [70]. К  подгруппе глицин-богатых 
бактериоцинов относят пептиды, содержащие 
большое количество остатков глицина и по-
вторяющиеся глициновые мотивы – GG, GxG, 
GxxG и  т.д. Эти пептиды также обогащены 
остатками аланина и их повторами, что допол-
нительно увеличивает их конформационную 
подвижность. К  данной подгруппе относится, 
например, пептид карнобактериоцин  А  [71]. 
Можно отметить некоторое структурное сход-
ство глицин-богатых бактериоцинов подклас-
са IId с индивидуальными компонентами двух-
компонентных систем подкласса  IIb. Среди 
бактериоцинов подкласса IId с заряженной N- 
или С-концевой областью  [72, 73] стоит упо-
мянуть бактофенсин  А, стабилизированный 
тремя дисульфидными связями и имеющий 
отдалённое сходство с эукариотическими де-
фенсинами  [74]. Еще одна малоисследованная 
подгруппа бактериоцинов подкласса  IId  – ко-
роткие пептиды с молекулярной массой ме-
нее 2 кДа (например, бактериоцин LSX01) [75]. 
Эти пептиды обладают широким спектром ан-
тимикробной активности в отношении грам-
положительных и грамотрицательных бактерий 
и способны ингибировать рост резистентных 
штаммов патогенов и их биоплёнок [75].

Пока что с помощью ЯМР-спектроскопии 
были определены трёхмерные структуры толь-
ко двух представителей подкласса IId (рис. 3, г). 
Лактококцин  972 из Lactococcus lactis  ssp. 
Lactis IPLA 972 представляет собой β-сэндвич, 

состоящий из двух трёхцепочечных антипа-
раллельных β-листов (PDB:  2LGN), а LCI из 
Bacillus subtilis A014 образует антипараллельный 
β-складчатый лист из четырёх β-тяжей [66].

МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ

Предполагаемые механизмы действия 
и обнаруженные в настоящее время мише-
ни бактериоцинов класса  II представлены 
на  рис.  4. Экспериментально показано, что 
большинство бактериоцинов класса II в срав-
нительно высоких (микромолярных) кон-
центрациях способны проявлять неспецифи-
ческое мембранолитическое действие и тем 
самым вызывать образование пор в мембране 
бактериальных клеток, что приводит к дисси-
пации трансмембранного потенциала и утечке 
низкомолекулярных веществ, включая ATP, 
неорганические ионы, аминокислоты и другие 
молекулы [12,  13]. Мембранотропные свой-
ства пептидов, как и во всех подобных случа-
ях, обусловлены гидрофобностью, амфифиль-
ностью и наличием положительного заряда. 
В  наиболее общем виде механизм такого дей-
ствия включает сближение и последующее свя-
зывание положительно заряженной области 
пептидов с отрицательно заряженной поверх-
ностью мембраны бактериальных клеток с по-
следующим погружением гидрофобной части 
пептида в липидный бислой и формировани-
ем поры. В случае педиоцин-подобных бакте-
риоцинов связывание с мембраной обеспечи-
вает N-концевой участок пептида, в то время 
как С-концевой участок погружается в липид-
ный бислой  [14, 15]. В  двухкомпонентных си-
стемах подкласса  IIb оба пептида принима-
ют участие в образовании трансмембранного 
спираль-спирального комплекса, а наличие 
GxxxG-мотивов способствует взаимодействию 
между α-спиралями компонентов пептидов в 
бислое (рис. 4, б) [16]. Механизм действия са-
позин-подобных безлидерных бактериоцинов 
тоже основан на быстром связывании пепти-
да с отрицательно заряженной мембраной за 
счёт электростатических взаимодействий, что 
затем вызывает флип-флоп-переходы липидов 
и формирование в мембране крупных торои-
дальных пор  (рис.  4,  в) [53,  76]. Способность 
нарушать целостность мембраны бактериаль-
ных клеток показана для латероспорулинов и 
некоторых других безлидерных бактериоци-
нов, однако детали этого механизма пока что 
до конца не изучены [12, 46].

По мере исследования деталей механизмов 
действия некоторых пептидов становилось 
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Рис. 4. Предполагаемые механизмы действия и обнаруженные мишени бактериоцинов подклассов IIa–IId. а – Ме-
ханизм действия педиоцин-подобных и лактококцин А-подобных бактериоцинов, связывающих мишень Man-PTS. 
б – Механизмы действия и предполагаемые мишени бактериоцинов подкласса IIb. в – Механизмы действия и обна-
руженные мишени бактериоцинов подклассов IIс и IId. AucA53 – ауреоцин А53; LcnA, LcnG и Lcn972 – лактокок-
цины А, G и 972; PedPA-1 – педиоцин PA-1; PlnE, PlnF, PlnJ и PlnK – плантарицины E, F, J и K

очевидным, что их активность в низких (нано- 
и пикомолярных концентрациях) объясняется 
специфичным связыванием с определёнными 
мембранными рецепторами. В  одних случа-
ях антимикробный эффект обусловлен нару-
шением функции такого рецептора, который 
жизненно важен для клетки, в других – рецеп-
тор выступает в качестве мембранного «яко-
ря», облегчающего последующее встраивание 
бактериоцина в мембрану с образованием 
поры. Нельзя исключать и комбинированного 
механизма, аналогичного механизму действия 
низин-подобных лантибиотиков [10].

Известно, что мишенью педиоцин-по-
добных бактериоцинов (подкласс  IIa) явля-
ется Man-PTS  [77–79]. Man-PTS  –  это слож-

ный белковый комплекс, который участвует 
в транспорте и регуляции обмена углеводов у 
бактерий и встречается примерно у  60%  бак-
терий, растущих на богатых углеводами сре-
дах. Этот комплекс катализирует фосфори-
лирование углеводных субстратов и, наряду с 
обеспечением транслокации через клеточную 
мембрану, координирует поглощение и ката-
болизм углеводов [77]. Было показано, что пе-
диоцин-подобные бактериоцины связываются 
с ассоциированным с мембраной комплексом 
IIC/IID фермента Man-PTS  (рис.  4,  а)  [78]. 
С  помощью сайт-направленного мутагенеза 
определено, что в специфичном связывании 
участвуют два участка субъединицы  IIC (α- и 
β-области) и один участок субъединицы  IID 
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(γ-область)  [79]. Похожий механизм действия 
характерен для лактококцин А-подобных бак-
териоцинов подкласса  IId, которые связыва-
ются с другими участками Man-PTS [68,  69]. 
Структура комплекса педиоцина PA-1 с Man-
PTS была недавно детально исследована мето-
дом криоэлектронной микроскопии [80].

Молекулярная мишень была выявле-
на и для некоторых бактериоцинов подклас-
са  IIb  (рис.  4,  б). Анализ геномов резистент-
ных к лактококцину G штаммов L. lactis IL1403 
и  MG1363 показал, что пептид способен свя-
зываться с ундекапренилпирофосфат-фосфа-
тазой  (UppP)  – мембранным ферментом, уча-
ствующим в синтезе пептидогликана клеточной 
стенки грамположительных бактерий  [81]. 
Лактококцин  G обладает избирательной ак-
тивностью в отношении Lactococcus  spp., что 
позволяет предположить существование обла-
стей, встречающихся исключительно в струк-
туре  UppP лактококков, которые специфично 
распознаются этим бактериоцином  [81]. Для 
энтероцина  1071 и лактококцина  Q, имею-
щих высокую гомологию с лактококцином  G, 
также предполагают связывание с  UppP  [81]. 
Плантарицин  JK, также представляющий дан-
ный подкласс, предположительно связывается 
с транспортёром  APC (Amino acid-Polyamine-
organoCation). Устойчивые к пептиду штаммы 
Weissella viridescens и L. plantarum содержат мута-
ции в гене этого транспортёра в участках транс-
мембранных спиралей  10–12  [82, 83]. Этот же 
подход позволил предположить, что плантари-
цин EF связывает С-концевой домен мембран-
ного Mg2+/Co2+-транспортного белка CorC [84].

Ранее считалось, что активность безлидер-
ных бактериоцинов (подкласс  IIc) не требует 
присутствия мембранного рецептора. Одна-
ко специфичная мишень была найдена и для 
представителя этого подкласса, бактериоци-
на LsbB. Показано, что такой мишенью являет-
ся Zn-зависимая мембранная металлопептида-
за YvjB (рис. 4, в) [85, 86]. Экспрессия гена yvjB в 
резистентных к LsbB штаммах Lactobacillus casei 
и Enterococcus faecalis делала их чувствительны-
ми к этому пептиду [85]. Дальнейшие исследо-
вания показали, что С-концевой консенсусный 
8-аминокислотный мотив KXXXGXXPWE LsbB 
содержит рецептор-связывающий домен, кото-
рый взаимодействует с высоко консервативны-
ми остатками Tyr356 и Ala353 в третьем транс-
мембранном домене YvjB [85]. Предполагается, 
что этот механизм действия распространён сре-
ди других пептидов из подгруппы  LsbB, таких 
как энтероцины Q, K1 и EJ97.

В отличие от других бактериоцинов клас-
са II, нацеленных на плазматическую мембра-

ну, лактококцин 972 из подкласса IId ингиби-
рует рост чувствительных грамположительных 
клеток, препятствуя образованию перегородки 
в процессе их деления  [87]. Лактококцин  972 
является единственным известным бактерио-
цином, который наряду с лантибиотиками спо-
собен распознавать и связывать предшествен-
ник клеточной стенки липид II (рис. 4, в) [88]. 
Аналогично мерсацидин-подобным лантибио-
тикам [10], он ингибирует синтез пептидогли-
кана, не вызывая при этом образования пор, 
как это имеет место в случае лантибиотиков 
группы низина. Сайт связывания лактококци-
на 972 с липидом II до сих пор не установлен. 
Известно, что он отличается от сайта связыва-
ния лантибиотиков, которые взаимодействуют 
с пирофосфатной группой, так как для лакто-
кокцина 972 не было выявлено конкуренции с 
низином за связывание липида II [88].

ПЕРСПЕКТИВЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
БАКТЕРИОЦИНОВ КЛАССА II

Бактериоцины класса II не содержат пост-
трансляционных модификаций, кроме образо-
вания дисульфидных связей, что значительно 
упрощает их биотехнологическое получение в 
гетерологичных продуцентах или с помощью 
химического синтеза. Большинство бактерио-
цинов класса  II являются термостабильными 
пептидами, и они способны сохранять более 
80% своей антимикробной активности после 
автоклавирования при 120 °С  [12, 13]. Многие 
бактериоцины класса II стабильны при низких 
значения pH [12, 89]. Продуценты бактериоци-
нов, относящиеся к группе МКБ и применяю-
щиеся в пищевой промышленности, призна-
ны безопасными (Generally Recognized as Safe, 
GRAS)  [9, 89]. Высокая термостабильность, 
относительная простота получения, низкая 
токсичность бактериоцинов класса  II и нали-
чие у них антимикробной активности в отно-
шении грамположительных и грамотрицатель-
ных пищевых патогенов, таких как Listeria spp., 
Enterococcus  spp., Staphylococcus aureus, E.  coli, 
Campylobacter jejuni, Salmonella spp., Shigella spp., 
а также способность подавлять рост спор 
Clostridium spp. и Bacillus spp. и способность ин-
гибировать рост различных грибков делает их 
перспективными кандидатными соединения-
ми для использования в качестве консервантов 
в пищевой промышленности [12, 13, 89]. Разра-
ботка биоконсервантов на основе бактериоци-
нов представляет большой интерес, поскольку 
бактериоцины не имеют цвета, запаха и вкуса, 
и эти вещества можно добавлять в пищевые 
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продукты без изменения их органолептиче-
ских свойств  [89]. Ряд работ демонстрирует 
эффективность бактериоцинов в консервации 
продуктов растительного и животного проис-
хождения [90–92]. Однако стоит отметить, что 
преимущества добавления некоторых бактерио-
цинов в пищевые продукты могут быть огра-
ничены слишком узким спектром активности 
или низкой растворимостью пептида [89]. Что-
бы преодолеть эти недостатки, использова-
ние бактериоцинов можно сочетать с другими 
подходами к консервации. Например, активно 
ведутся разработки упаковочных материалов, 
содержащих бактериоцины, что становится 
многообещающим способом замедления порчи 
пищевых продуктов [91, 92].

Наличие у бактериоцинов класса  II анти-
микробной активности в отношении соци-
ально значимых патогенов (Enterococcus  spp., 
S. aureus, Pseudomonas spp., E. coli, Mycobacterium 
tuberculosis, Candida albicans и др.), включая их 
резистентные и МЛУ штаммы, делает их пер-
спективными кандидатными соединениями для 
применения в медицине отдельно или в сочета-
нии с классическими антибиотиками [89]. При 
этом узкий спектр активности при действии в 
низких  (наномолярных) концентрациях даёт 
бактериоцинам класса  II преимущество перед 
классическими антибиотиками, так как позво-
ляет избежать негативного эффекта на коммен-
сальную микробиоту  [93]. Помимо антибакте-
риальной активности, некоторые бактериоцины 
класса II могут обладать противогрибковой или 
противовирусной активностью, что расширя-
ет потенциальный диапазон их медицинского 
применения. Например, энтероцин В способен 
подавлять вирусы гриппа, что было показано 
in vivo на модели гриппа у мышей [94]. Для ряда 
бактериоцинов класса II также показана высо-
кая антибиоплёночная активность, в том числе 
в отношении антибиотикорезистентных штам-
мов патогенов [74, 94–96].

Опубликовано сравнительно немного ра-
бот, характеризующих цитотоксичность и им-
муногенность бактериоцинов класса  II. Пока-
зано, что некоторые пептиды, в особенности 
продуцируемые пробиотиками, не токсичны 
по отношению к эукариотическим клеткам (на-
пример, плантарицин  149, энтероцин  DD14) 
[97,  98], другие могут быть токсичными в вы-
соких концентрациях (педиоцин PA-1)  [99], 
третьи проявляют токсичность даже в низких 
концентрациях (BacSp222) [54]. В ряде случаев 
наблюдается избирательная цитотоксичность в 
отношении клеток опухолей [100, 101]. Биоло-
гическая активность бактериоцинов класса  II 
не ограничивается прямым антимикробным 

или цитотоксическим эффектом. Например, 
было показано, что двухкомпонентный безли-
дерный энтероцин DD14 способен препятство-
вать адгезии клеток метициллин-резистентно-
го штамма S.  aureus  (MRSA) на поверхности 
эукариотических клеток CaCo-2 [102]. Энтеро-
цин  DD14 оказывает противовоспалительный 
эффект, снижая секрецию провоспалительных 
интерлейкинов IL-6 и IL-8 клетками этой же 
линии  [102]. Бактериоцин  BacSp222, напро-
тив, проявляет провоспалительную активность 
в отношении клеток моноцитарно-макрофа-
гальной системы и нейтрофилов [103].

Среди множества экспериментальных дан-
ных, свидетельствующих о терапевтическом по-
тенциале немодифицируемых бактериоцинов, 
особую ценность представляют немногочислен-
ные исследования, проведённые in  vivo и под-
тверждающие их эффективность в борьбе с ин-
фекцией в условиях внутренней среды живого 
организма. Так, двухкомпонентный плантари-
цин EF был эффективен на модели эшерихиоза 
E. coli K1.1 у мышей, при этом рекомбинантный 
пептид не вызывал токсических эффектов и не 
приводил к смерти животных даже при увели-
чении дозы выше 5000  мг/кг массы тела  [104]. 
Однократная местная доза безлидерного бак-
териоцина эпидермицина  NI01 так же эффек-
тивно подавляла инфекцию MRSA в носоглотке 
хлопковых крыс Sigmodon hispidus, как и вводи-
мый по два раза в течение трёх дней мупиро-
цин [105].

Несмотря на ряд описанных преимуществ, 
многим бактериоцинам класса  II присущ и 
ряд серьёзных недостатков: низкая биодоступ-
ность, являющаяся следствием больших раз-
меров молекул и плохой растворимости в фи-
зиологических условиях, чувствительность к 
протеолитическим ферментам и высокая стои-
мость производства. Всё это затрудняет прове-
дение клинических исследований, препятству-
ет коммерциализации разработок и будущему 
терапевтическому применению препаратов 
на их основе  [89]. Прорывные изменения те-
кущей ситуации могут обеспечить различные 
биоинженерные подходы, позволяющие улуч-
шить физико-химические и биологические ха-
рактеристики этих соединений.

Поскольку продуценты бактериоцинов яв-
ляются компонентами микробиоты человека 
и животных, они могут принимать участие в 
регулировании её видового состава и защите 
организма-хозяина от патогенных микроорга-
низмов [106, 107]. Опубликован ряд работ, де-
монстрирующих действие продуцентов бакте-
рицинов на микробиоту кишечника in vivo [108, 
109], а также рассматривающих стабильность и 



АНТОШИНА и др.1732

БИОХИМИЯ том 87 вып. 11 2022

эффекты бактериоцинов класса  II при их по-
падании в желудочно-кишечный тракт челове-
ка  [110]. Более детальные исследования «эко-
логической» роли бактериоцинов помогли бы 
более полно раскрыть потенциал применения 
пробиотиков в медицинских и других целях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Немодифицируемые бактериоцины на се-
годняшний день составляют наибольший по 
числу представителей класс бактериоцинов. 
Этот класс стремительно пополняется благода-
ря in  vitro скринингу штаммов-продуцентов и 
биоинформатическому анализу бактериальных 
геномов. Немодифицируемые бактериоцины 
подразделяют на ряд подклассов на основании 
сходства последовательностей и трёхмерных 
структур, путей биосинтеза и механизмов дей-
ствия. Подробный структурно-функциональ-
ный анализ проведён лишь для малого числа 
представителей бактериоцинов класса  II. Для 
ряда пептидов описаны трёхмерные структуры и 
механизмы антимикробного действия, которое 
может осуществляться как путём неспецифич-
ного воздействия на клеточную мембрану бак-
терий, так и за счёт специфичного связывания 
с белковым рецептором. Благодаря выражен-
ной антимикробной активности в отношении 
пищевых патогенов, устойчивости к высокой 
температуре и к низким значениям pH эти ан-
тимикробные пептиды, скорее всего, будут во 
всё более широких масштабах применяться в 
качестве биоконсервантов в пищевой промыш-
ленности. Вопрос о возможности медицин-
ского применения данного класса соединений 
пока что остаётся открытым. Бактериоцины 
класса  II, обладающие активностью в отно-

шении ряда патогенов, вызывающих тяжёлые 
инфекционные заболевания (Enterococcus  spp., 
S.  aureus, Listeria  spp., Pseudomonas  spp., E.  coli, 
C.  albicans и  др.), включая антибиотикорези-
стентные штаммы, могут стать скаффолд-мо-
лекулами или структурным каркасом для соз-
дания новых эффективных антимикробных 
средств, если будут решены проблемы улучше-
ния параметров фармакокинетики и снижения 
себестоимости производства. Независимо от 
успехов в этом направлении, безусловную цен-
ность для медицины представляет работа по ис-
следованию роли бактериоцинов нормальной 
микробиоты человека и бактериоцинов, попа-
дающих в организм человека с пищей, в под-
держании гомеостаза организма-хозяина, а так-
же изучение их влияния на состав микробиоты 
и на иммунитет носителя.
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STRUCTURAL FEATURES, MECHANISMS OF ACTION 
AND PROSPECTS FOR THE PRACTICAL APPLICATION 

OF CLASS II BACTERIOCINS

Review

D. V. Antoshina, S. V. Balandin, and T. V. Ovchinnikova*

Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 
117997 Moscow, Russia; E-mail: ovch@bk.ru

Bacteriocins are antimicrobial peptides ribosomally synthesized by both gram-negative and gram-positive 
bacteria, as well as by archaea. Bacteriocins are usually active against phylogenetically related bacteria, 
providing a competitive advantage to their producers in the natural bacterial environment. However, some 
bacteriocins are known to have a broader spectrum of antibacterial activity, including activity against 
multidrug-resistant bacterial strains. The multitude of bacteriocins studied to date are characterized by a 
wide variety of chemical structures and mechanisms of action. Existing classification systems for bacteriocins 
take into account their structural features, biosynthetic pathways, and phylogenetic affiliation of producing 
organisms. Heat-stable bacteriocins with a molecular weight of less than 10  kDa from gram-positive and 
gram-negative producers are divided into post-translationally modified (the class I) and unmodified peptides 
(the class  II). In recent years there has been an increasing interest in the class II bacteriocins as potential 
therapeutic agents that can help to combat antibiotic-resistant infections. Advantages of unmodified peptides 
are a relative simplicity of their biotechnological production in heterologous systems and chemical synthesis. 
A potential for the combined use of bacteriocins with other antimicrobial agents allowing to enhance their 
efficacy, a low probability of the cross-resistance development, and the ability of probiotic strains to produce 
bacteriocins in  situ make them promising candidate compounds for the creation of new drugs. The review 
focuses on the structural diversity of class II bacteriocins and their practical relevance.

Keywords: antibiotics, antimicrobial peptides, bacteriocins, antibiotic resistance
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Предложенный нами механизм образования динитрозильных комплексов железа (ДНКЖ), осно-
вополагающей стадией которого является диспропорционирование двух молекул  NO, связанных 
с ионом Fe2+, с последующей реализацией резонансной структуры железо-динитрозильного фраг-
мента ДНКЖ [Fe2+(NO)(NO+)], позволяет говорить об экспериментально подтверждаемой способ-
ности этих комплексов выступать в качестве доноров как нейтральных молекул NO, так и катионов 
нитрозония (NO+). Приводимый в обзоре анализ биологической активности ДНКЖ с тиол-содер-
жащими лигандами показывает, что высвобождаемые из этих комплексов молекулы NO и катионы 
нитрозония преимущественно оказывают на живые организмы соответственно позитивное (регу-
ляторное) или негативное (цитотоксическое) действие. Для усиления селективного высвобожде-
ния из  ДНКЖ катионов нитрозония с одновременным включением высвобождающихся из этих 
комплексов молекул NO и ионов железа в биологически неактивные мононитрозильные комплек-
сы железа с производными дитиокарбамата предлагается использовать эти производные для обе-
спечения распада ДНКЖ непосредственно в живых организмах.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: оксид азота, катионы нитрозония, динитрозильные комплексы железа, тиолы.

DOI: 10.31857/S0320972522110173, EDN: LXEUYE

Принятые сокращения: ДНКЖ – динитрозильные комплексы железа; Б-ДНКЖ и М-ДНКЖ – биядерная и моноядер-
ная формы динитрозильных комплексов железа; ДЭТК – диэтилдитиокарбамат; ДТК – дитиокарбамат; МАР – сред-
нее артериальное давление; МГД – N-метил-D,L-глюкаминдитиокарбамат; МНКЖ – мононитрозильные комплексы 
железа; МС – меркаптосукцинат; ТС – тиосульфат; GSH – глутатион; GS-NO – S-нитрозоглутатион; NAC – N-аце-
тил-L-цистеин; NAC-NO – S-нитрозо-N-ацетил-L-цистеин; NO+ – катион нитрозония.

ВВЕДЕНИЕ. ФИЗИКО-ХИМИЯ 
ДИНИТРОЗИЛЬНЫХ КОМПЛЕКСОВ 

ЖЕЛЕЗА, ОПРЕДЕЛЯЮЩАЯ 
ИХ СПОСОБНОСТЬ ВЫСТУПАТЬ 

В КАЧЕСТВЕ ДОНОРОВ NO И NO+

В настоящее время есть основание пола-
гать, что динитрозильные комплексы желе-
за  (ДНКЖ) с тиол-содержащими лигандами, 
функционирующие в живых организмах в ка-
честве «рабочей формы» одного из универсаль-
ных регуляторов метаболических процессов  – 
оксида азота  (NO), могут оказывать на эти 
организмы как позитивное, регуляторное, так 
и негативное, цитотоксическое действие [1–5]. 

В  задачу предлагаемого обзора входило по-
казать, что лежит в основе этого столь раз-
нонаправленного действия ДНКЖ на живые 
организмы.

ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами, 
точнее моноядерная форма этих комплексов 
(М-ДНКЖ), была открыта в дрожжевых клет-
ках и тканях животных в начале 1960-х  гг. по 
характерному для этой формы анизотропно-
му сигналу ЭПР со значениями g-фактора  – 
g┴ = 2,04; g|| = 2,014; gср. = 2,03 – «сигналу 2,03» 
(рис. 1) [6–10].

Что касается природы центров, ответ-
ственных за этот сигнал, она была идентифи-
цирована после того, как Ваниным  [12] было 

14*
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Рис. 1. Сигнал 2,03, впервые зарегистрированный в 1960-е гг.: а – в пекарских дрожжах [6, 7]; б – в химически индуци-
рованной гепатоме [8]; в – в печени голубей и кроликов [9]; г – в печени крыс на 7–35 сутки после введения гепатокан-
церогена в их диету [10]. д – Сигнал 2,03, зарегистрированный в 1990 г. в активированных макрофагах мышей в при-
сутствии субстрата NO-синтазы L-аргинина (спектр 1), L-аргинина и ингиибитора NO-синтазы N-метил-L-аргинина 
(NMLA) (спектр 2), при отсутствии L-аргинина и NMLA (спектр 3) или в присутствии только NMLA (спектр 4) [11]

обнаружено, что растворы М-ДНКЖ с низко-
молекулярными тиол-содержащими лигандами, 
характеризующиеся в процессе регистрации 
при комнатной температуре узким симметрич-
ным сигналом ЭПР [13], при их замораживании 
дают анизотропный сигнал ЭПР, полностью 
совпадающий с сигналом  2,03  (рис.  2). Анализ 
разрешённой сверхтонкой структуры  (СТС) 
сигнала ЭПР этих комплексов, зарегистриро-
ванного при комнатной температуре показал, 
что М-ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами 
включают в себя, наряду с одним атомом желе-
за, по два нитрозильных и по два тиол-содержа-
щих лиганда (формула  –  [(RS–)2Fe(NO)2]), что 
полностью совпало с последующим рентгено-
структурным анализом этих комплексов в кри-
сталлическом состоянии.

Уже в первой упомянутой выше публикации 
результатов ЭПР-исследований ДНКЖ с низ-
комолекулярными тиолами [13] было показано, 
что при снижении содержания тиолов в раство-
ре при синтезе ДНКЖ с тиол-содержащими ли-
гандами М-ДНКЖ обратимо превращаются в 
биядерную форму этих комплексов – Б-ДНКЖ 
(формула – [(RS–)2Fe2(NO)4]). Эта форма, в от-
личие от М-ДНКЖ, диамагнитна из-за спари-
вания парамагнитных железо-динитрозильных 

фрагментов Б-ДНКЖ при участии мостиковых 
атомов серы, связывающих эти фрагменты.

Другая деталь – в нашей уже цитированной 
выше работе  [12] и далее в наших последую-
щих публикациях  [14–16] было показано, что 
ДНКЖ могут включать в себя в качестве лиган-
дов не только низкомолекулярные тиолы, но 
также и тиоловые группы белков с образовани-
ем соответствующих белок-связанных ДНКЖ. 
Из-за низкой подвижности белковой компо-
ненты растворов этих комплексов при комнат-
ной температуре, недостаточной для усредне-
ния анизотропии g-фактора, сигнал ЭПР этих 
комплексов, регистрируемый при комнатной 
температуре, характеризуется анизотропной 
формой, совпадающей с формой сигнала 2,03.

Ясно, что биологическая активность 
ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами, оказы-
вающими на живые организмы как позитивное, 
так и негативное действие, определяется свой-
ствами электронной оболочки этих комплек-
сов, описываемой различными, в зависимости 
от окружающей среды, резонансными структу-
рами. Представление об этих структурах мож-
но получить, исходя из механизма образования 
парамагнитной моноядерной формы этих ком-
плексов – М-ДНКЖ.
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Рис. 2. Сигнал 2,03 (g  =  2,04;  2,014), зарегистрирован-
ный во влажной печени кролика  (а) и влажных дрож-
жах  (б)  [14]; ЭПР-спектры растворов ДНКЖ с цистеи-
ном, содержащие 14NO  (в  и  г), 15NO  (д  и  е)  [15] или 
57Fe (ж и з) [16]. Запись произведена при комнатной тем-
пературе  (а, б, г, е и з) или 77К (в, д и ж). и – Расшиф-
ровка СТС для сигнала 2,03 ДНКЖ с цистеином. Сигнал 
ЭПР при g = 2,0 (а и б) обусловлен эндогенными свобод-
ными радикалами

Как следует из упромянутой выше ра-
боты  [13], ДНКЖ с тиол-содержащими ли-
гандами могут возникать при обработ-
ке газообразным  NO водных растворов 
двухвалентного железа и тиолов. Поскольку в 
ходе этого синтеза молекулы NO попарно свя-
зываются с ионом Fe2+, то возникающий желе-
зо-динитрозильный фрагмент будет содержать 
на верхних молекулярных орбиталях  (МО) 

чётное число  (8) электронов (6  d-электронов 
от Fe2+  +  2  электрона от двух свободно-ради-
кальных молекул  NO), что в представлении 
Enemark–Feltham  [17] соответствует фор-
муле железо-динитрозильного фрагмента  – 
[Fe(NO)2]

8. В  этом случае при достаточном 
энергетическом разнесении верхних МО же-
лезо-динитрозильный фрагмент в ДНКЖ дол-
жен быть диамагнитным (ЭПР-неактивным), 
что не соответствует реальному низкоспино-
вому парамагнитному состоянию М-ДНКЖ 
с S = 1/2. Для устранения этого несоответствия 
к железо-динитрозильному фрагменту необ-
ходимо добавить или отнять один электрон, в 
результате электронная конфигурация в этом 
фрагменте должна смениться на парамаг-
нитные конфигурации, описываемые в пред-
ставлении Enemark–Feltham соответственно 
как [Fe(NO)2]

9 или [Fe(NO)2]
7.

Наиболее естественным способом сме-
ны [Fe(NO)2]

8- на [Fe(NO)2]
7-конфигурацию 

при синтезе  ДНКЖ представляется вклю-
чение реакции диспропорционирования  – 
приведённого на схеме  1 одноэлектронного 
взаимного окисления-восстановления сво-
боднорадикальных молекул  NO при участии 
d-электронной оболочки железа – назовём его 
«окислительным» механизмом образования 
ДНКЖ [18–22].

Гидролиз аниона нитроксила, образую-
щегося в результате диспропорционирования 
молекул NO в этих комплексах, приводит к 
образованию молекулы нитроксила  (HNO), 
выходящей из лигандного окружения железа 
с последующим включением в освободившее-
ся место третьей молекулы NO, завершающей 
синтез низкоспиновых (с S = 1/2) моноядерных 
комплексов (М-ДНКЖ), одна из резонансных 
структур которых, в соответствии со схемой 1, 
описывается как [(RS–)2Fe2+(NO+)(NO)].

Согласно Vanin  et  al.  [16], резонансная 
структура  [Fe2+(NO)(NO+)], описывающая со-
стояние железо-динитрозильного фрагмента в 
М-ДНКЖ, характерна также для тех же фраг-
ментов, включающихся в биядерную форму 
ДНКЖ (формула – [(RS–)2Fe2+

2(NO+)2(NO)2]).

Схема 1. «Окислительный» механизм образования М-ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами в реакции Fe2+, NO и тиолов
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В принципе, гидролизу (связыванию с анио-
ном гидроксила) может подвергнуться и входя-
ший в железо-динитрозильный фрагмент кати-
он нитрозония (NO+), превращающийся в ходе 
этой реакции в анион нитрита (при сохране-
нии нейтральных значений  рН). Однако тако-
го превращения в ДНКЖ с тиол-содержащими 
лигандами не происходит из-за наличия в этих 
комплексах атомов тиоловой серы. Высокая 
π-донорная электронная активность этих ато-
мов, передающих часть электронной плотности 
на катионы нитрозония, обеспечивает сниже-
ние положительного заряда на этих лигандах, 
предотвращая тем самым их связывание с анио-
нами гидроксила, т.е.  гидролиз этих катионов. 
В  результате резко повышается стабильность 
М-ДНКЖ и тем самым время их жизни в клет-
ках и тканях  [19]. Кроме того, обеспечивается 
возможность синтеза экзогенных стабильных 
ДНКЖ, которые можно использовать в опытах 
на различных живых организмах.

Возможен ли синтез низкоспиновых ДНКЖ 
с тиол-содержащими лигандами (с S = 1/2) пу-
тём одноэлектронного восстановления железо-

динитрозильного фрагмента с исходной 
[Fe(NO)2]

8-конфигурацией, о котором упо-
миналось выше? О  такой возможности, исхо-
дя из полученных экспериментальных дан-
ных, пишут Truzzi  et  al.  [23]. В  соответствии 
с предложенной ими схемой образования 
ДНКЖ (схема 2), вначале возникает мононит-
розильный комплекс железа, включающий в 
себя два тиол-содержащих лиганда, с конфи-
гурацией железо-мононитрозильного фраг-
мента  [Fe(NO)]7, а затем происходит одно-
электронное восстановление этого фрагмента 
входящим в него тиол-содержащим лигандом с 
последующим его замещением молекулой  NO 
и включением в комплекс другого тиола – на-
зовём это «восстановительным» механизмом 
образования ДНКЖ.

В результате этого «восстановитель-
ного» механизма возникает М-ДНКЖ с 
[Fe(NO)2]

9-конфигурацией железо-динитро-
зильных фрагментов, описываемый резонанс-
ной структурой [(RS–)2Fe+(NO)2].

Главным аргументом против этой схемы 
является то, что, исходя из неё, невозмож-

Схема 2. «Восстановительный» механизм образования ДНКЖ в водном растворе, предложенный Truzzi  et  al.  [23]. 
RSE – тиоэфир красной соли Руссина (Roussine Red Salt thioester)
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но объяснить образование М-ДНКЖ с ли-
гандами нетиоловой природы  – с фосфатом, 
цитратом, сукцинатом, наконец, с водой, ха-
рактеризующихся, как и М-ДНКЖ с тиол-со-
держащими лигандами, низкоспиновым со-
стоянием с  S  =  1/2 и сигналами ЭПР, хотя и 
отличающимися по форме от сигнала  2,03, 
но с тем же средним значением g-фактора и 
примерно теми же главными значениями это-
го тензора  [12, 13]. Очевидно, вряд ли можно 
утверждать, что перечисленные нетиоловые 
лиганды способны, как их тиол-содержащие 
аналоги, восстанавливать железо-мононитро-
зильный фрагмент с [Fe(NO)]7-конфигураци-
ей до [Fe(NO)]8 с последующим её превраще-
нием в конфигурацию [Fe(NO)2]

9 с S = 1/2. Что 
касается механизма образования М-ДНКЖ, 
основой которого является реакция диспро-
порционирования молекул  NO, для этого ме-
ханизма не имеет значения, способны ли ани-
онные лиганды или нет выступать в качестве 
восстановителей.

Резонансная структура железо-динитро-
зильных фрагментов – [Fe2+(NO+)(NO)] в М- и 
Б-ДНКЖ, которая следует из механизма, учи-
тывающего диспропорционирование моле-
кул NO при образовании этих комплексов, даёт 

основание говорить об их способности высту-
пать в качестве доноров как нейтральных моле-
кул NO, так и катионов нитрозония, причём в 
соответствии со схемой их равновесного распа-
да (схема 3) – в равном соотношении [18–22].

Схема 3. Химическое равновесие между М-ДНКЖ с тиол-
содержащими лигандами, синтезированным по «окисли-
тельному» механизму, и составляющими М-ДНКЖ ком-
понентами

В присутствии тиолов катионы нитрозония 
включаются в S-нитрозотиолы (RS-NO), при 
удалении тиолов катионы нитрозония гидро-
лизуются в анионы нитрита.

Иная ситуация, очевидно, реализуется 
при равновесном распаде М- и Б-ДНКЖ при 
[Fe(NO)2]

9-конфигурации железо-динитрозиль-
ных фрагментов (схема 4).

Схема 4. Химическое равновесие между М-ДНКЖ с 
тиол-содержащими лигандами, синтезированным по 
«восстановительному» механизму, и составляющими 
М-ДНКЖ компонентами

Рис. 3. Спектры поглощения 0,5 мМ растворов Б-ДНКЖ-NAC, содержащих 2,0 и  0,5  мМ  NAC, не включённого 
в комплексы (соответственно кривые 1 и 2). Кривые 3–6 – спектры поглощения 2,0 мМ растворов тех же комплексов, 
содержащих 8,0 мМ (кривые 3 и 4) или 2,0 мМ NAC (кривые 5 и 6), не включённых в эти комплексы, подвергнутых на-
греванию при 80 °С в анаэробных условиях в течение 7–9 мин. Спектры 5 и 6 с полосами на 334 и 543 нм (на вставке) 
обусловлены образующимися NAC-NO. Коэффициенты экстинкции Б-ДНКЖ и NAC-NO для полос поглощения 360 
и 334 нм – соответственно 3700 (в пересчёте на один атом железа в Б-ДНКЖ) и 0,94 М–1·см–1 [22]
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В этом случае нитрозильные лиганды 
высвобождаются в форме нейтральных моле-
кул NO и анионов нитроксила, но только не в 
форме катионов нитрозония. Последнему, как 
это следует из схемы  4, препятствует локали-
зация на железо-динитрозильных фрагментах 
высокой электронной плотности, определяе-
мой в соответствии с представлением Enemark–
Feltham [17] формулой [Fe(NO)2]

9. В связи с этим 
можно было предполагать, что если бы удалось 
экспериментально показать, что М-ДНКЖ с 
тиол-содержащими лигандами, так же как и 
их биядерные аналоги, способны при распаде 
высвобождать как молекулы NO, так катионы 
нитрозония, этот факт мог бы однозначно сви-
детельствовать в пользу [Fe(NO)2]

7-конфигура-
ции железо-динитрозильных фрагментов в этих 
комплексах. Другими словами, можно было бы 
говорить о реализации при их синтезе меха-
низма диспропорционирования молекул  NO, 
попарно связывающихся с ионами двухвалент-
ного железа с последующими процессами, по-
казанными на схемах 1 и 3.

Такого рода исследования  [20–22] полно-
стью подтвердили это предположение. Оказа-
лось, что при прогреве при 80  °С биядерной 
формы ДНКЖ с глутатионом  (GSH) или 
N-аце тил-L-цистеином  (NAC) в сильнокис-
лых растворах (при  рН  1–2) вне зависимости 
от наличия или отсутствия воздуха в системе 
происходил, судя по исчезновению спектра по-
глощения этих комплексов, полный их распад 
с появлением полос поглощения, характерных 

для S-нитрозированных форм  GSH и  NAC 
(GS-NO и NAC-NO), как это продемонстриро-
вано на рис. 3 для Б-ДНКЖ-NAC [22].

Как следует из  рис.  3, при минимальном 
соотношении концентрации Б-ДНКЖ-NAC 
и невключённого в комплексы (свободно-
го) NAC (1 : 1) прогрев их раствора в анаэроб-
ных условиях приводил к образованию NAC-NO 
в концентрации, соответствующей включению 
в NAC-NO в форме  NO+ половины (в соот-
ветствии со  схемой  3) нитрозильных лигандов 
Б-ДНКЖ (рис.  3, кривые 5 и  6, полученные в 
двух независимых опытах). Таким образом, этот 
результат показал, что при распаде ДНКЖ с ти-
ол-содержащими лигандами из них действитель-
но могут высвобождаться катионы нитрозония, 
что является, по мнению автора обзора, одно-
значным доказательством реальности предло-
женного механизма образования этих комплек-
сов, основой которого предполагается реакция 
диспропорционирования молекул NO (схема 1).

При более высокой концентрации свобод-
ного NAC (при соотношении NAC : Б-ДНКЖ-
NАС, равном 4 : 1) образования NAC-NO в этих 
опытах не обнаруживалось (рис. 3, кривые 3 и 4, 
полученные в двух независимых опытах). По-ви-
димому, при избытке этого тиола он мог иници и-
ровать восстановление NO+ до NO. Возможный 
механизм такого восстановления будет рассмо-
трен в заключительной части обзора.

Как следует из схемы  3, наряду с высво-
бождением из распадающихся ДНКЖ ка-
тионов нитрозония, эти комплексы спо-

Рис. 4. Слева – схема модифицированного аппарата Тунберга, использованного для измерения оптического поглоще-
ния NO и NO2 в газовой фазе. Справа – спектр оптического поглощения NO (четыре эквидистантных узких полосы, 
кривая 1) и суммарное оптическое поглощение газовой смеси NO и NO2 (кривая 2)
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собны выступать не менее эффективно и в 
качестве доноров молекул NO. Высвобождение 
последних из ДНКЖ было продемонстрировано 
Borodulin et al.  [24] с помощью разработанного 
метода регистрации газообразного NO по харак-
терному спектру поглощения в УФ-области  – 
четырём узким эквидистантным полосам погло-
щения в диапазоне 220–190 нм (рис. 4, справа). 
Эти полосы регистрировались при пропускании 
луча света в спектрофотометре вдоль оси ци-
линдрической кюветы, наполненной газообраз-
ными NO или NO2 (рис. 4, слева).

При блокаде тиоловых групп в М- и Б-ДНКЖ 
с тиол-содержащими лигандами различными 
тиоловыми реагентами или при окислении этих 
групп, вызывающих распад ДНКЖ, высвобож-
дающиеся из комплексов катионы нитрозония 
при нейтральных значениях рН раствора гидро-
лизовались (из-за отсутствия тиолов) в нитрит, 
тогда как другая половина нитрозильных ли-
гандов высвобождалась в форме газообразно-
го NO, регистрируемого как показано на рис. 4 
по четырём эквидистантным полосам оптиче-
ского поглощения [20, 22].

Способность ДНКЖ с тиол-содержащими 
лигандами выступать в живых организмах в ка-
честве доноров как катионов нитрозония, так и 
нейтральных молекул  NO, естественно, делает 
затруднительным выяснение вопроса, какой из 
этих компонентов ДНКЖ может быть ответ-
ственным за какое-либо биологическое действие 
этих комплексов. Нами предложен эксперимен-
тальный подход для решения этой проблемы, 
позволяющий выявить биологическое действие 
ДНКЖ, обусловленное только высвобождаю-

щимися из этих комплексов катионами нитрозо-
ния. Суть его состоит в использовании в опытах 
с ДНКЖ производных дитиокарбамата (ДТК) – 
диэтил дитиокарбамата  (ДЭТК) или N-метил-
D,L-глюкаминдитиокарбамата  (МГД)  [25]. Как 
показано на  схеме  5, при контакте с ДНКЖ 
эти агенты перехватывают на себя из железо-
динитрозильных [Fe(NO)2]-фрагментов этих 
комплексов железо-мононитрозильную груп-
пу  – [Fe(NO)], образующую с производными 
дитиокарбамата  (R2=NCS2) прочные ЭПР-ре-
гистрируемые мононитрозильные комплексы 
железа  (МНКЖ), характеризующиеся форму-
лой [(R2=NCS2)2FeNO].

Образующиеся высокостабильные МНКЖ 
с МГД или  ДЭТК биологически неактивны, 
так что ни включённые в них молекулы NO, ни 
ионы  Fe2+, ни дитиокарбаматные лиганды не 
высвобождаются из них и не способны в связи 
с этим оказывать на живые организмы какое-
либо действие. Что касается катионов  NO+, 
высвобождающихся при этом из железо-динит-
розильных фрагментов  ДНКЖ, в живых орга-
низмах они преимущественно могут включать-
ся в реакцию S-нитрозирования, показанную 
на  схеме  5, с образованием соответстветству-
ющих S-нитрозотиолов  [25–27]. Кроме того, 
катионы нитрозония могут воздействовать на 
различные клеточные компоненты как сильные 
окислители [26, 27]. Эти воздействия и иниции-
руют, по-видимому, в клетках различные нега-
тивные, цитотоксические эффекты.

Эксперименты, проведённые английски-
ми исследователями на культуре фибробластов 
Swiss 3T3, показали, что в дозовом отношении 

Схема 5. Механизм превращения Б- и М-ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами в МНКЖ с ДЭТК или МГД. Высво-
бождающиеся при этом катионы NO+ могут S-нитрозировать низкомолекулярные и белковые тиолы, а также тиоло-
вую группу в составе ДЭТК или МГД. Наверху приводится зарегистрированный при 77К сигнал ЭПР со значениями 
g-фактора – 2,04 и 2,02 и триплетной сверхтонкой структурой, характерный для МНКЖ с дитиокарбаматом [25]
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катионы нитрозония в  40  раз более цитоток-
сичны, чем молекулы NO [28]. Доноры NO+ – 
ионы нитропруссида [(CN–)5Fe2+NO+]2–  – вы-
зывали апоптоз у 50%  клеток фибробластов 
уже после 2-часовой инкубации этих клеток 
с 20  мкM  нитропруссида, тогда как анало-
гичное действие на фибробласты Swiss  3T3 
молекулы  NO оказывали только при кон-
центрации 800  мкM через 24  ч  инкубации 
клеток с газообразным  NO или с донора-
ми NO – S-нитрозоглутатионом (GS-NO) или 
S-нитрозо-N-ацетил пенициламином  (SNAP). 
Аналогичный результат получен для бакте-
рий  [29,  30]. Таким образом, есть основание 
полагать, для катионов нитрозония характерен 
более выраженный цитотоксический эффект 
по сравнению с молекулами  NO. Поскольку 
оба этих агента  – NO+ и  NO  – могут высво-
бождаться из ДНКЖ с тиол-содержащими ли-
гандами, оказываемое этими комплексами не-
гативное, цитотоксическое действие на живые 
организмы, вероятнее всего, может быть обу-
словлено высвобождающимися из них катио-
нами нитрозония, тогда как позитивное, регу-
ляторное действие  – высвобождающимися из 
ДНКЖ нейтральными молекулами NO.

ПОЗИТИВНОЕ, РЕГУЛЯТОРНОЕ 
ДЕЙСТВИЕ ДНКЖ КАК ДОНОРОВ NO 

НА ЖИВЫЕ ОРГАНИЗМЫ

В настоящее время обнаружено разно-
образное позитивное, регуляторное действие 
ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами на 
различные биосистемы. Например, продемон-
стрирована их способность повышать жизне-
способность культур незлокачественных кле-
ток при вариации концентрации комплексов в 
диапазоне 20–250  мкМ  [31–34] и вместе с тем 
оказывать на культуры злокачественных клеток 
токсическое действие примерно в том же диапа-
зоне концентраций [25, 35, 36]. Другой пример: 
оказалось, что при оральном введении мышам 
ДНКЖ с меркаптоэтанолом, эти комплексы, 
переходя на альбумин или муцин, поступали из 
желудка в мозг этих животных, индуцируя ней-
рогенез в гипокампусе и усиливая тем самым 
когнитивные способности мышей [37]. К сожа-
лению, в этих исследованиях вопрос от том, ка-
кими компонентами ДНКЖ – молекулами NO 
или катионами нитрозония – были обусловле-
ны эти эффекты, в цитированной работе не ста-
вился. Что касается других приводимых ниже 
примеров позитивного действия ДНКЖ с тиол-
содержащими лигандами на живые организмы, 
можно с достаточно чёткой уверенностью гово-

Рис. 5. Вазодилататорное действие  ДНКЖ с цистеином 
при соотношении ДНКЖ и несвязанного с комплексом 
(свободного) цистеина, равном 1 : 2 (а) или 1 : 20 (б) в за-
висимости от дозы ДНКЖ (от 1 нМ до 10 мкM) на кольце-
вом сегменте абдоминальной аорты крыс с сохранённым 
эндотелием, предварительно сокращённым норадренали-
ном (NA, 10–7 M)

рить о том, что эффекты действительно были 
обусловлены высвобождением из этих ком-
плексов нейтральных молекул NO.

В первую очередь это касается вазодила-
таторной [38–41] и гипотензивной [42–47] ак-
тивности этих комплексов, демонстрируемой 
на рис. 5 и 6.

Как следует из рис. 5, ДНКЖ с  цистеином 
вызывают расслабление сосудов, начиная с кон-
центрации 10 нМ. При этом скорость восстанов-
ления тонуса сосуда снижается по мере повыше-
ния содержания свободного цистеина в среде, 
что коррелирует с повышением стабильности 
ДНКЖ в этой среде. Вазодилататорная актив-
ность этих комплексов полностью подавлялась 
в присутствии ингибиторов гуанилатциклазы  – 
гем-содержащего фермента, активируемого мо-
лекулярным NO [39]. Этот факт однозначно сви-
детельствует о том, что именно молекулы NO, 
высвобождавшиеся из  ДНКЖ, ответственны за 
вазорелаксирующее действие этих комплексов.
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Рис. 6. Изменение среднего артериального давления (МАР, в % к исходному) у крыс при болюсном внутривенном (в/в), 
внутримышечном  (в/м), интраперитонеальном (внутрибрюшинном)  (и/п), ректальном  (рект.) или подкожном  (под-
кож.) введении крысам Б-ДНКЖ с глутатионом (в дозе 2 мкмоля на кг веса животного)

Впервые вазодилататорное действие ДНКЖ 
с тиол-содержащими лигандами было обнару-
жено нами в соотрудничестве с Ю.П. Ведерни-
ковым во Всесоюзном кардиологическом науч-
ном центре (ВКНЦ) [38], а затем этот результат 
воспроизведён [39] нами в Германии в сотруд-
ничестве с Р.  Буссе и  А.  Мюльшем. В  это же 
время независимо группа английских исследо-
вателей получила аналогичный результат  [40]. 
Естественно было ожидать, что высокая вазо-
дилататорная активность  ДНКЖ должна была 
обеспечивать гипотензивное действие этих ком-
плексов, что и было обнаружено нами в 80-е гг. 
сначала на наркотизированных (анестезирован-
ных) крысах, а затем и на бодрствующих живот-
ных  [42–44]. Более детальное изучение этого 
эффекта было продолжено в сотрудничестве с 
сотрудниками ВКНЦ в 2000-е гг. [45–47].

В качестве примера одного из результатов 
этих исследований на рис. 6 показано измене-
ние среднего артериального давления  (МАР) 
у крыс в зависимости от способа введения им 
Б-ДНКЖ с глутатионом (рис. 6) [47].

В отличие от в/в введения комплекса, при 
котором обнаруживалась фаза кратковремен-
ного (на несколько минт) снижения  МАР, 
обусловленного высвобождением  NO из вво-
димых низкомолекулярных  ДНКЖ, при дру-
гих способах инъекции ДНКЖ с  GSH эта 
фаза не наблюдалась. В  таких случаях гипо-
тензия определялась высвобождением  NO из 
белковых  ДНКЖ, возникающих в результате 
переноса железо-динитрозильных  [Fe(NO)2]-
фрагментов c низкомолекулярных ДНКЖ на 
белковые тиолы с образованием белок-связан-

ных ДНКЖ. Высокая устойчивость последних 
обеспечивала лишь медленное высвобождение 
из них молекул  NO с медленным снижени-
ем МАР и медленным его восстановлением до 
исходного уровня. Аналогичная кинетика из-
менения МАР наблюдалась и при в/в введении 
ДНКЖ с  GSH после быстрого превращения 
последних в белок-связанные ДНКЖ, которые 
обнаруживались в крови животных по сигна-
лу  2,03, сохранявшему анизотропную форму 
при повышении температуры его регистрации 
от 77К до комнатной температуры [45, 46].

На участие молекул NO, высвобождавших-
ся из ДНКЖ, как детерминантов гипотензивно-
го действия этих комплексов на бодрствующих 
крыс (рис. 7, а, кривые 1 и 2), свидетельствуют 
результаты исследования влияния ДЭТК на ки-
нетику гипотензивного эффекта ДНКЖ с тио-
сульфатом [44]. Как показано на рис. 7, а (кри-
вая  3), в/в  введение крысам этого комплекса 
через 1 мин после такого же введения им рас-
твора ДЭТК приводило практически к полному 
снятию гипотензивного эффекта. При введе-
нии ДЭТК после ДНКЖ в моменты, указанные 
на рис. 7, а (кривые 4 и 5) стрелками, наблюда-
лось кратковременное снижение артериального 
давления, сменявшееся постепенным его вос-
становлением до исходного уровня.

Как показано на схеме  5, при контак-
те ДНКЖ с производными дитиокарбама-
та  (ДТК) возникают весьма устойчивые ком-
плексы МНКЖ–ДТК, жёстко удерживающие 
железо-мононитрозильную группу и тем самым 
пред отвращающие действие на клетки и ткани 
входящих в эту группу молекулы NO и иона Fe2+. 
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Рис. 7. Изменение артериального давления (АД или  ΔАД) у бодрствующих крыс  (а) после в/в  введения им ДНКЖ 
с тиосульфатом в дозе 10  мкмолей/кг  веса животных (кривые  1  и  2); ДНКЖ введён через 1  мин после в/в  введения 
ДЭТК (30 мг/кг) (кривая 3); ДЭТК вводили животным после ДНКЖ в моменты, указанные стрелками (кривые 4 и 5). 
б – Спектры ЭПР крови (1 и  4), печени (2 и 5) и почек (3 и 6), полученных у крыс при последовательном введении 
ДЭТК + ДНКЖ с интервалом 1 мин (1–3) или последовательном введении ДНКЖ + ДЭТК с интервалом 1 мин (4–6). 
Спектры зарегистрированы при 77 K

Очевидно, что именно включение NO в МНКЖ 
с  ДЭТК предварительно обработанным кры-
сам приводило к резкому ослаблению гипо-
тензивного действия ДНКЖ, показанному на 
рис.  7. Об этом свидетельствует также транс-
формация сигнала 2,03 в тканях этих животных 
(рис. 7, б,  спектры 1–3): в печени и почках ре-
гистрировался триплетный сигнал ЭПР, харак-
терный для МНКЖ–ДЭТК, тогда как в крови 
снижалась амплитуда компоненты сигнала 2,03 
при g = 2,012. Это снижение наблюдалось нами 
ранее в специальных опытах, в которых изуча-
лось взаимодействие ДЭТК с ДНКЖ, связанны-
ми в крови крыс с молекулами альбумина  [48]. 
Что касается дополнительного кратковремен-
ного снижения артериального давления при 
введении крысам ДЭТК после ДНКЖ (рис. 7, а, 
кривые 4 и 5), оно, очевидно, было обусловлено 
быстрым распадом S-нитрозотиолов (RS-NO), 
образующихся в соответствии со схемой 5 в ре-
акции ДНКЖ с  ДЭТК. Высвобождавшиеся из 
RS-NO молекулы  NO и обеспечивали наблю-
давшееся кратковременное снижение артери-
ального давления [44]. Часть ДНКЖ, появляю-
щихся в тканях животных, могла в этих опытах 
оставаться недоступной для  ДЭТК, о чём сви-
детельствует факт меньшего вклада триплетно-
го сигнала ЭПР от МНКЖ–ДЭТК в суммарные 
спектры ЭПР, приводимые на  рис.  7,  б (спек-
тры  5  и  6). Эти сохранившиеся ДНКЖ и обе-

спечивали задержку восстановления артериаль-
ного давления до исходного уровня (рис.  7,  а, 
кривые 4 и 5).

Итак, основной результат этих исследова-
ний – доказательство того, что гипотензивная 
активность ДНКЖ в наших опытах определя-
лась высвобождающимися из этих комплексов 
молекулами  NO, связывающимися с гемовым 
железом в гуанилатциклазе, и тем самым акти-
вирующими этот фермент.

Аналогичное заключение можно сделать и 
в отношении способности ДНКЖ с тиол-со-
держащими лигандами ускорять заживление, 
по крайней мере, кожных ран. Этот процесс, 
вызываемый ДНКЖ, полностью имитировал 
заживление этих ран, стимулированное газо-
образным  NO, подаваемым на раны, или  NO, 
продуцируемым в них из L-аргинина при уча-
стии конститутивных и индуцибельной NO-
синтаз [49, 50]. То же самое можно сказать и в 
отношении способности ДНКЖ с тиол-содер-
жащими лигандами подавлять агрегацию тром-
боцитов и, более того, инициировать лизис уже 
образовавшихся тромбов [51, 52]. Здесь следует 
отметить и то, что, как было показано в работе 
Шамовой  и  соавт.  [53], ДНКЖ способны рез-
ко повышать эластичность эритроцитов и тем 
самым облегчать их движение в капиллярах  – 
свойство ДНКЖ, полезное для улучшения мик-
роциркуляции.
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Рис. 8. Изменение во времени системного среднего артериального давления (кривые  1–4) и внутрикавернозного 
давления крови в кавернозных (пещеристых) телах пениса (кривые  5–8) при внутрикавернозном  (в/к) введении 
крысам-самцам ДНКЖ с цистеином в дозе 2  мкмоля на  кг  веса животного  – кривые  2  и  6; папаверина (1  мг/кг 
веса животного) – кривые 3 и 7, суммарном введении (ДНКЖ + папаверин) в тех же концентрациях – кривые 4 и 8 
и физраствора (PS) – кривые 1 и 5

Во всех этих биосистемах позитивное, ре-
гуляторное действие ДНКЖ было обусловлено 
высвобождением из них молекул  NO, акти-
вирующих один из важнейших регуляторных 
ферментов клеток и тканей  – гуанилатцикла-
зу, ответственную за появление в биосистемах 
одного из вторичных мессенджеров  – цикли-
ческого гуанозинмонофосфата (cGMP), за-
пускавшего сложную систему биохимических 
процессов, приводивших в итоге к физиологи-
ческим эффектам, вызванным взаимодействи-
ем c гуанилатциклазой молекулярного  NO, в 
частности, высвобождавшегося из ДНКЖ.

Гидролиз cGMP соответствующей фосфо-
диэстеразой  (ФДЭ-5) блокировал реализацию 
этих эффектов. В  свою очередь, подавление 
активности этого фермента, например, папа-
верином, усиливало эти эффекты, например, 
существенно повышало длительность гипо-
тензивного действия ДНКЖ  [54]. Эти законо-
мерности чётко проявлялись в наших опытах 
на животных по изучению эректильного дей-
ствия  ДНКЖ с тиол-содержащими лиганда-
ми  [54], результаты которых продемонстриро-
ваны на рис. 8.

Введение в пенис крыс-самцов ДНКЖ с цис-
теином вместе с папаверином (кстати, аналогом 
Виагры) приводило к резкому повышению дли-
тельности эрекции пениса. Более того, у 10 из 17 
принимавших участие в эксперименте живот-
ных развивалось явление приапизма (необрати-
мая эрекция из-за отсутствия оттока венозной 
крови из пениса). Величина давления крови в 
кавернозных телах достигала уровня, равного 

системному среднему артериальному давлению 
у тех же животных. Характерно, что пенил-эрек-
тильная реакция на ДНКЖ с цистеином имела 
место и у крыс, подвергнутых хирургической де-
нервации кавернозной ткани [54].

НЕГАТИВНОЕ, ЦИТОТОКСИЧЕСКОЕ 
ДЕЙСТВИЕ ДНКЖ КАК ДОНОРОВ NO+ 

НА КЛЕТКИ И ТКАНИ

Впервые цитотоксическое действие ДНКЖ 
как доноров катионов нитрозония было проде-
монстрировано в работе российских и немец-
ких исследователей  [35] на культуре опухоле-
вых клеток Jurkat человека с использованием 
М-ДНКЖ с тиосульфатом (М-ДНКЖ–ТС). 
Как показано на  рис.  9, при одновремен-
ном введении в культуру опухолевых клеток 
0,1  мМ М-ДНКЖ–ТС и 0,2  мМ  МГД количе-
ство клеток в состоянии апоптоза повышалось 
до  60%. Если же учесть, что, в соответствии 
со схемой  5, при указанном соотношении ко-
личества М-ДНКЖ и производного дитио-
карбамата  (МГД), железо-мононитрозильная 
группа из М-ДНКЖ–ТС должна была полно-
стью включаться в биологически неактивные 
МНКЖ–МГД с высвобождением 0,1  мМ  ка-
тионов нитрозония, можно утверждать, что 
60%-ный уровень апоптоза был обусловлен 
только высвобождающимся из М-ДНКЖ–ТС 
0,1 мМ NO+.

Таким образом, МГД, фактически обе-
спечивавший распад М-ДНКЖ–ТС (как это 
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Рис. 9. Инициирование апоптоза в культуре клеток Jurkat при введении М-ДНКЖ–ТС и МГД. а – Доля (в %) клеток Jurkat
 в состоянии апоптоза в контроле (столбик 1), после добавления в клеточную культуру 0,1 мМ М-ДНКЖ–ТС (ДНКЖ, 
столбик  2), M-ДНКЖ–ТС  +  2 мМ  GSH (ДНКЖ  +  GSH, столбик  3), М-ДНКЖ–ТС  +  0,2  мМ  МГД (ДНКЖ  +  МГД, 
столбик  4), 0,2  мМ  МГД (столбик  5) и 0,1  мМ  (Fe  +  тиол) (столбик  6). б  – Трансформация сигнала  2,03  (I), зареги-
стрированного в клеточной культуре после добавления к ней М-ДНКЖ–ТС, в сигнал ЭПР МНКЖ–МГД  (II) при 
последующем введении в культуру 0,2 мМ МГД. III – контроль

следует из приводимых на рис.  9, ЭПР-спек-
тров I–III) за счёт появляющихся катионов 
нитрозония, резко повышал цитотоксическое 
действие М-ДНКЖ. Характерно, что при за-
мещении в М-ДНКЖ–ТС тиосульфата на глу-
татион, что приводило к образованию более 
устойчивого Б-ДНКЖ–GSH, цитотоксическая 
активность препарата существенно ослабля-
лась (рис. 9, а, столбик 3).

Проведённые нами аналогичные экспе-
рименты на культуре опухолевых клеток че-
ловека MCF-7 с использованием Б-ДНКЖ 
с меркаптосукцинатом (Б-ДНКЖ–МС) или 

Б-ДНКЖ–GSH также показали, что добавле-
ние к ним МГД резко ослабляло выживаемость 
клеток при действии на них обоих комплексов 
(выживаемость оценивалась по МТТ-тесту, 
т.  е. по ослаблению активности митохондрий 
[25] (рис. 10).

Как следует из рис.  10, в соответствии с 
вышеприведённым рассмотрением, 0,5 мМ ка-
тионов нитрозония, высвобождавшихся под 
действием  МГД из Б-ДНКЖ–МС на  30% ос-
лабляли выживаемость клеток. В  опытах с 
Б-ДНКЖ–GSH эта величина достигалась при 
соотношении комплекса и  МГД, равном 1  :  3. 

Рис. 10. Ослабление выживаемости клеток MCF-7 под действием Б-ДНКЖ–МС (а) или Б-ДНКЖ–GSH (б) при до-
бавлении к ним МГД, определявшееся МТТ-методом. Соотношение концентрации обоих Б-ДНКЖ и МГД (Б-ДНКЖ/
МГД в мМ) следующее: а – 0/0  (1); 0,5/0  (2); 0,5/1  (3); б – 0/0  (1); 1/0  (2); 1/2  (3); 1/3  (4). Столбики 4 на панели а 
и 5 – на панели б характеризуют влияние МНКЖ/МГД при концентрации этих комплексов 0,5 (4) и 1,0 мМ (5)
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Рис. 11. 2D-диаграммы, полученные методом проточной цитофлуориметрии клеточной культуры. Гибель клеток 
MCF-7 при их обработке М-ДНКЖ–МС (0,5 мМ) и МГД (1,0 мМ) (по окрашиванию смеси «аннексин + пропидий 
иодид»). Клетки инкубировали или только с Б-ДНКЖ–МС (а) или смесью Б-ДНКЖ–ТС + МГД (б). в – Гибель клеток 
в %-ном отношении: столбик 1 – контроль; столбик 2 – инкубация с Б-ДНКЖ–МС; столбик 3 – инкубация с МГД; 
столбик 4 – инкубация со смесью Б-ДНКЖ–МС + МГД; столбик 5 – сумма эффектов Б-ДНКЖ–МС и МГД (столби-
ки 2 + 3) при отсутствии взаимодействия между ними

Не исключено, что низкая эффективность дей-
ствия катионов нитрозония в этих опытах была 
обусловлена слабым проникновением  МГД в 
клетки, недостаточным для эффективного ток-
сического действия, появляющегося в клетках 
нитрозония на митохондрии.

Более эффективное подавление выжи-
ваемости клеток (их  гибель) в этой культуре 
определялось по двухмерной диаграмме, по-
лученной методом проточной цитофлуоримет-
рии  [25], характеризующей степень апоптоза 
(по флуоресценции аннексина  V-FITC) и сте-
пень некроза (по флуоресценции пропидия ио-
дида) (рис. 11).

Как следует из рис. 11,  б, %  клеток, под-
вергшихся апоптозу, резко повышался при 
инкубации клеток с М-ДНКЖ–МС  +  МГД 
(квадранты  Q2-2 и  Q2-4), достигая  80%, как 
это дополнительно показано на рис. 11, в. По-
скольку в этих опытах соотношение концен-
трации комплексов (определённое в пересчё-
те на одну железо-динитрозильную группу в 
Б-ДНКЖ–МС) и концентрации  МГД состав-
ляло  1  :  2, все Б-ДНКЖ–МС превращались в 
МНКЖ–МГД, так что 80%-ная гибель вызы-
валась 0,5 мМ катионов нитрозония, высвобо-
дившихся из Б-ДНКЖ–МС в ходе этого пре-
вращения.

Аналогичные результаты были получены 
нами при изучении влияния Б-ДНКЖ–GSH и 
ДЭТК на интактность бактерий Escherichia coli 
TN530 [30] (их интактность оценивалась по ко-
лониеобразующей активности) (рис. 12).

Как следует из рис. 12, полная потеря ин-
тактности бактериальных клеток вызывалась 

0,5  мМ  катионов нитрозония, высвобождаю-
щихся из Б-ДНКЖ–GSH в ходе превращения 
практически всех этих комплексов в МНКЖ–
ДЭТК [30]. Столь эффективная трансформация 
Б-ДНКЖ–GSH, очевидно, была обусловлена 
лёгким проникновением ДЭТК во внутрикле-
точное пространство, в котором локализова-
лись ДНКЖ. В  отличие от  МГД, комплексы 
которого с металлами оставались водораство-

Рис. 12. Влияние на колониеобразующую активность 
бактерий E.  coli добавления  ДЭТК (2,5  мМ) (столбик  1); 
Б-ДНКЖ–GSH (0,5  мМ,  столбик  2); суммарного дей-
ствия ДЭТК  +  Б-ДНКЖ–GSH (1  +  2) при отсутствии 
взаимодействия между ними (столбик  3); при одновре-
менном введении в среду инкубации Б-ДНКЖ–GSH + 
+  ДЭТК (столбик  4); при введении Б-ДНКЖ–GSH, 
а через 40 мин – ДЭТК (столбик 5)
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римыми, аналогичные комплексы  ДЭТК при-
обретали гидрофобные свойства, что и по-
зволяло им легко проходить сквозь клеточные 
мембраны.

Способность только ДНКЖ с тиол-содер-
жащими лигандами функционировать в этой 
системе в качестве доноров катионов нитро-
зония, вызывающих инактивацию бактери-
альных клеток, демонстрируется следующими 
опытами. Как следует из результатов опытов, 
приведённых на рис. 13  [30], при одновремен-
ном добавлении к клеткам E. coli 0,5 мМ ДЭТК 
и 0,5  мМ  нитрита натрия или S-нитрозоглу-
татиона (GS-NO) колониеобразующая ак-
тивность бактерий (рис.  13, столбики 6  и  7 
соответственно) практически не отличалась 
от рассчитанной для суммарного действия 
ДЭТК + NaNO2 или ДЭТК + GS-NO при отсут-
ствии взаимодействия между этими агентами 
(рис. 13, столбики 4 и 5 соответственно). Если 
же ДЭТК добавляли в клеточную среду через 
40 мин после NaNO2 или GS-NO, наблюдалась 
полная инактивация бактериальных клеток 
(рис. 13, столбики 8 и 9 соответственно).

Последнее было обусловлено тем, что 
40 мин инкубации клеток с NaNO2 или GS-NO 
было достаточно, чтобы эти агенты, как доно-
ры  NO, могли обеспечить образование в бак-
териях ДНКЖ с тиол-содержащими группами 
белков, обнаруживаемых по сигналу 2,03. Вво-
димый к этому времени ДЭТК, при контакте с 
образовавшимися комплексами вызывал обра-
зование МНКЖ–ДЭТК и накопление в клет-
ках NO+. Последний, возникая непосредствен-
но внутри клеток, провоцировал их полную 
инактивацию.

Встаёт вопрос, существуют ли эндогенные 
соединения, которые, как и экзогенные про-
изводные дитиокарбамата, могли бы иниции-
ровать распад ДНКЖ, приводящий к высвобо-
ждению из них только катионов нитрозония, 
а не одновременно с ними молекул  NO? Как 
показывают наши предварительные иссле-
дования, такими соединениями могут ока-
заться анионы супероксида. Ранее в работе 
Shumaev  et  al.  [55] было установлено, что эти 
анионы с достаточно высокой константой ско-
рости реакции (~107 М–1·см–1) реагируют с мо-
лекулами NO в составе железо-динитрозиль-
ных фрагментов в белок-связанных  ДНКЖ. 
В результате в этих комплексах в координаци-
онной сфере железа появляется пероксинит-
рит, который может, сохраняя связь с железом, 
изомеризоваться в нитрат, что должно приво-
дить к распаду ДНКЖ с высвобождением из 
этих комплексов катионов нитрозония.

Проведённые нами исследования показали 
(материал готовится к печати), что при контак-
те Б-ДНКЖ–GSH c избытком KO2 в качестве 
донора  O2

– действительно происходит распад 
ДНКЖ с одновременным накоплением в рас-
творе нитрита при нейтральных значениях рН. 
Появление этого продукта однозначно свиде-
тельствовало о высвобождении из Б-ДНКЖ–
GSH катионов нитрозония, быстро гидролизо-
вавшихся в нитрит. Что касается возможности 
связывания этих катионов с молекулами глута-
тиона, которое могло бы привести к появлению 
соответствующего S-нитрозотиола, то этого не 
происходило. GS-NO не возникал и после под-
кисления раствора. Ожидалось, что если часть 
глутатиона, входившего в состав Б-ДНКЖ или 
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Рис. 13. Влияние на колониеобразующую активность бактерий E. coli добавления ДЭТК (2,5 мМ, столбик 1); NaNO2 
(0,5 мМ, столбик 2); GS-NO (0,5 мM, столбик 3); суммарного действия ДЭТК + NaNO2 (столбики 1 + 2) при отсутствии 
взаимодействия между ними (столбик 4); суммарного действия ДЭТК + GS-NO (столбики 1 + 3) при отсутствии взаи-
модействия между ними (столбик  5); при одновременном введении в среду инкубации ДЭТК  +  NaNO2 (столбик  6); 
при одновременном введении в среду инкубации ДЭТК + GS-NO (столбик 7); NaNO2 + ДЭТК (ДЭТК добавлен через 
40 мин после NaNO2, столбик 8); GS-NO + ДЭТК (ДЭТК добавлен через 40 мин после GS-NO, столбик 9)
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Рис. 14. Гистограммы, иллюстрирующие отсутствие влияния 0,1 мМ Б-ДНКЖ–GSH (а) и 0,2 мМ Б-ДНКЖ–GSH (б) 
на состояние ДНК в клетках HeLa при отсутствии хелаторов железа (сохранение в опыте популяции клеток с диплоид-
ными ДНК). Сплошная линия – контроль, штриховая – опыт. -2с и -4с – субпопуляции клеток с диплоидным и тетра-
плоидным набором ДНК. в – Гистограмма, иллюстрирующая проапоптотическое действие 0,1 мМ ДНКЖ–ТС (кри-
вая 3) и 0,2 мМ ДНКЖ–ТС (кривая 4) в присутствии 0,5 мМ ЭДТА. При 0,05 мМ концентрации ДНКЖ–ТС (кривая 2) 
эффект незначителен. Кривая 1 – контроль. г – Гистограмма, иллюстрирующая проапоптотическое действие 0,2 мМ 
Б-ДНКЖ–GSH в присутствии или отсутствии 0,05 мМ БФДС (кривые 3 и 2 соответственно). Кривая 1 – контроль. 
Проапоптотический эффект проявляется в повышении количества клеток с гиподиплоидным (<2c) набором ДНК [56]

сохранявшегося в форме свободных молекул в 
растворе этих комплексов, сохранялась бы, то 
при подкислении нитрит и молекулы глутатиона 
образовывали бы GS-NO, обнаруживаемый по 
полосе поглощения на 334 нм [25]. Отсутствие 
последнего могло быть обусловлено окисле-
нием тиоловой группы в молекулах глутатиона 
анионами супероксида.

Другой тип эндогенных соединений, кото-
рые могли бы разрушать ДНКЖ с высвобожде-
нием NO и NO+ – это хелаторы железа. Как сле-
дует из наших опытов, проведённых совместно 
с сотрудниками Института ядерной физики 
в Гатчине  [56], в присутствии таких экзоген-
ных хелаторов железа, как батофенантролин-
дисульфонат  (БФДС) или ЭДТА, ДНКЖ–TC 
или Б-ДНКЖ–GSH начинали оказывать на 
культуру клеток  HeLa цитотоксическое дей-
ствие, обнаруживаемое по деградации ДНК  – 
развитию апоптоза в этих клетках [56] (рис. 14). 
Последнее оценивали по гашению флуорес-
ценции этидиум бромида, интерколированно-
го в клеточную  ДНК. Степень этого гашения 
определяли по количеству клеток (ось ординат 
на рис. 14), флуоресцирующих в каналах опти-
ческого регистратора, фиксирующих флуорес-
ценцию с меньшей интенсивностью (начиная, 
как показано на рис. 14, с канала № 75 и ниже).

В отличие от воздействия анионов супер-
оксида на ДНКЖ, которое должно приводить 
к высвобождению из этих комплексов преи-
мущественно катионов нитрозония, разруши-
тельное действие хелаторов железа на эти ком-
плексы должно обеспечивать высвобождение 
из ДНКЖ как катионов нитрозония, так и 
молекул  NO, причём, в соответствии со схе-
мой 3, в равном количестве. Конечно, если ис-
ходить из того, что катионы нитрозония харак-
теризуются существенно более высокой, чем 
молекулы  NО, цитотоксической активностью, 
можно полагать, что и хелаторы железа, разру-
шая ДНКЖ с высвобождением из них катионов 
нитрозония, должны (как и анионы суперокси-
да) инициировать резкое усиление цитотокси-
ческого действия ДНКЖ.

К сожалению, для обоих этих агентов, спо-
собных разрушать ДНКЖ, это утверждение не 
представляется абсолютно верным. Дело в том, 
что в обоих этих случаях при распаде ДНКЖ 
сохраняются их тиол-содержащие компоненты, 
и при высоком их содержании, как уже говори-
лось при рассмотрении результатов, приведён-
ных на рис.  3, эти тиолы могут инициировать 
восстанавление NO+ до NO. Сами по себе, тио-
лы не могут (из-за нарушения закона сохране-
ния суммарного спина реагентов и продуктов 

15
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Рис. 15. Спектры ЭПР исходной (необработанной дитионитом как восстановителем) суспензии макрофагов мы-
шей (а). Регистрация при 25К (1), 16К (2) или 30К (3). б – Спектры ЭПР той же суспензии, обработанной дитионитом + 
+ метилвиологеном (1) с последующей 5 мин обработкой NO (2). Запись при 40К (1, 2, 3 и 5) или 23К (4, 6). в – Спектр 
ЭПР изолированной печени мышей, зарегистрированный при 23 К (7)

химической реакции) реализовать этот про-
цесс. Этот процесс может, очевидно, реализо-
ваться при участии спиновых катализаторов, 
способных по механизму спиновой поляриза-
ции перевести спин, например, тиолового ре-
агента, из синглетного состояния в триплетное. 
В результате (в соответствии с законом сохра-
нения спина в химических реакциях) становит-
ся возможным превращение NO+ в NO, сопро-
вождающееся превращением тиола в тиильный 
радикал (RS). Что касается природы спинового 
катализатора, в его качестве могут выступать 
ионы железа, входящие в состав ДНКЖ.

Таким образом, вопрос о появлении ка-
тионов нитрозония при распаде ДНКЖ с ти-
ол-содержащими лигандами в химических, а 
тем более в биологических процессах представ-
ляется сейчас весьма сложным. Так что, каким 
образом можно управлять в живых организмах 
генерацией этих агентов, способных блокиро-
вать протекание различных метаболических 
процессов – рационально говорить об этом 
сейчас невозможно. Единственным подходом 
к решению такой задачи, как следует из выше-
изложенного, представляется использование 
производных дитиокарбамата, способных при 

взаимодействии с ДНКЖ обеспечивать (в со-
ответствии со схемой 5) высвобождение из этих 
комплексов в качестве биологически активных 
агентов только катионы нитрозония.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ДНКЖ 
С АКТИВНЫМИ ЦЕНТРАМИ 

ЖЕЛЕЗОСЕРНЫХ БЕЛКОВ

В 80–90-е гг., когда была установлена уни-
кальная роль оксида азота в живых организмах, 
причём не только позитивная, регуляторная, 
но и как одного из основных цитотоксических 
эффекторов системы клеточного иммунитета, 
было предположено, что это последнее опре-
деляется способностью NO разрушать актив-
ные центры железосерных белков, широко 
представленных в дыхательной цепи митохон-
дрий [57–60].

Проверка этого предположения, проведён-
ная нами в конце 80-х – начале 90-х гг. в экс-
периментах на тканях животных и препаратах 
макрофагов, не подтвердила его. В  качестве 
контраргумента против этого предположения 
на рис. 15 приводятся результаты ЭПР исследо-



ДЕЙСТВИЕ ДНКЖ НА ЖИВЫЕ ОРГАНИЗМЫ 1755

БИОХИМИЯ том 87 вып. 11 2022

ваний дыхательной цепи макрофагов мышей, 
обработанных газообразным NO [61].

На рис. 15,  а приводятся зарегистрирован-
ные при 16–30К спектры ЭПР исходной суспен-
зии макрофагов, представленные сигналами 
ЭПР окисленной формы S-3 сукцинатдегидро-
геназы при g = 2,022 и окисленной формы ако-
нитазы при  g  =  2,026. После обработки этой 
суспензии дитионитом в присутствии редокс 
медиатора  – метилвиологена  – в спектре ЭПР 
доминировали сигналы ЭПР практически всех 
восстановленных железосерных белков в дыха-
тельной цепи макрофагов, соотнесение которых 
с комплексами Грина (1–3) приведено внизу на 
правой стороне рисунка. В  суспезии макрофа-
гов, обработанной после дитионита газообраз-
ным NO, появлялся ДНКЖ-сигнал 2,03.

Анализ этих спектров продемонстриро-
вал практически полное равенство количества 
железа, включённого в железосерные белки, и 
железа, входящего в состав ДНКЖ [61]. Отсюда 
следовало, что появление ДНКЖ в суспензии 
макрофагов не было обусловлено разруши-
тельным действием  NO на активные центры 
железосерных белков с последующим включе-
нием высвобождавшегося из этих центров же-
леза в ДНКЖ. В образовании последнего могла 
участвовать слабосвязанная, «свободная» фор-
ма железа – «негемовое не-FeS железо», обна-
руженное в 80-е  гг. в митохондриях животных 
шведскими исследователями [62].

Аналогичные эксперименты, проведённые 
нами на изолированном электрон-транспорт-
ном белке адренодоксине  (рис.  16), выделен-
ном из надпочечников быка, привели к такому 
же заключению [63]. Обработка этого белка га-
зообразным NO после его восстановления ди-
тионитом не приводила к заметному снижению 
сигнала ЭПР этого белка при g  =  1,94 и 2,02 
и появлению интенсивного сигнала ДНКЖ 
при g = 2,03, появление которого было бы об-
условлено распадом  [2Fe-2S] железосерно-
го центра в адренодоксине  (рис.  16, спектр  б). 
Этот сигнал был наложен на сигнал ЭПР нит-
розильных комплексов примесных гемопротеи-
нов с компонентой при g = 2,07.

Спектр ЭПР раствора восстановленного 
адренодоксина резко изменялся, если к нему 
добавляли избыток соли Fe2+ с последующей 
обработкой газообразным  NO. Интенсив-
ность сигнала ЭПР при g = 1,94, характерного 
для интактного железосерного центра в адре-
нодоксине, снижалась практически до нуля 
с одновременным появлением интенсивного 
сигнала  2,03  (рис.  16, спектр  в). Последующая 
повторная обработка этого раствора дитиони-
том не приводила к восстановлению сигнала 

при  g  =  1,94 до исходного уровня, а приводи-
ла лишь к появлению сигнала ЭПР при g = 2,0 
и 1,98, обусловленному, как было установлено 
позже, восстановленной формой связанного с 
адренодоксином Б-ДНКЖ [63].

Таким образом, в этих опытах происходил 
распад железосерного центра в адренодоксине, 
при этом железо, высвободившееся из железо-
серных центров, количественно включалось в 
состав возникающих ДНКЖ, связанных с тио-
ловыми группами апо-адренодоксина. Было 
основание предполагать, что обнаруженный 
распад мог быть обусловлен разрушительным 
действием на железосерный центр низкомоле-
кулярных ДНКЖ, включающих в себя в каче-
стве лигандов добавленного железа, например 
молекулы буфера (фосфата). Действительно, 
введение в раствор адренодоксина, предвари-
тельно синтезированного ДНКЖ с фосфатом 
или цистеином, мгновенно приводило и при 
отсутствии NO к распаду [2Fe-2S] в адренодок-
сине и появлению белок-связанного ДНКЖ.

Эти результаты позволили нам предполо-
жить, что распад активного центра адрено-
доксина под действием низкомолекулярных 
ДНКЖ мог осуществляться путём связывания 

Рис. 16. Спектры ЭПР раствора адренодоксина, восста-
новленного дитионитом  (а), с последующей обработкой 
NO (б) или Fe2+ + NO (в). г – Препарат (в) повторно обра-
ботан дитионитом. в20 и г20 – Усиление радиоспектромет-
ра в отн. ед. Запись при 77К

15*
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Схема 6. Механизм распада биядерных железосерных центров под действием ДНКЖ

железо-динитрозильного фрагмента этих ком-
плексов с тиоловыми группами адренодокси-
на, исходно связывающих [2Fe-2S], с белковой 
глобулой адренодоксина. Что касается железа 
и неорганической серы (сульфида серы  – S*), 
они, в соответствии со схемой 6, должны были 
выходить из железосерного кластера в окружа-
ющую среду (схема 6).

В связи с этим естественно было предпо-
ложить, что в присутствии восстановителей, 
способных восстанавливать высвобождаемое 
железо до Fe2+-состояния, это железо, образуя с 
NO низкомолекулярные ДНКЖ, могло продол-
жить процесс распада [2Fe-2S]-центров, нача-
тый экзогенными ДНКЖ, в других молекулах 
адренодоксина. В  результате процесс распада 
железосерных центров мог приобретать лави-
нообразный, автокаталитический характер.

Соответствующие эксперименты на рас-
творах адренодоксина полностью подтвердили 
это предположение [63].

Таким образом, результаты этих экспери-
ментов показали, что NO сам по себе не спо-
собен был разрушать железосерные центры в 
адренодоксине: этот процесс мог иницииро-
ваться только низкомолекулярными ДНКЖ по 
механизму, показанному на схеме 6.

Это заключение полностью согласуется с 
вышеприведёнными результатами наших иссле-
дований воздействия газообразного NO на же-
лезосерные белки в составе дыхательной цепи в 
макрофагах. Тем не менее в литературе сейчас 
накоплено значительное количество данных о 
способности молекул NO самих по себе разру-
шать активные центры некоторых железосер-
ных белков с образованием в них ДНКЖ [64–
66]. Эти белки относятся к белкам-регуляторам, 
например, к белкам, выполняющим функции 
факторов транскрипции в геноме. Предпола-
гается, что для этих белков характерно повы-
шение кислотных аминокислотных остатков в 
окрестности их железосерных центров. Высво-
бождение протонов из кислотных остатков 
ослабляет связь между атомами железа в этих 
центрах и атомами неорганической серы, что, в 
свою очередь, усиливает взаимодействие между 
атомами железа и молекулами NO и тем самым 
облегчает включение их обоих в ДНКЖ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Одно из главных утверждений настояще-
го обзора сводится к тому, что именно ДНКЖ, 
возникающие в живых организмах, следует рас-
сматривать в качестве основного донора катио-
нов нитрозония. Более того, поскольку эти ком-
плексы могут включать в себя основную часть 
молекулярного NO, появляющегося в живых 
организмах, ДНКЖ могут выступать также в ка-
честве основного стабилизатора и переносчика 
NO к мишеням его биологического действия.

Приведённый выше экспериментальный 
материал позволяет предположить, что молеку-
лы NO, высвобождающиеся из ДНКЖ, главным 
образом функционируют в живых организмах 
в качестве позитивных агентов, регулирующих 
жизненно важные метаболические процессы. 
Что касается катионов нитрозония, высвобож-
дающихся из ДНКЖ, они выступают в основ-
ном в качестве негативных агентов, ответствен-
ных за цитотоксическое действие возникающих 
в живых организмах М- и Б-ДНКЖ с тиол-со-
держащими лигандами.

В этом отношении ДНКЖ с тиол-содержа-
щими лигандами, синтезированными химиче-
ским путём, можно рассматривать в качестве 
основы для создания лекарств, которые могли 
бы обеспечить купирование бактериальных и 
вирусных инфекций, а также лекарств проти-
воопухолевого действия.

Выше были приведены результаты наших 
исследований эффективного подавления ко-
лониеобразующей активности клеток E. coli 
(т.  е. их инфекционной активности) последо-
вательной обработкой суспензии этих клеток 
сначала ДНКЖ с тиол-содержащими лиганда-
ми, а затем – ДЭТК [30]. При такой последова-
тельности из ДНКЖ высвобождались именно 
катионы нитрозония, а не молекулы  NO, так 
что именно эти катионы оказывали негатив-
ное действие на бактерии. Получены предвари-
тельные данные, свидетельствующие о том, что 
в этих условиях происходило также существен-
ное подавление способности ряда патогенных 
бактерий образовывать биоплёнки, защищаю-
щие их от действия различных лекарств, в част-
ности от антибиотиков.
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В 2020  г. Ванин  [67] предположил, что ка-
тионы нитрозония, высвобождающиеся из 
ДНКЖ, могут оказывать противовирусное дей-
ствие, в частности проявлять «антиковидную» 
активность. Предполагается, что такое действие 
может реализоваться через воздействие катио-
нов нитрозония, как S-нитрозирующих агентов, 
на жизненно важные для пролиферации вирусов 
протеазы хозяина и вирусные протеазы. Про-
ведённые в последнее время эксперименты на 
животных, инфицированных коронавирусами, 
полностью подтвердили это предположение [68].

Особое значение имеют результаты наших 
исследований влияния ДНКЖ с тиол-содер-
жащими лигандами на пролиферацию незло-
качественных эндометриоидных опухолей у 
крыс с хирургически индуцированным у них 
эндометриозом. Эти исследования, проведён-
ные Burgova et al. [68–71], привели к открытию 

противоэндометриозного действия ДНКЖ с 
различными тиол-содержащими лигандами. 
Несомненно, полученный результат может 
стать надёжной базой для создания на основе 
этих комплексов лекарств, которые могут стать 
полезными при лечении эндометриоза – забо-
левания женщин репродуктивного периода, за-
хватывающего в последнее время всё большую 
их популяцию.
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POSITIVE (REGULATORY) AND NEGATIVE (CYTOTOXIC) ACTION 
OF DINITROSYL IRON COMPLEXES ON LIVING ORGANISMS

Review

A. F. Vanin

Semenov Federal Research Center for Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, 
119991 Moscow, Russia; e-mail: vanin.dnic@gmail.com

Proposed mechanism of dinitrosyl iron complex (DNIC) formation the main step of which is the 
disproportion of two NO molecules bound with Fe2+ ion leads to resonance structure of dinitrosyl-iron 
fragment as the [Fe2+(NO)(NO+)]. The latter allows to say about the complex capacity to function as donors 
of both neutral NO molecules as well as nitrosonium cations (NO+) that has been supported by experimental 
way. The consideration of biological activity of DNIC with thiol-containing ligands demonstrates that NO 
molecules and nitrosonium cations released from the complexes exert respectively positive (regulatory) or 
negative (cytotoxic) effect on living organisms. Enhancement of selective release of nitrosonium cations with 
simultaneous including of releasing NO molecules and iron ions into biologically non-active mononotrosyl 
iron complexes with dithiocarbamate derivatives can be achieved by this derivative using as an approach for 
DNIC decomposition in living organisms.

Keywords: nitric oxide, nitrosonium cations, dinitrosyl iron complexes, thiols
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