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Пандемия нового коронавирусного заболевания�2019 (COVID�19), вызванная тяжёлым острым респира�
торным синдромом коронавируса 2 (SARS�CoV�2), стала серьёзной чрезвычайной ситуацией в области
общественного здравоохранения во всем мире. По состоянию на 01 января 2021 года было зарегистрирова�
но более 82,6 миллиона подтверждённых случаев заболевания COVID�19 и 1,8 миллиона смертей. Хотя это
заболевание в первую очередь поражает лёгкие, могут возникнуть повреждения других органов, таких как
сердце, почки, печень и яички. Яички – краеугольный камень мужского воспроизводства, а репродуктив�
ное здоровье – самый ценный ресурс для продолжения рода. Учитывая уникальную природу SARS�CoV�2,
механизмы его воздействия на яички еще до конца не изучены. В частности, было обнаружено, что корона�
вирусы проникают в клетку�мишень через рецептор, ангиотензинпревращающий фермент 2, который
встречается в дыхательных, желудочно�кишечных, сердечно�сосудистых, мочевыводящих путях и репро�
дуктивных органах, таких как яички. Исследования коронавируса показали, что яички могут быть потенци�
альной мишенью для инфекции SARS�CoV�2. Однако первая этиопатогенная концепция, предложенная
текущими гипотезами, указывает на то, что вирус может проникать в яички через клеточный рецептор, ан�
гиотензинпревращающий фермент 2. Кроме того, активированный воспалительный ответ в яичках, связан�
ная с заболеванием высокая температура и применяемые при лечении COVID�19 лекарства могут влиять на
изменения в яичках. Хотя данные о наличии мРНК SARS�CoV�2 в сперме остаются противоречивыми, это
может указывать исследователям на необходимость уделять более пристальное внимание заболеваниям, пе�
редающимся половым путем, а также мужской фертильности после выздоровления от COVID�19. В настоя�
щем обзоре обобщены последние данные о дисфункции яичек, связанной с COVID�19, и обсуждаются воз�
можные механизмы патогенности.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: COVID�19, SARS�CoV�2, яичко, манифестация, патогенность, мужская фертильность.
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ПАНДЕМИЯ COVID�19 И МУЖСКАЯ ФЕРТИЛЬНОСТЬ:
КЛИНИЧЕСКИЕ ПРОЯВЛЕНИЯ

И ПАТОЛОГИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ

Мини�обзор
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ВВЕДЕНИЕ

Пандемия нового коронавирусного заболе�
вания�2019 (COVID�19), вызванная тяжёлым
острым респираторным синдромом коронави�
руса 2 (SARS�CoV�2), является актуальной гло�
бальной проблемой общественного здравоохра�
нения с экспоненциальным ростом числа ин�
фекций во всем мире [1]. Пандемия COVID�19

затронула 213 стран, где, по состоянию на 01 ян�
варя 2021 года, было зарегистрировано более
82,6 миллиона подтверждённых случаев
COVID�19 и 1,8 миллиона смертей, связанных с
этой болезнью [2]. Недавние сообщения пока�
зывают, что почти 58% инфицированных SARS�
CoV�2 – мужчины, что делает мужской пол од�
ним из факторов риска развития COVID�19 [3].
Хотя COVID�19 в первую очередь проявляется
как острое респираторное заболевание, он так�
же может поражать другие органы, такие как
почки, сердце, яички и печень [4].

К сожалению, у пациентов с тяжелым ост�
рым респираторным синдромом (SARS) были
выявлены повреждения яичек и нарушения
сперматогенеза, причем у всех инфицирован�
ных вирусом тяжёлого острого респираторного
синдрома коронавируса (SARS�CoV) в яичках

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ACE2 – ангиотензинпре�
вращающий фермент 2; COVID�19 – новая коронавирус�
ная болезнь�2019; ФСГ – фолликулостимулирующий гор�
мон; ЛГ – лютеинизирующий гормон; ТТ – тестостерон;
IL – интерлейкин; SARS – тяжелый острый респиратор�
ный синдром; SARS�CoV – тяжелый острый респиратор�
ный синдром коронавируса; SARS�CoV�2 – тяжелый ост�
рый респираторный синдром коронавируса 2; TMPRSS2 –
трансмембранная сериновая протеаза 2�го типа (transmem�
brane protease serine 2).
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наблюдалась широко распространенная дест�
рукция половых клеток, небольшое количество
или полное отсутствие сперматозоидов в семен�
ных канальцах и лейкоцитарная инфильтра�
ция [5]. Таким образом, из�за сходства меж�
ду SARS�CoV и SARS�CoV�2 был заподозрен ор�
хитоподобный синдром у пациентов мужского
пола с SARS�CoV�2 [6]. Основным рецептором
клетки�хозяина для SARS�CoV или SARS�CoV�2
является ангиотензинпревращающий фер�
мент 2 (ACE2). Рецепторы ACE2 широко рас�
пространены и высоко экспрессируются в серд�
це, лёгких, почках и яичках [7]. Поэтому, веро�
ятно, SARS�CoV�2 может оказывать неблаго�
приятное репродуктивное воздействие на муж�
чин посредством ACE2 или других факторов,
приводя к повреждению яичек у пациентов
мужского пола. Особое внимание следует уде�
лить потенциальному риску SARS�CoV�2 для
мужской фертильности [8]. Яички – краеуголь�
ный камень мужского воспроизводства, а реп�
родуктивное здоровье – самый ценный ресурс
для продолжения рода. Однако мало что извест�
но о возможном краткосрочном и долгосрочном
воздействии COVID�19 на мужскую репродук�
тивную систему. Этот обзор, анализируя послед�
ние исследования, позволяет по�новому взгля�
нуть на клинические проявления и возможную
патогенность инфекции SARS�CoV�2, связан�
ные с повреждением яичек.

COVID�19 И КЛИНИЧЕСКИЕ
ПРОЯВЛЕНИЯ, СВЯЗАННЫЕ
С ПОВРЕЖДЕНИЕМ ЯИЧЕК

Орхит яичек. Предыдущие исследования по�
казали, что ряд вирусов может инфицировать
яички, включая вирус паротита, ВИЧ и SARS�
CoV [5, 9]. Из�за того, что новый вирус SARS�
CoV�2 имеет 76% гомологии аминокислотной
последовательности с SARS�CoV, можно пред�
положить, что SARS�CoV�2 может обладать спо�
собностью проникать в яичко. Действительно,
Gagliardi et al. [10] сообщали о случае орхоэпи�
дидимита, связанного с инфекцией SARS�CoV�
2. Кроме того, у шести пациентов с SARS�CoV
наблюдались признаки орхита и повреждения
яичек, включая уменьшение количества поло�
вых клеток и апоптотическую гибель с лейкоци�
тарной инфильтрацией интерстиция. Гистопа�
тологические данные показали воспалительные
инфильтрации и накопление иммуноглобули�
на G особенно в семенном эпителии, интерсти�
ции, дегенеративных половых клетках и клетках
Сертоли [5]. Этот вывод согласуется с результа�
тами, представленными в исследовании Pan

et al. [11], где у 6 из 34 мужчин, выздоровевших
после инфекции SARS�CoV�2, появились не�
приятные ощущения в мошонке. Кроме того,
бразильское исследование тяжёлых случаев
COVID�19 выявило орхит с фибриновыми мик�
ротромбами в двух исследуемых яичках [12].
Аналогичным образом обследование 12 скон�
чавшихся от COVID�19 мужчин в Китае показа�
ло выраженное повреждение семенных клеток,
снижение количества клеток Лейдига и умерен�
ное лимфоцитарное воспаление [13]. В другом
исследовании предположили, что орхит мог
быть вызван васкулитом, учитывая взаимосвязь
COVID�19 с нарушениями свертываемости кро�
ви, и что сегментарная васкуляризация яичка
может быть вызвана орхитоподобным синдро�
мом [6]. Таким образом, вышеупомянутые дан�
ные предполагают, что SARS�CoV�2 может спо�
собствовать ультраструктурным повреждениям
яичек и орхиту у мужчин с тяжёлыми случаями
инфицированиях.

Аномалии половых гормонов. Что касается
секреции андрогенов, то снижение общего тес�
тостерона (ТТ) и рассчитываемого свободно�
го ТТ с повышенным уровнем лютеинизирую�
щего гормона (ЛГ), регистрируемое в тяжёлых
случаях COVID�19, достоверно коррелировало с
повышением лактатдегидрогеназы в плазме, а
уровни ферритина и нейтрофилов – со сниже�
нием количества лимфоцитов [14]. Эти данные
подтверждают результаты другого исследова�
ния, которое показало значительное снижение
уровня ТТ в сыворотке крови у 113 пациен�
тов (51,1%) с тяжёлой формой COVID�19, рас�
сматривая это, как негативный прогностичес�
кий фактор прогрессирования COVID�19 [15].
Кроме того, недавнее исследование 119 мужчин
с COVID�19 показало, что инфицированные
мужчины имели слегка пониженный общий
уровень ТТ и повышенный уровень ЛГ в сыво�
ротке крови, а также пониженное соотноше�
ние ТТ/ЛГ и фолликулостимулирующего гор�
мона (ФСГ)/ЛГ по сравнению с 273 здоровыми
мужчинами того же возраста [16]. Аналогичное
немецкое исследование показало, что у мужчин
с тяжёлой формой COVID�19 наблюдался повы�
шенный уровень ЛГ и ФСГ при снижении уров�
ня ТТ и дигидротестостерона [17]. Примеча�
тельно, что повышение уровня ЛГ в сыворотке
крови у мужчин, больных COVID�19, вероятно,
может ингибировать цепь гипоталамус–гипо�
физ–яички, что, возможно, объясняет первич�
ное повреждение клеток Лейдига [18]. Более то�
го, низкий уровень ТТ был наиболее важным
прогностическим гормональным фактором
больничной летальности у пожилых муж�
чин [19]. Соответственно, COVID�19 может ин�
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дуцировать острый гипогонадизм у мужчин, ко�
торый клинически проявляется снижением
уровня ТТ (таблица).

Обнаружение вируса в семенной жидкости. На
сегодняшний день нет чётких сведений о переда�
че SARS�CoV�2 половым путём, и доказательства
присутствия SARS�CoV�2 в сперме остаются ог�
раниченными. В последнее время появились
противоречивые данные о наличии SARS�CoV�2
в сперме пациентов с диагнозом COVID�19.
Между тем лица, инфицированные SARS�CoV�2,

должны принимать все возможные меры предос�
торожности, чтобы свести к минимуму возмож�
ный риск передачи инфекции половым пу�
тём [20]. Хотя реальную картину фертильности
пациентов с диагнозом COVID�19 еще предстоит
изучить, Американское общество репродуктив�
ной медицины (ASRM) и Общество вспомога�
тельных репродуктивных технологий (SART) уже
опубликовали предупреждения о передаче
SARS�CoV�2 половым путем [21]. Важно отме�
тить, что среди 38 пациентов с COVID�19, пре�
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Воздействие

вирусный орхит зарегистрирован у 6 больных; вирус в сперме не обнаружен

у 12 скончавшихся пациентов было обнаружено выраженное повреждение се�
менных клеток; у 11 скончавшихся пациентов вирус в яичках не обнаружен, но
у одного из пациентов результат был положительным

снижение уровня общего и свободного ТТ; уровень ЛГ в сыворотке крови был
повышен

значительное снижение уровня ТТ в сыворотке крови у 113 пациентов (51,1%)
с тяжёлой формой COVID�19

умеренное снижение уровня ТТ; уровень ЛГ был повышен; соотношение
ТТ/ЛГ и ФСГ/ЛГ было пониженным

уровень ЛГ и ФСГ был повышен; снижение уровня ТТ и дигидротестостерона

РНК SARS�CoV�2 не была обнаружена в 12 образцах спермы и биопсии 
яичек

положительный результат на SARS�CoV�2 у 6 пациентов (15,8%)

в 34 образцах спермы вирус не обнаружен

экспрессия ACE2 и TMPRSS2 главным образом в клетках семенных протоков,
сперматогониях, клетках Лейдига, примордиальных половых клетках и клет�
ках Сертоли

цитокины могут усиливать воспаление и вызывать орхит у пациентов

гипервоспалительное состояние с устойчивой высокой температурой, 
влияющие на функцию яичек

глюкокортикоиды и стресс вызвали повреждение яичек; рибавирин снижал
уровень ТТ и подавлял сперматогенез

лопинавир/ритонавир могут ингибировать сперматогенез

хлорохинфосфат влияет на сперматогенез и эпидидимальную функцию

Примечание. Принятые сокращения: ACE2 – ангиотензинпревращающий фермент 2; ТТ – тестостерон; ФСГ – фолли�
кулостимулирующий гормон; ЛГ – лютеинизирующий гормон; SARS�CoV�2 – тяжелый острый респираторный синдром
коронавируса 2; TMPRSS2 – трансмембранная сериновая протеаза 2�го типа.
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доставивших образцы спермы, 6 пациен�
тов (15,8%) имели положительные результаты на
РНК SARS�CoV�2, в том числе 4 из 15 пациен�
тов (26,7%), находящихся в острой стадии ин�
фекции, и 2 из 23 выздоравливали (8,7%) [22].

Напротив, Pan et al. [11] сообщили об отсут�
ствии вируса в сперме пациентов через 29–36
дней после выздоровления, хотя симптомы ви�
русного орхита проявились у 19% пациентов с
COVID�19, и 6 мужчин почувствовали лёгкий
дискомфорт в мошонке во время болезни. Кро�
ме того, Song et al. [23] исследовали 12 образцов
спермы у пациентов с COVID�19 и биопсию яи�
чек скончавшегося пациента. РНК SARS�CoV�2
не была обнаружена в образцах спермы и био�
псии яичек. Авторы пришли к выводу, что, хотя
в образцах спермы не был обнаружен SARS�CoV�2,
не может быть исключена вероятность зараже�
ния яичек на ранней и симптоматической фазе
инфекции при инфицировании некоторых дру�
гих органов, таких как лёгкие, сердце и кишеч�
ник. Holtmann et al. [24] также не обнаружили
РНК SARS�CoV�2 в сперме 34 выздоровевших
или остро инфицированных мужчин с SARS�
CoV�2 в среднем через 43 дня после постановки
диагноза. Кроме того, среди 12 скончавшихся
пациентов с COVID�19 тестикулярная ткань 11
пациентов была отрицательна на РНК SARS�
CoV�2, в то время как один из пациентов оказал�
ся положительным на вирус. Однако у пациен�
тов с COVID�19 были обнаружены серьезно
поврежденные семенные канальцы, уменьшен�
ное количество клеток Сертоли и небольшие
воспалительные инфильтраты в интерсти�
ции [13] (таблица). Таким образом, данные, по�
лученные от 132 кумулятивных пациентов в хо�
де 7 исследований показали, что вирус присут�
ствовал в сперме 7 (5%) пациентов с COVID�
19 [11, 13, 22–26].

Более того, Ma et al. [16] сообщили, что 4 па�
циента с COVID�19 (33,3%, 4/12) имели низкую
подвижность сперматозоидов. Продолжитель�
ность между сбором спермы и началом заболе�
вания варьировала от 56 до 109 дней (в среднем
78,5 дня). Однако у выздоровевших участников,
у которых проявлялись умеренные симптомы,
требующие госпитализации, наблюдалось за�
метное негативное влияние на такие параметры
спермы, как концентрация сперматозоидов, об�
щее количество сперматозоидов и общее коли�
чество прогрессивных подвижностей по сравне�
нию с контролем. Это открытие указывает на то,
что инфекция SARS�CoV�2 оказывает кратко�
срочное влияние на сперматогенез у пациентов
с умеренными симптомами, связанными с
COVID�19 [24]. Примечательно, Yang et al. [13]
заявили, что COVID�19 может вызывать пов�

реждение ткани яичек и влиять на фертиль�
ность, особенно у молодых мужчин, что подчер�
кивает необходимость изучения функции яичек
после выздоровления.

COVID�19 И ТЕСТИКУЛЯРНАЯ
ПАТОГЕННОСТЬ

Прямая инвазия яичек SARS�CoV�2. Рецеп�
торы ACE2 вездесущи и высоко экспрессиру�
ются в нескольких органах, таких как сердце,
кишечник, лёгкие, почки, яички и мозг [7], они
непосредственно влияют на инвазию трех
штаммов коронавируса в клетки человека:
SARS�CoV, NL63 и SARS�CoV�2. Семенные ка�
нальцы составляют до 90% яичек человека;
клетки Сертоли и половые клетки экспрессиру�
ют ACE2, что делает их потенциальным очагом
инфекции SARS�CoV�2, которая впоследствии
влияет на сперматогенез (рисунок). Интересно,
что из всех тестикулярных клеток самый высо�
кий уровень мРНК ACE2 обнаружили в клетках
семенных канальцев, сперматогониях, клетках
Лейдига, примордиальных половых клетках и в
клетках Сертоли. Во время обследования паци�
ентов с COVID�19 было отмечено значительное
повреждение семенных канальцев, уменьшение
количества клеток Лейдига и умеренное лим�
фоцитарное воспаление [7, 27]. Физиологичес�
кая роль ACE2 в клетках Лейдига включает
контроль стероидогенеза и сперматогенеза, мо�
дуляцию синтеза ТТ и регуляцию местной сосу�
дистой регуляторной системы для балансирова�
ния объема интерстициальной жидкости путём
контроля превращения ангиотензина II в ангио�
тензин I [14, 28]. Кроме того, при гистопатоло�
гическом исследовании у 3 из 6 мужчин с
COVID�19, которым сделали биопсию, было
обнаружено нарушение сперматогенеза. Гисто�
логическое окрашивание у одного пациента с
COVID�19 продемонстрировало интерстици�
альную макрофагальную и лейкоцитарную ин�
фильтрацию. Кроме того, иммунофлуоресцент�
ный анализ биопсий пациентов с COVID�19 по�
казал прямую корреляцию между повышенным
количеством рецепторов ACE2 и нарушением
сперматогенеза, что указывает на возможный
механизм того, как SARS�CoV�2 заражает яич�
ки [29]. На основании того, что в яичках высо�
кий уровень экспрессии ACE2, Li et al. [30]
пришли к выводу, что SARS�CoV�2 проникает в
интерстиций яичек, циркулируя в кровотоке во
время активной виремии, и что клетки Лейдига
могут быть одной из первоначальных мишеней.
Более того, экспрессия ACE2 в яичках была
связана с возрастом, самый высокий уровень
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экспрессии ACE2 наблюдался у 30�летних па�
циентов, в то время как 60�летние пациенты
показали самую низкую экспрессию ACE2 в
яичках [31], что позволяет предположить, что

более молодые мужчины с COVID�19 имели
значительно более высокий риск повреждения
яичек по сравнению с мужчинами старшего
возраста.
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Краткая схема вероятного патогенеза повреждения яичек, вызванного COVID�19. Принятые сокращения: ACE2 – ангио�
тензинпревращающий фермент 2; SARS�CoV�2 – тяжелый острый респираторный синдром коронавируса 2. (С цветным
вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)
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Кроме того, эффективное проникновение
SARS�CoV�2 в клетки�хозяева зависит не только
от присутствия рецепторов ACE2, но и от сери�
новой протеазы клетки, то есть трансмембран�
ной сериновой протеазы 2�го типа (TMPRSS2),
которая расщепляет S�белок коронавируса че�
ловека на мембране, и то и другое важно для
проникновения вируса в клетку [32]. В дополне�
ние к ACE2, TMPRSS2 также экспрессируется в
сперматогониях, клетках Лейдига и клетках
Сертоли, обеспечивая потенциальный путь про�
никновения SARS�CoV�2 в эти клетки [33].
Предположительно, вирус связывается с ACE2 и
TMPRSS2 в ткани яичек, вызывая свои побоч�
ные эффекты. Важно отметить, что Abobaker и
Raba [34] подчеркнули возможность поврежде�
ния яичек и последующего мужского бесплодия
после инфицирования SARS�CoV�2; поврежде�
ния яичек могут быть вызваны либо прямой ви�
русной инвазией посредством связывания с ре�
цептором ACE2, либо как побочное явление
воспалительного иммунного ответа.

Воспалительный ответ, вызванный SARS�
CoV�2. Хотя цитокины играют жизненно важ�
ную роль в функции яичек, они также способ�
ствуют проявлению патологических отклоне�
ний [35]. Повышенные концентрации цитоки�
нов после вирусной инфекции могут влиять на
сперматогенез и стероидогенез, тем самым серь�
ёзно влияя на фертильность [36] (рисунок).
Примечательно, что воспаление яичек вызывает
повышенную активность интерлейки�
нов (IL) (IL�1β, IL�1α и IL�6) и фактора некроза
опухоли�α (TNFα), что оказывает вредное воз�
действие на половые клетки и воспалительные
состояния яичек, которые мешают процессу
сперматогенеза [37]. Кроме того, ACE2, присут�
ствующий на клетках Лейдига, может влиять на
локальные микрососудистые потоки и проница�
емость и способствовать воспалению, которое
противоречит роли клеток Лейдига, тем самым
ингибируя выработку ТТ и повреждая клетки се�
менных канальцев [5]. Таким образом, SARS�
CoV�2 проникает в мужской репродуктивный
тракт во время острой инфекции через ACE2,
присутствующий в клетках семенных канальцев.
Вирус часто остается там только на несколько
дней, возможно потому, что яички – это участки
с повышенным иммунитетом [22]. В частности,
известно, что иммуносупрессивные свойства
клеток Сертоли и макрофагов яичек играют
жизненно важную роль в подавлении воспале�
ния и уменьшении повреждений яичек, связан�
ных с вирусами. Тем не менее воспаление, выз�
ванное COVID�19, может оказывать временное
воздействие на целостность гематотестикуляр�
ного барьера (ГТБ), что может негативно повли�

ять на сперматогенез [33]. SARS�CoV�2 может
вызывать избыток ACE2 через рецепторы ACE2
и способствовать типичной воспалительной ре�
акции, которая может нарушать функцию кле�
ток Лейдига и Сертоли. Провоспалительные ци�
токины, высвобождаемые клетками Лейдига и
Сертоли, могут активировать аутоиммунный от�
вет и повреждать эпителий яичек, приводя к ау�
тоиммунному орхиту [5]. Соответственно, не�
смотря на их благоприятный иммунный статус,
яички не могут быть защищены от общего им�
мунного ответа. Лейкоцитарная инфильтрация,
а также CD3+ Т�лимфоциты и CD68+ макрофаги
в интерстициальной ткани яичек могут выраба�
тывать интерфероны, которые также могут сни�
жать выработку тестостерона [36]. Более того,
истощение ТТ также связано с аутоиммунными
заболеваниями и повышением уровня биомар�
керов воспаления, таких как С�реактивный бе�
лок (СРБ), IL�6 и TNFα [38].

Повышенная температура, связанная с
COVID�19. Гиперактивный иммунный ответ, на�
ряду с цитокиновым штормом после инфициро�
вания SARS�CoV�2, поражают многие органы,
включая сердце, печень, почки и яички. Приме�
чательно, что высокая температура, как допол�
нительный фактор риска пандемии COVID�19,
может повлиять на мужскую фертильность. Что
еще более важно, гипервоспалительное состоя�
ние с устойчивой высокой температурой, мол�
ниеносной и фатальной гиперцитокинемией
было связано с полиорганной недостаточ�
ностью [39]. Сильный воспалительный ответ,
связанный с высокой температурой, активацией
иммунных клеток и медиаторами воспаления,
такими как интерфероны и цитокины, может
влиять на функцию яичек [40, 41] (рисунок). Ги�
потеза о том, что высокая температура и повы�
шение температуры яичек способствуют дефи�
циту сперматозоидов, была общепринятой.
Учитывая, что на сперматогенез может влиять
высокая температура, вызванная COVID�19, та�
кие параметры спермы, как концентрация и
подвижность сперматозоидов, могут быть сни�
жены в течение 72–90 дней после инфицирова�
ния вирусом [42]. Более того, участники, у кото�
рых зафиксировали сильное повышение темпе�
ратуры, вызванное COVID�19, как правило,
имели более низкое количество подвижных
сперматозоидов, а также снижение концентра�
ции и общего количества сперматозоидов [43].

COVID�19 и гонадотоксические препараты.
Интерферон�α и рибавирин (в сочетании с ин�
терфероном или лопинавиром/ритонавиром), а
также хлорохинфосфат были рекомендованы в
качестве лекарств от COVID�19 [44]. Исследова�
ния на животных показали, что введение риба�
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вирина снижает уровень ТТ и ингибирует спер�
матогенез [45], в то время как лопинавир/рито�
навир также ингибируют сперматогенез у крыс,
вероятно, из�за окислительного стресса и вос�
паления [46]. К сожалению, дисфункция яичек
может быть вызвана глюкокортикоидами и
стрессом, проявившимся из�за инфекционного
заболевания и психологического кризиса, выз�
ванными COVID�19 [22] (рисунок). Кроме того,
было обнаружено, что хлорохинфосфат влияет
на сперматогенез и эпидидимальную функцию у
самцов крыс, что указывает на то, что медика�
ментозное лечение в больницах может влиять на
функцию мужских яичек человека у пациентов с
COVID�19 [47] (таблица).

К сожалению, вышеупомянутые первичные
исследования мужской фертильности имеют не�
которые ограничения, связанные с размером
выборки, методологией исследования и течени�
ем заболевания. Поэтому для повышения уро�
вня доказательности и лучшего понимания вли�
яния SARS�CoV�2 на репродуктивную функцию
мужчин и здоровье яичек, необходимы дальней�
шие всесторонние исследования на всех уров�
нях. К счастью, недавно исследователи запусти�
ли перспективный многомерный проект андро�
логических исследований (PROTEGGIMI,
prospective multidimensional andrological research
project) для развития международного сотрудни�
чества в области регистрации данных гормо�
нальных и геномных исследований в надежде
заполнить недавний пробел в знаниях для пони�
мания связи между SARS�CoV�2 и влиянием
этого заболевания на мужчин [48].

ВЛИЯНИЕ ДЛИТЕЛЬНОЙ
ВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ

НА РЕПРОДУКТИВНУЮ ФУНКЦИЮ

Учитывая новизну пандемии COVID�19,
долгосрочные исследования ее влияния на
мужскую фертильность отсутствуют. Тем не ме�
нее в ряде исследований изучалось влияние дли�
тельной вирусной инфекции на репродуктив�
ную функцию мужчин. Известно, что некото�
рые вирусы, такие как вирусы папилломы чело�
века, гепатита В (HBV) и гепатита С (HCV), ви�
русы герпеса человека, вирусы гриппа, цитоме�
галовирусы, вирус иммунодефицита человека
(ВИЧ), вирус эпидемического паротита, вирусы
Зика и Эбола, вызывают орхит и влияют на
мужскую фертильность [49]. Интересно, что ис�
следование 298 пациентов с паротитным орхи�
том показало, что у 24% взрослых мужчин и у
38% подростков наблюдались аномалии спермы
в течение 3 лет после выздоровления. По край�

ней мере 24% взрослых и 38% молодых людей
имели аномальные эякуляты даже через 3 года
после орхита [50]. Ультразвуковое исследование
8 пациентов с паротитным орхитом че�
рез 40–230 дней после выздоровления выявило
атрофию яичек с появлением продолговатой
формы, гетерогенную низкую эхогенность и
снижение кровоснабжения [51]. Проведённое
после аутопсии 57 пациентов с хроничес�
ким ВИЧ исследование показало, что гистоло�
гические характеристики яичек имеют несколь�
ко более низкую степень сперматогенеза, а так�
же повышенное утолщение клеточной мембра�
ны и интерстициальный фиброз [52]. Кроме то�
го, пациенты мужского пола с хроничес�
ким HCV показали более низкий уровень обще�
го тестостерона в сыворотке, имели более низ�
кое общее количество сперматозоидов, количе�
ство подвижных сперматозоидов, а также ано�
мальную морфологию сперматозоидов по срав�
нению с контрольной группой здоровых муж�
чин [53]. В другом исследовании на сперме па�
циентов с хроническим HBV наблюдаемые ре�
зультаты показали худшую морфологию сперма�
тозоидов со снижением подвижности, жизне�
способности и концентрации сперматозоидов
по сравнению со здоровыми испытуемыми [54].

Примечательно, что РНК вируса Эболы мо�
жет быть обнаружена в семенной жидкости бо�
лее чем через 13 месяцев после заражения [55].
Более того, исследование персистенции вируса
после вспышки вируса Эбола в 2014–2016 гг. вы�
явило присутствии РНК вируса Эбола в семен�
ной жидкости в течение 565 дней после зараже�
ния [56]. Кроме того, среди группы из 135 паци�
ентов мужского пола с вирусом Эбола, которые
находились под наблюдением с 2015 по 2017 год,
8% сообщили об эректильной дисфункции, а
12% – о снижении либидо [57]. Что касается ви�
руса Зика, Counotte et al. [58] сообщили о нали�
чии идентификации РНК вируса Зика в сперме
в среднем в течение 40–370 дней. Однако
Avelino�Silva et al. [59] обнаружили нормальную
концентрацию половых гормонов в сыворотке
крови и отрицательное значение РНК вируса
Зика в сперме в образцах 6 пациентов через 1 год
после заражения вирусом Зика, хотя в трех об�
разцах наблюдалось нарушение подвижности, а
у одного пациента было зарегистрировано низ�
кое количество сперматозоидов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нынешний обзор допускает, что недавняя
пандемия коронавируса COVID�19 оказывает
различное воздействие на мужское репродук�
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COVID�19 PANDEMIC AND MALE FERTILITY:
CLINICAL MANIFESTATIONS AND PATHOLOGICAL MECHANISMS

Mini�Review

A. Abdel�Moneim

Molecular Physiology Division, Faculty of Science, Beni�Suef University, 62511 Beni�Suef, Egypt;
E�mail: adel_men2020@yahoo.com; adel.hassan@science.bsu.edu.eg

The novel coronavirus disease�2019 (COVID�19) pandemic, caused by severe acute respiratory syndrome corona�
virus 2 (SARS�CoV�2), has been a major public health emergency worldwide with over 118.27�million confirmed
COVID�19 cases and 2.62�million deaths recorded, as of March 12, 2021. Although this disease primarily targets
lungs, damages in other organs, such as heart, kidney, liver, and testis, may occur. Testis is the cornerstone of male
reproduction, while reproductive health is the most valuable resource for continuity of the human race. Given the
unique nature of SARS�CoV�2, the mechanisms of its impact on the testes have yet to be fully explored. Notably,
coronaviruses have been found to invade target cells through the angiotensin�converting enzyme 2 receptor, which
can be found in the respiratory, gastrointestinal, cardiovascular, urinary tract, and reproductive organs, such as testes.
Coronavirus studies have suggested that testes might be a potential target for SARS�CoV�2 infection. The first
etiopathogenic concept proposed by current hypotheses indicates that the virus can invade testes through the
angiotensin�converting enzyme 2 receptor. Next, the activated inflammatory response in the testes, disease�associat�
ed fever, and COVID�19 medications might be implicated in testicular alterations. Although evidence regarding the
presence of SARS�CoV�2 mRNA in semen remains controversial, this emphasizes the need for researchers to pay
closer attention to sexually transmitted diseases and male fertility after recovering from COVID�19. In this review the
latest updates regarding COVID�19�associated testicular dysfunction are summarized and possible pathogenic mech�
anisms are discussed.
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Рибосомный белок L1 – консервативный двухдоменный белок, участвующий в формировании L1�выступа
большой рибосомной субчастицы. В условиях дефицита 23S рибосомной РНК белок ингибирует собствен�
ную трансляцию, связываясь со специфическим участком в последовательности мРНК своего оперона
(L11�оперона бактерий и L1�оперона архей). В работе продемонстрирована консервативность регулятор�
ных свойств рибосомного белка L1 и его домена I в термофильных бактериях родов Thermus и Thermotoga и
в галофильной архее Haloarcula marismortui. Наряду с этим, выявлены особенности регуляции оперона в тер�
мофильных бактериях, предполагающие наличие двух регуляторных участков.
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ТЕРМОФИЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ И L1�ОПЕРОНА АРХЕЙ
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ВВЕДЕНИЕ

Рибосомный белок L1 участвует в формиро�
вании L1�выступа большой рибосомной субчас�
тицы и является регулятором синтеза белков
своего оперона. Белок L1 связывается со специ�
фическим сайтом на собственной мРНК и инги�
бирует трансляцию всех цистронов рибосомных
белков оперона. Детально изучена регуляция
L11�оперона бактерии Escherichia coli (включаю�
щего гены рибосомных белков L1 и L11) [1] и
L1�оперона архей рода Methanococcus (включаю�
щего гены рибосомных белков L1, L10 и L12)
[2]. Участок связывания L1 на мРНК E. coli рас�
полагается в лидерной последовательности
мРНК белка L11 [3], а у архей рода Methanococcus –
в начале кодирующей последовательности гена
белка L1 (между 29�м и 67�м нуклеотидами) [4].
L1�связывающие участки мРНК имеют высо�
кую гомологию с участком связывания этого
белка на 23S рРНК – как первичной, так и вто�
ричной структуры.

Тем не менее чёткого подтверждения регуля�
торных свойств рибосомного белка L1 (р�белка)
в других бактериях и археях на сегодняшний
день не существует. Биоинформатический ана�
лиз L11�оперонов продемонстрировал наличие
потенциальных регуляторных сайтов перед ге�
ном белка L11 (у Proteobacteria, Spirochaetes,
Thermotoga и Tenericutes) и L1 (у Cyanobacteria,
Actinobacteria и Chloroflexi); а в 40% геномов типа
Firmicutes обнаружены два потенциальных
L1�связывающих участка – перед генами белков
L11 и L1 [5]. Ранее мы локализовали участки
связывания белка L1 на мРНК L11�оперонов
Thermus thermophilus и Thermotoga maritimа, опре�
делив константы диссоциации комплексов L1–
мРНК [6]. В данной статье мы демонстрируем
наличие двух L1�связывающих участков на
мРНК L11�оперонов исследуемых термофиль�
ных бактерий, используя систему транскрип�
ции�трансляции in vitro.

В галофильных археях ген белка L1 котран�
скрибируется с генами белков L10 и L12. Анализ
последовательностей L1�оперона выявил пред�
положительный участок связывания белка L1 в
нетранслируемой области гена белка L1 [7], од�
нако исследование возможности связывания
этого участка с белком и регуляции синтеза бел�
ков оперона не проводилось. В данной работе
мы определили L1�связывающий участок на

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : 5′�НТО – 5′�нетранслируе�
мая область; БСА – бычий сывороточный альбумин;
р�белки – рибосомные белки; SD – последовательность
Шайна–Дальгарно; SPR – поверхностный плазмонный
резонанс.

* Адресат для корреспонденции.
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мРНК L1�оперона Haloarcula marismortui и пока�
зали регуляторные свойства р�белка L1 из этого
организма.

Структурно�кинетический анализ комплек�
сов L1–РНК [8] показал, что ведущую роль в
этих взаимодействиях играет белковый домен I.
Ранее было показано, что домен I белка L1
T. thermophilus (TthL1dI) обладает регуляторны�
ми свойствами полноразмерного белка, ингиби�
руя синтез архейного белка L1 Methanococcus
vannielli in vitro [9]. В данной работе демонстри�
руется консервативность взаимодействий бел�
ка L1 с мРНК, поскольку домены I р�белков L1
T. thermophilus, T. maritimа и H. marismortui обла�
дают регуляторными свойствами полноразмер�
ных белков L1 в системе in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение генетических конструкций, несу�
щих гены полноразмерного белка L1 и его домена I
H. marismortui (HmaL1, HmaL1dI). Для получе�
ния белков HmaL1 и HmaL1dI были созданы
экспрессионные векторы на основе рЕТ�11a
(pET�11a_HmaL1 и pET�11a_HmaL1dI). В соот�
ветствии с известной нуклеотидной последова�
тельностью, кодирующей HmaL1, были синте�
зированы праймеры («Евроген», Россия)
(табл. 1), содержащие последовательности для
расщепления сайт�специфическими эндонук�
леазами рестрикции FauNDI и BamHI, необхо�
димые для вставки гена в экспрессионный век�
тор рЕТ�11a. В качестве матрицы для получения
полноразмерного белка была использована ге�
номная ДНК H. marismortui.

Домен II белка L1 является вставкой в до�
мен I. Ген домена I получен с помощью метода
перекрывающихся участков с использованием
4�х праймеров и 3�х ПЦР (полимеразная цепная
реакция). Праймеры P1 и P3 (табл. 1) были ис�
пользованы для амплификации фрагмента ДНК,
содержащего участок до вырезаемого домена II и
фрагмент после него. Пара праймеров P2 и P4
(табл. 1) была использована во второй ПЦР для
амплификации фрагмента ДНК, содержащего
участок после вырезаемого домена и фрагмента
до него. В качестве матрицы для ПЦР была ис�
пользована плазмида pET�11a, несущая ген бел�
ка HmaL1. Таким образом, оба амплифициро�
ванных фрагмента содержали перекрывающиеся
участки. Эти фрагменты смешивали, денатури�
ровали и отжигали друг на друга для получения
гетеродуплекса, который затем использовали в
третьей ПЦР для амплификации в полноразмер�
ный фрагмент с помощью двух праймеров к гену
rplA (прямого P1 и обратного P2).

Генетические конструкции TthL1, TthL1dI,
TmaL1 и TmaL1dI были получены в нашей лабо�
ратории ранее [6, 8].

Создание генетических конструкций, несущих
фрагменты L11�оперона T. maritima, T. ther�
mophilus и L1�оперона H. marismortui. В качестве
матриц в сопряженной системе транскрипции�
трансляции E. coli были использованы плазми�
ды на основе вектора pUC18, содержащие фраг�
менты L11�оперона T. maritima, T. thermophilus и
L1�оперона H. marismortui под контролем
Т7�промотора. Плазмиды pTmaL11/L1(�50) и
pTthL11/L1(�46) содержали гены белков L11 и
L1, а также 50 или 46 нуклеотидов (н.) 5′�нетранс�
лируемой области (5′�НТО) L11�оперона
T. maritima и T. thermophilus соответственно.
Плазмида pHmaL1/L10(�74) содержала гены
белков HmaL1 и HmaL10 и 74 нуклеотида
5′�НТО L1�оперона H. marismortui (рис. 1).

Для отдельного исследования двух L1�регу�
ляторных участков мРНК T. maritima и T. ther/
mophilus были получены укороченные конструк�
ции. Плазмиды pTthL1(�100) и pTmaL1(�25) со�
держали только ген белка L1 и последние 100
или 25 нуклеотидов белка L11 (рис. 1). При ис�
пользовании в качестве матрицы укороченной
конструкции, содержащей ген белка TthL1 и
последние 100 н. гена белка TthL11, включая об�
ласть перекрывания открытых рамок считыва�
ния генов белков TthL11 и TthL1 (pTthL1(�100)),
в сопряженной системе транскрипции�трансля�
ции белок L1 не синтезировался (данные не
представлены). По всей видимости, в T. ther/
mophilus перед геном белка L1 нет собственной
последовательности SD, а его трансляция со�
пряжена с трансляцией белка L11. Для того что�
бы оценить способность белка TthL1 регулиро�
вать свой синтез при взаимодействии с участком
мРНК в области перекрывания генов р�белков
L11 и L1, мы добавили к 5′�концу укороченной
конструкции pTthL1(�100) участок, содержащий
последовательность SD (рис. 1). Плазмиды
pTmaL11(�50) и pTthL11(�46) содержали только
ген белка L11 и 50/46 нуклеотидов 5′�НТО
T. maritima и T. thermophilus соответственно
(рис. 1).

Согласно известной нуклеотидной последо�
вательностью L11�оперона T. maritima, T. ther/
mophilus и L1�оперона H. marismortui, были син�
тезированы праймеры («Евроген», Россия)
(табл. 1), несущие сайты узнавания эндонуклеа�
зами рестрикции, необходимые для вставки ге�
на в экспрессионный вектор рUC18. Прямой
праймер содержал последовательность промо�
тора для РНК�полимеразы фага Т7 (табл. 1). На
рисунке 1 представлены схемы полученных кон�
струкций фрагментов L11�оперона и L1�оперона.
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Выделение белков L1 и L1dI. Получение бел�
ков TthL1, TthL1dI, TmaL1 и TmaL1dI описано
ранее [6, 8]. Для получения штаммов�суперпро�
дуцентов белка L1 H. marismortui и его домена I
была использована система Штудиера [10]. По�
скольку ген белка HmaL1 содержит редкие в
E. coli кодоны для Gly, Arg и Ile, клетки штамма
BL21(DE3) предварительно трансформировали
плазмидой pRARE, которая несет гены тРНК,
узнающие редкие кодоны (AGG/AGA (Arg),
CGG (Arg), AUA (Ile), CUA (Leu), CCC (Pro),

GGA (Gly)) [11]. Штамм E. coli BL21 (DE3)
pRARE трансформировали плазмидой pET�11a,
содержащей ген белка HmaL1 или HmaL1dI.
Несколько колоний высевали в жидкую среду
LB (абб. от англ. lysogeny broth) (100 мкг/мкл ам�
пициллина и 35 мкг/мкл хлорамфеникола) и
культивировали в течение ночи при 37 °C. Затем
клетки пересевали в 500 мл среды LB и культи�
вировали при температуре 37 °C до получения
оптической плотности A590 ≈ 0,6 о.е., после чего
к клеткам добавляли индуктор IPTG (изопро�
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Фрагмент гена

HmaL1

HmaL1dI

pTthL11�L1(�46)

pTthL11(�46)

pTthL1(�100)

pTmaL11�L1(�50)

pTmaL11(�50)

pTmaL1(�25)

pHmaL1�L10(�74)

Таблица 1. Последовательности использованных праймеров

Обратный праймер, 5′→3′

P2 BamHI
CGCGGATCCTCAGGCAACCTCCATCGCA

P3
CGGTACCGGTGCCAGCAGG

P2

P6 EcoRI
ATGATTACGAATTCTTAGGAGTGGGGGTTGAT�
GCGCA

P7 EcoRI
ATCTAGGAATTCTTAGATCTCCAGGACCTGCTC

P7

P10 XmaI
ATCTAGCCCGGGTTACTCTTTCAACAGACTCT�
GAA

P10 XmaI
ATCTAGCCCGGGTTACAAGCTGTTTGCGTTC�
AAATC

P9

P13 EcoRI
ATGATTACGAATTCTTACTGAATGCGTGCGTC�
GGCACC

Примечание. Праймеры были использованы для клонирования генов белков HmaL1 и HmaL1dI и фрагментов L11�опе�
рона T. maritima, T. thermophilus и L1�оперона H. marismortui. Сайты узнавания эндонуклеаз рестрикции подчеркнуты, се�
рым выделена последовательность T7�промотора, рамкой выделен добавленный участок, содержащий последователь�
ность Шайна–Дальгарно (SD).

Прямой праймер, 5′→3′

P1      FauNDI
GGAATCCATATGGCAGATCAGGAA

P1

P4
CGGTGAGGTCATCGAAGGTCCGCACG

P5 XbaI
AGGTCGACTCTAGAAATACGACTCACTATAG�
AGGCCTAGAGGCGTTTGCA

P5

P8 XbaI
AGGTCGACTCTAGAAATACGACTCACTATAG�
GAAGGAGATATACATATGGTGGTGGGC�
GCTCCGGAGGTGAAGG

P9 HindIII
CTACTGCAAAGCTTAATACGACTCACTATAG�
TGAGAAAACGTGGGAGGAGGA

P9

P11 HindIII
CTACTGCAAAGCTTAATACGACTCACTATAG�
ATGCGGAAAGGAGGA

P12 HindIII
CTACTGCAAAGCTTAATACGACTCACTATAG�
CTACTCGCACGAGACAGGCATC
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пил�β�D�1�тиогалактопиранозид) до конечной
концентрации 0,5 мМ. После добавления ин�
дуктора клетки продолжали инкубировать в тех
же условиях в течение 3 ч. Затем их осаждали
низкоскоростным центрифугированием (8 000 g,
15 мин, 4 °C) и ресуспендировали в буферном
растворе, содержащем 50 мМ Tris�НСl, 2 М KCl,
50 мМ MgCl2, 5 мМ β�МЭ, 1 мМ ЭДТА�Na2,
0,1 мМ PMSF, pH 7,5 при 25 °C. Клетки разру�
шали на ультразвуковом дезинтеграторе Sonic
Dismembrator 550 («Fisher Scientific», США). За�
тем центрифугированием последовательно
осаждали клеточный дебрис (14 000 g, 30 мин,
4 °C) и рибосомы (90 000 g, 1 ч, 4 °C).

К безрибосомному лизату добавляли сульфат
аммония и KCl до конечной концентрации 1,5
и 3 M соответственно. Образец наносили на
колонку с носителем бутил�сефароза («GE
Healthcare», США), уравновешенную со старто�
вым буфером (50 мМ Tris�НСl, 3 М KCl, 1,5 М
(NH4)2SO4, pH 7,5 при 25 °C). Элюирование бел�
ков проводили обратным линейным градиентом
концентрации (NH4)2SO4 от 1,5 М до 0 М в стар�
товом буфере.

Препарат белка HmaL1 (или HmaL1dI) диа�
лизовали против буфера (50 мМ Tris�НСl, 3 М
KCl, pH 7,5 при 25 °C) и дополнительно очища�
ли Superdex 75. Чистоту белковых препаратов
оценивали при помощи Ds�Na�ПААГ�электро�
фореза [12].

Фрагменты мРНК T. thermophilus, T. maritima,
H. marismortui и РНК H. marismortui. Для кине�
тических исследований мы использовали полу�
ченные синтетически («Синтол», Россия) моди�
фицированные биотином фрагменты мРНК
L11�оперона T. thermophilus и T. maritima,
L1�оперона H. marismortui, содержащие потен�
циальные регуляторные участки, а также специ�
фический фрагмент 23S рРНК H. marismortui,
содержащий три спирали (H76, H77, H78) [13].
Биотин располагался на 3′�конце фрагментов
мРНК.

Кинетический анализ взаимодействия бел�
ка L1 и его домена I T. thermophilus, T. maritima и
H. marismortui со специфическими фрагментами
мРНК и рРНК методом SPR. Кинетический ана�
лиз взаимодействия белков со специфическими
фрагментами РНК проводили с помощью поверх�
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Рис. 1. Схемы генетических конструкций фрагментов L11�оперона T. maritima (а), T. thermophilus (б) и L1�оперона
H. marismortui (в), использованных в качестве матриц в сопряженной системе транскрипции�трансляции E. coli in vitro:
pTmaL11/L1(�50) и pTthL11/L1(�46) – гены белков L11 и L1, и 50/46 н. 5′�НТО перед геном белка L11; pTmaL11(�50) и
pTthL11(�46) – фрагмент гена белка L11 и 50/46 н. 5′�НТО перед ним; pTmaL1(�25) – ген белка TmaL1 и 25 н. 5′�НТО пе�
ред ним; pTthL1(�100) – ген белка TthL1, последние 100 н. гена белка TthL11, включая область перекрывания открытых
рамок считывания генов белков TthL11 и TthL1, и последовательность SD; pHmaL1/L10(�74) – гены белков HmaL1 и
HmaL10 и 74 н. 5′�НТО перед геном белка HmaL1
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ностного плазмонного резонанса (SPR – surface
plasmon resonance) [14] на системе ProteOn
XPR36 («Bio�Rad», США). Биотинилированные
фрагменты РНК наносили на сенсорные чипы
NLC («Bio�Rad», США) c иммобилизованным
авидином [15].

Серии разведений из пяти концентраций
аналита (L1 или L1dI) готовили в буфере, содер�
жащем 50 мМ Tris�HCl, 175 мМ NaCl, 2 мМ
MgCl2, 0,05% Tween�20, pH 7,5 при 25 °C. Ско�
рость протока составляла 30 мкл/мин, время ас�
социации – 300 сек, время диссоциации –
700–1200 сек. Все эксперименты по связыванию
проводили при температуре 25 °C.

Набор из 3–5 сенсограмм обсчитывали в
программе BIAEvaluation («Biacore», США) с
использованием модели Ленгмюра (1 : 1) или
двухстадийной реакции.

Анализ ингибирования синтеза белков
L11�оперона T. thermophilus, T. maritima и L1�опе�
рона H. marismortui в сопряженной системе тран�
скрипции�трансляции in vitro. Для экспериментов
в сопряженной системе транскрипции�трансля�
ции in vitro использовали набор PURExpress
In Vitro Protein Synthesis Kit («New England
Biolabs», Германия). Матрицами служили плаз�
миды, несущие фрагменты L11�оперона T. ther/
mophilus, T. maritima или L1�оперона H. maris/
mortui под контролем Т7�промотора (рис. 1). В
качестве отрицательного контроля использова�
ли плазмиду, несущую ген р�белка L3 из M. jan/
naschii (MjaL3). Реакцию проводили согласно
рекомендациям производителя в присутствии
L�[35S]метионина в концентрации 11 мКи/мл
(«PerkinElmer», США). Для ингибирования син�
теза белков с плазмиды в реакционную смесь
добавляли белок L1 или его домен I (0–20 мкМ).
В качестве контроля использовали бычий сыво�
роточный альбумин (БСА) в тех же количествах.
Для опытов по конкуренции в смесь добавляли
специфический для белка L1 фрагмент 23S
рРНК до 20 мкМ. Реакцию проводили при 37 °C
в течение 1 ч, после чего к смеси добавляли бу�
фер для Ds�Na�ПААГ�электрофореза и наноси�
ли на полиакриламидный гель.

Анализ способности белка L1 ингибировать
in vitro синтез мРНК L11�оперона T. thermophilus и
T. maritima, а также L1�оперона H. marismortui.
Фрагменты мРНК были получены методом
транскрипции in vitro с использованием
РНК�полимеразы фага Т7, как в отсутствие
р�белка L1, так и в присутствии его 20 мкМ. В
качестве матрицы использовали плазмиды
pTthL11(�46), pTmaL11(�50) и pHmaL1/L10(�74),
линеаризованные с помощью эндонуклеаз рест�
рикции EcoRI, XmaI и EcoRI соответственно
(табл. 1, рис. 1). Плазмиды содержали гены,

кодирующие мРНК соответствующих оперо�
нов, под контролем Т7�промотора. Анализ
транскриптов проводили с помощью электро�
фореза в 5%�ном ПААГ (19 : 1) в присутствии
8 М мочевины и электродного буфера (40 мМ
Tris�Ацетат, 0,2 мМ ЭДТА�Na2, рН 8,0 при
25 °C).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Фрагменты мРНК L11�оперона T. ther�
mophilus, T. maritima и L1�оперона H. marismortui,
содержащие L1�связывающие детерминанты. Ра�
нее мы определили, что в T. maritima имеется два
потенциальных участка связывания белка L1 на
мРНК L11�оперона [6]. Первый участок распо�
ложен в лидерной последовательности мРНК
белка L11 (mRNATmaL11), второй участок включа�
ет лидерный и кодирующий участки мРНК бел�
ка L1 (mRNATmaL1) (рис. 2, а). В T. thermophilus
мы обнаружили лишь один потенциальный
участок связывания белка L1, который располо�
жен между кодирующими частями мРНК бел�
ков TthL11 и TthL1 (mRNATthL1) (рис. 2, б). Мы
получили соответствующие фрагменты мРНК и
определили сродство TthL1 и TmaL1 к этим
фрагментам методом SPR [6]. Оказалось, что
при взаимодействии белка L1 с этими фрагмен�
тами мРНК, образуются стабильные комплексы
TthL1–mRNATthL1 и TmaL1–mRNATmaL11, однако
комплекс TmaL1–mRNATmaL1 не формируется.
Несмотря на то, что все основные детерминан�
ты для РНК�белкового взаимодействия были
сохранены, фрагмент mRNATmaL1 не содержал
нуклеотид С+17, который, согласно данным о
структуре комплекса TthL1–mRNA, способен
образовывать две закрытые от растворителя во�
дородные связи с белком L1, которые ранее счи�
тались несущественными для РНК�белкового
взаимодействия [16]. Мы получили удлинённый
на 2 пары нуклеотидов фрагмент mRNATmaL1

(рис. 2, а) и показали, что он образует стабиль�
ный комплекс с белком L1.

Детальный анализ геномной последователь�
ности L11�оперона T. thermophilus на основе го�
мологии со структурно�консервативным
L1�связывающим модулем [17] позволил обна�
ружить второй предположительный участок
связывания белка L1 на мРНК L11�оперона
T. thermophilus, который оказался расположен
перед геном белка L11 (mRNATthL11) (рис. 2, б).
Взаимодействие с этим фрагментом мРНК так�
же было исследовано.

Опероны, регулируемые белком L1 в археях,
отличаются от бактериальных. В H. marismortui
ген белка L1 котранскрибируется с генами бел�
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ков L10 и L12. В лидерной последовательности
мРНК белка L1 H. marismortui находится учас�
ток, гомологичный консервативному сайту свя�
зывания данного белка на мРНК, также схожий
с сайтом связывания белка HmaL1 на 23S рРНК
H. marismortui [13] (рис. 2, в, г).

Анализ взаимодействия белков L1 T. ther�
mophilus, T. maritima и H. marismortui, а также их
доменов I со специфическими фрагментами мРНК
тех же организмов. Для проверки способности
полноразмерных белков TthL1, TmaL1, HmaL1,
а также их доменов I взаимодействовать с опре�

деленными участками на мРНК соответствую�
щих оперонов мы получили биотинилирован�
ные фрагменты мРНК, содержащие эти предпо�
ложительные L1�связывающие участки. Мето�
дом SPR были определены константы диссоци�
ации (KD) комплексов TthL1 (TthL1dI), TmaL1
(TmaL1dI), (рис. 3) и HmaL1 (HmaL1dI) (рис. 4)
со специфическими фрагментами мРНК
(табл. 2).

Оказалось, что сродство TthL1 и TthL1dI к
фрагменту мРНКTthL11 почти на порядок выше,
чем к фрагменту мРНКTthL1 (табл. 2). Константы
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Рис. 2. а – Организация генов в L11�опероне T. maritima. Пунктирной рамкой на фрагменте mRNATmaL1 выделены добав�
ленные пары нуклеотидов. Нуклеотиды 5′�НТО соответствующего гена обозначены знаком (�), нуклеотиды смысловой
части мРНК обозначены знаком (+); б – организация генов в L11�опероне T. thermophilus; в – организация генов в L1�опе�
роне H. marismortui; г – вторичная структура специфического фрагмента 23S рРНК H. marismortui. Также на рисунке пред�
ставлены предположительные вторичные структуры фрагментов мРНК, с которыми может взаимодействовать р�белок L1.
Стрелками показано положение L1�связывающих участков на соответствующей полицистронной мРНК. На фрагментах
мРНК в рамке выделены нуклеотиды, образующие консервативные контакты с белком L1, серым показан старт�кодон
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Рис. 3. Сенсограммы кинетического анализа взаимодействия белка L1 и его домена I T. thermophilus и T. maritima со спе�
цифическими фрагментами мРНК. а – Соответствующие мРНКL11; б – соответствующие мРНКL1. Для каждого набора
сенсограмм указаны используемые концентрации аналита. Ровные линии соответствуют теоретической аппроксимации
полученных экспериментальных данных с использованием модели Ленгмюра (1 : 1) (а) или двухстадийной реакции (б)
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диссоциации (KD) комплексов белков TmaL1 и
TmaL1dI с мРНКTmaL1 сравнимы с KD комплек�
сов белков с мРНКTmaL11 (табл. 2). Взаимодей�
ствие в комплексах TthL1(TthL1dI) – мРНКTthL11

и TmaL1(TmaL1dI) – мРНКTmaL11 (рис. 3, а) опи�
сывается простой моделью Ленгмюра (1 : 1).
Взаимодействие белков со специфическими
фрагментами мРНКL1 с лучшим приближением
(χ2 < 10) описывается моделью двухстадийной
реакции, которая предполагает образование
промежуточного комплекса (рис. 3, б).

HmaL1 и HmaL1dI связываются с фрагмен�
том мРНКHmaL1, содержащим предполагаемый
регуляторный участок L1�оперона H. marismortui
(рис. 4, табл. 2). Причем это взаимодействие
слабее, чем со специфическим фрагментом 23S
рРНК (табл. 2), что согласуется с классическими
принципами регуляции синтеза р�белков.

Сродство доменов I к специфическим фраг�
ментам мРНК сравнимо со сродством полно�
размерных белков, что позволяет предполо�
жить, что как бактериальный, так и архейный
домен I белка L1 обладает регуляторными свой�
ствами наряду с полноразмерными белками.

Исследование способности белка L1 регулиро�
вать синтез белков своего оперона на уровне тран�
скрипции. Чтобы исключить влияние р�белка L1
исследуемых термофильных бактерий и археи
на транскрипцию мРНК своего оперона, мы
проанализировали эффективность синтеза
мРНК методом транскрипции in vitro с по�
мощью РНК�полимеразы T7. Исследование
проводили как в присутствии, так и в отсутствие
р�белка L1. Анализ мРНК транскриптов пока�
зал, что р�белок L1 не оказывает влияния на
уровень транскрипции мРНК L11�оперона
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Таблица 2. Кинетические параметры взаимодействия белка L1 и его домена I T. thermophilus, T. mari/
tima и H. marismortui со специфическими фрагментами мРНК

KD, (нМ)

2,29

1,97

3,78

2,26

1,93

1,60

14,24

65,82

417

850

45,6

71,2

kd1, (×10−4 s−1)

6,4

23,5

0,1

22,3

2,67

13

4,7

3,87

4,09

5,44

0,53

1,7

ka1, (×103 M−1s−1)

279

1190

272

986

137

810

33

5,88

0,98

0,64

1,16

2,5

Комплекс

TmaL1–мРНКTmaL11

TmaL1dI–мРНКTmaL11

TmaL1–мРНКTmaL1

TmaL1dI–мРНКTmaL1

TthL1–мРНКTthL11

TthL1dI–мРНКTthL11

TthL1–мРНКTthL1

TthL1dI–мРНКTthL1

HmaL1–мРНКHmaL1

HmaL1dI–мРНКHmaL1

HmaL1–рРНК

HmaL1dI–рРНК

kd2, (×10−5 s−1)

–

–

10,8

78

–

–

9,65

248

–

–

–

–

ka2, (×10−6 s−1)

–

–

738

456

–

–

1,14

43

–

–

–

–

Примечание. KD = kd1/ka1; ka1 – константа скорости ассоциации первой стадии реакции; kd1 – константа скорости дис�
социации первой стадии реакции; KD – кажущаяся константа диссоциации; ka2 и kd2 – константы скорости ассоциации
и диссоциации второй стадии реакции соответственно.

Рис. 4. Сенсограммы кинетического анализа взаимодействия белков HmaL1 и HmaL1dI со специфическими фрагмента�
ми мРНК. Для каждого набора сенсограмм указаны используемые концентрации аналита. Ровные линии соответствуют
теоретической аппроксимации полученных экспериментальных данных с использованием модели Ленгмюра (1 : 1)
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T. thermophilus и T. maritima, а также L1�оперона
H. marismortui (рис. 5).

Таким образом, мы показали, что исследуе�
мые белки не регулируют синтез белков своего
оперона на уровне транскрипции.

Анализ регуляторных свойств рибосомного
белка L1 T. maritima и T. thermophilus. Последую�
щие исследования мы проводили в сопряжен�
ной системе транскрипции–трансляции E. coli
in vitro. В наших экспериментах были использо�
ваны матрицы, несущие разные участки
L11�оперона T. thermophilus и T. maritima. Четы�
ре конструкции содержали один из генов белка,
L11 или L1, (pTmaL11(�50), pTthL11(�46),
pTmaL1(�25) и pTthL1(�100)) (рис. 1); две
конструкции содержали гены двух белков, L11 и
L1, (pTmaL11�L1(�50) и pTthL11�L1(�46))
(рис. 1). В реакционную смесь добавляли раз�
личные количества L1/L1dI T. thermophilus или
T. maritima. Как полноразмерные белки L1, так и
их домены I ингибировали синтез белков соот�
ветствующих конструкций (рис. 6, 7).

Было выявлено, что добавление в систему
белка L1 ингибирует дозозависимым образом
синтез обоих белков L11�оперона (L11 и L1),
как на мРНК T. thermophilus, так и T. maritima.

Более того, при добавлении домена I белка L1
также происходит ингибирование синтеза обоих
белков (рис. 6). В экспериментах по конкурент�
ному ингибированию добавление специфичес�
кого фрагмента 23S рРНК T. thermophilus, содер�
жащего L1�связывающий участок, ингибирова�
ния в обоих случаях (TthL1 и TmaL1) не проис�
ходит (рис. 6).

Была проверена эффективность синтеза бел�
ков с укороченных конструкций, содержащих
только по одному участку связывания белка L1 и
одному гену L11�оперона T. thermophilus и
T. maritima в присутствии белка L1. Показано,
что как полноразмерный белок, так и его до�
мен I ингибируют синтез белков L11 и L1 с соот�
ветствующих конструкций (рис. 7).

Анализ регуляторных свойств рибосомного
белка L1 археи H. marismortui. Регуляторные
свойства белка HmaL1 и его домена I были так�
же исследованы в сопряженной системе тран�
скрипции�трансляции in vitro (рис. 8). В качест�
ве матрицы использовали конструкцию, несу�
щую два гена L1�оперона H. marismortui, кодиру�
ющие белки L1 и L10, и 5′�НТО (74 н.), предпо�
ложительно, включающую регуляторный учас�
ток (pHmaL1/L10(�74), рис. 1, в). При добавле�
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Рис. 5. Электрофоретический анализ транскрипции фрагментов мРНК. В качестве матрицы для транскрипции in vitro ис�
пользовали конструкции, содержащие ген белка L11 и 5′�НТО перед ним термофильных бактерий: а – pTthL11(�46); б –
pTmaL11(�50); в – конструкция, содержащая гены белков HmaL1 и HmaL10 и 5′�НТО перед геном белка HmaL1 –
pHmaL1/L10(�74)

Рис. 6. Авторадиограмма белков L11 и L1 T. thermophilus (а) и T. maritima (б), синтезированных в присутствии L�[35S]мети�
онина, белка L1 (в различном количестве), его домена I, или БСА. В качестве матрицы в сопряженной системе транскрип�
ции–трансляции использовали конструкции, несущие оба гена L11�оперона – rplK и rplA, кодирующие белки L11 и L1 со�
ответственно, и 5′�НТО (pTmaL11�L1(�50) и pTthL11�L1(�46), рис. 1, а, б)
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нии в систему как белка HmaL1, так и HmaL1dI,
дозозависимым образом ингибируется синтез
обоих белков (L1 и L10) (рис. 8). В эксперимен�
тах по конкурентному ингибированию в обоих
случаях добавление специфического фрагмента
23S рРНК H. marismortui (рис. 2, г), содержащего
L1�связывающий участок, ингибирующий эф�
фект HmaL1 или HmaL1dI отсутствует (рис. 8).

Для проверки специфичности взаимодей�
ствия белка L1 с мРНК были поставлены конт�
рольные эксперименты. В качестве отрицатель�
ного контроля использовали плазмиду, несущую
ген рибосомного белка L3 M. jannaschii (MjaL3)
[18] (рис. 9), где было показано, что L1 не инги�
бирует экспрессию гена белка другого оперона.
Как контроль на специфичность взаимодей�
ствия в экспериментах использовали белок
БСА. Синтез белков L11�оперона T. ther/
mophilus, T. maritima и L1�оперона H. marismortui
не зависел от добавления БСА в реакционную
систему (рис. 6–8).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Взаимодействие белка L1 с участками связы�
вания мРНК L11�оперона и L1�оперона. В резуль�
тате сравнительного структурного анализа
комплексов TthL1 со специфическими фраг�
ментами мРНК и рРНК были определены нук�
леотиды, формирующие структурно�консерва�
тивный модуль РНК, необходимый для образо�
вания стабильного комплекса РНК–L1 [17].
Проведённый нами анализ геномных последо�
вательностей T. thermophilus и T. maritimа в райо�
не L11�оперонов показал, что в мРНК этих бак�

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  4  2021

478

Рис. 7. Авторадиограммы белков L11 T. thermophilus и T. maritima (а, в) и белков L1 T. thermophilus и T. maritima (б, г), син�
тезированных в присутствии L�[35S]метионина и белка L1 (в различной концентрации), его домена I, БСА и фрагмента
23S рРНК T. thermophilus, содержащего L1�связывающий участок. В качестве матрицы в сопряженной системе транскрип�
ции�трансляции были использованы укороченные конструкции, содержащие только по одному L1�связывающему участ�
ку и одному гену L11�оперона: а, в – ген белка L11 и участок 5′�НТО перед ним (pTmaL11(�50), pTthL11(�46), рис. 1);
б, г – ген белка L1 и участок перед ним (pTmaL1(�25) и pTthL1(�100), рис. 1)

Рис. 8. Авторадиограмма белков L1 и L10 H. marismortui,
синтезированных в присутствии L�[35S]метионина, белка
HmaL1 (в различных концентрациях), HmaL1dI или БСА.
В качестве матрицы в сопряженной системе транскрип�
ции�трансляции in vitro использовали плазмиду, несущую
гены двух белков L1�оперона H. marismortui – L1 и L10, а
также 5′�НТО (pHmaL1/L10(�74), рис. 1, г)
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терий имеется два потенциальных участка свя�
зывания белка L1. Первый участок расположен,
как у E. coli, в лидерной последовательности
мРНК белка L11. Второй участок в T. maritima
включает нетранслируемый лидерный участок и
начало кодирующей части мРНК белка L1
(17 н.) (рис. 2, а). В T. thermophilus второй
L1�связывающий участок находится в области
перекрывания генов белков L11 и L1 (рис. 2, б).
Эти участки гомологичны L1�связывающему
сайту на рРНК [17].

Мы показали, что бактериальные рибосом�
ные белки L1 T. thermophilus и T. maritima имеют
высокое сродство к двум участкам на мРНК
L11�оперона. Сродство р�белка L1 к этим участ�
кам мРНК сравнимо (KD = 10–9–10–8 M
(табл. 2)) с полученными ранее данными по вза�
имодействию TthL1 с фрагментом мРНК
M. vannielii (KD = 8,6 × 10–9 М) [19].

Ранее нам не удавалось детектировать взаи�
модействие белка TmaL1 c фрагментом мРНК
T. maritimа, содержащим лидерный участок
мРНК L1. В составе этого фрагмента были со�
хранены все основные детерминанты для РНК�
белкового взаимодействия [6], но длина конце�
вой спирали была короче на одну пару нуклео�
тидов по сравнению с двумя другими фрагмен�
тами мРНК (рис. 2, а, mRNATmaL1, пунктирная
рамка). Мы предположили, что отсутствие этих
нуклеотидов привело к потере двух водородных
связей, важных для ориентации белка на моле�
куле РНК. В комплексе TthL1–мРНК M. van/
nielii Thr168, расположенный в домене I белка
TthL1, образует две закрытые от растворителя
водородные связи с рибозой одного из нуклео�
тидов последней пары фрагмента мРНК
(рис. 2, а, mRNATmaL1, пунктирная рамка) [17]. В
TmaL1 присутствует аналог этого аминокислот�
ного остатка (Thr168). Ранее мы предполагали,
что данные контакты не играют определяющей
роли в формировании комплекса L1–РНК. Од�

нако удлинение фрагмента этого участка мРНК
на две пары нуклеотидов (рис. 2, а) привело к
образованию комплекса с белками TmaL1 и
TmaL1dI (табл. 2). Таким образом, вероятно,
роль водородной связи между белком и нуклео�
тидом последних двух пар концевой спирали
фрагмента мРНК (U�A (�13/+16) и G�C
(�14/+17) в мРНКTmaL1) не менее важна для обра�
зования прочного комплекса, чем выявленные
ранее водородные связи между белком L1 и кон�
сервативным L1�связывающим модулем (выде�
лен рамкой на рис. 2).

Таким образом, р�белок L1 как в T. ther/
mophilus, так и в T. maritima, взаимодействует с
двумя специфическими участками на мРНК
своего оперона. По всей видимости, связываясь
с этими участками мРНК, р�белок L1 может ре�
гулировать уровень синтеза белков L11�оперона
в соответствующих организмах in vitro и in vivo.

Однако характер взаимодействия белков L1 с
фрагментами мРНКL1 и мРНКL11 может разли�
чаться. Анализ взаимодействия как полнораз�
мерного р�белка L1, так и его домена I со специ�
фическими фрагментами мРНКL11 методом по�
верхностного плазмонного резонанса показыва�
ет, что наиболее подходящей является модель
Ленгмюра (1 : 1) (рис. 3, а, табл. 2). Взаимодей�
ствие белков со специфическими фрагментами
мРНКL1 можно описать только моделью двух�
стадийной реакции (рис. 3, б, табл. 2). Такая мо�
дель была использована нами ранее для описа�
ния взаимодействий в комплексах мутантных
форм белка TthL1 со специфическим фрагмен�
том 23S рРНК [16]. В этой модели два компо�
нента формируют сначала промежуточный
комплекс с константами скорости ассоциации и
диссоциации ka1 и kd1, далее образуя конечный
комплекс с кинетическими константами ka2 и
kd2. Промежуточный комплекс формируется
быстро, затем следует медленный конформаци�
онный переход в более стабильный комплекс.
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Рис. 9. Авторадиограмма белка MjaL3, синтезированного в присутствии L�[35S]метионина при избытке белка L1 или его
домена I: а – T. thermophilus; б – T. maritima ; в – H. marismortui. В качестве матрицы в сопряженной системе транскрип�
ции�трансляции in vitro использована плазмида, несущая ген рибосомного белка MjaL3
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В мРНК L1�оперона архей H. marismortui мы
обнаружили только один участок, гомологич�
ный консервативному участку связывания бел�
ка L1 на 23S рРНК, – в лидерной последова�
тельности мРНК белка L1 (рис. 2, в, г). HmaL1 и
его домен I связываются с этим участком мРНК,
причем это взаимодействие слабее, чем с рибо�
сомной РНК (KD(HmaL1–мРНКHma) = 417 нМ,
KD(HmaL1–рРНКHma) = 45,6 нМ, табл. 2). Такое
различие согласуется с принципом классичес�
кой регуляции синтеза рибосомных белков (ин�
гибирование по принципу обратной связи), ос�
нованным на конкуренции между двумя участ�
ками связывания.

Сродство домена I как бактериальных, так и
архейного белка L1 к фрагментам мРНК являет�
ся примерно таким же, как сродство полнораз�
мерного белка (KD(HmaL1–мРНКHma) = 417 нМ,
KD(HmaL1dI–мРНКHma) = 846 нМ, табл. 2), что
позволяет предположить, что L1dI может обладать
такими же регуляторными свойствами, как бак�
териальный TthL1dI [9] и архейный MjaL1dI [20].

Регуляция синтеза белков L11�оперона и
L1�оперона белком L1 и его доменом I. Для дока�
зательства регуляторных свойств белка L1 и его
домена I мы исследовали их дозозависимое вли�
яние на уровень синтеза белков L11�оперона
T. thermophilus, T. maritima и L1�оперона
H. marismortui. Подобные эксперименты прово�
дились ранее для исследования ауторегуляции
синтеза белков L1�оперона архейным рибосом�
ным белком L1 M. vannielii [2], а также для опре�
деления регуляторных свойств TthL1/TthL1dI и
MjaL1/MjaL1dI на мРНК M. vannielii [9, 20].
Бесклеточная система транскрипции�трансля�
ции E. coli может быть использована как для
экспрессии архейных, так и эукариотических
белков [21].

Как упоминалось выше, мы показали нали�
чие двух регуляторных участков в мРНК
L11�оперона бактерий T. thermophilus и T. mariti/
ma. Стоит отметить, что структурно�консерва�
тивный участок связывания белка L1 на РНК
включает последовательность GGAG (рис. 2),
которая может быть принята за SD�подобный
мотив мРНК, будучи расположенной перед
AUG�кодоном. Однако, согласно структурным
данным, 3 из 4�х нуклеотидов этой последова�
тельности находятся в спиральных участках [17]
и недоступны для РНК�РНКовых взаимодей�
ствий. В результате такой участок мРНК взаи�
модействует с р�белком L1, но не связывается с
анти�SD на рибосоме. Ранее было показано на�
личие такой «маскированной» SD�последова�
тельности в мРНК белка L1 E. coli [22]. Для того
чтобы в полной мере исследовать регуляторные
свойства белка TthL1, мы получили конструк�

цию, содержащую ген белка TthL1 с добавлен�
ной последовательностью, содержащей SD,
поскольку природный SD�подобный мотив вхо�
дил в состав L1�связывающего участка. Извест�
но, что положение предположительного L1�cвя�
зывающего сайта в мРНК L11�оперона в раз�
личных родах бактерий не строго консерватив�
но. В мРНК E. coli имеется единственный
L1�связывающий участок, а в геномах некото�
рых бактерий типа Firmicute обнаружены два по�
тенциальных участка связывания белка L1 [5],
также как в исследованных нами бактериях
T. thermophilus и T. maritima. В отличие от данных
литературы, наличие двух регуляторных участ�
ков L11�оперона в этих гипертермофильных
бактериях подтверждено нами эксперименталь�
но. Несомненно, в термофильных организмах
имеются механизмы, поддерживающие рост
клеток при высоких температурах. Геномный
анализ промоторов и рибосом�связывающих
участков в T. maritima показал [23], что они ко�
дируют высококонсервативные жёсткие струк�
туры, которые могут обеспечить плотные кон�
такты, что очень важно в термодинамически
неблагоприятных условиях (75–80 °C). Наличие
двух L1�связывающих участков может являться
примером усиленной регуляции синтеза белков
L11�оперона у бактерий, живущих в гипертер�
мофильных условиях.

В случае экстремального галофила H. maris/
mortui был обнаружен один регуляторный учас�
ток, взаимодействие с которым р�белка L1 мо�
жет ингибировать синтез белков своего L1�опе�
рона. Можно заметить, что в бесклеточной сис�
теме транскрипции–трансляции E. coli количе�
ство синтезированного белка L1 археи H. maris/
mortui было ниже, чем белка L11 (рис. 8). Ранее
при анализе регуляции трансляции мРНК
L1�оперона другой археи M. vannielli в такой же
in vitro системе E. coli наблюдалась аналогичная
ситуация [2], причём в in vivo системе E. coli со�
отношение синтеза белков, кодируемых генами
этого архейного оперона, было другим. Такие
отличия могут быть связаны с особенностями
синтеза белков в системе in vitro.

В археях рода Methanococcus участок связы�
вания белка L1 находится в начале его кодиру�
ющей части мРНК (первые 30 нуклеотидов пос�
ле старт�кодона) [2]. Мы показали, что в
H. marismortui регуляторный участок находится
в 5′�НТО мРНК белка L1. При связывании бел�
ка HmaL1 ингибируется синтез белков L1, L11
и, предположительно, L12. Полученные нами
данные подтверждают консервативность регу�
ляторных свойств р�белка L1. При этом важно
отметить, что ведущую роль в регуляторных
свойствах белка в исследуемых организмах иг�
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рает его домен I, что свидетельствует о струк�
турной консервативности РНК�белковых взаи�
модействий. Более того, наличие двух регуля�
торных участков на мРНК L11�оперона гипер�
термофильных бактерий экспериментально
подтверждено.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от�
сутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая
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Ribosomal protein L1 is a conserved two�domain protein that is involved in formation of the L1 stalk of the large ribo�
somal subunit. When there are no free binding sites available on the ribosomal 23S RNA, the protein binds to the spe�
cific site on the mRNA of its own operon (L11 operon in bacteria and L1 operon in archaea) preventing translation.
Here we show that the regulatory properties of the r�protein L1 and its domain I are conserved in the thermophilic
bacteria Thermus and Thermotoga and in the halophilic archaeon Haloarcula marismortui. At the same time the
revealed features of the operon regulation in thermophilic bacteria suggest presence of two regulatory regions.

Keywords: regulation of expression, L11 operon, L1 operon, r�proteins, mRNA
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Определение функциональных свойств ретиналь�содержащих белков зачастую включает исследования на
модельных системах, например, измерения электрического тока через плоские бислойные липидные мемб�
раны (БЛМ) с адсорбированными на одной поверхности мембраны протеолипосомами. Однако возмож�
ности этого метода до конца не изучены. На примере двух светочувствительных белков – бактериородопси�
на (bR) и канального родопсина 2 (ChR2) – мы показали, что потенциал�зависимости стационарных фото�
токов в присутствии протонофора имеют сильно отличающиеся характеристики. В случае протонной пом�
пы bR регистрируемый через БЛМ фототок не меняет направление при изменении знака прикладываемых
напряжений, а для светочувствительного белка канального типа ChR2 характерны увеличение фототока с
ростом напряжения и смена знака тока при переходе через нулевые значения напряжения. В работе также
показано, что для регистрации максимальных стационарных фототоков лучше всего подходит протоно�
фор 4,5,6,7�тетрахлоро�2�трифлуорометил бензимидазол (ТТФБ). При использовании карбонилцианид�m�
хлорофенилгидразона (ХКФ) измеряемые фототоки для bR значительно меньше по амплитуде, а для
ChR2 – практически равны нулю. Это различие между ТТФБ и ХКФ, по�видимому, связано с тем, что ХКФ,
в отличие от ТТФБ, обладает большей скоростью переноса протонов через липосомальные мембраны, чем
через декан�содержащие БЛМ, которые используются в качестве поверхности адсорбции протеолипосом.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ретиналь�содержащие белки, канальный родопсин, протонная помпа, протеолипо�
сомы, бислойная липидная мембрана, протонофор.
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КАНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ РОДОПСИНОВ МОЖЕТ БЫТЬ
ВЫЯВЛЕНА ПРИ ИЗМЕРЕНИИ ПОТЕНЦИАЛ�ЗАВИСИМОСТИ

ФОТОТОКОВ НА ПЛОСКИХ БИСЛОЙНЫХ
ЛИПИДНЫХ МЕМБРАНАХ

© 2021 Т.И. Рокицкая1*, Н. Маляр2, К.В. Ковалев2,3, А.А. Волков4,5,
В.И. Горделий2,3,4,5, Ю.Н. Антоненко1

ВВЕДЕНИЕ

Бурный рост числа исследований микроб�
ных родопсинов, начавшийся с определения ос�
новных функциональных свойств бактериоро�
допсина (bR) [1], привел к значительному раз�
витию и возникновению новых методов изуче�
ния светочувствительных мембранных белков.

Бактериородопсин, как в природных пурпурных
мембранах, так и солюбилизированный в ми�
целлах детергента и встроенный в протеолипо�
сомы (ПЛ) [2, 3], оказался чрезвычайно важным
и удобным объектом исследования, что привело
к его всестороннему изучению в модельных
мембранных системах, в том числе при адсорб�
ции протеолипосом на плоских бислойных ли�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : БЛМ – бислойная липидная мембрана; ТТФБ – 4,5,6,7�тетрахлоро�2�трифлуорометил
бензимидазол; ФКФ – карбонилцианид n�трифторометокси�фенилгидразон; ХКФ – карбонилцианид�m�хлорофенил�
гидразон; bR – бактериородопсин; ChR2 – канальный родопсин 2; ПЛ – протеолипосомы; ФХ – фосфатидилхолин; Ep –
эквивалентное напряжение помпы, Rm – эквивалентное сопротивление БЛМ, Rc – эквивалентное сопротивление облас�
ти контактов с липосомами, Rch – эквивалентное сопротивление канала, Rv – эквивалентное сопротивление липосомаль�
ной мембраны; Rp – эквивалентное сопротивление помпы.

* Адресат для корреспонденции.
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пидных мембранах (БЛМ) [4, 5]. В настоящее
время метод адсорбции протеолипосом на
мембранных фильтрах, пропитанных липидом,
применяется для измерения электрических по�
тенциалов, генерируемых белком при обычном
или лазерном освещении [6]. Также при адсорб�
ции ПЛ или мембранных дисков со светочув�
ствительными белками на БЛМ проводятся из�
мерения переходных токов [7, 8] в ответ на
включение и выключение освещения или ста�
ционарных фототоков через БЛМ в присутствии
протонофоров или других переносчиков [9–11].
Способ измерения светочувствительного тока с
помощью адсорбции ПЛ или фрагментов пур�
пурных мембран на поверхности БЛМ получил
широкое применение благодаря тому, что он
оказался наиболее чувствительным. В этом слу�
чае амплитуда стационарного тока в присут�
ствии протонофоров и/или ионообменников
была гораздо выше, чем при встраивании bR не�
посредственно в БЛМ путём добавления в мемб�
ран�формирующий раствор или путём форми�
рования БЛМ из двух монослоев липида с фото�
чувствительным белком [8, 10].

Открытие родопсинов канального типа [12,
13], осуществляющих пассивный транспорт
ионов при воздействии светом, привело к рево�
люции в нейробилогии и развитию оптогенети�
ки [14]. Катионный канальный родоп�
син 2 (ChR2) из одноклеточной водоросли
Chlamydomonas reinhardtii был первым микроб�
ным родопсином, использованным для деполя�
ризации нейрональной мембраны [15]. Впослед�
ствии набор оптогенетических инструментов
расширился за счёт разнообразных модифика�
ций ChR2 [16] и открытия других природных ка�
тионных и анионных канальных родопси�
нов [17, 18], в том числе катионного канального
родопсина из гигантских вирусов [19]. Помимо
канальных родопсинов, некоторые светочув�
ствительные ионные помпы также эффективны
в качестве оптогенетических инструментов: для
светоиндуцированного торможения нейрональ�
ной активности путём гиперполяризации плаз�
матической мембраны нейрона используются
хлорная помпа NpHR из Natronomonas
pharaonic [20], протонная помпа археродоп�
син 3 (Arch) из Halorubrum sodomense [21], натри�
евая помпа KR2 и её модификации [22–25], а
для деполяризации мембраны можно приме�
нять обратную протонную помпу [26]. К сожа�
лению, по причине низкой экспрессии в плаз�
матической мембране эукариотических клеток
бактериородопсин не нашел широкого приме�
нения в оптогенетике [20]. В последнее время
активно проводятся эксперименты по рацио�
нальному дизайну оптогенетических инстру�

ментов на основе перечисленных родопсинов
для получения белков с новыми свойствами,
например, с необычными параметрами откры�
вания/закрывания канала, селективности и
проводимости. Кроме того, продолжается поиск
генов родопсинов в геномах неизученных бакте�
рий, грибов, вирусов и дальнейшая гетерологи�
ческая экспрессия наиболее интересных из ко�
дируемых ими родопсинов с целью определения
их функциональности, эффективности и воз�
можностей дальнейшего применения [27–29].

В большинстве работ новые или мутантные
белки экспрессируются в плазматической мемб�
ране эукариотических клеток, и их фотоэлект�
рическая активность изучается методом фикса�
ции потенциала всей клетки [17, 26]. Однако
многие белки, особенно прокариотического
происхождения, слабо экспрессируются в плаз�
матической мембране эукариот. Кроме этого, в
опытах на клетках затруднительно значительно
изменять ионный состав внеклеточной сре�
ды (такие параметры, как pH и ионная сила) из�
за необходимости поддерживать осмотическое
давление и концентрации ионов в физиологи�
ческих диапазонах значений, что может ограни�
чивать изучение свойств белков. В этой связи
измерения в модельных системах с ПЛ, в том
числе сорбированными на поверхности БЛМ,
могут более полно раскрыть функциональные
свойства родопсинов. Впервые стационарные
фототоки через БЛМ в присутствии протонофо�
ра для ChR2 были продемонстрированы в рабо�
те Feldbauer et al. [30]. В представленной работе
мы сравнили зависимости светочувствительно�
го тока через БЛМ с адсорбированными ПЛ от
прикладываемого к БЛМ напряжения и его зна�
ка в присутствии протонофора для протонной
помпы bR и канального родопсина 2. В случае
канальной функции белка (на примере ChR2)
величины фототоков меняют свой знак при
напряжениях близких к нулю, в то же время фо�
тотоки протонной помпы bR всегда положи�
тельны. Такие различия очень похожи на ре�
зультаты, получаемые при электрофизиологи�
ческих измерениях на клетках [18, 31]. Также
нам удалось выяснить, что не любой протоно�
фор применим для изучения светочувствитель�
ных белков с канальными свойствами. В опуб�
ликованных ранее работах наибольшее приме�
нение нашёл протонофор 1799, однако он ком�
мерчески недоступен. Мы показали, что из�за
более эффективного увеличения проводимости
липосомальной мембраны, чем плоской БЛМ,
такой широко распространенный протонофор,
как карбонилцианид�m�хлорофенилгидразон
(ХКФ), не может применяться в данной модель�
ной системе. Из нескольких протестированных
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известных протонофоров 4,5,6,7�тетрахлоро�2�
трифлуорометил бензимидазол (ТТФБ) оказал�
ся самым подходящим кандидатом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали реагенты фир�
мы «Sigma�Aldrich», США (если не указано дру�
гое). 4,5,6,7�тетрахлоро�2�трифлуорометил бенз�
имидазол был предоставлен Ягужинским
Л.С. (НИИ физико�химической биологии им.
А.Н. Белозерского, МГУ).

Плоская бислойная липидная мембрана фор�
мировалась из раствора в декане, который со�
держал 2% (w/v) дифитаноилфосфатидилхоли�
на (дифитаноил�ФХ) и 0,04% (w/v) димиристоил�
этил�ФХ («Avanti Polar Lipids», США), на отвер�
стии в перегородке, разделяющей на два отсека
тефлоновую ячейку, содержащую буферный
раствор [32]. Диаметр отверстия состав�
лял 0,8 мм. Состав буферного раствора варьиро�
вался и указан в подписях к рисункам. Все экс�
перименты проводили при комнатной темпера�
туре (23–25 °С). При измерении проводимос�
ти БЛМ, индуцированной протонофора�
ми ТТФБ и ХКФ, мембрана формировалась из
2%�ного раствора смеси фосфолипидов из сое�
вых бобов (азолектин) в сквалене.

Электрический ток регистрировался в усло�
виях фиксации потенциала. Разность потенциа�
лов подавалась на хлорсеребряные электроды,
помещенные через агаровые мосты в тефлоно�
вую ячейку с двух сторон мембраны. Ток изме�
рялся с помощью пэтч�клэмп�усилителя ОЕС�
2 («ОПУС», Россия), оцифровывался с по�
мощью NI�DAQmx («National Instruments»,
США) и анализировался с использованием
компьютерной программы WinWCP Strathclyde
Electrophysiology Software, написанной
Дж. Демпстером (University of Strathclyde, Вели�
кобритания).

Для освещения БЛМ использовали галоге�
новую лампу Novaflex («World Precision
Instruments», США), плотность мощности кото�
рой составляет 0,77 Вт/см2. Лампа освещала
ячейку с передней (цис) стороны, ПЛ добавляли
к БЛМ с противоположной (транс) стороны.
В некоторых экспериментах использовали си�
ний светофильтр СЗС�9 с шириной пропуска�
ния 400–540 нм и коэффициентом поглоще�
ния 0,36 на длине волны 480 нм.

Протеолипосомы с родопсином (ChR2 или bR).
В стеклянной колбе готовили 1%�ный (w/v)
раствор азолектина из соевых бобов в хлорофор�
ме («Химмед», Россия). От хлороформа избав�
лялись с помощью роторного испарителя и ва�

куумного насоса. Полученную тонкую липид�
ную пленку, образовавшуюся на стенках колбы
ресуспендировали в растворе, содержащем
0,1 M NaCl («Applichem», Германия), 2% (w/v)
холата натрия с конечной концентрацией азо�
лектина – 1% (w/v). Суспензию липидов обраба�
тывали ультразвуком в течение 5 мин при 4 °C,
после чего быстро добавляли солюбилизирован�
ный родопсин до конечной концентра�
ции 0,7 мг/мл и детергент�абсорбирующие час�
тицы. Получившуюся смесь перемешивали на
орбитальной мешалке 2 ч при минимальном ос�
вещении, а затем сменяли частицы (так прово�
дили минимум 4 смены частиц). ChR2 был
экспрессирован в Leishmania tarentolae, выделен
и очищен, как описано в работе Volkov et al. [33].
bR был солюбилизирован из пурпурных мемб�
ран по ранее опубликованному протоколу [34].

Измерение транспорта протонов через мембра�
ну липосом. Проницаемость бислойных фосфо�
липидных мембран для ионов водорода оцени�
вали с помощью ранее предложенной и не�
сколько модифицированной методике [35]. Для
приготовления нагруженных пиранином липо�
сом смесь липидов (5,3 мг пальмитоил�олео�
ил ФХ, 1,3 мг пальмитоил�олеоил фосфатидил�
глицерола и 3,3 мг холестерина) растворили в
хлороформе, а затем высушили в струе азота в
пробирке с круглым дном. После этого липиды
были ресуспендированы в 1 мл буферного раст�
вора (20 мМ Мес, 20 мМ Tris�HCl, 20 мМ Три�
цин, 100 мМ KCl, рН 6,0), содержащего
0,5 мМ рН�чувствительного флуоресцентного
красителя пиранин. Суспензию тщательно
встряхивали, затем трижды замораживали/отта�
ивали. Моноламелярные липосомы получали
путем экструзии через поликарбонатный
фильтр с порами диаметром 0,1 мкм с помощью
экструдера («Avanti Polar Lipids»). Наружный
пиранин убирали хроматографией на колонке с
гелем Sephadex G�50 («Sigma�Aldrich»), уравно�
вешенной буферным раствором 20 мМ Мес,
20 мМ Tris�HCl, 20 мМ Трицин, 100 мМ KCl,
рН 6,0. В ходе эксперимента липосомы разбав�
ляли в этом буфере с рН 6,0, в начале экспери�
мента рН внутри и снаружи липосом был одина�
ков. Далее к липосомам добавляли требуемую
концентрацию протонофора и инкубировали в
течение 1 мин. Протонный транспорт иници�
ировался одномоментным увеличением рН вод�
ного раствора до значения 8,0 при добавлении
определенного количества раствора щело�
чи, КОН. Измерение скорости увеличения рН
внутри липосом проводили в присутствии
1 мМ ксилен�пиридиниум бромида для тушения
флуоресценции вытекающего пиранина. Внут�
рилипосомальный рН оценивали по измерению
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флуоресценции при длине волны 505 нм, длина
волны возбуждения – 455 нм. Измерения про�
водили на спектрофлуориметре Панорама Флю�
орат�02 («Люмэкс», Россия). В конце каждого

эксперимента добавляли ласалоцид А в концен�
трации 1 мкМ для полного выравнивания рН
внутри и снаружи липосом. Для предотвраще�
ния образования разности потенциалов на ли�
посомальной мембране эксперименты проводи�
ли в присутствии 10 нМ валиномицина. Для
уменьшения спонтанного выравнивания рН
температуру поддерживали на уровне 15 °С.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Измерения светоиндуцированного тока через
БЛМ с адсорбированными протеолипосомами со
встроенным ChR2. Добавление 10–15 мкл ПЛ со
встроенным ChR2 с одной стороны БЛМ
(транс�сторона с высокоомным входом усили�
теля) приводило к постепенному увеличению
переходного тока в ответ на включение освеще�
ния белым светом (рис. 1, а) или синим све�
том (с использованием фильтра СЗС�9, данные
не приведены). Процесс инкубации липосом
длился приблизительно 1 ч или более, пока ам�
плитуда переходного тока не прекращала увели�
чиваться. Амплитуда переходного тока никогда
не превышала 10–15 пА, время спада тока отли�
чалось от эксперимента к эксперименту в диа�
пазоне 40–130 мс. Регистрация тока при разных
напряжениях обычно показывала небольшое
увеличение стационарной темновой проводи�
мости БЛМ после прилипания ПЛ, после вклю�
чения освещения стационарная проводи�
мость БЛМ не менялась (рис. 1, а).

Ранее было показано, что ПЛ со встроенным
бактериородопсином при адсорбции налипают
на поверхность бислойной липидной мембра�
ны, но не сливаются с ней и остаются интактны�
ми на поверхности БЛМ [7, 8]. В наших экспе�
риментах при адсорбции ПЛ, содержащих ChR2
или bR, практически отсутствует светоиндуци�
рованный стационарный ток через БЛМ, а реги�
стрируется только переходный ток в ответ на
включение и выключение света. Это связано с
тем, что БЛМ не проводит ионы, которые
транспортирует bR, или которые проникают че�
рез ChR2 под действием приложенного напря�
жения. В начале освещения происходит увели�
чение поверхностного заряда на мембране бла�
годаря переносу ионов через липидную мембра�
ну липосом, в результате этого процесса наблю�
дается переходный ток через БЛМ, подобный
ёмкостному ответу на прикладывание напряже�
ния. В наших экспериментах, также как и у дру�
гих авторов, не происходит слияния ПЛ с плос�
кой мембраной, так как в течение длительного
времени налипания липосом не наблюдается
увеличение стационарной проводимости БЛМ в
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Рис. 1. Измерение электрического тока через БЛМ с адсор�
бированными ПЛ с ChR2. а – Записи тока через БЛМ при
напряжениях 0, +/–50 мВ через 1 ч после начала инкуба�
ции с протеолипосомами. Период освещения показан
сплошной черной линией. б – Записи тока через БЛМ с ад�
сорбированными протеолипосомами в присутствии
0,1 мкМ ТТФБ при различных напряжениях. в – Зависи�
мость максимального фототока (ΔIмакс) от напряжения. Бу�
ферный раствор содержал 10 мМ Мес, 10 мМ Tris�HCl,
100 мМ NaCl, pH 6,0
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процессе освещения при различных напряже�
ниях, а регистрируется только переходный ток
на включение освещения (рис. 1, а, кри�
вые +/–50 мВ). Если бы происходило слия�
ние ПЛ с БЛМ, мы бы наблюдали светоиндуци�
рованное увеличение проводимости мембраны в
случае ПЛ с ChR2.

Далее в эксперименте, представленном на
рис. 1, а, с цис�стороны мембраны добавляли
0,1 мкМ протонофора ТТФБ, который значитель�
но увеличивал проводимость БЛМ (до 10 нСм
и более). Величина стационарного тока че�
рез БЛМ при разных напряжениях показана
на рис. 1, б до начала освещения (t = 0 с). При
освещении БЛМ в присутствии ТТФБ ток через
мембрану увеличивался (рис. 1, б) на величину
фототока ΔI(t). При прикладывании к липидной
мембране напряжения разной величины и по�
лярности включение света приводило к увели�
чению абсолютной величины стационарного
тока (рис. 1, б). Зависимость максимального из�
менения тока (ΔIмакс), вызванного освещением,
от приложенной разности потенциалов к элект�
родам (V) является почти линейной и пересека�
ет ось ординат при V ≈ –6 мВ (рис. 1, в). Мы свя�
зываем отличие от линейной зависимости ΔIмакс

от V с тем, что проводимость БЛМ, опосредо�
ванная ТТФБ, нелинейно зависит от приложен�
ного потенциала. В то же время вольт�амперная
характеристика ChR2 в клеточной мембране то�
же нелинейна и определяется свойствами само�
го белка [36], что может также сказываться на
измерениях на БЛМ. Мы оценили относитель�
ное изменение тока α при освещении для про�
тивоположных значений напряжений:

,

и величина α оказалась равна 12,5%
для +/–25 мВ, 12,9% – для +/–50 мВ и 13,1% –
для +/–75 мВ. Относительное изменение тока
при освещении варьирует от эксперимента к
эксперименту, но в каждом отдельном опыте α
почти не зависит от прикладываемого напряже�
ния.

Следует отметить, что в присутствии ТТФБ
во всех опытах с ПЛ с ChR2 при V = 0 мВ при ос�
вещении регистрировался небольшой положи�
тельный стационарный ток (рис. 1, б). Направ�
ление тока совпадает с таковым для бактериоро�
допсина (результаты представлены ниже), что
находится в согласии с представлением о слабой
помповой активности ChR2 [30]. Появление
стационарного тока через БЛМ с адсорбирован�
ными протеолипосомами с ChR2 в ответ на ос�
вещение синим светом было показано ранее в

присутствии протонофора 1799 при V = 0 мВ
[30] в условиях, когда единственным проникаю�
щим через белок катионом является протон.
В то же время внутримолекулярный перенос
протона с шиффова основания на акцептор не
был подтвержден у ChR2 из C. reinhardtii при ос�
вещении вспышкой лазера, хотя был обнаружен
у нескольких родопсинов с канальными свой�
ствами из других водорослей [37].

При освещении БЛМ синим светом качест�
венно вид потенциал�зависимости светоинду�
цированного тока от приложенного напряже�
ния не изменился (рис. 2). В присутствии ТТФБ
величины ΔIмакс были примерно на 40% меньше
по сравнению с тем же экспериментом, но при
освещении белым светом без синего фильтра.
Также увеличилось время нарастания фототока
до максимального стационарного значения при
включении освещения (рис. 2, а). Увеличе�
ние рН водного раствора с двух сторон мембра�
ны (с помощью небольшого оттитрованного ко�
личества КОН) привело к уменьшению прово�
димости мембраны и значительному уменьше�
нию ΔI (рис. 2, б–г). Однако относительное из�
менение тока в ответ на освещение α измени�
лось незначительно: (8,5 ± 0,5)% при pH 6,0,
(7,1 ± 0,1)% при pH 7,0 и (6,7 ± 0,1)% при pH 8,1
(среднее ± среднеквадратичное отклонение при
разных приложенных потенциалах). Также с
ростом рН наблюдалось существенное ускоре�
ние кинетики спада фототока при выключении
освещения. Этот результат коррелирует с пока�
занной ранее зависимостью времени спада фо�
тотока ионных каналов ChR2 от внутриклеточ�
ного рН после вспышки лазера, полученной ме�
тодом пэтч�кламп�регистрации тока на ооцитах,
экспрессирующих ChR2 [13].

Измерения светоиндуцированного тока через
БЛМ с адсорбированными протеолипосомами со
встроенным bR. Для сравнения потенциал�зави�
симости индуцированного тока канального ро�
допсина с родопсином, который функциониру�
ет исключительно как протонная помпа, мы
провели эксперименты с ПЛ со встроенной про�
тонной помпой bR. Величина переходного тока
после включения белого света (рис. 3, а) была на
порядок больше, чем в случае с ChR2, направле�
ние тока совпадало с результатами, полученны�
ми другими авторами [7, 8]. После добавления
протонофора ТТФБ с цис�стороны стационар�
ная проводимость БЛМ значительно увеличи�
лась, и появился стационарный светоиндуциро�
ванный ток протонной помпы (рис. 3, б). На�
правление тока указывает на движение прото�
нов через БЛМ под действием света со стороны
адсорбции ПЛ (транс�сторона) на противопо�
ложную сторону. Это говорит о закачивании

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  4  2021

487



РОКИЦКАЯ и др.

протонов внутрь ПЛ и проникновении их через
область контакта липосом с БЛМ на цис�сторо�
ну благодаря работе протонофора ТТФБ. Заще�
лачивание водных растворов симметрично с
двух сторон мембраны до pH 7,0, а pH 7,8 приво�
дило к уменьшению проводимости мембраны,
опосредованной протонофором, и уменьше�
нию ΔI. Светоиндуцированный ток был при
всех значениях pH и приложенных к БЛМ нап�
ряжениях положительного знака (рис. 3, в).

Эквивалентная электрическая схема БЛМ с
адсорбированными протеолипосомами со светочув�
ствительным белком. Итак, добавление протоно�
фора ТТФБ приводило к значительному увели�
чению протонной проводимости БЛМ и появ�
лению стационарного фотоиндуцированного
тока, который был постоянного знака при лю�
бых напряжениях для bR или менял направле�
ние согласно полярности напряжения –
для ChR2 (рис. 1–3). Чтобы понять, каким обра�

зом регистрируется ток в условиях фиксации
напряжения на БЛМ, необходимо рассмотреть
схему адсорбции везикул на поверхности мемб�
раны (рис. 4, а) и соответствующую ей эквива�
лентную электрическую схему (рис. 4, б). По�
добные модели для быстрых переходных про�
цессов были тщательно изучены ранее [38–40],
и было показано, что время уменьшения пере�
ходного тока в ответ на включение света соответ�
ствует RC времени мембраны и изменяется в ди�
апазоне 100 мс. Для изучения светоиндуциро�
ванных стационарных токов в зависимости от
внешнего напряжения мы использовали мо�
дель, предложенную в работе Vodyanoy et al. [41],
в которой авторы пренебрегли ёмкостными пе�
реходными процессами. Мы незначительно мо�
дифицировали эквивалентную электрическую
схему, чтобы модель описывала также возмож�
ные канальные свойства родопсинов, и ввели
эквивалентное сопротивление канала (Rch)

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  4  2021

488

Рис. 2. Кинетики фототока через БЛМ с адсорбированными ПЛ с ChR2 в присутствии 0,1 мкМ ТТФБ при разных напря�
жения при освещении светом в присутствии синего фильтра при рН 6,0 (а), 7,0 (б) и 8,1 (в). Период освещения показан
сплошной черной линией. г – Зависимость величины максимального стационарного фототока (ΔIмакс) от приложенного
напряжения. Буферный раствор содержал 10 мМ Мес, 10 мМ Tris�HCl, 100 мМ NaCl, рН 6,0
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(рис. 4, б). Очевидно, что в случае проявления
канальных свойств родопсина ток ионной утеч�
ки через мембрану ПЛ при освещении будет
усиливаться. Поэтому сопротивление Rch в
электрической схеме расположено параллельно

с Ep, то есть с генератором тока. Анализ этой
схемы дает соотношение между током и прило�
женным напряжением Ee в виде:

, (1)

где Ep – эквивалентное напряжение помпы,
Rm – эквивалентное сопротивление БЛМ (за
исключением области контактов с липосома�
ми), Rc – эквивалентное сопротивление области
контактов с липосомами (рис. 4, а), Rv – эквива�
лентное сопротивление липосомальной мем�
браны и Rp – эквивалентное сопротивление
помпы.

Нами были сделаны следующие предполо�
жения: сопротивление помпы и/или канала
светочувствительных белков очень большое в
отсутствие освещения (Rp, Rch >> Rm, Rc, Rv) и
существенно уменьшается при освещении
(Rp, Rch ≈ Rm, Rc). Также очевидно, что в случае
высокой ионной проводимости липидной
мембраны липосом (Rv → 0), опосредованное
каналом родопсина светоиндуцированное из�
менение тока будет ничтожно мало, так как ток
пойдёт по наименьшему из сопротивле�
ний (рис. 4, б). Поэтому важной задачей являет�
ся недопущение уменьшения сопротивления
липидной части липосом. При условии Rv → ∞
уравнение (1) сводится к двум следующим урав�
нениям:
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Рис. 3. Измерение электрического тока через БЛМ с адсор�
бированными ПЛ с bR. а – Записи тока через БЛМ при
напряжении 0 мВ через 1 ч после начала инкубации с про�
теолипосомами. Период освещения показан сплошной
черной линией. б – Кинетики фототока через БЛМ с ад�
сорбированными ПЛ в присутствии 0,1 мкМ ТТФБ при
разных напряжениях. Буферный раствор содер�
жал 10 мМ Мес, 10 мМ Tris�HCl, 100 мМ NaCl, рН 6,0. в –
Зависимость величины максимального фототока от прило�
женного напряжения при разных рН

Рис. 4. а – Схематическое изображение плоской БЛМ с ад�
сорбированными ПЛ в условиях фиксации напряжения и в
присутствии протонофора. Область контакта ПЛ и БЛМ
обозначена пунктиром. б – Эквивалентная электрическая
схема, где Ep – эквивалентное напряжение помпы, Rm – эк�
вивалентное сопротивление БЛМ (за исключением облас�
ти контактов с липосомами), Rc – эквивалентное сопро�
тивление области контактов с липосомами, Rch – эквивалент�
ное сопротивление канала, Rv – эквивалентное сопротив�
ление липосомальной мембраны и Rp – эквивалентное
сопротивление помпы. Ёмкости мембран в данном при�
ближении не рассматриваются
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мембранный ток в темноте – 

,                          (1а)

и мембранный ток при освещении – 

.        (1б)

Появление стационарного фототока при до�
бавлении протонофора связано с тем, что ТТФБ
значительно снижает сопротивление Rc для
ионов водорода, что позволяет зарядам (ионам
водорода), закачиваемым в липосомы протон�
ной помпой, переходить на цис�сторону БЛМ.
Изменение стационарного тока после включе�
ния освещения описывается формулой:

.              (2)

Из уравнения (2) следует, что в частном слу�
чае, когда белок обладает только помповой ак�
тивностью и Rch = ∞, то ΔI = (Ee+Ep)/(Rc+Rp).
Линейная аппроксимация зависимости ΔI от
напряжения позволяет определить Ep – (Ep =
= –Ee при ΔI = 0) и (Rc + Rp) – (Rc + Rp = Ep/ΔI
при Ee = 0).

Таким образом, в случае бактериородопсина
из рис. 3, в можно определить, что Ep состави�
ло 195, 182 и 143 мВ для рН 6,0, 7,0 и 7,8 соответ�
ственно. Ранее было показано, что при измере�
нии напряжения на БЛМ с адсорбированными
bR�содержащими ПЛ в условиях постоянного
освещения напряжение на мембране, при кото�
ром фотоответ становился равен нулю, состави�
ло ~300 мВ [5]. В другой работе при встраива�
нии пурпурных мембран в БЛМ и измерении
фототока при разных напряжениях путём
экстраполяции вольт�амперной характеристи�
ки фотоиндуцированного тока было обнаруже�
но, что нулевой ток помпы наблюдается
при 200 мВ (эксперимент проводился при
рН 6,3) [8]. Из экспериментальных данных мы
оценили сумму сопротивлений контакта с ли�
посомами и помпой. (Rc + Rp) увеличивается с
1,3 109 Ω при pH 6,0 до 5,6 109 Ω при pH 7,8, что
коррелирует с почти 4× увеличением Rm

(с 24 MΩ при pH 6,0 до 85 MΩ – при pH 7,8) и с
хорошо известной рН�зависимостью рабо�
ты ТТФБ на БЛМ с максимумом проводимости
при значении рН ~5 [42, 43].

В другом частном случае, когда белок обла�
дает только канальными способностями (Ep = 0
и Rp = ∞), уравнение (2) преобразуется
в ΔI=Ee/(Rc + Rch). Линейная аппроксимация за�
висимости ΔI от напряжения позволяет опреде�
лить (Rc + Rch) по формуле (Rc + Rch) = Ee/ΔI.

Если белок обладает способностями и пом�
пы, и канала, то Rp >> Rch, и уравнение (2) при�
мет вид:

,

а при ΔI = 0, 

.                   (3)

Так как мы не знаем соотношение Rp/Rch, то
сложно с достаточной точностью оценить вели�
чину Ep. Анализ вольт�амперных характерис�
тик ChR2 показывает, что –Ee при ΔI = 0 состав�
ляет ~4 мВ при рН 6,0 (усреднение по четырём
экспериментам) и увеличивается до 27 мВ
при рН 8,1. (Rc + Rch) для эксперимента, приве�
дённого на рис. 2, увеличивалось с 0,43 109 Ω
при pH 6,0 до 6,8 109 Ω – при pH 8,1, а сопротив�
ление мембраны увеличилось с 34 MΩ до
370 MΩ. В среднем по нескольким эксперимен�
там при освещении белым светом для ChR2 –
(Rc + Rch) = 0,36 ± 0,1 GΩ при рН 6,0. И хотя не
совсем корректно сравнивать липосомы с бакте�
риородопсином и канальным родопсином ChR2
из�за некоторой разницы в концентрациях бел�
ка в ПЛ, оценка суммы сопротивления контакта
и белка в случае ChR2 дает величину в 3,5 раза
меньше, чем в случае bR (при одинаковом осве�
щении белым светом и рН 6,0), что может быть
связано со значительным светоиндуцирован�
ным падением сопротивления белка в случае
ChR2.

Известно, что канал ChR2 пропускает про�
тоны, а также одно� и двухвалентные катионы.
Поэтому при уменьшении концентрации ионов
Na+ и протонов в водном растворе проводи�
мость канала ChR2 должна значительно умень�
шиться. Тогда в этих условиях Rch увеличится и,
согласно уравнению (3), Ep приблизится к зна�
чению –Ee при ΔI = 0. Мы измерили потенциал�
зависимость фототока липосом с ChR2 в усло�
виях 20 мМ Tris�HCl, 20 мМ Hepes и рН 6,8,
и –Ee при ΔI = 0 составило ~60 мВ (данные не
приведены). Таким образом, варьируя ионный
состав буферного раствора, можно усиливать
либо помповую, либо канальную активность
светочувствительного белка. Измерения в кле�
точных системах не всегда позволяют варьиро�
вать условия эксперимента в широком диапазо�
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не. Следует сказать, что нам не удалось обнару�
жить зависимость относительной амплитуды
фототока ChR2 или напряжения нулевого тока
от концентрации ионов Na+ в омывающем раст�
воре (в диапазоне 30–500 мМ) в присутствии
протонофора ТТФБ и монензина. Это может
быть объяснено тем, что селективность ChR2 по
протону в ∼106 раз выше селективности по нат�
рию [13].

Изучение влияния различных протонофоров на
проводимость БЛМ и возможности их использо�
вания при измерении фототоков. Мы также обна�
ружили, что амплитуда фототока сильно меня�
ется при использовании различных протонофо�
ров. Так в случае измерений в присутствии
5 мкМ ХКФ с цис�стороны мембраны
при рН 6,0 проводимость мембраны возрастает
до 7 нСм, однако стационарный фототок для
липосом с ChR2 не превышает 1–2 рА и практи�
чески не зависит от приложенного напряжения.
При добавлении 4 мкМ ХКФ после экспери�
ментов с ТТФБ и липосомами с канальным ро�
допсином относительная величина тока α
уменьшается в 2 и более раз, хотя Rm меняется
при этом незначительно. При использовании
протонофора ХКФ в случае липосом с бактерио�
родопсином значения ΔI были примерно в
10 раз меньше, чем в случае ТТФБ. Ранее похо�
жие результаты с бактериородопсином были по�
лучены с протонофором ФКФ (карбонилциа�
нид n�трифторометокси�фенилгидразон) в ра�
боте Bamberg et al. [39]. В экспериментах с бак�
териородопсин�содержащими ПЛ фототок воз�
растал в 5 раз при добавлении 0,1 мкМ ФКФ.
Однако при добавлении 5 мкМ протонофо�
ра ФКФ ΔI становилось равным нулю. Особен�
но сильное влияние было в случае низкой кон�
центрации бактериородопсина в ПЛ. В то же
время ТТФБ значительно увеличивал стацио�
нарный фототок в экспериментах с галородоп�
сином. В дальнейших работах Bamberg et al. ис�
пользовали протонофор 1799.

Поскольку при адсорбции ПЛ на поверхнос�
ти БЛМ в модельной системе участвует два типа
липидных мембран, мы предположили, что про�
тонофоры могут по�разному встраиваться в по�
ложительно заряженную липидную мембрану
(сформированную по методу Mueller et al. [32] с
использованием декана в качестве растворите�
ля) и мембрану липосом, образованную из ли�
пида азолектина и не содержащую растворите�
ля. Для подтверждения этого предположения
нами была измерена проводимость мембраны,
сформированной из раствора 2%�ного дифита�
ноил�ФХ и 0,04%�ного димиристоилэтил�ФХ в
декане, используемой для адсорбции ПЛ, и
мембраны, сформированной из 2%�ного раст�

вора азолектина в сквалене, при двух концент�
рациях ХКФ и ТТФБ (рис. 5). Считается, что
при формировании БЛМ из липидного раствора
в сквалене, также как в случае липосом, образу�
ется мембрана, лишенная растворителя, так как
сквален, в отличие от декана, не может распола�
гаться между липидными монослоями и уходит
на периферию БЛМ при её формировании [44].
Поэтому БЛМ из раствора в сквалене по толщи�
не более близка к липосомальной липидной
мембране, тогда как декановые мембраны име�
ют примерно вдвое большую толщину [45]. Ока�
залось, что в используемых концентрациях
ХКФ значительно сильнее увеличивает прово�
димость сухой мембраны из раствора азолекти�
на в сквалене, чем проводимость БЛМ из раст�
вора дифитаноил�ФХ в декане. В то же время
ТТФБ в концентрации 50 нМ сильнее увеличи�
вает проводимость сухой мембраны, а при уве�
личении концентрации лучше работает в мемб�
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Рис. 5. Значения проводимости БЛМ (нСм) в присутствии
протонофоров ТТФБ и ХКФ на БЛМ, сформированных из
раствора дифитаноил�ФХ и димиристоилэтил�ФХ в дека�
не (а) или азолектина в сквалене (б). Измерения проводили
в условиях 5 мМ МЕС, 5 мМ Tris�HCl, 50 мМ KCl, рН 7,0.
Приведены средние значения ± стандартная ошибка



РОКИЦКАЯ и др.

ране, сформированной из раствора в декане.
По�видимому, это связано с тем, что ТТФБ
функционирует в димерной форме на мембра�
нах с деканом [42, 43]. Похожие результаты бы�
ли получены ранее в работе Bakker et al. [46]. Ав�
торы показали, что концентрационные зависи�
мости проводимости БЛМ с деканом в качестве
растворителя в присутствии различных прото�
нофоров не коррелируют с их протонофорным
действием на липосомах, измерение которого
проводилось по валиномицин�индуцированно�
му набуханию мультиламеллярных липосом или
по восстановлению феррицианида, нагружен�
ного в липосомы: ТТФБ сильнее увеличивал
проводимость БЛМ, а ФКФ оказывал более
сильное разобщающее действие на мембране
липосом [46].

Такие же выводы можно сделать из наших
опытов по сравнению протонофорного
действия ТТФБ и ХКФ на липосомах, нагру�
женных рН�чувствительным флуоресцентным
красителем пиранином (рис. 6). Соединения до�
бавляли к липосомам в начале эксперимента
при рН 6,0, затем в момент времени t = 0 с, до�
бавляя определенное количество оттитрованно�
го раствора КОН, создавали градиент рН в две
единицы на мембране липосом (рН снаружи
увеличивался с 6,0 до 8,0). В контрольном экс�
перименте (серая кривая на рис. 5) рН внутри
липосом практически не менялся, и только до�
бавление ласалоцида А приводило к выравнива�
нию внешнего и внутреннего рН на липосо�
мальной мембране. Добавление протонофо�

ров ХКФ и ТТФБ значительно ускоряло процесс
выравнивания рН, приблизительно одинаковая
скорость изменения рН внутри липосом наблю�
далась при 5 мкм ХКФ и 12 мкМ ТТФБ (рис. 6).
Однако для индуцирования приблизительно
одинакового протонного тока на БЛМ, сформи�
рованной из раствора липида в декане, требова�
лись концентрации ХКФ на порядок больше,
чем ТТФБ (рис. 5). Значит, ХКФ в большей сте�
пени делает мембрану ПЛ проницаемой по про�
тону, чем увеличивает проводимость БЛМ, на
которой сорбируются липосомы. ТТФБ, напро�
тив, сильнее увеличивает протонную проводи�
мость плоской БЛМ, чем мембраны ПЛ.

Ранее при рассмотрении эквивалентной
электрической схемы мы показали, что в случае
высокой ионной проводимости липидной
мембраны липосом (Rv → 0) светоиндуцирован�
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Рис. 6. Измерение способности протонофоров переносить
протоны через липосомальную мембрану в модельной сис�
теме липосом, нагруженных флуоресцентным зондом пи�
ранином. Кинетики изменения рН внутри липосом при
отсутствии разобщителей (серая кривая, контроль), в при�
сутствии 5 мкМ ХКФ (серая кривая, 1) или
12 мкМ ТТФБ (черная кривая, 2)

Рис. 7. Потенциал�зависимые измерения фототоков ка�
нального родопсина в присутствии усниновой кислоты.
а – Кинетики фототока через БЛМ с адсорбированными
ПЛ с ChR2 в присутствии 4,5 мкМ усниновой кислоты
с цис�стороны при напряжении от –75 до +75 мВ (с ша�
гом 25 мВ) при освещении белым светом. Буферный раст�
вор содержал 10 мМ Мес, 10 мМ Tris�HCl, 0,2 мМ MgCl2,
500 мМ NaCl, рН 5,7. б – Зависимость величины стацио�
нарного фототока от приложенного напряжения
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ное изменение сопротивления канала будет не�
возможно зарегистрировать, а стационарный
ток при работе помпы будет очень мал, так как
он в основном будет шунтироваться на липосо�
мах. По�видимому, из�за быстрого проникнове�
ния через липидную мембрану добавление про�
тонофора со стороны, противоположной добав�
лению ПЛ с бактериородопсином, не предот�
вращает увеличение протонной проводимости
липосомальной мембраны. Дополнительные
эксперименты с добавлением протонофора
ТТФБ с цис� и транс�стороны показали, что ве�
личины фототока в случае ПЛ с бактериородоп�
сином приблизительно одинаковы. Таким обра�
зом, из наших и литературных данных следует,
что в экспериментах по изучению функций све�
точувствительных белков необходимо использо�
вать протонофоры, которые сильнее увеличива�
ют проводимость плоской БЛМ, на которой
сорбируются липосомы, чем проводимость ли�
посом: ТТФБ и, возможно, протонофор 1799
[47], который используется в лаборатории
Ernst Bamberg.

Мы провели потенциал�зависимые измере�
ния фототоков канального родопсина в присут�
ствии усниновой кислоты [48], и также обнару�
жили почти симметричную по знаку напряже�
ния потенциал�зависимость стационарного фо�
тотока (рис. 7). Однако в случае усниновой кис�
лоты, кроме стационарного, наблюдался значи�
тельный спад фототока, который, по�видимому,
связан с большим количеством заряженной фор�
мы протонофора и перераспределением ее в
мембране липосом и БЛМ после включения све�
та (рис. 7, а). Подобные кинетики спада тока бы�
ли показаны в работе Bamberg et al. [39] на БЛМ
с адсорбированными ПЛ с галородопсином в
присутствии липофильного аниона тетрафенил�
бората, где благодаря работе хлорной помпы об�

разовывался концентрационный градиент ионов
Cl–, а вслед за этим градиент тетрафенилбората
на липосомальной мембране. При использова�
нии нами динитрофенола в качестве протонофо�
ра стационарные фототоки оказались неболь�
шими. Потенциал�зависимость фототока реги�
стрировалась при очень кислых значени�
ях рН (∼2,8), относительное изменение тока α
было ~1%. При рН 5,0 и выше динитрофенол
очень слабо увеличивал проводимость БЛМ.

Мы показали, что метод измерения фотото�
ков при адсорбции липосом на поверхности
БЛМ в присутствии протонофора и других пере�
носчиков применим не только для изучения
функционирования родопсинов помпового ти�
па, но и родопсинов канального типа при реги�
страции потенциал�зависимости фототоков.
Особое внимание должно быть уделено выбору
используемого протонофора.
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RHODOPSIN CHANNEL ACTIVITY CAN BE EVALUATED
BY MEASURING THE PHOTOCURRENT VOLTAGE DEPENDENCE

IN PLANAR BILAYER LIPID MEMBRANES

T. I. Rokitskaya1*, N. Maliar2, K. V. Kovalev2,3,
O. Volkov4,5, V. I. Gordeliy2,3,4,5, and Y. N. Antonenko1

1 Belozersky Institute of Physico�Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University,
119991 Moscow, Russia; E�mail: rokitskaya@genebee.msu.ru

2 Moscow Institute of Physics and Technology, 141701 Dolgoprudny, Moscow Region, Russia
3 Institut de Biologie Structurale (IBS), Université Grenoble Alpes, CEA, CNRS, 38044 Grenoble, France
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Forschungszentrum Jülich GmbH, 52425 Juelich, Germany
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The studies of the functional properties of retinal�containing proteins often include experiments in model membrane
systems, e.g., measurements of electric current through planar bilayer lipid membranes (BLMs) with proteoliposomes
adsorbed on one of the membrane surfaces. However, the possibilities of this method have not been fully explored yet.
We demonstrated that the voltage dependence of stationary photocurrents for two light�sensitive proteins, bacteri�
orhodopsin (bR) and channelrhodopsin 2 (ChR2), in the presence of protonophore had very different characteristics.
In the case of the bR (proton pump), the photocurrent through the BLM did not change direction when the polarity
of the applied voltage was switched. In the case of the photosensitive channel protein ChR2, the photocurrent
increased with the increase in voltage and the current polarity changed with the change in the voltage polarity. The
protonophore 4,5,6,7�tetrachloro�2�trifluoromethyl benzimidazole (TTFB) was more efficient in the maximizing
stationary photocurrents. In the presence of carbonyl cyanide�m�chlorophenylhydrazone (CCCP), the amplitude of
the measured photocurrents for bR significantly decreased, while in the case of ChR2, the photocurrents virtually dis�
appeared. The difference between the effects of TTFB and CCCP was apparently due to the fact that, in contrast to
TTFB, CCCP transfers protons across the liposome membranes with a higher rate than through the decane�contain�
ing BLM used as a surface for the proteoliposome adsorption.

Keywords: retinal�containing proteins, channel rhodopsin, proton pump, proteoliposomes, bilayer lipid membrane,
protonophore
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МикроРНК�219�1 (miR�219�1) известна как опухолевый супрессор, характерный для различных типов ра�
ка, однако до сих пор не изучен эпигенетический механизм, регулирующий экспрессию генов. Используя
полимеразную цепную реакцию в реальном времени (ПЦР�РВ) и технологию бисульфитного секвенирова�
ния генома, были определены уровни метилирования промоторного участка гена miR�219�1 и уровни
экспрессии генов miR�219�5p и miR�219�1�3p в ткани мультиформной глиобластомы (GBM) (n = 31) и близ�
лежащих нормальных тканях (n = 31), а также в линии клеток GBM U87 соответственно. После обработки
клеток U87 мультиформной глиобластомы препаратом 5�аза�2′�дезоксицитидина (5�aza�dC) в них были оп�
ределены уровни метилирования промоторного участка гена miR�219�1, соответствующих целевых mRNA,
и белков с помощью модификации генома бисульфитом, ПЦР�РВ и методики ELISA соответственно. На�
ши результаты показали, что уровни экспрессии генов miR�219�5p и miR�219�1�3p были значительно ниже
у пациентов с GBM по сравнению с соседними нормальными тканями (p < 0,01). Промотор miR�219�1 имел
высокий уровень метилирования в тканях GBM (p < 0,01). Также в тканях GBM наблюдалась отрицатель�
ная корреляция между экспрессией генов miRNA и уровнями метилирования (p < 0,01). Обработка клеток
GBM U87 препаратом 5�aza�dC приводила к снижению уровня метилирования miR�219�1, целевых mRNA
и белков циклина A2 и муцина 4 (MUC4) и повышению уровня экспрессии miR�219�5p и miR�219�1�
3p (p < 0,01). Введение miR�219�5p и miR�219�1�3p приводило к подавлению экспрессии циклина A2
и MUC4, в результате чего наблюдалось снижение уровня пролиферации линии клеток GBM U87 (p < 0,01).
Эти результаты говорят о том, что метилирование DNA играет важную роль в регуляции гена miR�219�1, а
гиперметилированная miR�219�1 может участвовать в патогенезе мультиформной глиобластомы.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: miR�219�1, эпигенетика, GBM, мультиформная глиобластома.

DOI: 10.31857/S0320972521040047

ЭПИГЕНЕТИЧЕСКАЯ МОДИФИКАЦИЯ микроРНК�219�1
И ЕЕ АССОЦИАЦИЯ С МУЛЬТИФОРМНОЙ ГЛИОБЛАСТОМОЙ

© 2021 А. Гасеми1, А. Мохаммади2, C. Фаллах2*

ВВЕДЕНИЕ

Ежегодная заболеваемость раком централь�
ной нервной системы (CNS) составляет при�
мерно 3,5 случаев на 100 000 человек, что дости�
гает 1,9% всех вновь диагностированных случа�
ев рака и 2,3% смертей от рака во всем мире [1].
Глиомы являются самыми распространёнными
и приводящими к летальному исходу нейроэпи�
телиальными опухолями, и они составляют
большинство злокачественных опухолей голов�
ного мозга человека [2]. По клинико�патоло�
гическим показателям глиомы были классифи�

цированы Всемирной организацией здраво�
охранения (ВОЗ) на разные стадии (I–IV) [3],
а мультиформная глиобластома (GBM) являет�
ся наиболее агрессивной формой (стадия IV)
этих злокачественных опухолей головного моз�
га [2]. Средняя выживаемость пациента с впер�
вые диагностированной GBM составляет
12–15 месяцев, а выживаемость в течение
5 лет – менее 3% [4]. Поэтому изучение молеку�
лярных механизмов, лежащих в основе возник�
новения и прогрессирования GBM, необходи�
мо для улучшения традиционных терапевтичес�
ких стратегий и облегчения разработки новых
методов лечения этого агрессивного заболева�
ния.

МикроRNA (miRNA) представляют собой
небольшие некодирующие молекулы RNA
(19–24 нуклеотидов), которые регулируют
экспрессию генов на посттранскрипционном
уровне как у растений, так и у животных [5].

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ПЦР�РВ – полимеразная
цепная реакция в реальном времени; 5�aza�dC – 5�аза�2′�
дезоксицитидин; GBM – мультиформная глиобластома;
miRNA – микроРНК (microRNA); MUC4 – муцин 4;
U87MG – линия клеток GBM U87.

* Адресат для корреспонденции.
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Они участвуют в регуляции различных биологи�
ческих процессов, протекающих при нормаль�
ном развитии, включая клеточный цикл, проли�
ферацию, дифференцировку, апоптоз и многие
другие молекулярные пути [6]. Было показано,
что при различных патологических процессах,
таких как рак, происходит изменение уровня
экспрессии генов различных miRNA [7]. Кроме
генетических механизмов, важную роль в конт�
роле экспрессии miRNA играет эпигенетика:
метилирование DNA и ковалентная модифика�
ция гистоновых белков [8], а гиперметилирова�
ние CpG�островков miRNA, подавляющих раз�
витие опухоли, вносит вклад в канцероге�
нез [8, 9].

В результате процессинга предшественника
miR�219�1, который осуществляет фермент
Dicer, образуются две зрелых miRNA: одна с 5′�
конца (miR�219�5p) и другая – с 3′�конца pre�
miR�219�1 (miR�219�1�3p). В связи с тем, что эти
два зрелых продукта процессинга обладают уни�
кальными затравочными (seed) участками, каж�
дая miRNA нацелена на разные mRNA
(http://www.mirbase.org/). Недавнее исследова�
ние продемонстрировало, что miR�219�5p имеет
низкий уровень экспрессии гена в глиоме и
действует как опухолевый супрессор в клетках
GBM [10].

Хотя исследование подтвердило, что Sal�по�
добный белок 4 является целевой mRNA miR�
219�5p [10], циклин A2, идентифицированный
как прямая мишень miR�219�5p при плоско�
клеточной карциноме пищевода, также может
оказывать онкогенное действие на глиому [11].
Также была показана роль в качестве опухо�
левого супрессора для miR�219�1�3p, нацелен�
ной на ген, кодирующий муцин 4 (MUC4), при
раке поджелудочной железы [12]. Однако не�
смотря на то что способность miR�219�1 подав�
лять опухолевый рост изучалась при различных
типах рака, не было получено данных, касаю�
щихся эпигенетической модуляции miR�219�5p
и miR�219�1�3p при мультиформной глиоблас�
томе.

Хотя miR�219�1 является представителем
miRNA, чья экспрессия при различных типах
рака в значительной степени подавлена [10, 12],
до сих пор в тканях GBM не определен уровень
её экспрессии, эпигенетическая модификация
и то, как этот регуляторный механизм может
влиять на её функцию. С этой целью в настоя�
щем исследовании изучалась связь между
экспрессией гена miR�219�1 и уровнем гипер�
метилирования её промотора, а также было
проанализировано, может ли эпигенетическая
модификация этой miRNA привести к подавле�
нию её мишеней.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы опухолевой ткани. Исследователь�
ские анализы были выполнены на 31 свежем об�
разце опухоли GBM и прилегающих к ним гис�
тологически нормальных тканях. В данном ис�
следовании приняли участие 17 мужчин и
14 женщин в возрасте 25–79 лет (средний воз�
раст – 59 лет). Подробные клинико�патологи�
ческие характеристики образцов GBM пред�
ставлены в таблице. Все образцы опухолевых
тканей были получены в результате хирургичес�
кой операции в отделении нейрохирургии гос�
питаля имама Резы (Тебриз, Иран) в соответ�
ствии с процедурой, одобренной Комитетом по
исследованиям на людях.

Два патолога просмотрели все образцы.
В исследовании использовались только первич�
ные образцы тканей GBM. Ни один из пациен�
тов до операции не подвергался переливанию
крови, лучевой терапии или химиотерапии. Па�
циенты были исключены, если у них в анамнезе
был диабет, фиброз печени, рассеянный скле�
роз, шизофрения, а также некоторые виды рака
(такие как гепатоцеллюлярная карцинома, па�
пиллярная карцинома щитовидной железы, рак
яичников, колоректальный рак и др.). Кроме то�
го, окружающие опухоль нормальные ткани с
какими�либо неопластическими опухолями
и/или некротическими поражениями были ис�
ключены из исследования. После проведения
операции все образцы мгновенно замораживали
в жидком азоте и хранили при –80 °C до даль�
нейшего использования в настоящей работе.
Для использования образцов опухолевой ткани
от всех больных было получено письменное ин�
формированное согласие.

Линия клеток, культивирование клеток и их об�
работка препаратом 5�aza�dC. Линия раковых
клеток человека GBM U87 (ATCC® HTB�14™)
была приобретена в Институте Пастера (Иран), и
её культивировали не более одного месяца после
покупки. Клеточную линию культивировали в
стерильных условиях при 37 °C в атмосфе�
ре 5% CO2 в модифицированной Дульбекко сре�
де Игла (DMEM; «Life Technologies, Inc.», США),
дополненной стрептомицином (100 мкг/мл), пе�
нициллином (100 U/мл) («Life Technologies,
Inc.»), 2 мМ глутамина («Life Technologies, Inc.»)
и 10%�ной фетальной бычьей сывороткой (FBS,
«Life Technologies, Inc.»). Чтобы выявить корре�
ляцию между уровнем гиперметилирования
промотора miR�219�1 и уровнем экспрессии ге�
нов miR�219�5p и miR�219�1�3p, определяли
уровни метилирования CpG�островка в промо�
торном участке гена miRNA и экспрессию ис�
следуемых miRNA после инкубации клеток
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GBM U87 (U87MG) в присутствии или при от�
сутствии 5�аза�2′�дезоксицитидина (5�aza�dC),
используя метод бисульфитного секвенирова�
ния генома и ПЦР в реальном времени (ПЦР�
РВ) соответственно. Вкратце, клетки GBM U87
рассевали в 6�луночные планшеты по 1 × 105

клеток на лунку и инкубировали в течение 24 ч.
Затем добавляли свежую среду, содержащую 1
или 5 мкМ 5�aza�dC (чистота ≥ 98%) («Sigma�
Aldrich», США) и инкубировали в течение 72 ч.
После завершения обработки агентом использо�
ванную среду сменяли на свежую, не содержа�
щую 5�aza�dC, и клетки дополнительно культи�
вировали в течение 48 ч. Исходные растворы 5�
aza�dC растворяли в диметилсульфокси�
де (ДМСО; «Sigma�Aldrich»), и устанавливали
базовую линию при имитации обработки клеток
тем же объёмом ДМСО в трех повторах.

Определение уровня метилирования. Метили�
рование промотора CpG�островков miR�219�1
определяли методом бисульфитного геномного
секвенирования на геномной DNA, обработан�
ной бисульфитом натрия. Вкратце, DNA
экстрагировали из клеток линии U87MG и за�
мороженных тканей с помощью набора DNeasy
Blood & Tissue Kit («Qiagen», Германия). Для
проведения бисульфитной конверсии DNA
1 мкг экстрагированной DNA обрабатывали би�
сульфитом натрия, согласно инструкциям про�
изводителя набора EpiTect® Fast Bisulfite
Conversion Kit («Qiagen»), и затем подвергали
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с исполь�
зованием набора праймеров: прямой прай�
мер (5′�GTGATTTTTGATTTTTGTTTTTTTT�
3′) и обратный праймер (5′�TTCACCTACACT�
TATTCCAACAAAC�3′). Условия термоциклиро�
вания состояния бисульфита DNA были следу�
ющие: 95°C – 5 мин, 60°C – 10 мин; 95°C –
5 мин, 60°C – 10 мин. Образцы очищали на ко�
лонке EpiTect spin�column и элюировали
15 мкл Buffer EB, прилагаемого в наборе. Чтобы
определить картину метилирования в отдельной
молекуле, для клонирования очищенных про�
дуктов ПЦР в вектор pGEM�T Easy Vector мы
использовали систему pGEM�T Easy Vector
System II («Promega», США). С помощью скри�
нинга «синий/белый» и анализатора DNA
ABI 3730 XL («Applied Biosystem», США) секве�
нировали 8–10 клонов из каждого образца. Что�
бы контролировать полное превращение DNA в
результате действия бисульфита, цитозины (C),
за которыми не следуют гуанины (цитозины, не
входящие в состав CpG), были просмотрены в
анализируемом участке после проведения сек�
венирования. Так как после обработки бисуль�
фитом и проведения ПЦР такие цитозины (не
входящие в CpG�островки) должны превратить�

ся в тимин (T), присутствие C в этих положени�
ях было индикатором неполного превращения
бисульфита. Уровни метилирования каждого
сайта CpG внутри ампликона DNA определяли
количественно путём измерения отношения
между значениями высоты пиков C и T, исполь�
зуя основное уравнение для определения про�
цента метилирования: (C/(C + T) × 100).

Экстракция RNA и ПЦР в реальном времени.
Препарат общей RNA, включающий различные
miRNA, получали путём экстракции из всех тка�
ней и клеток с помощью набора MirVanaTM
miRNA Isolation Kit («Ambion», США) согласно
инструкциям производителя. При изучении
экспрессии miR�219�5p и miR�219�1�3p, для
синтеза комплементарной DNA (cDNA) исполь�
зовали набор qScript™microRNA cDNA Synthesis
Kit («Quanta Bioscience», США). Для определе�
ния уровня экспрессии генов miR�219�5p и miR�
219�1�3p использовали наборы PerfeCTa®
microRNA Assays («Quanta Biosciences», США)
для определения miRNA, согласно инструкциям
производителя для проведения ПЦР�РВ на амп�
лификаторе Rotor�Gene 6000 («Qiagen»). Малая
ядерная RNA U6 (U6 snRNA) использовалась в
качестве эндогенного контроля для нормализа�
ции уровней экспрессии miR�219�5p и miR�219�
1�3p при применении метода сравнительно�
го Ct (ΔΔCt). Значения относительного уровня
экспрессии гена miRNA определяли с помощью
метода 2–ΔCt.

Универсальный праймер, обычно входив�
ший в набор, служил в качестве обратного прай�
мера, а miRNA амплифицировали с помощью
специфического прямого праймера. Наши спе�
цифические прямые праймеры для определения
miR�219�5p и miR�219�1�3p были 5′�TGATTG�
TCCAAACGCAATTCT�3′ и 5′�AGAGTTGAG�
TCTGGACGTCCCG�3′ соответственно. Также
прямым праймером U6 snRNA был 5′�ATTG�
GAACGATACAGAGAAGATT�3′, а обратным –
5′�GGAACGCTTCACGAATTTG�3′. Каждую ко�
личественную ПРЦ�РВ проводили в двух повто�
рах, и U6 snRNA использовали для нормализа�
ции уровня экспрессии miR�219�1.

Чтобы изучить уровни экспрессии генов, ко�
дирующих белки MUC4 и циклин A2, 1 мкг об�
щей RNA подвергали обратной транскрипции в
комплементарную DNA. Затем раствор разводи�
ли в 10 раз. ПЦР�РВ осуществляли, используя
специфические праймеры и метод SYBR Green
detection technology, как было описано ранее [12,
13]. Значения относительного уровня экспрес�
сии miR�219�1 определяли с помощью мето�
да ΔΔCt.

Иммуноферментный анализ (ELISA). Опреде�
ление содержания MUC4 и циклина A2 прово�
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дили, используя наборы Human MUC4 ELISA
Kit («My BioSource», США) и Rat Cycline�A2
ELISA Kit («My BioSource») соответственно, в
которых применялся количественный стандарт�
ный метод иммуноферментного анализа (ме�
тод ELISA).

Трансфекция клеток и определение уровня
пролиферации. Обычно 10 нМ молекул�предше�
ственников miR�219�5p и miR�219�1�3p, имити�
рующих miR�219�5p и miR�219�1�3p соответ�
ственно, и неспецифическую miRNA, служа�
щую в качестве отрицательного контроля (NC),
трансфицировали в клетки линии U87MG с ис�
пользованием Lipofectamine TM RNAiMAX
(«Invitrogen», США). За день до трансфекции
клетки помещали в среду, не содержащую анти�
биотики. Клетки U87MG, трансфицированные
miR�219�5p и miR�219�1�3p, культивировали, а
затем инкубировали с 20 мкл бромдезоксиури�
дина (BrdU) в течение 2 ч. Клетки фиксировали,
и включённую метку BrdU регистрировали с по�
мощью набора BrdU Cell Proliferation Kit
(«Abcam», США) согласно инструкции произво�
дителя.

Статистическая обработка данных. Для срав�
нения усреднённых значений уровня метилиро�
вания и экспрессии гена miR�219�1 в тканях
GBM и прилегающих нормальных тканях ис�
пользовали t�критерий Стьюдента. Для сравне�
ния средних значений уровня метилирования и
экспрессии гена miR�219�1, MUC4 и цикли�
на A2 в клетках до и после их обработки 5�аza�
dC использовали метод ANOVA. Коэффициент
линейной корреляции Пирсона был использо�
ван для изучения взаимосвязи между метилиро�
ванием промоторного участка miR�219�1 и
уровнем экспрессии гена, кодирующего
эту miRNA. Статистический анализ был прове�
дён с использованием программы SPSS version
22.0, и значение p < 0,05 рассматривалось как
статистически достоверное различие.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

MiR�219�1 и клинико�патологические харак�
теристики пациентов с мультиформной глиоблас�
томой. Взаимосвязь между экспрессией гена
miR�219�1, уровнями метилирования и клини�
ко�патологическими характеристиками была
оценена у 31 пациента с GBM. Поскольку наша
группа пациентов состояла из относительно не�
большого количества образцов опухоли GBM
(n = 31), для получения более точных результа�
тов мы объединили miR�219�5p (n = 31) и miR�
219�1�3p (n = 31) уровни экспрессии гена как
miR�219�1 и изучили взаимосвязь между

экспрессией гена miR�219�1 (n = 62), уровнем
метилирования (n = 31) и клинико�патологи�
ческими характеристиками больных GBM. На
основании среднего значения уровней экспрес�
сии и метилирования miR�219�1 все пациенты с
GBM были разделены на четыре группы: паци�
енты с низким (n = 37) и высоким (n = 25) уров�
нем экспрессии гена miR�219�1 и пациенты с
низким (n = 13) и высоким уровнями метилиро�
вания miR�219�1 (n = 18). Как показано в табли�
це, в исследуемой группе пациентов не было вы�
явлено статистически достоверных различий
между экспрессией гена miR�219�1, уровнем ме�
тилирования и возрастом (<50 и ≥50), по�
лом (мужской/женский), расположением опу�
холи (лобная доля, височная доля, теменная до�
ля и затылочная доля). Однако проведённый на�
ми статистический анализ показал, что пони�
женный уровень экспрессии гена и высокий
уровень метилирования miR�219�1 в образцах
пациентов ассоциированы с размером опухо�
ли (<5 см против ≥5 см) и шкалой Карновско�
го (KPS – Karnofsky Performance Scale; <80 про�
тив ≥80).

Уровни экспрессии miR�219�1 и её генов�ми�
шеней в тканях GBM. С помощью метода ПЦР�
РВ мы определили уровни экспрессии miR�219�
5p, miR�219�1�3p, циклина A2 и MUC4 у паци�
ентов с GBM в опухолевой ткани и в близлежа�
щих нормальных тканях. Для сопоставления
экспрессии miRNA и их генов�мишеней в об�
разцах опухолевой ткани и прилегающих нор�
мальных тканей мы использовали сравнитель�
ный метод Ct. Нами было выявлено снижение
уровня экспрессии генов miR�219�5p и miR�
219�1�3p в 27 (87%) и 25 (80%) образцах тканей
GBM по сравнению с прилегающими нормаль�
ными тканями соответственно.

Как показано на рис. 1, а и b, у пациентов в
образцах GBM наблюдалось значительное сни�
жение уровня экспрессии генов miR�219�5p и
miR�219�1�3p по сравнению с прилегающими
нормальными тканями (t�критерий Стьюдента,
p < 0,01). Как показано на рис. 1, c и d, мы также
обнаружили повышенную экспрессию генов,
кодирующих циклин A2 (1,60 против 0,39; t�
критерий Стьюдента, p < 0,01) и MUC4 (1,71
против 0,62; t�критерий Стьюдента, p < 0,05) в
образцах GBM по сравнению с близлежащими
нормальными тканями. Высокие уровни
экспрессии циклина A2 и MUC4 в тканях GBM
указывают на то, что эти онкогены могут прини�
мать участие в канцерогенезе глиомы.

Статус метилирования промотора гена miR�
219�1 в тканях GBM. Используя программу
methprimer (www.urogene.org/methprimer/) и
вставив 3000 нуклеотидов из вышележащей об�
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ласти miR�219�1, мы обнаружили CpG�островок
в промоторном участке miR�219�1 (от –2802 до
–2952), на котором локализуются 22 CpG�пов�
тора (рис. 2, а). Анализ относительного уровня
метилирования с использованием субклониро�
вания продуктов ПЦР и метода бисульфитного
секвенирования выявил повышение уровня ме�
тилирования гена miR�219�1 у пациентов с
GBM (70,7%) по сравнению с прилегающими
нормальными тканями (16,4%; t�критерий Стью�
дента, p < 0,01; рис. 2, b и c).

Чтобы определить, является ли подавление
miR�219�1 в GBM результатом гиперметилиро�
вания его промотора, мы дополнительно прове�
ли анализ корреляции между метилированием
промотора miR�219�1 и уровнями экспрессии
генов miR�219�5p и miR�219�1�3p в образце па�
циента GBM. Как показано на рис. 2, d, корре�

ляционный анализ Пирсона показал, что уров�
ни экспрессии генов miR�219�5p (R = –0,82,
p < 0,01) и miR�219�1�3p (R = –0,75, p < 0,01) от�
рицательно коррелировали с гиперметилирова�
нием промотора miR�219�1. Эти данные пред�
полагают, что гиперметилирование промотор�
ного участка гена miR�219�1 в тканях GBM мо�
жет привести к снижению уровня экспрессии
гена.

Влияние 5�aza�dC на уровни метилирования и
экспрессии генов miR�219�1. Чтобы оценить вли�
яние 5�aza�dC на уровень метилирования про�
мотора гена miR�219�1, был определен средний
уровень метилирования промотора miRNA до и
после обработки (в течение 72 ч) клеточной ли�
нии U87MG с помощью 1 или 5 мкМ препарата
5�aza�dC. Перед началом эксперимента метод
секвенирования геномных бисульфитов показал
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Корреляция уровня экспрессии и метилирования гена miR�219�1 с клинико�патологическими показателями больных с
мультиформной глиобластомой

Характеристика

<50

≥50

Мужской

Женский

Лобная доля

Височная доля

Теменная доля

Затылочная доля

<5 см

≥5 см

<80

≥80

Высокий
(n = 25)

n (%)

12 (48)

13 (52)

13 (52)

12 (48)

5 (20)

6 (24)

8 (32)

6 (24)

17 (68)

8 (32)

9 (36)

16 (64)

Значение p

0,61

0,53

0,42

0,016

0,021

Значение p

0,61

0,69

0,71

0,023

0,017

Низкий
(n = 13)

n (%)

6 (46)

7 (54)

7 (54)

6 (46)

3 (23)

3 (23)

4 (31)

3 (23)

9 (69)

4 (31)

4 (31)

9 (69)

Высокий
(n = 18)

n (%)

8 (44)

10 (56)

10 (55)

8 (45)

4 (22)

5 (28)

5 (28)

4 (22)

5 (28)

13 (72)

12 (67)

6 (23)

Низкий
(n = 37)

n (%)

16 (43)

21 (57)

21 (57)

16 (43)

9 (24)

10 (27)

10 (27)

8 (22)

11 (30)

26 (70)

23 (62)

14 (38)

Уровень экспрессии гена
miR�219�1 (n = 62*)

Уровень экспрессии гена
miR�219�1 (n = 31)

Возраст (годы)

Пол

Расположение опухоли

Размер опухоли

KPS

* Общее число определений уровня экспрессии генов miR�219�5p и miR�219�1�3p; GBM – мультиформная глиобластома;
KPS – шкала Карновского для оценки общего состояния онкобольного.
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в промоторном участке гена mir�219�1 средний
уровень метилирования – 64,5%. Однако обра�
ботка клеток (в течение 72 ч) препаратом 5�aza�
dC в концентрации 1 или 5 мкМ снизила уро�
вень метилирования miR�219�1 на 26% и 51%
соответственно. Эти результаты показали, что 5�
aza�dC способен снижать средний уровень ме�
тилирования miR�219�1 в промоторном участ�
ке (рис. 3, а). Кроме того, чтобы изучить влия�
ние 5�aza�dC на уровень экспрессии гена miR�
219�1, используя ПЦР�РВ, мы определили уров�

ни экспрессии miR�219�5p и miR�219�1�3p до и
после обработки клеток препаратом 5�aza�dC в
концентрации 1 или 5 мкМ. Как показано на
рис. 3, b, в результате деметилирования DNA с
помощью 1 или 5 мкМ 5�aza�dC происходит по�
вышение уровня экспрессии miR�219�5p в клет�
ках U87MG в 1,9 и 4,1 раза соответственно. Так�
же обработка клеток 1 или 5 мкМ 5�aza�dC вы�
зывала повышение уровня экспрессии генов
miR�219�1�3p в 1,8 и 3,2 раза соответственно
(рис. 3, c).
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Рис. 1. Уровни экспрессии генов miR�219�5p, miR�219�1�3p, циклина A2 и MUC4 в образцах GBM. Для определения с по�
мощью метода 2–ΔCT уровня экспрессии miRNA и генов�мишеней в образцах GBM и прилегающих нормальных тканей
использовали метод ПЦР�РВ. MiR�219�5p (а) и miR�219�1�3p (b) имели низкие уровни экспрессии генов у пациентов с
GBM (n = 31) по сравнению с соседней нормальной тканью без GBM (n = 31). Экспрессию miRNA в отдельных образцах
опухолевой ткани выражали относительно U6 snRNA (* p < 0,01). Также наблюдалось значительное увеличение уровней
экспрессии генов циклина A2 (c) и MUC4 (d) у пациентов с GBM в сравнении с нормальными прилегающими тканями.
Результаты были нормализованы относительно уровня mRNA β�актина (ACTB). Все данные по экспрессии генов, каса�
ющиеся индивидуальных образцов тканей человека, представлены в виде среднего значения ± стандартное отклонение;
p < 0,01 для всех образцов опухолей GBM в сравнении с образцами без GBM
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Рис. 2. Метилирование участков DNA, расположенных выше гена miR�219�1, и его связь с уровнем экспрессии гена.
а – Картирование CpG�островков, показывающее их количество и расположение относительно промотора miR�219�1.
Для проведения анализа метилирования был использован CpG�островок, включающий 151 п.н. (от –2802 до –2952 п.н.,
расположенных ниже кодона инициации pre�miR�219�1, охватывающий 22 сайта CpG). b – Схема распределения CpG�
островков в промоторном участке miR�219�1 в случайно выбранном образце ткани GBM, соответствующей прилегающей
нормальной ткани и клетках линии U87MG. Для каждого образца секвенировали по 8 отдельных клонов. Каждая строка
представляет уровень метилирования отдельных CpG (в диапазоне от 0 до 1) в отдельном клоне, за исключением послед�
ней строки, которая представляет положение каждого CpG на хромосоме 6. Для упрощения первые четыре цифры каж�
дой позиции CpG (3320) были удалены из сайтов CpG. Поэтому положение 4867 для CpG точно представляет 33204867�й
нуклеотид на хромосоме 6
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Рис. 2. Метилирование участков DNA, расположенных выше гена miR�219�1, и его связь с уровнем экспрессии гена.
c – Как можно видеть, есть значительные различия между уровнем метилирования промоторного участка гена miR�219�
1 в тканях GBM и близлежащих нормальных тканях пациентов (* p < 0,01). Полученные данные были представлены в ви�
де процента метилированных цитозинов CpG�островка (C/(C + T) × 100). d – Корреляция между уровнем метилирования
промотора гена miR�219�1 и экспрессией генов miR�219�5p в образцах тканей GBM и между уровнем метилирования про�
мотора гена miR�219�1 и экспрессией генов miR�219�1�3p в образцах тканей GBM. Как показано, уровень метилирования
miR�219�1 в значительной степени отрицательно коррелировал с уровнями экспрессии генов miR�219�5p (R = –0,82) и
miR�219�1�3p (R = –0,75) (p < 0,01)

miR�219�1�3p gene expression level

R = –0.75

p < 0.05

R = –0.82

p < 0.01

d
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Влияние 5�aza�dC на экспрессию генов цикли�
на A2 и MUC4 и уровни этих белков. Чтобы изу�
чить влияние 5�aza�dC на уровни экспрессии ге�
нов циклина A2 и MUC4 и уровни самих белков,
клетки U87MG обрабатывали 1 или 5 мкМ 5�
aza�dC в течение 72 ч, далее использовали мето�
ды ПЦР�РВ и ELISA соответственно. Наши ре�
зультаты показали, что после обработки клеток
1 или 5 мкМ 5�aza�dC происходило снижение
уровня экспрессии гена циклина A2 (в 0,29 и
0,72 раза соответственно; рис. 4, а). Кроме того,
деметилирование DNA с помощью 1 или
5 мкМ 5�aza�dC приводило к снижению уровня
экспрессии гена MUC4 в клетках U87MG (в 0,11

и 0,81 раза соответственно; рис. 4, b). Однако,
как показано на рис. 4, c и d, обработка клеток
1 мкМ 5�aza�dC не приводила к снижению уров�
ня циклина A2 и MUC4, а восстановление уров�
ня этих белков происходило только в случае об�
работки клеток 5 мкМ 5�aza�dC. С помощью
метода ELISA был определен уровень цикли�
на A2 в необработанных клетках U87MG, он
составлял 310,8 пкг/мл. Обработка клеток пре�
паратом 5�aza�dC в концентрации 1 или 5 мкМ
вызывала снижение уровня циклина A2 на
12,1 пкг/мл (p > 0,05) и 112,7 пкг/мл (p < 0,01)
соответственно. Концентрация белка MUC4 в
необработанных клетках U87MG составляла

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  4  2021

504

Рис. 3. Влияние 5�aza�dC на уровни метилирования и экспрессии гена miR�219�1. Клетки линии U87MG были обработа�
ны 5�aza�dC в концентрации 1 или 5 мкМ в течение 72 ч. Как видно (a), различные концентрации 5�aza�dC через 72 ч по�
нижали уровень метилирования промотора miR�219�1. Противоположные результаты были получены при изучении зави�
симости от дозы и времени обработки в случае уровня экспрессии miR�219�5p и miR�219�1�3p, когда гипометилирование
под воздействием 5�aza�dC индуцировало экспрессию генов (b и c). Столбики ошибок представляют стандартные откло�
нения трех повторностей ПЦР из одного экспериментального набора, а p представляет собой статистическую разницу
между группами клеток (* p < 0,05, ** p < 0,01); aza – 5�aza�dC
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12 нг/мл, и наблюдалось снижение его содержа�
ния на 1,2 нг/мл (p > 0,05) и 6,3 нг/мл (p < 0,01)
после обработки клеток 1 или 5 мкМ 5�aza�dC
соответственно (рис. 4, d).

Подавляющее влияние эктопической экспрес�
сии miR�219�1 на гены�мишени и скорость проли�
ферации клеток. Поскольку в нашей работе по�
лучены доказательства того, что в клетках
U87MG понижены уровни экспрессии генов
miR�219�5p и miR�219�1�3p, а их промоторный
участок гиперметилирован, мы исследовали, мо�
жет ли восстановление экспрессии miR�219�5p
и miR�219�1�3p, опосредованное временной
трансфекцией клеток двуцепочечной RNA
(dsRNA), имитирующей miR�219�5p и miR�219�

1�3p, в клетки U87MG, привести к подавлению
клеточной пролиферации. Полученные нами
результаты подтверждают, что трансфекция кле�
ток dsRNA, имитирующей miR�219�5p и miR�
219�1�3p, приводит к повышению уровня экс�
прессии генов кандидатных miRNA в 4 и 5 раз
соответственно, и восстановление уровня этих
miRNA вызывает значительное снижение уров�
ня пролиферации клеток U87MG (рис. 5, a и b;
p < 0,01). Эти данные позволяют предположить,
что miR�219�15p и miR�219�1�3p могут обладать
антипролиферативным влиянием в клетках
U87MG. Чтобы подтвердить роль циклина A2 и
MUC4 в качестве мишеней действия miR�219�
5p и miR�219�1�3p, мы провели ПЦР�РВ на
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Рис. 4. Влияние 5�aza�dC на экспрессию генов, кодирующих циклин A2 и MUC4, и на уровни самих белков. Клетки глио�
бластомы линии U87MG были обработаны 1 или 5 мкМ 5�aza�dC в течение 72 ч. Уровни экспрессии генов циклина A2 (а)
и MUC4 (b) снижались после обработки клеток 1 или 5 мкМ 5�aza�dC, но при этом не было выявлено статистически дос�
товерных различий между уровнями белков циклин A2 (c) и MUC4 (d) после обработки клеток 1 мкМ 5�aza�dC в течение
72 ч. Понижение уровня циклина A2 (c) и MUC4 (d) наблюдалось только после обработки клеток 5 мкМ 5�aza�dC в течение
72 ч (* p < 0,05, ** p < 0,01); aza – 5�aza�dC
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Рис. 5. Подавление опухолевых клеток U87MG с помощью miR�219�1. В клетки трансфицировали 10 нМ молекулы�пред�
шественника pre�miR miRNA, имитирующей miR�219�5p, miR�219�1�3p или контрольную неспецифическую dsRNA (pre�
miR NC #1) с использованием реагента Lipofectamine TM RNAiMAX. Количество жизнеспособных клеток через 24–96 ч
после трансфекции оценивали с помощью анализа пролиферации клеток, используя бромдезоксиуридин (Brdu). Точки –
средние значения трех измерений в этих экспериментах; * p < 0,05 по сравнению с клетками, трансфицированными pre�
miR NC # 1, в статистическом анализе с помощью U�критерия Манна–Уитни (a). Трансфекция 10 нМ miR�219�5p и miR�
219�1�3p через 48 ч вызывала снижение уровня транскриптов циклина A2 и MUC4 на 43% и 51% соответственно в клет�
ках U87MG по сравнению с клетками, трансфицированными 10 нМ контрольного олигонуклеотида (b). Уровни экспрес�
сии генов циклина A2 и MUC4 определяли с помощью ПЦР�РВ с использованием β�актина в качестве контроля. Данные
представлены в виде среднего значения ± SD независимых экспериментов (* p < 0,05, ** p < 0,01)



MiR�219�1: МЕТИЛИРОВАНИЕ ДНК И АССОЦИАЦИЯ С GBM

клетках U87MG, трансфицированных молеку�
лами, имитирующими miR�219�5p и miR�219�1�
3p. Наши результаты показали, что трансфекция
клеток miR�219�5p и miR�219�1�3p через 48 ч
приводит к снижению уровня mRNA цикли�
на A2 и MUC4 (рис. 5, c; p < 0,01) по сравнению
с клетками, трансфицированными miRNA, слу�
жащей в качестве отрицательного контроля.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В последние годы были проведены несколь�
ко исследований с целью определения профиля
экспрессии miRNA при GBM [14, 15]. В этих ра�
ботах было продемонстрировано, что в тканях
GBM картина экспрессии генов miRNA отлича�
ется от таковой в нормальных тканях. Было вы�
сказано предположение, что нарушение регуля�
ции экспрессии miRNA может быть связано с
патогенезом GBM. В настоящей работе нами
была выявлена пониженная экспрессия miR�
219�5p и miR�219�1�3p в GBM по сравнению с
прилегающими нормальными тканями. Резуль�
тат низкого уровня экспрессии гена miR�219�5p
согласуется с предыдущими исследования�
ми [16]. Но хотя было показано снижение уров�
ня экспрессии гена miR�219�1�3p при раке под�
желудочной железы [12], не было данных об
уровне экспрессии гена miR�219�1�3p в тка�
нях GBM.

Мы также обнаружили, что низкий уровень
экспрессии генов miR�219�5p и miR�219�1�3p
ассоциирован с размером опухоли пациентов с
GBM и индексом KPS (шкала Карновского).
Ранее была определена связь между низким
уровнем экспрессии гена miR�219�1 (miR�219�
5p) и клинико�патологическими характеристи�
ками пациента, такими как продвинутая стадия
по классификации ВОЗ и индекс KPS [10]. По�
скольку в нашу группу пациентов входили люди
с наиболее агрессивными стадиями глиомы
(стадия IV или GBM) не относящимися к глио�
мам, классифицированным ВОЗ (I, II, III и IV),
мы не могли использовать классификацию ВОЗ
в качестве переменной величины в нашей рабо�
те по изучению экспрессии генов. KPS является
простым методом определения функционально�
го статуса. Он может быть использован для
оценки эффективности лечения рака, качества
жизни пациентов и прогноза. Величина индекса
Карновского (KPS) варьирует от 100 до 0, где 100
означает «отсутствие признаков заболевания» и
0 – «смерть». В связи с обнаружением ассоциа�
ции между уровнем экспрессии генов miR�219�
5p и miR�219�1�3p и индексом KPS можно
предположить, что снижение уровня экспрес�

сии генов наших кандидатных miRNA имеет от�
ношение к прогнозу исхода заболевания паци�
ента.

Мы обнаружили гиперметилирование CpG�
островков в промоторном участке miR�219�1 в
тканях GBM по сравнению с нормальными
близлежащими тканями, что может объяснять,
по крайней мере частично, эпигенетическое
молчание miR�219�1 в тканях GBM. Появляется
все больше данных о том, что гиперметилирова�
ние промоторного участка DNA может участво�
вать в подавлении генов�супрессоров опухолей
в отдельных раковых клетках [17]. Интересно,
что в некоторых исследованиях было показано,
что экспрессия многих miRNA, выступающих в
раковых клетках в качестве опухолевых супрес�
соров, снижается при гиперметилировании их
промоторов [18–20]. Вероятно, опосредованное
метилированием DNA подавление miRNA�суп�
рессоров опухолей может вносить свой вклад в
качестве нового механизма на разных стадиях
рака. Отклоняющееся от нормы метилирование
DNA miR�219�1 связывалось со случаями, не от�
носящимся к раку, в том числе при хронической
боли, связанной с воспалением, и длительными
рабочими сменами в ночное время [21, 22]. Од�
нако до сих пор не было исследований метили�
рования DNA в случае miR�219�1 (miR�219�5p и
miR�219�1�3p) при GBM. Поэтому в настоящее
время наша работа является единственным ис�
следованием, направленным на изучение стату�
са метилирования miR�219�1 у пациентов
с GBM. Причина, по которой мы выбрали miR�
219�1 в качестве гена�кандидата для изучения
эпигенетической модификации, заключается в
том, что анализ промоторов с помощью прог�
раммы methprimer (www.urogene.org/meth�
primer/) выявил большой CpG�островок внутри
её промоторного участка. Поэтому было пред�
положено, что гиперметилирование промотор�
ного участка этой miRNA может иметь отноше�
ние к снижению уровня её экспрессии. По�
скольку регуляция экспрессии miRNA с по�
мощью метилирования молекулы DNA носит
сложный характер, необходимы дальнейшие ис�
следования паттернов метилирования miRNA
при GBM.

В нашем исследовании показано, что обра�
ботка клеток мультиформной глиобластомы ли�
нии U87MG препаратом 5�aza�dC привела к по�
вышению уровня экспрессии miR�219�5p и
miR�219�1�3p и снижению уровня экспрессии
генов, кодирующих циклин A2 и MUC4 соответ�
ственно. Была предсказана тесная связь между
нарушением экспрессии циклина A2, неста�
бильностью хромосом и пролиферацией опухо�
левых клеток, а повышенная экспрессия гена
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циклина A2 была обнаружена при различных
типах рака [23]. Также было показано, что повы�
шенная экспрессия мембраносвязанного гли�
копротеина MUC4 может привести к прогрес�
сированию рака эпителия, агрессивному пове�
дению опухоли, снижению эффективности ме�
тодов лечения и плохому исходу [24]. Поскольку
нарушение процесса метилирования DNA мо�
жет привести к снижению экспрессии miRNA,
вполне разумно, что деметилирующий агент, 5�
aza�dC, имеет отношение к восстановлению
уровня miR�219�1, что может, в свою очередь,
привести к снижению уровня мишеней для
действия miRNA (циклина A2 и MUC4, которые
являются мишенями miR�219�5p и miR�219�1�
3p соответственно). 5�aza�dC, аналог нуклеози�
да, включается в DNA быстрорастущих опухоле�
вых клеток во время репликации и ингибирует
метилирование DNA, улавливая DNA�метил�
трансферазы на DNA, что приводит к их исто�
щению внутри клетки [25].

В настоящем исследовании было показано,
что уровни белков циклин A2 и MUC4 снижа�
лись только при обработке клеток высокими
концентрациями 5�aza�dC (5 мкМ). Низкие
концентрации деметилирующего аген�
та (1 мкМ) не оказывали влияния на уровни бел�
ков�мишеней. Кроме того, не было выявлено
корреляции между различными концентрация�
ми 5�aza�dC и снижением уровня белков�мише�
ней. Другими словами, уровни белков цик�
лин A2 и MUC4 не снижались в 5 раз по сравне�
нию с 1�кратным снижением уровней белка на
1 мкМ 5�aza�dC. В целом не было выявлено
строгой корреляции между уровнем белков в
клетке и обилием соответствующих mRNA. Час�
то величина корреляции составляет ~0,40, и это
означает, что только ~40% различий в концент�
рации белка можно объяснить, зная значение
концентрации mRNA [26]. Чтобы объяснить ос�
тавшиеся ~60% вариаций, нужно учесть вклад
некоторой комбинации посттранскрипционной
регуляции и шума измерения.

Полученные нами результаты подтвердили,
что miR�219�5p и miR�219�1�3p оказывают ан�
типролиферативное действие в отношении ли�
нии клеток U87MG. С помощью метода усиле�
ния функции (gain�of�function approach)
Jiang et al. [10] трансфицировали клетки глиомы
имитаторами miR�219�5p и определяли проли�
ферацию, миграцию и инвазию клеток. Эти ав�
торы показали, что эктопическая miR�219�5p
вызывает снижение скорости роста клеток, и
пришли к заключению, что miR�219�5p прини�
мает участие в негативной регуляции клеточно�
го роста. В аналогичном исследовании
Lahdoui et al. [12] после обнаружения повышен�

ной экспрессии miR�219�1�3p в линии клеток
рака поджелудочной железы также выявили по�
давление клеточной пролиферации, ассоцииро�
ванное с пониженной миграцией клеток.
MiRNA оказывают огромное влияние на разви�
тие и прогрессирование рака путём подавления
репрессии mRNA онкогена и/или опухолевого
супрессора или блокирования трансляции бел�
ка. Воздействуя на свои мишени (онкогены или
опухолевые супрессоры), miRNA действуют как
онкогенные (влияя на опухолевый супрессор)
или подавляющие развитие опухоли (влияя на
онкоген) молекулы [27]. Поскольку онкогенные
функции mRNA�мишеней miR�219�5p и miR�
219�1�3p, циклина A2 (в плоскоклеточных клет�
ках пищевода) и MUC4 (в клетках опухоли под�
желудочной железы) были описаны в предыду�
щих работах [23, 24], было предположено, что
наши кандидатные miRNA в качестве молекул�
супрессоров опухолей способны останавливать
клеточную пролиферацию раковых клеток,
включая GBM. Наиболее очевидные отличия
между нашим исследованием и предыдущими
исследованиями заключаются в следующем: 1) в
предыдущих работах не предоставлены доказа�
тельства существования механизма, лежащего в
основе низкого уровня экспрессии miR�219�5p и
miR�219�1�3p и 2) не было данных, касающихся
восстановления активности супрессированной
кандидатной miRNA с использованием эпигене�
тических факторов, и последующего влияния
восстановления этой активности на способность
miRNA подавлять развитие опухоли.

Есть несколько ограничений в нашем иссле�
довании, которые могут быть рассмотрены в бу�
дущих исследованиях. Во�первых, это исследо�
вание было разработано на относительно не�
большом размере выборки, что ограничило нас
в получении более точных результатов, особен�
но в области взаимосвязи между характеристи�
ками пациента и экспрессией генов miRNA.
Поэтому для подтверждения полученных нами
результатов потребуется проведение других ис�
следований с использованием выборки больше�
го размера. Во�вторых, мы исследовали только
онкогенные мишени кандидатных miRNA, ко�
торых коснулось метилирование DNA. В связи с
тем, что у каждой отдельной miRNA имеются
многочисленные онкогенные или подавляющие
опухоль мишени, необходимо провести обшир�
ный анализ, чтобы картировать сеть взаимосвя�
зей между эпигенетической модификацией
miRNA и экспрессией их mRNA�мишеней. На�
конец, в настоящей работе мы использовали
близлежащую нормальную ткань в качестве
контроля. Отсутствие обширных исследований,
ограниченность данных и малоизвестность гло�
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бального профиля экспрессии генов этого типа
контрольных субъектов в GBM не позволяет
нам сделать однозначные выводы. Следователь�
но, для получения более реалистичных резуль�
татов в будущих исследованиях необходимо
подготовить транскриптомное профилирование
нормальной прилегающей ткани при GBM.

В заключение мы изучили роль эпигенети�
ческой регуляции miR�219�1 в патогенезе GBM
человека. По нашему мнению, наши исследова�
ния впервые показали, что 1) miR�219�5p и miR�
219�1�3p представляют собой чувствительные к
метилированию miRNA при развитии GBM;
2) восстановление уровня экспрессии кандидат�
ных miRNA с помощью деметилирующих аген�
тов приводит к снижению уровня онкогенных
mRNA�мишеней и соответствующих белков.
Полученные результаты показывают, что карти�
на лечения, основанная на анализе экспрессии
miRNA, может служить в качестве основы для

разработки новых потенциальных методов лече�
ния GBM, и мы ожидаем в ближайшем будущем
проведения дальнейших исследований и разра�
боток в области эпигенетических лекарств.

Финансирование. Выполнение данной рабо�
ты было поддержано IUMS (IRNA University of
Medical Sciences) (проект № 24756).

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от�
сутствии конфликта интересов.

Соответствие этическим стандартам. Все про�
цедуры, выполненные в исследованиях с учас�
тием людей, соответствовали этическим стан�
дартам институционального и/или националь�
ного исследовательского комитета, а также
Хельсинкской декларации 1964 года и более
поздним поправкам к ней или сопоставимым
этическим стандартам. От каждого из включён�
ных в исследование участников было получено
информированное добровольное согласие.
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EPIGENETIC MODIFICATION OF microRNA�219�1
AND ITS ASSOCIATION WITH GLIOBLASTOMA MULTIFORME

A. Ghasemi1, A. Mohammadi2, and S. Fallah2*
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14176�13151 Tehran, Iran
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MicroRNA�219�1 (miR�219�1) acts as a tumor suppressor in a variety of cancer but, the regulatory epigenetic mech�
anism involved in its gene expression level has not been studied. Using real�time polymerase chain reaction (real�time
PCR) and bisulfite genomic sequencing technology, promoter methylation level of miR�219�1 and gene expression
levels of miR�219�5p and miR�219�1�3p were determined respectively, in glioblastoma multiforme (GBM) (n = 31),
their adjacent normal tissues (n = 31), and GBM U87 cell line. Following treatment of GBM U87 cells with 5�aza�
2′�deoxycitidine (5�aza�dC), miR�219�1 promoter methylation, their target mRNA and protein levels were deter�
mined by genomic bisulfite modification, real�time�PCR and ELISA techniques, respectively. Our results showed that
gene expression levels of miR�219�5p and miR�219�1�3p were significantly lower in GBM patients relative to their
adjacent normal tissues (p < 0.01). MiR�219�1 promoter had a high level of methylation in GBM tissues (p < 0.01)
and a negative correlation was observed between miRNAs gene expression and methylation levels in GBM tissues
(p < 0.01). Treatment of GBM U87 cells by 5�aza�dC decreased the methylation level of miR�219�1, target mRNA
and protein levels, cyclin A2 and mucin 4 (MUC4), and increased the expression levels of miR�219�5p and miR�219�
1�3p (p < 0.01). Using external miR�219�5p and miR�219�1�3p, the expression of cyclin A2 and MUC4 were sup�
pressed and proliferative activities of the U87MG cell line was reduced (p < 0.01). These findings suggested that DNA
methylation has a crucial role in the regulation of miR�219�1 gene and hyper�methylated miR�219�1 may be involved
in GBM pathogenesis.

Keywords: miR�219�1, epigenetic, GBM
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В обзоре рассматриваются некоторые генетические и молекулярные пути, связывающие циркадный хроно�
метраж с метаболизмом и образующие системы положительной и отрицательной обратной связи – регуля�
торные петли. Путь Nrf2 (транскрипционного фактора 2 семейства NFE) считается компонентом антивоз�
растной программы – хранителем периода здоровой жизни и долголетия. Nrf2 обеспечивает адаптацию к
стрессу путем положительной регуляции клеточной антиоксидантной защиты и других метаболических
процессов, контролируя экспрессию более 200 генов�мишеней при различных видах стресса. Система ки�
назы гликогенсинтазы 3 (GSK3) представляет собой «регулирующий клапан», контролирующий небольшие
колебания уровней Nrf2, в отличие от Keap1, предотвращающего большие колебания уровня Nrf2 в отсут�
ствии окислительного стресса и инактивирующегося при окислительном стрессе. Кроме того, GSK3 моди�
фицирует коровые белки циркадных ритмов (Bmal1, Clock, Per, Cry, Rev�erbα). При этом модификация
GSK3 приводит к инактивации и деградации белков, положительно регулирующих биоритмы (Bmal1,
Clock), и наоборот, ведет к активации и ядерной транслокации негативно регулирующих биоритмы бел�
ков (Per, Rev�erbα). Исключением является Cry, опосредующий, видимо, тонкую настройку биологических
часов. Функция GSK3 представляется одним из узловых пунктов перекрестной регуляции циркадных рит�
мов и антиоксидантной защиты. Обсуждается перекрестное взаимодействие между мощнейшей антиокси�
дантной защитой клетки (системой Nrf2) и системой биоритмов у млекопитающих (включая влияние сверх�
экспрессии/нокаута GSK3 на биоритмы и влияние нокаута/сверхэкспрессии генов циркадных биоритмов
на работу системы Nrf2). Понимание механизмов взаимодействия регуляторных каскадов, связывающих
программы поддержания гомеостаза и ответа клетки на окислительный стресс, способствует выяснению
молекулярных механизмов, лежащих в основе старения и долголетия.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: GSK3, Nrf2, окислительный стресс, старение, биологические ритмы, программы
старения и антистарения, антиоксиданты.
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РЕГУЛЯЦИЯ БЕЛКОВ ЦИРКАДНЫХ РИТМОВ
И Nrf2�ОПОСРЕДОВАННОЙ АНТИОКСИДАНТНОЙ ЗАЩИТЫ:

ДВОЙНАЯ РОЛЬ КИНАЗЫ ГЛИКОГЕНСИНТАЗЫ 3
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© 2021 Г.А. Шиловский1,2,3*, Т.С. Путятина2, Г.В. Моргунова2, А.В. Селиверстов3,
В.В. Ашапкин1, Е.В. Сорокина2, А.В. Марков2, В.П. Скулачев1

ВВЕДЕНИЕ

Долголетие как таковое не является перво�
очередной эволюционной «задачей» для живых

организмов. С эволюционной точки зрения
первоочередными являются проблемы адапта�
ции к окружающей среде, связанные с нуждами
выживания, обеспечения пищей и размноже�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФК – активные формы кислорода; БА – болезнь Альцгеймера; ТФ – транскрипционный
фактор; ARE – антиоксидант�респонс(ив)ный элемент (antioxidant response element); CK – казеинкиназа (casein kinase);
Cry – белок криптохром; Cul3 – куллин 3 (cullin); D3T – H3�1,2�дитиол�3�тион; GSK3 – киназа гликогенсинтазы 3;
Keap1 – Kelch�подобный ECH�ассоциированный белок 1 (Kelch�like ECH�associated protein 1); LPS – липополисахарид;
MEF – эмбриональные фибробласты мыши; Nrf1 – транскрипционный фактор 1 семейства NFE (NFE2�related factor 1);
Nrf2 – транскрипционный фактор 2 семейства NFE (Nuclear factor erythroid 2�related factor 2, NFE2�related factor 2);
NQO1 – NAD(P)H:хиноноксидоредуктаза; Per – белок Period; Rev�erbα – белок Reverse erythroblastosis virus α; RORE –
RAR�related orphan receptor response element; SCN – супрахиазматическое ядро гипоталамуса; β�TrCP – белок, содержа�
щий β�трансдуциновые повторы (β�transducin repeat containing protein), WT – дикий тип.

* Адресат для корреспонденции.
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ния. Регуляция поддержания гомеостаза и репа�
рации представляет собой сложную сеть взаи�
мозависимых реакций, а эффективность этих
процессов ухудшается с возрастом [1–9]. В ряде
случаев старение может иметь адаптивное зна�
чение [4, 5].

Важной задачей биогеронтологии является
изучение путей пересечения программ старе�
ния/антистарения с программами адаптации и
поддержания гомеостаза, в том числе через сис�
тему регуляции биоритмов. Взаимодействие
программ антистарения с противоположными
им по действию программами старения опреде�
ляет форму кривых выживания и их изменение в
ходе биологической, а у человека – еще и куль�
турной – эволюции. Радикальные изменения
динамики смертности человека произошли в
последние 150 лет в связи с научно�технической
революцией. Они привели к резкому увеличе�
нию продолжительности жизни и приближению
кривой выживания к прямоугольной форме,
резко отличающей ее от кривых выживания
шимпанзе, охотников�собирателей и даже жи�
телей развитых стран Европы в XVIII–XIX вв.
[1]. В то же время существуют и внутренние
факторы, определяющие продолжительность
жизни и ход кривых выживания. К ним относят�
ся программы старения и антистарения, являю�
щиеся, по современным представлениям, сово�
купностью сигнальных генных каскадов [1–6].
Если долгожительство поддерживается отбором
(например, вследствие того, что «гены долголе�
тия», будучи связаны с каким�либо адаптивным
признаком, могут благодаря этому закрепляться
в популяции), организмы могут вырабатывать
специальные защитные и репарационные сис�
темы, замедляющие хронический феноптоз.
Поскольку продолжительность жизни является
такой же устойчивой видовой характеристикой,
как размеры тела или плодовитость, ее длитель�
ность (т.е. момент наступления гибели), а также
регулирующие ее механизмы должны быть хотя
бы частично запрограммированы в геноме [4, 7,
8]. Долгоживущие виды обычно обладают более
мощной системой восстановления поврежде�
ний, в том числе антиоксидантной защиты. Та�
кие системы, ответственные за репарацию и
другие восстановительные процессы, будут спо�
собствовать замедлению старения и долголе�
тию. При старении активность работы таких
систем в базальных условиях (а также их способ�
ность реагировать на повреждения) обычно
снижается. Соответственно, системы, снижаю�
щие/подавляющие работу систем антистарения,
и/или системы, работа которых связана с разви�
тием заболеваний (в том числе возрастных),
клеточным старением или клеточной гибелью,

будут относиться к программе старения [1].
Транскрипционный фактор (ТФ) Nrf2 (Nuclear
factor erythroid 2�related factor 2, транскрипци�
онный фактор 2 семейства NFE) является, со�
гласно одному из авторов данной статьи (В.П.С.)
[1], представителем одной из наиболее явных
клеточных программ антистарения (рис. 1). Nrf2
регулирует транскрипцию антиоксидантных и
детоксифицирующих ферментов, которые в со�
вокупности представляют собой мощную за�
щитную систему клетки [1–6]. Однако функции
Nrf2 этим не ограничиваются, он также являет�
ся основным регулятором клеточного гомеоста�
за, который контролирует экспрессию более 1%
генов человека, связанных с реакциями биотранс�
формации, редокс�гомеостазом, энергетичес�
ким метаболизмом, репарацией ДНК и протео�
стазом [2]. Активность Nrf2 оказывает огромное
влияние на самые разные физиологические и
патологические процессы, поэтому он подвер�
гается строгой регуляции в основном на уровне
стабильности белка. Также особо отмечалось,
что такие защитные системы могут находиться
под контролем регуляторов (ингибиторов, игра�
ющих роль представителей программы старе�
ния) не только напрямую, но и через регуляцию
белков биоритмов (циркадных, ультрадианных
и других), т.е. через «Большие биологические ча�
сы» (рис. 1) [1].

В этом обзоре мы проанализировали данные
о молекулярных механизмах взаимодействия за�
щитной системы Nrf2, ингибитора Nrf2 – кина�
зы гликогенсинтазы 3 (GSK3), а также коровых
белков циркадных биоритмов в контексте прог�
рамм старения и антистарения.

ТРАНСКРИПЦИОННЫЙ ФАКТОР Nrf2

Транскрипционный фактор 2 как представи�
тель программ антистарения. Nrf2 активируется
окислительными стрессорами и электрофиль�
ными агентами, он обеспечивает адаптацию к
стрессу путем положительной регуляции клеточ�
ной антиоксидантной защиты и других метабо�
лических процессов, контролируя экспрессию
более 200 генов�мишеней при различных видах
стресса. Продукты этих генов регулируют мно�
жество защитных функций, в том числе – деток�
сикацию лекарств, пентозофосфатный шунт и
аутофагию [3]. Кроме того, Nrf2 непосредствен�
но ингибирует индуцированную экспрессию
различных генов, участвующих в воспалении,
посредством связывания с их проксимальными
регуляторными областями [10]. В клетках мы�
шей с нокаутом гена, кодирующего Nrf2 (Nfe2l2),
повышен уровень активных форм кислорода
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(АФК) [11], и они более чувствительны к окис�
лительному стрессу [12]. С возрастом уровень
Nrf2 уменьшается, а также ухудшается его спо�
собность к активации в ответ на стресс [1, 2, 6,
13]. Активность Nrf2 положительно коррелирует
с продолжительностью жизни [2]. Все это позво�
ляет считать его компонентом особой антивоз�
растной программы – хранителем периода здо�
ровой жизни и долголетия [2]. Системы, подав�
ляющие активность Nrf2, представляют собой
компоненты программы старения [1]. Основны�
ми из них являются системы регуляции, вызыва�
ющие протеасомную деградацию белка Nrf2:
система Kelch�подобного ECH�ассоциирован�
ного белка�1 (Keap1) и система киназы глико�
генсинтазы 3 (GSK3) и белка, содержащего
β�трансдуциновые повторы (β�TrCP) (рис. 1 и 2).

Еще одним белком, подавляющим действие
Nrf2, является c�Myc [14]. Кроме того, белок
Bach1, не являясь ингибитором Nrf2, конкури�
рует с ним за связывание с последовательностью
ARE (антиоксидант�респонсивный элемент,
antioxidant response element) [15] (рис. 1). Кроме
упомянутой выше GSK3, воздействие других
киназ (например, Fyn�киназы) также может
приводить к инактивации Nrf2 и его экспорту из
ядра [16, 17] (рис. 2).

Активность Nrf2 в клетке не поддерживается
на постоянном уровне. Его содержание подвер�
жено осцилляции, а также циркадным (суточ�
ным) и ультрадианным колебаниям. Активато�
ры, которые стабилизируют Nrf2 от протеолиза,
увеличивают его количество в цитоплазме, а
последующее выравнивание концентраций (т.е.
повышение уровня Nrf2 в ядре) активирует
транскрипционный ответ ARE. После увеличе�
ния уровня белка Nrf2 и индукции ARE�содер�
жащих генов происходит активация GSK3, ко�
торая, в свою очередь, фосфорилирует Nrf2 и та�
ким образом способствует его протеасомной
деградации с участием белка β�TrCP [18].

Биоритмы имеют важное адаптивное значе�
ние и зависят от многих факторов, в том числе от
редокс�статуса. Нарушение регуляции циркад�
ных ритмов является одним из характерных воз�
растных расстройств, поэтому поддержание пра�
вильного функционирования системы суточных
часов представляется перспективным способом
продления жизни [19]. Основой механизма цир�
кадных часов являются ТФ Clock и Bmal1. Они
гетеродимеризуются через свои PAS�домены и
индуцируют экспрессию контролируемых часа�
ми генов, связываясь с последовательностью
E�box в их промоторах [20, 21]. Периодичность
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Рис. 1. Большие биологические часы регулируют антиоксидантный статус клетки, воздействуя на транскрипционный
фактор Nrf2, управляющий экспрессией более чем 200 цитопротекторных ферментов, ответственных за детоксикацию и
антиоксидантную защиту. Большие биологические часы способствуют адаптации организма, регулируя циркадные рит�
мы с помощью мелатонина и белков циркадных ритмов. Активация Nrf2 вызывается действием активных форм кисло�
рода. В то же время активируемая многими сигнальными путями киназа гликогенсинтазы 3 (GSK3) оказывает подавля�
ющее действие, ингибируя транскрипционный фактор Nrf2. Препараты, содержащие соли лития, оказывают положи�
тельное действие, подавляя активность GSK3, ингибитора Nrf2. Светлыми линиями обозначены эффекты, стимулиру�
ющие активность Nrf2 (и последующую экспрессию антиоксидантных ферментов), в том числе и воздействие веществ,
подавляющих действие ингибиторов Nrf2; темными линиями – ингибиторов Nrf2. Стрелкой обозначено прямое стиму�
лирующее воздействие, включая катализ, линией с тупым концом обозначено ингибирующее действие. АФК � активные
формы кислорода; Bach1 – белок BTB domain and CNC homolog 1; GSK3 – киназа гликогенсинтазы 3; Keap1 – Kelch�
подобный ECH�ассоциированный белок 1 (Kelch�like ECH�associated protein 1); Nrf2 – NFE2�related factor 2 (транскрип�
ционный фактор 2 семейства NFE);  β�TrCP – белок, содержащий β�трансдуциновые повторы (β�transducin repeat con�
taining protein)
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экспрессии генов суточных ритмов обеспечива�
ют белки Per1 и Per2. Они транслоцируются в яд�
ро, образуя стабильные комплексы (включаю�
щие в себя также белки криптохромы Cry1 и
Cry2), подавляющие транскрипцию посред�
ством связывания с позитивными факторами
Clock/Bmal1. В результате формируется чередо�
вание подъемов и спадов содержания мРНК, а
затем и самих белков Per1 и Per2 с фазой, равной
приблизительно 24 часа [22, 23], замыкающее

тем самым петлю отрицательной обратной связи
[24, 25]. С белками�регуляторами суточных рит�
мов связаны многие метаболические пути – на�
пример, важный системный регулятор обмена
веществ AMPK (AMP�активируемая протеинки�
наза) [26], которая фосфорилирует белок Cry1, и
этим способствует его деградации [27].

Транскрипционный фактор Nrf2 как осцилля�
тор. Регуляция активации Nrf2 в ядре и цитоплаз�
ме. Сложность в понимании процессов регуля�
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Рис. 2. Молекулярные механизмы циркадных биоритмов и осцилляций «цитоплазма�ядро» транскрипционного фактора
Nrf2, управляющего экспрессией цитопротекторных ферментов. Характерной чертой регулируемых Nrf2 генов является
наличие последовательности ARE в их промоторе, тогда как для большинства генов белков циркадных биоритмов – пос�
ледовательности E�box (также есть и в промоторе гена Nfe2l2, кодирующего Nrf2). Ген Bmal1 содержит в промоторе пос�
ледовательность RORE. Пунктирными линиями со стрелкой обозначено перемещение того или иного белка (в ядро и из
ядра), а сплошными линиями – прямое воздействие, включая катализ. Сплошной линией с тупым концом обозначено
ингибирующее действие. Сплошной линией с разрывом отмечено опосредованное влияние (например, стимулирующее
влияние мелатонина на экспрессию белков биоритмов и Nrf2). Кружочки с буквой p означают присоединение к белку
фосфатной группы. Наличие двух таких кружочков после взаимодействия модифицируемого белка с той или иной кина�
зой означает, что реакция идет по механизму двойного фосфорилирования (подробнее см. в тексте). AcT – ацетилтранс�
фераза; ARE – антиоксидант�респонс(ив)ный элемент (antioxidant response element); Bmal1 – белок brain and muscle
ARNT�like 1; Clock – белок Сircadian locomoter output cycles kaput; Cry – белок криптохром; GSK3 – киназа гликогенсин�
тазы 3; Keap1 – Kelch�подобный ECH�ассоциированный белок 1 (Kelch�like ECH�associated protein 1); Nrf2 – транскрип�
ционный фактор 2 семейства NFE (NFE2�related factor 2); Per – белок Period; Rev�erbα – белок Reverse erythroblastosis
virus α; RORE – RAR�related orphan receptor response element; β�TrCP – белок, содержащий β�трансдуциновые повторы
(β�transducin repeat containing protein)
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ции биоритмов отчасти связана с существовани�
ем у Nrf2, как и у АФК, своих собственных рит�
мов. Показано, что при действии активаторов
Nrf2 стимуляция экспрессии ARE�зависимых
генов происходит не за счет стабилизации и об�
щего повышения уровня Nrf2, а в результате по�
вышения частоты и уменьшения амплитуды
транслокационных циклов Nrf2 между цито�
плазмой и ядром клетки [28]. В предложенной
Xue et al. [28] «колебательной модели» GSK3 иг�
рает регуляторную роль, обеспечивая инактива�
цию и расщепление Nrf2. Согласно этой моде�
ли, Keap1 и Nrf2 удерживаются вместе за счет
протеин�треонинфосфатазы PGAM5 (протеин�
треонинфосфатаза 5 из семейства фосфоглице�
ратмутаз), которая связывает Keap1 и Nrf2 с
внешней митохондриальной мембраной [29]. В
условиях окислительного (а точнее, электро�
фильного) стресса Nrf2 высвобождается из
комплекса с Keap1, фосфорилируется [3] и
транслоцируется в ядро с помощью импортинов
α5 и β1 [30]. В ядре Nrf2 активирует гены�мише�
ни, связываясь с промоторной последователь�
ностью ARE [3, 14]. После этого Nrf2 фосфори�
лируется Fyn�киназой [16] и ацетилируется, а
затем удаляется из ядра через экспортный канал
ядерной мембраны exportin�1/crm1 [28]. GSK3β
при этом является регулирующим звеном, не�
посредственно фосфорилирующим Nrf2, вызы�
вая деградацию белка Nrf2 с помощью β�TrCP
[3, 31, 32]. Xue et al. [28] также показали, что
удержание Nrf2 в ядре клетки с помощью блока�
тора экспортных каналов crm1, лептомицина B,
приводит к снижению ARE�зависимой тран�
скрипционной активности с цикличностью ко�
лебаний примерно 2 часа. В модели это объяс�
няется ацетилированием и инактивацией Nrf2 в
ядре (рис. 2). Согласно оценкам Xue et al. [28],
Nrf2 совершает 2–3 колебания до деградации в
нестимулированных клетках и большее количе�
ство – в клетках, подвергнутых окислительному
стрессу.

В колебательной модели Nrf2 есть альтерна�
тивный регуляторный механизм. Функциональ�
ная активность ядерного Nrf2 может регулиро�
ваться активностью деацетилаз, циркадным
контролем экспрессии гена Nfe2l2, кодирующе�
го Nrf2, и различными конформациями комп�
лекса Nrf2 с Keap1 [28]. Показано, что в отсут�
ствии окислительного стресса взаимодействие
Keap1 и Nrf2 происходит циклически с образо�
ванием сначала «открытой» конформации, в ко�
торой Nrf2 связывается с одной из двух субъеди�
ниц Keap1, и затем – «закрытой» конформации,
в которой Nrf2 связывается с обеими субъеди�
ницами Keap1 [33]. Колебательная модель осно�
вана на активации Nrf2 путем высвобождения

из комплекса с Keap1, поскольку скорость этого
процесса влияет на частоту колебаний и цито�
протекторный транскрипционный ответ. При
действии индукторов Nrf2 (оксидантов и элект�
рофильных агентов) комплексы Nrf2/Keap1
фиксируются в закрытой конформации, из ко�
торых Nrf2 не высвобождается. В результате
прекращается регенерация свободного Keap1, и
вновь синтезируемые молекулы Nrf2 не разру�
шаются. Также модель предполагает наличие и
других способов активации Nrf2, например, де�
ацетилирование Nrf2 ядерными деацетилазами
[28].

Перекрестное взаимодействие систем тран�
скрипционного фактора Nrf2 и биоритмов. Экс�
прессия Nrf2 имеет циркадный ритм с периодом
23,7 часа [34]. Циркадные вариации и гендерные
различия в уровнях транскриптов антиоксидант�
ных генов могут влиять на реакцию организма в
ответ на окислительный стресс в разное время
суток [35]. Early et al. [36] установили, что удале�
ние Bmal1 в макрофагах нарушает активность
Nrf2, способствуя накоплению АФК и провос�
палительного цитокина IL�1β. Также они пока�
зали, что нокдаун Nrf2 уменьшает индукцион�
ный ответ на добавление липополисахарида
(LPS) трех основных генов�мишеней Nrf2 – ге�
моксигеназы (Hmox1), глутатионредуктазы (Gsr)
и NAD(P)Н:хинон�оксидоредуктазы 1 (Nqo1).
При индукции LPS уровень экспрессии этих ге�
нов в макрофагах Bmal1–/– ниже, чем в макро�
фагах Bmal1+/+. Подобно большинству генов,
кодирующих коровые белки циркадных биорит�
мов, ген Nfe2l2, кодирующий Nrf2, также содер�
жит последовательность E�box. Гетеродимер
Bmal1/Clock связывается с этой последователь�
ностью, активируя транскрипцию Nrf2, и, как
следствие, его мишеней – Hmox1, Gsr и Nqo1.
Также Early et al. [36] обнаружили, что базаль�
ный уровень АФК в перитонеальных миелоид�
ных клетках значительно увеличивается во вто�
рой половине дня, что обратно коррелирует с
суточным ритмом экспрессии Bmal1 и Nrf2.

По сравнению с Bmal1+/+ в макрофагах
Bmal1–/– увеличен как базовый, так и индуциро�
ванный LPS уровень АФК (таблица). Молеку�
лярные часы контролируют экспрессию Nrf2 и
его способность регулировать IL�1β в миелоид�
ных клетках.

Pekovic�Vaughan et al. [34] выявили, что уро�
вень белка Nrf2 меняется ритмично. Ритмичес�
кая экспрессия белка Nrf2 обнаружена также в
клеточных лизатах и в ядрах фибробластов Rat1
(таблица). Это доказывает клеточно�автоном�
ную устойчивую ритмическую экспрессию Nrf2.
Мутация в кор�последовательности E�box в
промоторе гена Nrf2 (Nfe2l2) полностью устра�
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няет его индукцию комплексами Clock/Bmal1. В
легких у мышей дикого типа мРНК Nrf2 прояв�
ляет четкую ритмическую экспрессию, которой
не наблюдается у мышей ClockΔ19. Обнаружено
также зависимое от времени связывание
Clock/Bmal1 в области E�box промотора гена
Nrf2 (Nfe2l2). Эти результаты показывают, что
ген Nfe2l2, кодирующий Nrf2, непосредственно
регулируется компонентами ядерных часов

in vitro и in vivo через консервативный элемент
E�box в его промоторе. Данные, приведенные в
таблице, полученные на эмбриональных фиб�
робластах, нокаутированных по Nfe2l2 мышей,
подтверждают непосредственный Nrf2�зависи�
мый ритмический контроль нижестоящих ми�
шеней (таблица).

У мышей дикого типа (WT) индукция Nrf2 с
помощью D3T (H3�1,2�дитиол�3�тион) приво�
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Цель

БР

Ритм АФК

Ритм Nrf2

Ритм Nrf2

БР

Ритм Nrf2

Уровень
АФК

Уровень
Nrf2

БР

БР

Экспрессия
гена БР

Воздействие

БР

БР

БР

БР

H2O2, D3T

нокдаун БР

нокаут гена БР

нокаут гена БР

нокаут Nrf2

сверхэкспрессия
Nrf2

нокаут Nrf2

Объект

печень мыши

макрофаги

мыши

фибробласты
Rat1

MEF

мыши

макрофаги

MEF

MEF

гепатоциты
мыши 
MMH�D3

MEF

Эффект

экспрессия индуцируемых Nrf2 генов выше днем, чем
ночью; пик Nrf2, Nqo1 и Dbp – ранним вечером; пик
Keap1, Gclc и Rev�erbα – ближе к середине дня

базальный уровень АФК увеличен на ~25% (p ≤ 0,05,
t�тест) во второй половине дня (по сравнению со време�
нем перед утром) и отрицательно коррелирует с суточ�
ным ритмом экспрессии Bmal1 и Nrf2

пик белка Nrf2 – в циркадное время 3–7 (CT3–CT7),
провал происходит в CT15–CT19

ритм экспрессии белка Nrf2 обнаружен в клеточных ли�
затах (p < 0,01, односторонний ANOVA для оценки эф�
фекта времени) и в ядрах (p < 0,001, t�test)

H2O2 (100 мкМ) и D3T(100 мкМ) увеличивают амплитуду
(соответственно в ~2,5 и в ~5 раз, t�тест, р < 0,05), но не
продолжительность периода

экспрессия мРНК Nrf2 в легких мышей WT (но не в
ClockΔ19) имеет четкий ритм (p < 0,05, односторонний
ANOVA); нокдаун Bmal1 снижает уровень мРНК Nrf2
(p < 0,05)

в макрофагах Bmal1–/– выше по сравнению с Bmal1+/+

уровень АФК – как базовый (в 4 раза, p ≤ 0,01), так и
индуцированный LPS (в ~2,3 раза, p ≤ 0,05)

у синхронизированных MEF мышей Cry1–/–/Cry2–/–

повышены уровни экспрессии Nrf2 и его генов�мишеней

нокаут Nrf2 в MEF снижает амплитуду ритма и продол�
жительность периода (соответственно в ~5 раз и на
~15%, t�тест, р < 0,05)

сверхэкспрессия Nrf2 уменьшает амплитуду ритма (в
~2 раза) и продолжительность периода (на ~2%, t�тест,
р < 0,05) по сравнению с WT

в Nrf2–/– MEF пик накопления белка Rev�erbα был 
отсрочен (но не исчез) на 4 ч относительно WT; нокдаун
Nrf2 в MEF снижает уровень экспрессии Rev�erbα на
~45–50%
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Примечание: БР – биоритмы; Dbp – Albumin site D�binding protein; D3T – H3�1,2�дитиол�3�тион; Gclc – каталитическая
субъединица глутамат�цистеинлигазы; LPS – липополисахарид; MEF – эмбриональные фибробласты мыши; Nqo1 –
NAD(P)H:хиноноксидоредуктаза; WT – дикий тип.
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дит к активации E�box� и D�box�содержащих
часовых генов (Rev�ErbA, Rev�ErbB, Dbp,
Per3) [37]. Полная активация этих генов требует
наличия сигнального пути Keap1/Nrf2, так как у
мышей Nrf2–/– она значительно ослаблена. По�
теря Nrf2 приводит к нарушению циркадного
ритма в эмбриональных фибробластах мы�
шей Nrf2–/–, это является прямым эффектом и
указывает на роль Nrf2 в регуляции амплитуды
ритма и продолжительности периода (табли�
ца) [37]. Таким образом, Nrf2 регулирует
экспрессию коровых белков и стабилизирует
циркадные циклы часов, связывает редокс�по�
тенциал и определение времени [37]. Нокаут ге�
на, кодирующего Nrf2 (Nfe2l2), в печени мышей
приводит к изменению длины циркадного пери�
ода. Эти эффекты Nrf2 реализуются, вероятно,
через регуляцию экспрессии Cry2 и Rev�erbα.
По�видимому, Nrf2 и белки биоритмов образуют
блокирующую петлю, которая интегрирует кле�
точные редокс�сигналы в циркадный ритм [37].
Nrf2 входит в группу CncC (семейство
ТФ Cap’n’collar). В исследовании Spiers et al. [38]
было показано, что конститутивная сверхэкс�
прессия CncC у Drosophila положительно влияет
на функцию нейронов через модификацию си�
наптических механизмов, а подавление
экспрессии Keap1, являющегося ингибитором
CncC, улучшает синаптическую функцию и уве�
личивает продолжительность жизни. Результаты
исследования Hansen et al. [39] свидетельствуют,
что соотношение восстановленной и окислен�
ной форм глутатиона (GSH/GSSG) контроли�
рует Nrf2 исключительно в цитоплазматическом
компартменте, но не регулирует связывание
Nrf2 с ARE в ядре. И наоборот, так как избыточ�
ная экспрессия тиоредоксина 1 (Trx�1) не влия�
ет на диссоциацию Nrf2 и его перемещение в яд�
ро, предполагается, что ядерный Trx�1 ответ�
ственен за регуляцию Nrf2 не в цитоплазмати�
ческих событиях (диссоциация/ядерная транс�
локация), а именно на уровне взаимодей�
ствия Nrf2 с ДНК [39].

КИНАЗА ГЛИКОГЕНСИНТАЗЫ 3

Далее мы перейдем к рассмотрению проте�
инкиназы GSK3β, ее роли как ингибитора Nrf2
и других белков, механизмам ее действия и учас�
тия в регуляции клеточных функций.

GSK3 (ATP:protein phosphotransferase, EC
2.7.1.37) – внутриклеточная серин/треониновая
протеинкиназа с молекулярной массой 47 кДа,
синтезируемая во всех тканях организма [40,
41], представлена двумя паралогами (α и β),
обычно называемыми в литературе изоформа�

ми (хотя с точки зрения биохимии более точным
было бы обозначение «изоферменты»). Кроме
обычной, GSK3β1, у GSK3β известна удлинен�
ная GSK3β2�форма с высоким уровнем экс�
прессии при развитии мозга [42].

Уникальное положение GSK3β в регуляции
клеточных функций связано с тем, что данный
фермент влияет на активность более чем
100 белков и сам, в свою очередь, зависит от
большого количества стимулов. Например, ак�
тивация Akt1 фосфорилирует и ингибирует
GSK3β [43].

GSK3 влияет на большинство клеточных
процессов, включая рост, дифференцировку и
смерть, и модулирует ответ на гормональные,
пищевые и стрессовые стимулы. Вызванная
стрессом транслокация GSK3β может приво�
дить к взаимодействию с митохондриальными
белками, включая PI3K�Akt, PGC�1α, HK II,
PKCε, компоненты дыхательной цепи и субъ�
единицы mPTP. Митохондриальный пул GSK3β
оказывает регуляторное влияние на биогенез,
энергетику, проницаемость и подвижность ми�
тохондрий, а также на апоптоз [44]. Важной
функцией GSK3β является ингибирование бел�
ка β�катенина и участие в сигнальном пути Wnt,
играющем важную роль в процессах эмбриоге�
неза, роста и дифференцировки клеток [41], а
также процессов нейрогенеза и синаптической
пластичности [45]. GSK3β регулирует клеточ�
ный цикл, ингибируя циклин D1, необходимый
для вступления клетки в S�фазу [46]. Она также
принимает участие в регуляции обмена глюко�
зы, ингибируя белки IRS и кинезины [47].

Фосфорилирование GSK3 по серину�9 (S9),
вероятно, наиболее подвержено колебаниям.
Эти колебания могут быть быстрыми, как при
деполяризации/реполяризации нейронов, или
медленными, как при изменении уровней цир�
кулирующих гормонов, регулирующих GSK3, и
циркадных ритмов в супрахиазматическом яд�
ре (SCN) и печени [48].

GSK3β конститутивно активируется путем
аутофосфорилирования по Y216 и инактивиру�
ется путем фосфорилирования по S9. Актив�
ная GSK3β с фосфорилированием по Y216 сос�
тавляет не менее половины общей GSK3β в
культивируемых клетках [49]. В мозге мышей
GSK3β присутствует в основном в активной
форме, тогда как доля неактивной (с фосфори�
лированием по S9) невелика [50]. Фосфорили�
рование в положении Y216, необходимое для ак�
тивации фермента, может обеспечиваться кина�
зами Pyk2 и Fyn либо в результате аутокаталити�
ческого процесса [51]. Фосфорилирование по S9
ингибирует активность GSK3β, это является ос�
новным механизмом ее регуляции. Большое ко�
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личество киназ фосфорилирует GSK3β в этом
положении: протеинкиназы A, В и С, кина�
зы PrkG1, ILK, p70S6K и p90SRK; а дефосфори�
лирует – протеинфосфатаза 2А (РР2А) [52]. Од�
нако в мозге основным путем регуляции GSK3β,
видимо, является ингибирование при фосфори�
лировании митоген�активируемой протеинки�
назой p38 по S389 [53].

GSK3 как представитель программы старения.
Косвенное подтверждение роли GSK3β в прог�
рамме старения можно найти в работе
Krishnankutty et al. [49], в которой изучались три
фракции GSK3β в нейронах и мозге мыши: фос�
форилированная по Y216 (активная форма фер�
мента), фосфорилированная по S9 и Y216 и не�
фосфорилированная (две последние формы не�
активны). И хотя в гиппокампе общий уровень
GSK3β с возрастом не изменялся, доля неактив�
ного фосфорилированного по S9 фермента при
старении снижалась и была вдвое ниже у самок
в возрасте 1,5 года, чем у трехнедельных осо�
бей [49].

GSK3ββ  и клеточное старение. Показано, что
в стационарной культуре первичных нейронов
коры головного мозга мыши при практически
неизменном общем уровне GSK3β заметно из�
меняется соотношение ее изоформ. Доля фос�
форилированной по S9 (т.е. неактивной) формы
GSK3β была максимальной (более 30%) через
3 дня культивирования без пересева, а затем
постепенно снижалась, достигая 15% через
12 дней культивирования. Активность GSK3β,
фосфорилированной по Y216, наоборот, посте�
пенно увеличивалась «с возрастом» [49]. «Ста�
рые» фибробласты человека WI�38 (число удво�
ений клеточной популяции (УКП) в диапазо�
не 58–64), в отличие от клеток «среднего возрас�
та» (диапазон УКП – 38–41) и «молодых» (диа�
пазон УКП – 26–30), проявляют типичные для
старения признаки, включая увеличенный раз�
мер, уплощенную форму и повышенный уро�
вень активности, ассоциированной со старени�
ем β�галактозидазы. Также в ядрах «старых» кле�
ток повышен уровень белков GSK3α и GSK3β.

Ингибитор GSK3, литий, снижает ее активность
и возрастное накопление р53, связанное с се�
несцентным состоянием, а также заставляет
клетки переходить в обратимое состояние по�
коя. Эти результаты показывают, что часть кле�
точного пула p53, которая активируется в старе�
ющих клетках, модулируется ассоциацией
с GSK3β в ядре, способствующей активнос�
ти p53 и клеточному старению [54]. Аналогично,
базальный уровень фосфорилированного (т.е.
неактивного) белка GSK3 у старых (18 мес.) си�
рийских хомячков (Mesocricetus auratus) намного
ниже, чем у молодых (1–3 мес.) [55]. У старых
хомячков литий не влияет на период ритма дви�
гательной активности и уровень фосфорилиро�
ванной GSK3, в отличие от его эффекта у более
молодых животных [55]. Все вышеперечислен�
ное косвенно подтверждает предложенную
роль GSK3β как bona fide представителя прог�
раммы старения.

GSK3ββ  и возрастные патологии. Еще одним
подтверждением участия GSK3β в программе
старения можно считать изменение ее актив�
ности при возрастных заболеваниях (рис. 3).
В нейронах она избирательно фосфорилирует
ассоциированный с микротрубочками тау�бе�
лок в участках, которые являются гиперфосфо�
рилированными в мозге при болезни Альцгей�
мера (БА) [56]. Такой гиперфосфорилирован�
ный тау�белок имеет сниженную аффинность к
микротрубочкам и накапливается в виде спи�
ральных филаментов, являющихся главным
компонентом нейрофибриллярных клубков и
нитей в мозге при БА. Нейрофибриллярные
клубки обнаруживаются при таких заболевани�
ях, как боковой амиотрофический склероз, пар�
кинсонизм, деменция, корково�базальная деге�
нерация, травматическое повреждение мозга,
синдром Дауна, постэнцефалитический пар�
кинсонизм и болезнь Ниманна–Пика. В ткани
мозга пациентов с БА уровень белка GSK3β по�
вышен на 50% [56]. Ингибирование GSK3β
уменьшает когнитивные дефициты, ассоцииро�
ванные с БА и другими вышеупомянутыми за�
болеваниями. Активность GSK3β увеличена в
клеточной (при депривации ростовых факто�
ров) и животной (церебральная ишемия) моде�
лях нейродегенерации [57]. Провоспалительный
эффект GSK3β обусловлен стимуляцией про�
дукции IL�1β, IFN�γ, IL�6, IL�12 и подавлением
синтеза IL�10 [48] через Toll�like рецепторы мо�
ноцитов [58].

Механизмы действия GSK3. Предварительное
фосфорилирование и GSK3. Фосфорилирование,
осуществляемое GSK3, требует предваритель�
ного фосфорилирования субстрата другой кина�
зой в положении +4 по отношению к сайту фос�
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Рис. 3. Негативные эффекты активации GSK3
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форилирования GSK3, что соответствует часто
встречающемуся (но не универсальному) кон�
сенсусу (S/TXXXS/T) для GSK3 [50, 59, 60]. За�
частую такая двойная модификация приводит к
последующему убиквитинированию и опосре�
дуемой соответствующими адаптерами (напри�
мер, белками F�box ) протеасомной деградации.

Деградация белков: фосфорилирование и убик�
витинирование. Белки F�box ответственны за
распознавание субстрата, причем каждый такой
белок распознает отдельную группу субстра�
тов [61]. В зависимости от структуры субстрат�
ассоциированной области белки F�box подраз�
деляются на 3 категории: с повторами
WD40 (Fbxw); с богатыми лейцином повтора�
ми (Fbxl) и с другими доменами (Fbxo). Счита�
ется, что Fbxl3 отвечает за убиквитин�зависи�
мую деградацию белка биоритмов Cry; мута�
ция Fbxl3 у мышей приводит к удлинению цир�
кадного периода примерно до 26 часов [62, 63].
β�TrCP (также известный как Fbxw1) узнает бе�
лок биоритмов Per после фосфорилирования
казеинкиназой 1 (CK1) (но не GSK3) [64]. Ми�
шени β�TrCP часто содержат мотив разрушения
DSGXXS; фосфорилирование обоих серинов в
этой последовательности значительно увеличи�
вает узнавание β�TrCP [65]. Поскольку эта пос�
ледовательность напоминает консенсус�ми�
шень GSK3 (SXXXX(X)S), то много субстратов
GSK3 являются β�TrCP�связывающими белка�
ми. Такую последовательность содержат, напри�
мер β�катенин и Nrf2 [60].

Далее мы рассмотрим более подробно роль и
последствия модификации протеинкиназой
GSK3 белков циркадных биоритмов и Nrf2.

Регуляция активности Nrf2 c помощью GSK3.
GSK3 фосфорилирует специфические остатки
серина в Neh6�домене Nrf2 для создания домена
деградации, который затем распознается адап�
тером убиквитинлигазы β�TrCP и убиквитини�
руется с последующей деградацией протеасом�
ным комплексом с участием куллина�1 (Cul1) и
белка RING�box 1 (Rbx1). В альтернативном
сценарии GSK3β репрессирует Nrf2 посред�
ством активации тирозинкиназ (независимо от
β�TrCP). GSK3β фосфорилирует киназу Fyn
по Y213. Активированная Fyn накапливается в
ядре, где фосфорилирует Nrf2 (у мышей и крыс
по Y568, а у человека – по Y576), что приводит к
экспорту и деградации Nrf2 [16] (рис. 2).

Cuadrado [3] предложил модель, называемую
«двойной регулятор потока», чтобы объяснить,
как Keap1 и β�TrCP координируют стабиль�
ность Nrf2. В условиях окислительного стресса
или под воздействием соединений, реагирую�
щих с тиолом, уровень Nrf2 в ядре увеличивает�
ся, стимулируя экспрессию содержащих эле�

мент антиоксидантного ответа (ARE) генов.
В отсутствии стресса убиквитинирование Nrf2
преимущественно осуществляется с помощью
куллина�3 (Cul3) с использованием Keap1 в ка�
честве субстратного адапторного белка для
комплекса лигазы E3 и белка Rbx1 (Rbx1/
E3/Cul3) [3] (рис. 2). Обнаружено, что домен
Neh6 Nrf2 содержит две связывающие β�TrCP
последовательности [31]. Фосфорилирование
GSK3 по S338 (и S342) в домене Neh6 усиливает
связывание с β�TrCP [31, 32]. Предварительное
фосфорилирование Nrf2, по�видимому, опосре�
дуется киназами семейства CMGC (CDK/
MAPK/GSK3/CLK), в которых гибкая часть по�
липептида, называемая Т�петлей, блокирует ка�
талитический сайт, когда он не фосфорилиро�
ван сигнальной киназой. Однако, в отличие от
большинства CMGC�киназ, GSK3 в основном
фосфорилируется по своей Т�петле в положени�
ях Y279 (GSK3α) или Y216 (GSK3β). В результа�
те GSK3 способна к катализу в базальных усло�
виях, т.е. при отсутствии сигнального стиму�
ла [50, 66, 67]. Это обеспечивает дополнитель�
ную регуляторную точку для контроля стабиль�
ности Nrf2 [15, 31]. Согласно другим данным,
предварительно фосфорилировать Nrf2 может
киназа DYRK [68]. Ингибирование как GSK3,
так и осуществляющей предварительное фосфо�
рилирование киназы, стабилизирует Nrf2 [68].
Интересно, что родственный Nrf2 ТФ, Nrf1,
также деградируется протеасомой β�TrCP�зави�
симым образом через мотив DSGLS, но в этом
случае мотив распознавания фосфорилируется
CK2, а не GSK3 [68]. β�Катенин имеет ту же
самую предварительно фосфорилирующую
киназу, что и гликогенсинтаза [68]. Таким обра�
зом, скорость убиквитинирования и деградации
каждого из этих субстратов частично определя�
ется регуляцией их специфических предвари�
тельно фосфорилирующих киназ и GSK3/CK2
(рис. 2).

В опухолевых клетках, в которых Keap1 (и,
следовательно, убиквитинлигазный комплекс
Rbx1/E3/Cul3) не способен взаимодействовать с
Nrf2, GSK3 сохраняет способность подавлять
активность Nrf2. В этом случае и в эмбриональ�
ных фибробластах мыши Keap1–/– ингибирова�
ние GSK3 с помощью CT99021 увеличивает ак�
тивность Nrf2 [31].

GSK3 и биоритмы. Циркадный ритм пред�
ставляет собой консервативную систему био�
хронометрирования, которая адаптирует пове�
денческие и физиологические процессы к 24�
часовым циклам окружающей среды [25, 69].
Регуляторное воздействие со стороны циркад�
ного осциллятора супрахиазматического ядра
осуществляется посредством нейрональных
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связей с гонадолиберинэргическими нейрона�
ми, а также гуморальным путем – посредством
гормона эпифиза, мелатонина [69, 70]. Секре�
цию мелатонина эпифизом стимулирует
свет [71]. Известно, что система восприятия све�
та, ведущая к SCN, различается у различных
представителей семейства землекоповых
(Bathyergidae) (характеризующихся замедлен�
ным старением и высоким коэффициентом дол�
голетия) в зависимости от продолжительности
жизни и степени социальности [72].

Действие мелатонина опосредуется через его
мембранные рецепторы (MT1 и MT2) или через
независимые от рецепторов механизмы, вклю�
чая Nrf2 [73, 74]. Мелатонин связывается не толь�
ко с мембранными рецепторами, но и с белками�
рецепторами на поверхности ядра, а также
действует на уровне хроматина, непосредственно
влияя на синтез белков. Показано, что гены ядер�
ных рецепторов Rorα, Rorβ, Rorγ (так называе�
мых орфанных ядерных ретиноидных рецепто�
ров Ror/Rzr) экспрессируются в разных органах
и тканях, включая SCN гипоталамуса, сетчатку
глаза и эпифиз [75]. Их лигандами являются хо�
лестерин и его производные, но не мелато�
нин [75]. Мелатонин стимулирует экспрессию ге�
нов биоритмов через RORE�элементы гена Bmal1
[25] и экспрессию Nrf2 – через цепочку проме�
жуточных звеньев [74, 75] (отмечено на рис. 2 ли�
нией, содержащей разрыв). Не подвергается сом�
нению и существование ядерных рецепторов ме�
латонина [75]. Например, показано, что мелато�
нин является лигандом ядерного рецептора вита�
мина D (VDR) c Kd = 21,2 ± 1,9 мкM [76].

GSK3α и GSK3β экспрессируются в SCN ги�
поталамуса [48], при этом уровень мРНК
GSK3α в SCN мыши выше, чем уровень мРНК
GSK3β [77]. GSK3 обеспечивает обратную
связь, влияющую на функцию молекулярных
часов в нейронах SCN [78]. При этом экспрес�
сия в SCN белка GSK3α и фосфорилированной
формы GSK3β имеет суточный ритм [77].

С наступлением ночи активность GSK в
нейронах SCN крысы падает (увеличивается ко�
личество клеток, окрашиваемых иммуногисто�
химически как фосфорилированная, неактив�
ная форма GSK3β, достигая максимума в тече�
ние 4 часов). Ближе к рассвету активность
GSKβ, наоборот, возрастает. Иммунофлуорес�
центное окрашивание SCN мышей показало,
что свет значительно увеличивает активность
GSK3 (т.е. снижает уровень фосфорилирован�
ной GSK3β) уже через 30–60 мин после светово�
го импульса [79]. В контроле поздней ночью со�
держание фосфорилированной формы GSK3
снижается (а ее активность, соответственно,
возрастает). В опытной группе такого снижения

не происходит (т.е. содержание активной формы
GSK3 не увеличивается). Таким образом, свето�
вой импульс подавляет активность GSK3, в ре�
зультате чего происходит сглаживание ее коле�
баний [80]. Даже у мышей, содержащихся в пос�
тоянной темноте в течение, по меньшей мере,
двух недель, в экстрактах гиппокампа наблюда�
ется выраженный эндогенный циркадный ритм
в фосфорилировании GSK3β, но не GSK3α [81].
У дрозофилы активность Sgg (гомолог GSK3) в
малых вентральных боковых нейронах (домини�
рующих в регуляции общей ритмической двига�
тельной активности взрослых особей) играет
критическую роль в поддержании нормальной
ритмичности [82].

Субстраты GSK3, связанные с циркадными
ритмами. GSK3 взаимодействует с Per2 in vitro и
in vivo, фосфорилирует Per2 in vitro и способству�
ет его перемещению в ядро (рис. 2), но вызыва�
ет протеасомную деградацию его партнера,
Cry2 [48, 83, 84], фосфорилируя вместе с другой
сериновой киназой, DYRK1A, белок Cry2 соот�
ветственно по S557 и S553 [24, 85]. Также GSK3
фосфорилирует Bmal1 (S17/T21), что приводит
к его последующему убиквитинированию и де�
градации [86] и Clock (S427/S431) [87] (рис. 2).
С помощью тестов на активацию/ингибирова�
ние киназной активности GSK3 показано, что
эта киназа регулирует фосфорилирование/де�
градацию Clock через особый кластер остатков
серина (фосфодегрон) [87].

При оценке фосфорилирования GSK3β
по S9 (такое фосфорилирование, как уже упо�
миналось, подавляет активность киназы), ак�
тивность GSK3β максимальна с поздней ночи
до раннего утра, при этом она повышает уровень
фосфорилирования Cry2 по S557, тем самым
способствуя ритмической деградации бел�
ка Cry2 [87]. Кроме того, GSK3 фосфорилирует
Rev�erbα (белок, подавляющий экспрес�
сию Bmal1, и, соответственно, индуцируемую
им экспрессию генов биоритмов), однако эта
модификация приводит не к деградации, а к ак�
тивации белка Rev�erbα и его транслокации в
ядро [88].

Среди подавляющих экспрессию циркадных
белков выделяются Cry2 и Per2. Iitaka et al. [48]
обнаружили, что GSK3β взаимодействует с Per2
in vitro и in vivo и может фосфорилировать Per2
in vitro, что не приводит к деградации Per2, но
способствует ядерной транслокации (в отличие
от фосфорилирования казеинкиназой) (рис. 2).
Сверхэкспрессия GSK3β вызывает сдвиг
фаз Per2, которые изменяют период примерно
на 15% (3–4 часа) или приводят к полной поте�
ре циркадных ритмов, способствуя появлению
экстремальных фенотипов. Существует также
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несколько дополнительных молекулярных ме�
ханизмов, регулирующих циклическую
экспрессию генов Per1 и Per2 [23]. Уровень бел�
ков Per регулируется несколькими факторами,
обеспечивающими его стабильность и, по всей
видимости, способность проникать в ядро.
С другой стороны, фосфорилирование Per CKIε
обеспечивает цитоплазматическую деграда�
цию Per, не связанного с Cry (в отличие от фос�
форилирования с помощью GSK3), предотвра�
щая преждевременное накопление Per в цито�
плазме. Белок Per менее стабилен при отсут�
ствии Cry и может легко подвергаться убиквити�
нированию и протеасомной деградации [22].

Ортолог GSK3 у Drosophila, Shaggy (Sgg), иг�
рает центральную роль в определении длины
циркадного периода у мух. Его мутация у дрозо�
филы вызывает удлинение периода циркадных
часов, тогда как сверхэкспрессия – сокращает
его [89]. Sgg фосфорилирует Tim (Timeless, ана�
лог белка Cry у дрозофилы) и регулирует ядер�
ную транслокацию гетеродимера Per/Tim [89].
Однако следует отметить, что и Tim, и mCry2 яв�
ляются партнерами димеризации белков Per в
часовых структурах мухи и мыши соответствен�
но, и, вполне возможно, GSK3 вносит свой
вклад в часовой механизм путем регулирования
компонентов, которые действуют вместе с бел�
ками Per [24]. GSK3 фосфорилирует и регулиру�
ет стабильность основных (коровых) белков
циркадного ритма (Bmal1, Clock, Per, Cry, Rev�
erbα) у млекопитающих [25] (рис. 2).

Консервативность белков биоритмов и GSK3
на эволюционном древе. Используя базу данных
Ensembl 100, мы проверили наличие ортологов у
позвоночных, а также у дрозофилы Drosophila
melanogaster и нематоды Caenorhabditis elegans
для генов GSK3A (ENSG00000105723), GSK3B
(ENSG00000082701), CLOCK (ENSG00000134852),
CRY1 (ENSG00000008405), CRY2 (ENSG00000121671),
а также BHLHE41 (DEC2) (ENSG00000123095) и
NPAS1 (Neuronal PAS domain�containing)
(ENSG00000130751) (в круглых скобках указан
идентификатор гена у человека, согласно базе
данных Ensembl). Эти гены кодируют белки,
связанные с регуляцией биоритмов. Ген GSK3B
весьма консервативен даже у беспозвоноч�
ных (при сравнении человека и нематоды иден�
тичны 71,27% позиций), и он практически пол�
ностью идентичен у человека и макаки.
Ген GSK3A не имеет ортологов у птиц, а также у
некоторых рептилий и у химеры Callorhinchus
milii. В частности, ортологичный для GSK3A ген
не обнаружен у черепах Chelydra serpentina (кай�
мановая черепаха), Terrapene carolina triunguis
(каролинская коробчатая черепаха), Gopherus
agassizii (пустынный западный гофер) и Gopherus

evgoodei (черепаха Гуда). Ортологичный для
NPAS1 ген не обнаружен у всех птиц и некото�
рых рептилий: змей Laticauda laticaudata (коль�
чатый плоскохвост), Notechis scutatus (тигровая
змея) и Pseudonaja textilis (восточная коричневая
змея); крокодила Crocodylus porosus (гребнистый
крокодил); ящериц Anolis carolinensis (северо�
американский красногорлый анолис), Podarcis
muralis (обыкновенная стенная ящерица),
Pogona vitticeps (бородатая агама), Salvator meri�
anae (аргентинский чёрно�белый тегу) и Varanus
komodoensis (комодский варан); черепах Chelydra
serpentina (каймановая черепаха), Gopherus
evgoodei (черепаха Гуда), Pelodiscus sinensis (даль�
невосточная черепаха) и Terrapene carolina triun�
guis (каролинская коробчатая черепаха). Также
ортолог NPAS1 не найден у шпорцевой лягушки
Xenopus tropicalis.

Гены GSK3B, CLOCK, CRY1, CRY2 и DEC2
имеют ортологи у большинства позвоночных.
Даже у дрожжей Saccharomyces cerevisiae найде�
ны два гена, ортологичные гену GSK3B, но не
были найдены ортологи для остальных рассмот�
ренных генов. У нематоды C. elegans не обнару�
жены ортологи для генов CRY1, CRY2 и DEC2, а
у плодовой мушки D. melanogaster – для генов
CRY1 и CRY2. Белок Clock сравнительно плохо
выравнивается против белков нематоды C. ele�
gans и плодовой мушки D. melanogaster (идентич�
ны 10–20% позиций). Таким образом, можно
предположить, что основную функцию в регу�
ляции суточных (циркадных) ритмов играет не
GSK3α, которая отсутствует у большого числа
видов (например, у птиц и многих рептилий), и
нокаут которой не приводит к тяжелым наруше�
ниям фенотипа, а GSK3β, которая с небольши�
ми различиями присутствует у животных на всех
ступенях эволюционной лестницы, и нокаут ко�
торой приводит к эмбриональной летальности.
Поскольку регуляция биоритмов имеется у всех
животных (в том числе рептилий и птиц), даль�
ше речь пойдет в основном о функции GSK3β.

Препараты – ингибиторы GSK3. Литий. По�
казано, что ионы лития удлиняют период цир�
кадных ритмов у многих видов, включая одно�
клеточные организмы, насекомых, мышей и
людей [77, 90, 91]. Литий (в концентрации
1–10 мМ) ингибирует GSK3β in vitro и in vivo у
всех изученных видов [92–95]. Он снижает ак�
тивность GSK3β/Sgg и удлиняет период двига�
тельной активности мух даже в постоянной тем�
ноте (без внешних световых активаторов) [96].
Литий в низких концентрациях (~1 мМ)
действует в основном на амплитуду (предполо�
жительно, через GSK3β), тогда как в более вы�
соких концентрациях (~10 мМ) он способствует
удлинению периода [97].
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SB415286. Аналогичное дневное подавление
наблюдали с другим ингибитором GSK3
(SB415286; 1 мМ), который уменьшает частоту
спонтанных спайковых разрядов нейронов на
66% по сравнению с контролем [98].

Бензофуран�3�ил�(индол�3�ил)малеимиды.
В настоящее время разработаны ингибиторы
GSK3β нового поколения (бензофуран�3�ил�
(индол�3�ил)малеимиды), которые имеют зна�
чения IC50 в диапазоне 4–680 нМ в отношении
GSK3β человека. Один из них (с IC50, равной
67 ± 6 нМ) обладает приемлемой селектив�
ностью и растворимостью в дозе 10–29 мкг/кг.
В экспериментах на мышах такие ингибиторы
обладают антипсихотической активностью,
аналогично литию и вальпроату, при лечении
биполярного расстройства и других маниакаль�
но�депрессивных состояний [99].

Генетическая активация/инактивация GSK3.
Ингибирующее фосфорилирование GSK3α и
GSK3β в SCN меняется с 24�часовой периодич�
ностью. У трансгенных мышей с мутациями по
обеим формам GSK3α/β (GSK3α21A/21A/β9A/9A),
приводящим к их перманентной активации, на�
рушена ритмичность поведения, в том числе
значительно снижена амплитуда ритма, удлинен
активный период и увеличены периоды актив�
ности днем [100]. Сверхэкспрессия GSK3 уско�
ряет наступление пика экспрессии гена mPER2
примерно на 2 часа [48]. Генетическая инактива�
ция обоих аллелей GSK3β в сочетании с делеци�
ей одного аллеля GSK3α в синхронно�осцилли�
рующих эмбриональных фибробластах мы�
ши (3/4 GSK3α/β KO MEF), наоборот, приводит
к значительной задержке в периодичности эн�
догенного часового механизма, особенно в от�
ношении циклической экспрессии Per2 [83].
Lavoie et al. [101] показали, что период циркад�
ной двигательной активности у GSK3β+/– мы�
шей удлинен (23,83 ± 0,05 ч) по сравнению с
мышами WT (23,54 ± 0,10 ч). SB216763 (ингиби�
тор GSK3α/GSK3β) сокращает период на 1,8 ч в
концентрации 10 мкМ и на 7,3 ч – в концентра�
ции 40 мкМ [102]. Подавление экспрессии
GSK3β с помощью малой интерферирующей
РНК (siRNA) или ингибиторами GSK3 (CHIR
99021 и 1�азакенпауллон) укорачивают период
циркадного ритма [103]. Другой ингибитор
GSK3 (кенпауллон, 25 мкM) вызывает фазовую
задержку транскрипции Per2 [83].

У трансгенных мышей synRas с конститутив�
но активированным V12�Ha�Ras в нейронах по�
вышен уровень экспрессии GSK3β и снижено
ингибирующее фосфорилирование GSK3β (по
S9) в SCN. Наоборот, подавление активнос�
ти Ras путем блокирования его функции антите�
лами в осциллирующих клеточных культурах

карциномы мочевого пузыря человека линии Т�
24 снижает уровень белка GSK3β, увеличивает
фосфорилирование GSK3β и удлиняет период
активности промотора Bmal1 [104].

Активность GSK3β является основной для
поддержания циркадного двигательного пове�
дения, необходимого для правильной организа�
ции сна и бодрствования. У трансгенных мышей
со сверхэкспрессией GSK3β при неизменной
общей продолжительности суточных периодов
бодрствования, медленного (non�rapid eye move�
ment, NREM) и быстрого (rapid eye movement,
REM) сна увеличивалось число эпизодов каж�
дого из этих периодов, т.е. циклы бодрствования
и сна становились более фрагментарными [105].
Известно, что структура сна важна для адапта�
ции и имеет большое эволюционное значение.
Так, например, сон человека более эффективен
по длине, глубине сна и числу быстрых фаз
сна (REM) по сравнению со сном других прима�
тов [106]. В целом обнаруженные изменения
структурной организации циклов сна и бодр�
ствования при суперэкспрессии GSK3β сходны
с нарушениями, наблюдаемыми при маниакаль�
но�депрессивных и некоторых нейродегенера�
тивных заболеваниях. По�видимому, успешное
использование лития у маниакально�депрессив�
ных больных основано именно на его ингибиру�
ющем действии в отношении GSK3β. Не ис�
ключено также, что эпизоды гиперактивности у
таких больных объясняются влиянием GSK3β
на дофамин� и серотонинергические системы
мозга.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Долгоживущие виды обычно обладают более
совершенной/большой/мощной системой вос�
становления повреждений, в том числе антиок�
сидантной защиты. Еще Frolkis [107] предлагал
системы, ответственные за репарацию и другие
восстановительные процессы, называть систе�
мами антистарения (витаукта), так как они спо�
собствуют долголетию. При старении актив�
ность работы таких систем в базальных услови�
ях (а также их способность реагировать на пов�
реждения) обычно снижается. Соответственно,
системы, снижающие/подавляющие работу
систем антистарения, и/или системы, работа
которых связана с развитием заболеваний (в том
числе возрастных), клеточным старением или
клеточной гибелью, будут относиться к прог�
рамме старения [1, 108]. На основе антагонисти�
ческой плейотропии постулируется наличие ге�
нов, усиливающих репродуктивный успех в мо�
лодом возрасте, несмотря на их отсроченные не�
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гативные эффекты в старости [108]. С возрастом
активность таких систем может не только не
снижаться, но даже увеличиваться. В частности,
для упоминаемых в данной работе обеспечива�
ющих убиквитин�зависимую протеасомную
деградацию Nrf2 белков GSK3 и Keap1 показано
увеличение их активности с возрастом [2], в то
время как активность Nrf2 снижается. В сово�
купности, экспериментальные данные, рас�
смотренные в обзоре, показывают, что Nrf2 и
GSK3 являются компонентами антагонистичес�
ких и тесно взаимодействующих программ ан�
тистарения и старения соответственно [1].

Определенным устойчивым, но пластичным
ритмом циркадной активности характеризуются
не только белки, ответственные за биоритмы (в
большинстве своем ТФ), но и регулирующая их
GSK3, а также антиоксидантная система, инду�
цируемая Nrf2, «дирижирующего» транскрипци�
ей огромного количества белков, ответственных
за антиоксидантную защиту клетки. Молекуляр�
ные часы обеспечивают регуляторный механизм,
позволяющий организму готовиться и реагиро�
вать на ежедневные изменения внешней среды.
Система Nrf2 индуцируется окислителями
(электрофилами). При этом запускается синтез
антиоксидантных/детоксифицирующих фер�
ментов, защищающих клетку от повреждения.
Однако гормон биоритмов, мелатонин, несмотря
на то что сам обладает антиоксидантными свой�
ствами, также индуцирует активацию Nrf2 [74],
но не напрямую, а опосредованно. Это косвенно
поддерживает представление о системе циркад�
ных биоритмов как способствующей адаптации.

В случае Nrf2 ситуация осложняется сущест�
вованием не только циркадных ритмов актив�
ности (т.е. колебаний во времени), но и простран�
ственных, а именно осциллирующих ядерных и
цитоплазматических пулов Nrf2. Более того, в
качестве «дирижера» системы антиоксидантной
защиты Nrf2 опосредует противодействие эф�
фекту токсичных веществ и окислителей, влияя
тем самым на упомянутую пластичность
экспрессии циркадных белков (таблица).

GSK3, видимо, может считаться характер�
ным представителем программ старения, так
как, в отличие от Nrf2, активность GSK3 растет
с возрастом как in vivo, так и in vitro, а также при
патологиях. GSK3 участвует в самых разных ме�
таболических путях, в том числе ассоциирован�
ных с возрастными болезнями (сахарный диабет
второго типа, рак), а также нейродегенератив�
ными патологиями. Кроме того, GSK3 участву�
ет в клеточной гибели и воспалении. Ингибито�
ры GSK3 в настоящее время представляются
перспективными терапевтическими целями для
борьбы с этими заболеваниями.

Интерес к этой киназе в рамках нашей
статьи продиктован ее регуляторным влиянием
на Nrf2, осуществляемым, по меньшей мере,
тремя способами: i) GSK3 напрямую связана с
деградацией Nrf2, способствуя его убиквитини�
рованию и протеасомной деградации (а не прос�
то инактивации, как другие киназы); ii) GSK3
фосфорилирует Fyn�киназу, которая перемеща�
ется в ядро, модифицирует там Nrf2, после чего
Nrf2 удаляется из ядра; и iii) GSK3 фосфорили�
рует белки положительной ветви регуляции
циркадных биоритмов Bmal1 и Clock, также вы�
зывая их протеасомную деградацию, что снижа�
ет экспрессию Nrf2 (следует отметить, что в
промоторах как генов негативных регуляторов
биоритмов CRY1, CRY2 и Rev�erbα, так и в самом
гене Nfe2l2, кодирующем Nrf2, содержится E�
box, вследствие чего их транскрипция позитив�
но регулируется комплексом Clock/Bmal1 [23,
36]). Таким образом, система, работа которой
подробно рассматривается в этой статье, опос�
редуемая GSK3 и β�TrCP, представляет собой
«регулирующий клапан», который контролиру�
ет небольшие колебания уровня Nrf2, обеспечи�
вая тонкую настройку ультрадианной и циркад�
ной (Bmal1�опосредованной) регуляции Nrf2 [3,
36]. Вместе с данными о циркадной и Bmal1�
опосредованной регуляции Nrf2 это показывает,
что Nrf2 и часовые гены образуют регуляторную
петлю, которая интегрирует клеточные редокс�
сигналы в циркадный ритм [37].

Эффекты фосфорилирования протеинкина�
зой GSK3 различных субстратов весьма разно�
образны: изменение активности ферментов, ло�
кализации белков, взаимодействий между бел�
ками, а также стабильность белков [60]. Фосфо�
рилирование белков GSK3 часто приводит к их
последующему убиквитинированию и протеа�
сомной деградации. Распознавание убиквити�
нированного белка протеасомой в случае с Nrf2,
Cry2, Clock и Bmal1 происходит с помощью бел�
ка�адаптера, например β�TrCP [60]. Этому пред�
шествует фосфорилирование того же самого
белка другой киназой. Фосфорилирование бел�
ков с помощью GSK3 не всегда приводит к пос�
ледующему расщеплению. Например, для нега�
тивных белков�регуляторов биоритмов Rev�
erbα и Per2 фосфорилирование GSK3, наоборот,
приводит к повышению стабильности. Cry яв�
ляется единственным из негативных регулято�
ров циркадных биоритмов, фосфорилирование
которого GSK3 приводит не к перемещению в
ядро (как для Rev�erbα и Per), а к деграда�
ции (как для белков позитивной регуляции цир�
кадных биоритмов Bmal1 и Clock). Существует
предположение, что белок Cry опосредует
подстройку биологических часов под внешний
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ритм освещенности, кроме всего прочего, явля�
ясь ингибитором транскрипции Per и регулируя
уровень белка Per [22]. Таким образом, GSK3
взаимодействует с разными эффектами практи�
чески со всеми коровыми белками биорит�
мов (Bmal1, Clock, Per, Cry, Rev�erbα), влияя на
длительность той или иной фазы, а также с Nrf2,
регулируя антиоксидантный статус клетки [3,
15, 18, 25, 29–32, 36, 37, 89].

Генетические и молекулярные исследования
показывают важность цепей обратной связи,
регулируя тем самым уровень экспрессии генов.
Через метаболизм NAD+ биоритмы связаны и с
биоэнергетикой клетки. Показано, что NAD+�
зависимая деацетилаза SIRT1 с циркадной пе�
риодичностью связывается с комплексом
Clock/Bmal1 и регулирует циркадные тран�
скрипционные программы посредством деаце�
тилирования основных белков часов (Bmal1,
Per2) и хроматин�ассоциированных белков
[109, 110]. Окислительный стресс может вызы�
вать перезапуск молекулярных часов [111]. Так�
же изменяют ритмическое поведение и ткане�
вые часы модуляции пентозофосфатного пу�
ти [112].

Изучение белков, находящихся на пересече�
нии сигнальных и регуляторных путей, и срав�
нение их биохимическими и биоинформатичес�
кими методами у коротко� и долгоживущих ви�
дов позволяет выявлять молекулярные механиз�
мы, лежащие в основе процессов и явлений, ре�
гулирующих тайминг онтогенеза (включая бел�
ки часов [20–25, 37, 113] и гормон эпифиза ме�
латонин, его предшественники и производ�
ные [69–75, 114]) и определяющих долголе�
тие (включая острый и хронический феноптоз,
неотению и т.д.) [7–9, 115], в том числе и потен�

циально возможное подавление «цитокинового
шторма» при COVID�19 [116, 117].

Длительность периода клеточных часов точ�
но настраивается с помощью сети передачи сиг�
налов фосфорилирования, опосредованной
множественными протеинкиназами, из кото�
рых наиболее универсальной, по крайней мере
по количеству субстратов, является GSK3.
Именно поэтому функция GSK3 представляет�
ся узловым пунктом перекрестной регуляции
циркадных ритмов и антиоксидантной защиты,
что и является основной темой этой статьи. По�
пытки воздействия на два пути (идущие от
«Больших биологических часов» к системе Nrf2
на рис. 1) одновременно представлены, напри�
мер, получением препарата, являющегося гиб�
ридом сульфорафана (известного активатора
Nrf2) и мелатонина (регулятора суточных био�
ритмов) [118, 119], а также веществ, являющих�
ся одновременно ингибиторами GSK3 и актива�
торами Nrf2 (2,4�дигидропирано[2,3�c]пиразо�
лов) [120]. Можно предположить, что подобные
препараты в перспективе могут быть использо�
ваны не только для лечения нейродегенератив�
ных патологий, но и для увеличения продолжи�
тельности здоровой жизни и долголетия.
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A CROSSTALK BETWEEN THE BIORHYTHMS AND GATEKEEPERS
OF LONGEVITY: TWO AFFILIATIONS OF GLYCOGEN SYNTHASE KINASE�3

Review

G. A. Shilovsky1,2,3*, T. S. Putyatina2, G. V. Morgunova2, A. V. Seliverstov3,
V. V. Ashapkin1, E. V. Sorokina2, A. V. Markov2, and V. P. Skulachev1

1 Belozersky Institute of Physico�Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University,
119991 Moscow, Russia; E�mail: gregory_sh@list.ru, grgerontol@gmail.com

2 Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia
3 Institute for Information Transmission Problems, Russian Academy of Sciences, 127051 Moscow, Russia

This review discusses genetic and molecular pathways that link circadian timing with metabolism, resulting in the emer�
gence of positive and negative regulatory feedback loops. The Nrf2 pathway is believed to be a component of the anti�
aging program responsible for the healthspan and longevity. Nrf2 enables stress adaptation by activating cell antioxidant
defense and other metabolic processes via control of expression of over 200 target genes in response to various types of
stress. The GSK3 system represents a “regulating valve” that controls fine oscillations in the Nrf2 level, unlike Keap1,
which prevents significant changes in the Nrf2 content in the absence of oxidative stress and which is inactivated by the
oxidative stress. Furthermore, GSK3 modifies core circadian clock proteins (Bmal1, Clock, Per, Cry, and Rev�erbα).
Phosphorylation by GSK3 leads to the inactivation and degradation of circadian rhythm�activating proteins (Bmal1
and Clock) and vice versa to the activation and nuclear translocation of proteins suppressing circadian rhythms (Per
and Rev�erbα) with the exception of Cry protein, which is likely to be implicated in the fine tuning of biological clock.
Functionally, GSK3 appears to be one of the hubs in the cross�regulation of circadian rhythms and antioxidant defense.
Here, we present the data on the crosstalk between the most powerful cell antioxidant mechanism, the Nrf2 system,
and the biorhythm�regulating system in mammals, including the impact of GSK3 overexpression and knockout on the
Nrf2 signaling. Understanding the interactions between the regulatory cascades linking homeostasis maintenance and
cell response to oxidative stress will help in elucidating molecular mechanisms that underlie aging and longevity.

Keywords: GSK3, Nrf2, oxidative stress, aging, biological rhythms, aging and antiaging programs, antioxidants
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Бактериофаги, или фаги, представляют собой вирусы, которые инфицируют бактериальные клетки (в рамках
этого обзора мы также рассмотрим вирусы, которые инфицируют архей). Постоянная угроза заражения фа!
гами является одной из основных движущих сил эволюции бактериальных геномов. Чтобы противостоять
инфекции, бактерии выработали многочисленные защитные стратегии, позволяющие избежать распозна!
вания фагами или прямо препятствующие размножению фагов внутри клетки. Исследования бактериофа!
гов и бактериальных систем защиты были исторически тесно переплетены с развитием методов классичес!
кой молекулярной биологии и генной инженерии. В настоящее время благодаря распространению фаговой
терапии, широкому применению технологий CRISPR!Cas и развитию биоинформатических подходов, ко!
торые облегчают задачу обнаружения новых систем, исследования в области биологии фагов переживают
возрождение. В настоящем обзоре описываются различные стратегии, используемые микробами для того,
чтобы противостоять фаговой инфекции. Вторая глава посвящена системам адаптивного иммунитета, ме!
ханизмам абортивной инфекции, защитным системам, связанным с мобильными генетическими элемента!
ми, и новым системам, которые были открыты в последние годы с помощью метагеномного майнинга.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: бактериофаги, иммунные системы, CRISPR!Cas, абортивная инфекция, токсин!ан!
титоксин, PICI, прокариотический белок Argonaute, CBASS.

DOI: 10.31857/S0320972521040060
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Обзор
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ВВЕДЕНИЕ

В первой главе обзора были рассмотрены
стратегии, позволяющие клеткам!хозяевам из!
бегать распознавания фагами, механизмы
врождённого иммунитета, блокирующие ран!
ние стадии инфекции, а также системы защиты,
использующие химические модификации для
различения собственных и чужеродных моле!
кул ДНК. В этой главе мы продолжим описание

разнообразия микробных противовирусных
систем.

CRISPR&Cas СИСТЕМЫ
АДАПТИВНОГО ИММУНИТЕТА

В отличие от систем врождённого иммуните!
та, основанных на модификации ДНК, в кото!
рых распознавание мишени зависит от взаимо!

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : CRISPR!Cas – кластеризованные регулярно прерываемые повторы и ассоциированные с
ними белки (Clustered Regularly Interspaced Repeats and CRISPR!associated proteins); PAM – мотив, смежный с протоспей!
сером (Protospacer Adjacent Motif); HEPN – нуклеотид!связывающий домен, характерный для высших эукариот и прока!
риот (Higher Eukaryotes and Prokaryotes Nucleotide!binding domain); R!M – рестрикция!модификация (Restriction!
Modification); MGE – мобильный генетический элемент; pAgo – прокариотический белок Argonaute (Prokaryotic
Argonaute); Abi – абортивная инфекция; TA – токсин!антитоксин; RTase – обратная транскриптаза; CBASS – антифаго!
вая сигнальная система на основе циклических олигонуклеотидов (Cyclic!Oligonucleotide!Based Anti!Phage Signalling
System); cGAMP – циклический гуанозинмонофосфат!аденозинмонофосфат (Cyclic Guanosine Monophosphate–
Adenosine Monophosphate); CD!NTase – cGAS/DncV!подобная нуклеотидил!трансфераза (cGAS/DncV!like Nucleotidyl
Transferase); Cap – белок, ассоциированный с CD!NTase (CD!NTase associated protein); DUF – домен с неизвестной функ!
цией (Domain of Unknown Function); PICI – индуцированные фагами хромосомные островки (Phage!Inducible
Chromosomal Islands); PLE – фаго!индуцируемый хромосомный островоподобный элемент (Phage!inducible Chromosomal
Island!like Element); SaPI – островок патогенности Staphylococcus aureus; DRT – обратные транскриптазы, ассоциирован!
ные с защитой (Defence!associated RTase); MOI – множественность заражения; STING – стимулятор генов интерферо!
на (Stimulator of Interferon Genes); TIR – Toll/интерлейкин!1 рецептор (Toll/interleukin!1 receptor).

* Адресат для корреспонденции.
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действия защитных белков с заранее определен!
ной последовательностью в геноме фага, у про!
кариот также имеются системы адаптивного им!
мунитета CRISPR!Cas (кластеризованные регу!
лярно прерываемые повторы и ассоциирован!
ные с ними белки (Clustered Regularly
Interspaced Repeats and CRISPR!associated pro!
teins)). В этом случае распознавание нуклеино!
вой кислоты осуществляется за счёт отжига
комплементарной молекулы РНК, и система
может приобретать и хранить информацию для
интерференции с новыми последовательностя!
ми. Способность сохранять информацию о пре!
дыдущих инфекциях является общей чертой, ха!
рактерной для систем CRISPR!Cas и иммунной
системы высших эукариот, в том числе и челове!
ка. В отличие от иммунитета млекопитающих,
CRISPR!Cas!опосредованный адаптивный им!
мунитет передаётся по наследству. Система
CRISPR!Cas состоит из CRISPR!кассет (коли!
чество кассет в геномах прокариот варьируется
от одной до нескольких десятков) и ассоцииро!
ванных с ними генов cas [1–3]. CRISPR!кассета
представляет собой кластер из коротких повто!
ряющихся фрагментов геномной ДНК, разде!
лённых уникальными спейсерными последова!
тельностями, по крайней мере некоторые из ко!
торых происходят из чужеродной ДНК. Перед
CRISPR!кассетой находится АТ!богатая лидер!
ная область [1]. Гены cas кодируют белковые
компоненты эффекторного комплекса систем
CRISPR!Cas. Системы CRISPR!Cas участвуют в
двух различных процессах: адаптации и интер!
ференции. CRISPR!адаптация – это процесс
интеграции новых спейсеров в CRISPR!кассету.

В ходе процесса CRISPR!адаптации происходит
удлинение кассеты на последовательность од!
ного нового спейсера и одного повтора. Белки
адаптационого комплекса гомологичны во всех
системах CRISPR!Cas. Транскрипция CRISPR!
кассет приводит к образованию пре!крРНК, ко!
торая затем процессируется с образованием ко!
ротких крРНК. В результате процессинга каж!
дая крРНК содержит спейсер, окруженный час!
тичными повторами. Связанная с белками Cas,
крРНК образует эффекторный комплекс, спо!
собный специфически распознавать протоспей!
сер, т.е. последовательность ДНК или РНК,
комплементарную спейсерной части крРНК.
Вслед за распознаванием протоспейсера проис!
ходит деградация молекулы!мишени, содержа!
щей протоспейсер. Процесс распознавания ми!
шени и её деградации называется CRISPR!ин!
терференцией (рис. 1, а).

Разнообразие механизмов CRISPR&интерфе&
ренции. Классификация систем CRISPR!Cas ос!
нована на белковом составе эффекторных
комплексов. На настоящий момент системы
CRISPR!Cas можно разделить на 2 класса, 6 ти!
пов и 33 подтипа [4]. Системы класса 1 (типы I,
III и IV) используют мульти!субъединичные эф!
фекторы, в то время как эффекторы клас!
са 2 (типы II, V и VI) являются белками, образо!
ванными одной субъединицей (таблица). Раз!
личные типы систем CRISPR!Cas можно отли!
чить друг от друга по наличию специфических
«сигнатурных белков», участвующих в деграда!
ции молекулы ДНК (белки Cas3, Csf1, Cas10,
Cas9, Cpf1 и C2c2 для типов I, IV, III, II, V и VI
соответственно [4]).
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Разнообразие механизмов интерференции и классификация систем CRISPR!Cas

Класс

Класс I

Класс II

Специфич!
ный белок

Cas3

Cas10

Csf1

Cas9

CpfI

C2c2

Процессинг
пре!крРНК

Cas6

Cas6, Cas10,
Csm2, Csm5 (III!A)

Csf5

РНКаза III

CpfI

Cas13

Мишень

ДНК

ДНК,
РНК

ДНК? 

ДНК

ДНК

РНК

Эффекторы

Cascade,
крРНК, Cas3

Cmr/Csm,
крРНК, Cas10

Csf1, Csf3,
Csf5, Csf2,
крРНК

Cas9, крРНК,
traкрРНК

Cpf1, крРНК,
traкрРНК

C2c2, крРНК

Тип

I

III

IV

II

V

VI

Подтипы

A, B, C, D, E, F1, F2, F3, G

A, B, C, D, E, F

A1, A2, A3, B, C, D, E

A, B, C1, C2

A, B1, B2, E, V!C, V!D, V!F1,
V!F2, V!F3, V!G, V!H, V!I,
V!U1, V!U2, V!U3, V!U4, V!U5

A, B1, B2, C, D

Различение
собственной и

чужеродной НК

PAM

CRISPR повтор

?

PAM

PAM

?
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Системы CRISPR!Cas класса I включают
три типа: I, III и IV. Подробно изучены эффек!
торные комплексы систем типа I и III. Сходство
архитектуры эффекторных комплексов указы!
вает на общее происхождение этих систем [5].
Эффектор типа I представлен большим мульти!
субъединичным белковым комплексом, называ!
емым Cascade, который содержит субъединицы
белка RAMP (Repeat!Associated Mysterious
Protein) в стехиометрии Cse11/Cse22/Cas76/
Cas51/Cas61. Cascade связывает процессирован!
ную крРНК длиной 61 нуклеотид с 32!нуклео!
тидным спейсером [6–9]. Отжиг крРНК, свя!

занной с Cascade, с комплементарным прото!
спейсером приводит к локальному плавлению
дцДНК!мишени и образованию R!петли – гете!
родуплекса между спейсером крРНК и таргет!
ной цепью протоспейсера ДНК, в то время как
нетаргетная нить ДНК протоспейсера вытесня!
ется и остаётся в однонитевой форме. Обяза!
тельным условием распознавания мишени явля!
ется наличие короткого, состоящего из двух!
трех нуклеотидов мотива, прилегающего к про!
тоспейсеру (PAM, Protospacer Adjacent Motif),
расположенному на 3′!конце цепи!мишени, то
есть после протоспейсера. Наличие PAM приво!
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Рис. 1. Механизм адаптивного иммунитета CRISPR!Cas у прокариот. а – Фрагменты, происходящие из чужеродной ДНК,
могут быть встроены в CRISPR!кассету в процессе CRISPR!адаптации. CRISPR!кассета удлиняется на один новый спей!
сер и один повтор. Транскрипция CRISPR!кассет приводит к образованию пре!крРНК, которая затем расщепляется с об!
разованием коротких крРНК, и при этом каждая крРНК содержит спейсер, расположенный между частичными повтора!
ми. Гены cas кодируют белковые компоненты эффекторного и адаптационного комплексов. Эффекторный комплекс со!
стоит из крРНК, связанной с белками Cas, и взаимодействует с протоспейсером, т.е. последовательностью ДНК, компле!
ментарной последовательности спейсера крРНК. Распознавание протоспейсера эффекторным комплексом CRISPR при!
водит к деградации молекулы ДНК!мишени. Белковый состав модуля интерференции бывает различным, и он использу!
ется как основной критерий в классификации систем CRISPR!Cas. Системы CRISPR!Cas подразделяют на два класса,
шесть типов и несколько подтипов. Два класса отличаются друг от друга по составу интерференционного комплекса: сис!
темы CRISPR!Cas класса 1 являются мульти!субъединичными, а системы класса 2 содержат только один белок. б – В про!
цессе праймированной адаптации новые спейсеры предпочтительно отбираются из ДНК, таргетируемой эффекторным
комплексом. (С цветными вариантами рис. 1–7 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте:
http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)
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дит к тому, что системы CRISPR!Cas не атакуют
собственный геном, так как PAM никогда не на!
ходится вблизи спейсеров в локусах CRISPR.
После формирования R!петли нуклеаза/хелика!
за Cas3 рекрутируется к комплексу [10]. Сначала
Cas3 вносит одноцепочечный разрыв в нетар!
гетную цепь протоспейсера на 11–15 нуклеоти!
дов ниже РAM, а затем начинает раскручивать и
расщеплять ДНК в направлении 3′→5′.

В системах типа III эффектор обладает сход!
ной с Cascade структурой [11, 12]. Однако эф!
фектор типа III распознает не дцДНК, а после!
довательности РНК, комплементарные спейсе!
рам крРНК [13, 14]. Распознавание транскриби!
рованной РНК!мишени стимулирует неспеци!
фическую ДНК!азную активность сигнатурного
HD (гистидин!аспартат) домена нуклеазы
Cas10, что приводит к in situ деградации ДНК в
транскрипционном пузыре [15–20]. В то же вре!
мя активируется Palm!домен Cas10, ответствен!
ный за синтез вторичных мессенджеров (вари!
антов циклического олигоаденилата (cOA)), ко!
торый может активировать вспомогательные
рибонуклеазы (например, Csm6/Csx1), неспе!
цифично разрушающие транскрипты клеточно!
го и вирусного происхождения [21–23]. Систе!
мы типа III не используют PAM для предотвра!
щения аутоиммунной реакции, так как эффек!
торный комплекс не способен таргетировать
CRISPR!кассету или крРНК. Однако, чтобы из!
бежать риска расщепления собственной ДНК в
случае транскрипции CRISPR!кассеты с проти!
воположной цепи, крРНК включает тэг (мет!
ку) – последовательность из 8 нуклеотидов
CRISPR!повтора, которая ингибирует актив!
ность Cas10 [17]. Если последовательность ми!
шени комплементарна спейсеру и тэгу крРНК,
то интерференция не происходит.

Точный механизм CRISPR!иммунитета в
системах типа IV пока полностью не изучен.
Сигнатурным белком таких систем являет!
ся Csf1. CRISPR!Cas типа IV были обнаружены
локализованными на плазмидах или в геномах
профагов, что указывает на возможность пере!
носа аппарата CRISPR!Cas на мобильные гене!
тически элементы (MGE) и обратно [24, 25].
Сигнатурные гены CRISPR!Cas типа IV не со!
провождаются генами адаптационного моду!
ля cas1, cas2 [26]. Это приводит к предположе!
нию, что белки типа IV могут принимать учас!
тие во внутриклеточных процессах, не связан!
ных с адаптивным иммунитетом [27, 28].

Системы CRISPR!Cas класса II включают
три типа: тип II, тип V и тип VI. В системах ти!
па II мономерный белок Cas9 в комплексе с
крРНК отвечает как за распознавание, так и за
деградацию таргетной дцДНК. Cas9 обладает

двумя нуклеазными доменами (RuvC и HNH) и
способен вносить двухцепочечные разрывы [29,
30]. Он представляет систему с минимальным
интерференционным комплексом, и поэтому
стал предпочтительным инструментом при про!
ведении работ по редактированию генома с ис!
пользованием CRISPR!Cas [31–33]. Системы
типа V характеризуются наличием эффекторно!
го белка Cpf1. Cpf1 содержит домен нуклеа!
зы RuvC, аналогичный Cas9, в то время как до!
мен HNH отсутствует [34]. Эффектор типа V
способен разрушать таргетную двуцепочечную
ДНК PAM!специфическим образом [34, 35], в
то время как связывание Cpf1 с мишенями так!
же приводит к проявлению его неспецифичес!
кой активности в отношении одноцепочечной
ДНК [36]. Большинство систем типа V содержат
эффектор Cpf1, тогда как в подтипе V!F он заме!
нён на Cas14. На настоящий момент Cas14 явля!
ется самым маленьким по размеру из всех изве!
стных CRISPR!эффекторов. Cas14a представля!
ет собой CRISPR!эндонуклеазу, таргетирующую
оцДНК, и для его активации не требуется
РAM [37]. Некоторые эффекторы подтипа V!U
демонстрируют филогенетическое сходство с
транспозазами TnpB [37, 38]. Система CRISPR!
Cas типа VI была предсказана методами биоин!
форматического анализа в 2015 г. [39]. Вскоре
был описан эффекторный белок C2c2 из подти!
па VI!A. У Leptotrichia shahii локус VI!A содержит
только 3 гена (cas1, cas2, c2c2) и CRISPR!кассе!
ту. Нуклеаза C2c2, связанная с крРНК, образует
эффекторный комплекс, который способен рас!
щеплять молекулы одноцепочечной РНК. В от!
личие от всех известных CRISPR!нуклеаз, C2c2
расщепляет РНК за счёт активности доме!
на HEPN (Higher Eukaryotes и Prokaryotes
Nucleotide!binding, нуклеотид!связывающий
домен высших эукариот и прокариот). Мутация
в каталитическом центре домена HEPN приво!
дит к потере активности эффекторного комп!
лекса, хотя при этом сохраняется РНК!связыва!
ющая активность мутантного белка [40]. Благо!
даря способности связываться с молекулами
РНК заранее определенным образом, нуклеа!
за C2c2 может быть использована как эффек!
тивный инструмент редактирования РНК и ре!
гуляции экспрессии генов.

Особый интерес представляет причина раз!
нообразия эффекторов CRISPR и их филогене!
тические связи. Структуры эффекторных комп!
лексов систем типа I и III весьма сходны. При!
нято считать, что эффекторный комплекс сис!
темы типа III является более древним. При этом
гены cas не всегда ассоциированы с CRISPR!
кассетой и модулем адаптации cas1–cas2 [41].
В MGE, называемых каспозонами, были обна!
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ружены автономные гомологи Cas1. Белки Cas9
и Cpf1, характерные для типов II и V соответ!
ственно, подобны белку, кодируемому транспо!
зоном TnpB, и содержат домен эндонуклеа!
зы RuvC [42]. У белка Cas13 (система типа VI)
есть РНК!азные домены HEPN. Таким образом,
системы CRISPR!Cas могли эволюционировать
в результате заимствования генов модулей ин!
терференции и адаптации от каспозонов, в то
время как эффекторные нуклеазы могут проис!
ходить из геномов клеток или мобильных гене!
тических элементов.

CRISPR&адаптация. Наиболее консерватив!
ными белковыми компонентами систем
CRISPR!Cas являются Cas1 и Cas2, чьё участие
необходимо на стадии приобретения спейсе!
ров [43]. Как правило, гены cas1 и cas2 локализу!
ются вблизи друг от друга, а кодируемые ими
белки образуют стабильный комплекс [44, 45].
Делеция cas1 и cas2 не влияет на CRISPR!интер!
ференцию и созревание крРНК в системах ти!
пов I [46–49], II [50, 51] и III [52]. Cas1 является
эндонуклеазой [53, 54], которая также способна
разрушать структуры Холлидея. In vitro Cas1 мо!
жет способствовать интеграции и рекомбина!
ции ДНК [55]. Также in vitro Cas2 проявляет нук!
леазную активность как в отношении РНК, так
и ДНК [56, 57]. Однако для процесса CRISPR!
адаптации in vivo требуется только нуклеазная
активность белка Cas1 [44]. Для адаптации
in vivo также важна способность собирать ста!
бильный комплекс Cas1–Cas2. Мутации, кото!
рые нарушают образование комплекса in vitro,
препятствуют приобретению спейсеров
in vivo [44]. Во время процесса встраивания но!
вого спейсера комплекс Cas1–Cas2 вносит од!
нонитевой разрыв точно в месте соединения ли!
дерного участка и повтора в CRISPR!кассете,
катализируя нуклеофильную атаку 3′!OH!конца
встраиваемого спейсера на 5′!конец первого
повтора. Точно также другая цепь надрезается
на стыке первого повтора и спейсера, и 5′!конец
повтора присоединяется к 3′!концу нового
спейсера. В результате встроенный спейсер ок!
ружен одноцепочечными повторяющимися
последовательностями, которые позднее до!
страиваются благодаря активности репарацион!
ных белков клетки!хозяина [58]. Подобные про!
межуточные структуры также обнаруживаются в
процессе интеграции мобильных элементов с
участием транспозазы, и это позволяет предпо!
ложить, что реакции приобретения спейсера и
интеграции транспозонов механически похожи
друг на друга [59–62].

Способность адаптационного комплек!
са Cas1–Cas2 приобретать новые спейсеры, не!
зависимо от активности эффекторных комплек!

сов CRISPR, известна как процесс наивной
адаптации. Во время этого процесса новые
спейсеры могут быть получены как из внехро!
мосомной ДНК, так и из генома клетки!хозяи!
на, и только 50% новых спейсеров содержат
консенсусный PAM. Наивная адаптация необ!
ходима для последующего распознавания и
уничтожения впервые проникшего в клетку ин!
фекционного агента, и, по!видимому, является
универсальной особенностью всех систем
CRISPR!Cas. Известно, что этот процесс хотя
бы частично зависит от активности комплек!
сов RecBCD клетки!хозяина [63]. RecBCD осу!
ществляет процессинг остановленных реплика!
ционных вилок, и предполагается, что образую!
щиеся при этом фрагменты ДНК могут быть ис!
пользованы комплексом Cas1–Cas2 для вставки
в CRISPR!кассету. Отсутствие RecBCD приво!
дит к снижению эффективности процесса наив!
ной адаптации, но не останавливает её. Следо!
вательно, комплекс Cas1–Cas2 может использо!
вать другие источники спейсеров. Вопрос об
участии других белков клетки!хозяина в процес!
се CRISPR!адаптации и регуляции этого про!
цесса стал изучаться только недавно [64–67].
Например, было показано, что ДНК!полимера!
за I необходима как для наивной, так и для
праймированной адаптации (предположитель!
но, для заполнения одноцепочечных повторов,
возникающих при встраивании спейсеров) [68].
Dorman и Bhriain [65] предположили, что отри!
цательная суперспирализация может влиять на
различные стадии взаимодействия белков
CRISPR с ДНК, включая адаптацию, экспрес!
сию генов cas и локусов CRISPR и фактически
интерференцию.

Наличие РAM позволяет различать геном хо!
зяина, содержащий спейсер в составе CRISPR!
кассеты, и протоспейсер в составе молекулы!
мишени. Однако мутации PAM или seed!после!
довательности могут защитить вирусы от их рас!
познавания и деградации эффекторным комп!
лексом [30,69–72]. Следовательно, система
CRISPR!Cas должна обновлять свою «память»,
чтобы избежать заражения мутировавшими бак!
териофагами. Для достижения этой цели неко!
торые типы систем CRISPR!Cas используют
праймированную адаптацию – высокоэффек!
тивный процесс получения новых спейсеров из
уже известных ранее встречавшихся фагов,
фрагменты генома которых были сохранены в
CRISPR!кассете в качестве иммунологической
памяти. Праймированная адаптация была пока!
зана для систем CRISPR!Cas I!E [48], I!F [49,
73], I!B [74, 75], I!C [76], I!U [77] и II!A [78].
Праймированная адаптация приводит к высо!
коэффективному накоплению новых спейсеров,
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локализованных в цис!положении к «праймиру!
ющему» протоспейсеру, распознаваемому
крРНК в составе эффекторного комплекса [79].
Наблюдаемая эффективность праймированной
адаптации (измеряемая как количество удлинен!
ных CRISPR!кассет в популяции) очень низка в
том случае, если праймирующий протоспейсер
полностью совпадает с крРНК и содержит PAM,
способный к консенсусной интерферен!
ции (AAG или ATG – в случае системы I!E из
Escherichia coli) [48, 80]. Эффективность прайми!
рованной адаптации стимулируется наличием
мутаций PAM или протоспейсера, которые сни!
жают эффективность интерференции [30, 70,
73]. Тем не менее для праймированной адапта!
ции необходим функциональный белок Cas3,
что позволяет предположить существование
функциональной связь между CRISPR!интер!
ференцией и праймированной адаптацией [71,
81]. Недавнее исследование in vitro предполагает,
что Cascade, Cas1–Cas2 и Cas3 образуют единый
праймирующий комплекс, активность которого
приводит к эффективному отбору новых спейсе!
ров [82]. Чтобы объяснить такую связь, были
предложены две альтернативные модели. Сог!
ласно одной модели, эффекторы, связавшиеся с
протоспейсерами с определенными PAM, при!
нимают специфическую конформацию, что
приводит к привлечению адаптационного комп!
лекса Cas1–Cas2, а также белка Cas3 и последую!
щему направленному сканированию мишени, и
отбору новых спейсеров [83]. Напротив, комп!
лексы, которые были сформированы на мише!
нях с подходящими для интерференции PAM, не
задействуют Cas1–Cas2, приводя только к ин!
терференции [84]. Вторая модель постулирует,
что очевидная разница между эффективностью
процесса праймированной адаптации с различ!
ными мишенями является следствием деграда!
ции неоптимальных мишеней [81, 85]. Посколь!
ку большинство MGE способны реплицировать!
ся и имеют собственные механизмы поддержа!
ния числа копий, конкуренция между ослаблен!
ной CRISPR!интерференцией и подобными
системами может привести к ситуации, когда
фрагменты геномов MGE присутствуют в клетке
в течение достаточно длительного времени, что,
предположительно, позволяет произойти более
медленной реакции адаптации [86].

ИНТЕРФЕРЕНЦИЯ
С УЧАСТИЕМ БЕЛКА Argonaute

У эукариот белки Argonaute (Ago) играют
ключевую роль в процессе РНК!интерферен!
ции, вовлечённом в регуляцию экспрессии генов

и защиту от вирусов. Члены этого семейства бел!
ков также широко распространены у бактерий и
архей [87, 88]. Функции прокариотических бел!
ков Argonaute (pAgo) пока ещё до конца не уста!
новлены, но эти белки также способны участво!
вать в подавлении чужеродного генетического
материала [89, 90]. Чтобы распознать мишени в
виде нуклеиновых кислот, белки pAgo использу!
ют молекулы!гиды, но, в отличие от CRISPR!
Cas и эукариотических Ago, гидом часто служит
короткая одноцепочечная ДНК [91], хотя также
есть примеры РНК!гидов [92]. 5′!Конец гида
загружается в домен MID белка pAgo, в то время
как 3′!конец взаимодействует с доменом
PAZ [93]. В экспериментах in vitro с белками pAgo
из различных организмов было показано, что
распознавание комплементарной мишени при!
водит к её нуклеолитическому расщеплению ка!
талитическим доменом PIWI. В основном pAgo
таргетируют молекулы ДНК [94, 95], хотя in vitro
некоторые из них могут также расщеплять
РНК [96–98]. Пока неясно, может ли таргетиро!
вание РНК быть важным для активности pAgo
in vivo. Тем не менее потенциально существуют
все возможные комбинации pAgo!опосредован!
ных взаимодействий ДНК/РНК гида/мише!
ни [89, 93, 99]. In vivo присутствие pAgo влияет на
поддержание плазмид и ингибирует трансфор!
мацию [92, 100]. Хотя считается, что pAgo также
участвуют в противовирусной защите, экспери!
ментально было получено лишь одно доказа!
тельство с pAgo из Clostridium butyricum, чья гете!
рологичная экспрессия в клетках E. coli приво!
дила к понижению титра фага M13 с хроничес!
ким жизненным циклом и литического фа!
га P1vir. Однако механизмы pAgo защиты опре!
делены не были [90]. Основываясь на архитекту!
ре доменов, белки pAgo делятся на классы, и, что
неожиданно, некоторые белки содержат катали!
тически неактивный домен PIWI [89, 101].
Функции таких белков, если они существуют,
ещё предстоит определить.

Одним из основных вопросов, связанных с
pAgo!интерференцией, является механизм об!
разования и источник молекул!гидов, а также
вопрос, каким образом клетки избегают аутоим!
мунного ответа. Секвенирование ДНК!гидов,
связанных с pAgo in vivo, показало, что они в ос!
новном происходят из активно реплицирую!
щихся или многокопийных элементов, включая
плазмиды и транспозоны [90, 100]. Для различ!
ных белков pAgo была показана гид!независи!
мая нуклеазная активность, приводящая к рас!
щеплению ДНК [102, 103]. Неспецифичное по
отношению к нуклеотидной последовательнос!
ти измельчение плазмид может привести к обра!
зованию пула фрагментов ДНК различного раз!
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мера, и некоторые из них могут далее загружать!
ся в качестве молекул!гидов и активировать бо!
лее эффективную и зависимую от последова!
тельности деградацию комплементарных мише!
ней [103]. Для генерации гидов белки pAgo мо!
гут таргетировать свободные концы ДНК или
интермедиаты процесса репликации, которые
более часто присутствуют в экзогенной ДНК.
Подобно CRISPR!Cas, процесс генерации гидов
может зависеть от RecBCD комплексов [90].
Было показано, что, как и в случае C. butyricum,
pAgo из Thermus thermophilus связывается с гида!
ми, происходящими из областей терминации
репликации, и, предположительно, вместе с
ДНК!гиразой участвует в контроле репликации
клетки!хозяина путём разделения сцепленных
хромосом [104]. Компактизация ДНК, харак!
терная, например, для геномов архей, также мо!
жет быть важна для различения собственного и
чужеродного генетического материала белками
pAgo [102]. Считается, что РНК!гиды, связан!
ные с pAgo из Rhodobacter sphaeroides, были нес!
пецифично отобраны из фрагментов деградиро!
ванных транскриптов. Тем не менее белок сох!
раняет свою специфичность в отношении чуже!

родной ДНК [92]. Текущая модель механизма
действия pAgo показана на рис. 2.

Описанный способ интерференции может
быть не очень эффективным против быстро
действующих литических фагов. Можно пред!
положить, что защитные механизмы с участием
pAgo приспособлены для контроля над менее
опасными мобильными элементами или могут
быть ассоциированы с другими защитными сис!
темами, чтобы усилить защиту от вирусной ин!
фекции. В поддержку последнего предположе!
ния выступает тот факт, что гены pAgo внутри
защитных островков часто встречаются побли!
зости от генов нуклеаз или белков Cas [88, 101,
105].

ИНДУЦИРОВАННАЯ КЛЕТОЧНАЯ СМЕРТЬ
ИЛИ ОСТАНОВКА КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА –

СИСТЕМЫ АБОРТИВНОЙ ИНФЕКЦИИ
И ТОКСИН&АНТИТОКСИН

В этом разделе мы рассмотрим абортивную
инфекцию (Abi) в широком смысле – как кле!
точный ответ на инфекцию, который приводит
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Рис. 2. Модель механизма действия pAgo и схематическое изображение белка с загруженным гидом
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к прекращению метаболизма (бактериостати!
ческий эффект) или гибели клеток (бактерицид!
ный эффект) до завершения жизненного цикла
вируса, что предотвращает образование актив!
ных фаговых частиц или снижает выход фагово!
го потомства [106, 107]. Чисто механически сис!
темы Abi очень разнообразны. Как правило, они
состоят из двух модулей (рис. 3). Один из них
обнаруживает фаговую инфекцию и передаёт
сигнал. При получении этого сигнала вто!
рой (эффекторный) модуль останавливает мета!
болизм клетки и/или вызывает её самоубий!
ство [107, 108]. Принято считать, что индуциро!
ванное состояние подавленного метаболизма
даёт больше времени другим защитным меха!
низмам для борьбы с инфекцией. Также счита!
ется, что некоторые системы Abi могут быть
«последним средством защиты», т.е. они акти!
вируют суицидальный ответ на поздних стадиях
вирусной инфекции, в случае если фаг избежал
действия других иммунных механизмов. Страте!
гия самоуничтожения инфицированной клетки
останавливает распространение инфекции на

уровне сообщества и таким образом приносит
пользу клональной популяции [109, 110]. Неко!
торые системы, чьё действие фенотипически
напоминает Abi!ответ, могут непосредственно
интерферировать с вирусной инфекцией, но са!
ми по себе не вызывают активную гибель кле!
ток. Однако их действие может сопровождаться
лизисом клеток, вызванным произведёнными
вирусом токсичными компонентами.

Системы Abi. Разнообразие кодируемых
плазмидами систем с механизмом Abi истори!
чески исследовалось на грамположительных
Lactococcus [106, 111]. Из 23 описанных систем,
обозначаемых как AbiA–AbiZ, механизм
действия был определен лишь в нескольких слу!
чаях. Например, белок AbiZ взаимодействует с
холином и лизином фага ϕ31, вызывая прежде!
временный лизис клетки [112]; AbiK проявляет
безматричную ДНК!полимеризационную ак!
тивность [113]. Считается, что AbiA, AbiK,
и AbiF ингибируют репликацию [106, 114], а ак!
тивность AbiB и AbiQ связана с деградацией
мРНК [115, 116]; AbiD1 может вмешиваться в
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Рис. 3. Общий принцип абортивного ответа на инфекцию. Показаны примеры эффекторов с различными механизмами
действия
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процесс упаковки вирусной ДНК, ингибируя
нуклеазу, разрешающую конкатамеры вирусных
геномов [117]. В то же время предполагается,
что AbiT и AbiV влияют на экспрессию поздних
фаговых белков [118, 119]. Для большинства
этих систем неясно, как распознается фаговая
инфекция. В клетках Staphylococcus была обна!
ружена система Abi с сенсорным модулем, осно!
ванным на фосфорилировании белков [120].
Фосфорилирование, как эффективный способ
усиления сигнала, часто используется в эукари!
отических противовирусных системах. Серин!
треониновая киназа Stk2 стафилококков акти!
вируется белком PacK фага ϕNM1 и фосфори!
лирует различные белки клетки!хозяина, вызы!
вая ингибирование основных метаболических
путей [120].

Множество механизмов Abi было также опи!
сано на примере грамотрицательной бактерии
E. coli [121]. Так, белки Lit и PrrC, кодируемые
криптическими профагами, действуют специ!
фично против фага T4. Протеаза Lit активирует!
ся в результате взаимодействия с консерватив!
ным пептидом Gol капсидного белка Т4 и оста!
навливает процесс трансляции, расщепляя фак!
тор элонгации трансляции EF!Tu [122]. РНКа!
за PrrC также ингибирует трансляцию, расщеп!
ляя tРНКLys. PrrC взаимодействует с комплексом
рестрикции Ecoprr системы рестрикции!моди!
фикации (R!M) типа I, и активируется только
при ингибировании комплекса рестрикции,
вызванном кодируемым Т4 пептидом Stp [123].
В качестве другого интересного примера можно
привести белок PifA, кодируемый F!плазмидой,
который обеспечивает защиту клеток от фа!
га T7 [124]. Этот мембраносвязанный белок ак!
тивируется белками gp10 или gp1.2 фага T7 и,
нарушая целостность мембраны, вызывает утеч!
ку из инфицированной клетки ATP и других ма!
лых молекул [124, 125]. Система RexAB, кодиру!
емая профагом λ, также повышает проницае!
мость мембраны [126, 127]. Считается, что RexA
распознает ДНК!белковые интермедиаты ви!
русных репликационных комплексов и стиму!
лирует связанный с мембраной RexB, который
образует ионный канал, что приводит к потере
мембранного потенциала и ингибированию
энергозависимых процессов [127].

Защитные системы на основе взаимодействия
токсин&антитоксин (TA). Системы токсин!анти!
токсин представляют собой эгоистичные эле!
менты, состоящие из стабильной субъединицы
токсина и нестабильного антитоксина. В усло!
виях стресса деградация антитоксина приводит
к повышению активности токсина и остановке
клеточного роста [128, 129]. Модули ТА прини!
мают участие в ответе на стресс, формировании

биоплёнок и вносят вклад в антибиотикорезис!
тентность (хотя последнее вызывает споры
[129]), но также могут быть вовлечены в Abi про!
тивовирусную защиту, поскольку фаговая ин!
фекция часто влияет на метаболизм хозяина та!
ким образом, что может вызывать потерю анти!
токсина (рис. 4). Модули TA часто находятся
внутри защитных островков, и между системами
TA и Abi существует значительный обмен доме!
нами [130]. Фактически нельзя провести чёткую
границу между Abi! и TA!системами, поскольку
Abi – это стратегия защиты, а TA – организаци!
онный/механистический принцип. Скорее, не!
которые системы Abi можно рассматривать как
основанные на механизме TA, например, даже
некоторые системы Abi, которые обсуждались в
предыдущем разделе, можно рассматривать в
качестве отдельных токсинов, в то время как
PrrC/EcoprrI можно рассматривать как настоя!
щую пару токсин!антитоксин. В зависимости от
природы взаимодействия токсина и антитокси!
на системы TA подразделяются на 6 типов. На!
пример, антитоксин может являться молекулой
РНК, которая напрямую ингибирует токсичный
белок (тип III) или регулирует уровень трансля!
ции мРНК токсина (тип I). В других типах сис!
тем ТА антитоксин может быть белком, который
ингибирует токсин через белок!белковые взаи!
модействия (тип II) или компенсирует воздей!
ствие токсина на другие мишени (тип IV)
[129, 131].

Примером ответа Abi на основе модулей TA
могут служить системы ToxIN и RnlAB. ToxIN,
который исходно был идентифицирован как
AbiQ в клетках Lactococcus, широко распростра!
нён в геномах бактерий и функционирует как
система ТА типа III, в которой РНК!азная ак!
тивность токсина ToxN блокируется в результа!
те взаимодействия с РНК!антитоксином ToxI
[116, 132, 133]. Система RnlAB из клеток E. coli
представляет ТА!модуль типа II, и она защища!
ет клетки от инфицирования фагом T4 [134].
Токсин RnlA является стабильной РНКазой.
Антитоксин RnlB быстро разрушается протеаза!
ми клетки!хозяина. Таким образом, если фаго!
вая инфекция препятствует непрерывной
экспрессии генов, то предотвращение синте!
за RnlB способствует проявлению токсичной
активности RnlA, что приводит к распаду внут!
риклеточной мРНК [134]. Гомологи RnlAB были
также обнаружены в плазмидах E. coli, и эта сис!
тема получила название LsoAB [135]. В качества
антитоксина для обеих систем может выступать
белок Dmd, кодируемый фагом T4 [134, 135].
Многие системы ТА обладают обратимым
действием и не вызывают гибели клеток. Тем не
менее временное прекращение роста может
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обеспечить устойчивость к фагам. AbiE, систе!
ма ТА типа IV, является примером: ток!
син AbiEii, транскрибируемый с промото!
ра abiE, не взаимодействует напрямую с анти!
токсином AbiEi. Вместо этого AbiEi связывается
с промоторной областью и ингибирует тран!
скрипцию всего TA!оперона [136]. Токсин
AbiEii принадлежит к суперсемейству β!подоб!
ных ДНК!полимераз и проявляет нуклеотидил!
трансферазную активность [136]. Недавно было
показано, что MenT3, являющийся гомологом
AbiEii в клетках Mycobacterium tuberculosis, может
переносить пиримидины на акцепторную ветвь
специфических тРНК [137]. В согласии с этим
повышенная экспрессия токсина AbiE в клетках
Serratia вызывает прекращение роста клеток и
снижение уровня тРНК [138]. У E. coli систе!
ма MazEF типа II препятствует размножению
фага P1 [139], а ТА!система hok/sok типа I сни!
жает размножение фага T4 [140]. Последняя
система основана на холиноподобной актив!
ности токсина Hok, в то время как антиток!

син sok является антисмысловой РНК, вызыва!
ющей ингибирование синтеза Hok путём связы!
вания с его мРНК [141]. В целом, роль TA!сис!
тем в защите от фагов плохо охарактеризована,
и этот вопрос остаётся противоречивым [142,
143]. Однако, основываясь на обилии систем ТА
и их участии в Abi!ответе у модельных бактерий,
можно ожидать, что защита от фагов на осно!
ве ТА широко распространена среди бактерий
[130, 142, 144].

Ретроны как защитные системы. Ретроны –
это генетические элементы, которые кодируют
обратную транскриптазу (RTase) и некодирую!
щую РНК (нкРНК), которая используется об!
ратной транскриптазой для образования кова!
лентных гибридов РНК/ДНК [145]. До недав!
него времени функциональная роль ретронов
оставалась неизвестной, пока ряд работ не про!
демонстрировал, что ретроны могут являться
частью трехкомпонентных систем ТА, участву!
ющих в защите от фагов посредством Abi
[146–149]. В нормальных условиях комплекс
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Рис. 4. Общий принцип абортивной инфекции, основанный на активности модулей TA. Приведено несколько примеров
эффекторов токсинов. (Stringent response – характерный клеточный ответ на стрессовые условия, связанный с синтезом
сигнальных молекул алармонов, SAS – Small Alarmone Synthetase)
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обратной транскриптазы с гибридом РНК/ДНК
неактивен, в то время как фаговая инфекция
вызывает его активацию и передачу сигнала
сопряженным эффекторам!токсинам (рис. 5).
Антифаговая активность была продемонстри!
рована для нескольких ретронов, при этом му!
тации, влияющие на вторичную структу!
ру нкРНК и сайт ветвления или каталитичес!
кий мотив RTase, устраняли защиту [146, 149].
Внутри защитных островков было обнаружено
~2000 систем, содержащих ретроны, при этом
RTase могут быть слиты или находиться в не!
посредственной близости от ATФаз, рибозил!
трансфераз и эндонуклеаз, выступающих в ка!
честве эффекторных белков [146, 149]. Рет!
рон Ec48 из клеток E. coli «охраняет» фер!
мент RecBCD, который является одним из клю!
чевых барьеров на пути проникновения чуже!
родной ДНК. Ингибирование RecB вирусными
белками (например, Gam фага λ или gp5.9 фа!
га T7) активирует ретрон и высвобождает ак!

тивность сопряжённого с системой заякорен!
ного в мембране эффектора, что вызывает
преждевременный лизис клеток [146]. Для рет!
рона Sen2 из клеток Salmonella enterica было по!
казано, что нарушение структуры ДНК части
ретрона вызывает активацию токсина RcaT
[147, 148]. Деградация или метилирование мо!
лекул ДНК, ассоциированных с кодируемыми
фагом эндонуклеазой RecE или метилтрансфе!
разой Dam, приводят к активации ответа, в то
время как отдельные белки, кодируемые про!
фагами, могут выступать в качестве блокаторов
активации ретронов [147].

Антифаговые сигнальные системы на основе
циклических олигонуклеотидов (CBASS). Недав!
но было описано широко распространённое се!
мейство систем, которые вызывают активацию
Abi!ответа путём синтеза циклических олиго!
нуклеотидов – CBASS (Cyclic!Oligonucleotide!
Based Anti!Phage Signalling System) [107, 150,
151]. CBASS!системы включают cGAS/DncV!
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Рис. 5. Общий принцип действия абортивной инфекции на основе ретронов
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подобные нуклеотидил!трансферазы (CD!
NTase), и фаговая инфекция активирует их, за!
пуская синтез вторичного мессенджера (цикли!
ческий GMP!AMP (cGAMP), циклический три!
аденилат (cAAA) и др.), который далее передаёт
сигнал к различным эффекторам, индуцирую!
щим программируемую гибель клетки (рис. 6)
[150–153]. Эти системы обеспечивают ещё одну
связь между иммунной защитой эукариот и про!
кариот, поскольку у животных циклическая
GMP!AMP!синтаза (cGAS) участвует в проти!
вовирусном и воспалительном ответе через сиг!
нальный путь cGAS!STING, активируемый
присутствием ДНК в цитозоле [154]. Гены оли!
гонуклеотид циклаз из семейства CD!NTAse об!
наруживаются примерно в 10% геномов прока!
риот, и более половины из них включены в сос!
тав защитных островков. Разнообразие сис!
тем CBASS можно классифицировать в зависи!
мости от состава оперона, типа эффектора или
продуцируемой сигнальной молекулы [153].
Системы типа I содержат только CD!NTase и
эффектор, в то время как другие системы также
несут вспомогательные компоненты: гены с
убиквитин!ассоциированными доменами в ти!
пе II, гены HORMA и Trip13!подобных доменов
в типе III или домены модификации нуклеоти!
дов в редко встречающихся CBASS типа IV
[153]. Первой экспериментально исследованной
системой была CBASS типа II из Vibrio choler%
ae [151, 155, 156]. Ядро этой системы состоит из
двух компонентов: cGAS фермента DncV и фос!
фолипазы CapV (Cap – белок, ассоциирован!
ный с CD!NTase), реагирующей на cGAMP.
Этих двух компонентов вполне достаточно для
обеспечения защиты от фага P1, однако для за!
щиты от других фагов требуются два вспомога!
тельных белка, несущих домены E1, E2 и JAB,
типичные для ферментов убиквитинирова!
ния [151]. Сенсорный механизм до сих пор не
определен, но было показано, что после зараже!
ния фагом клетки продуцируют cGAMP, кото!
рый вызывает активацию фосфолипазы CapV,
разрушающей клеточную мембрану до заверше!
ния жизненного цикла вируса. Кроме фосфоли!
пазы, среди известных эффекторов систем
СBASS присутствуют эндонуклеазы или белки,
несущие трансмембранные домены [153, 157].
Интересна группа эффекторов CBASS, содер!
жащих домен, гомологичный эукариотическому
домену STING (Stimulator of Interferon Genes;
стимулятор генов интерферона). У бактерий
распознавание циклических олигонуклеотидов
с помощью STING приводит к активации со!
пряжённого домена TIR (Toll/interleukin!1
receptor) в составе эффектора и последующей
деградации NAD+ [158]. Сравнительный анализ

структур STING!доменов многоклеточных жи!
вотных и бактерий позволяет понять его переход
от непосредственной эффекторной роли в
CBASS к регуляторным функциям в иммуните!
те высших животных [158].

Многие бактериальные белки CD!NTase не!
активны в условиях in vitro [152]. Недавно было
показано, что для их активности in vivo требуют!
ся вспомогательные белки [159]. У эукариот
белки c доменом HORMA связываются со спе!
цифическими закрывающими мотивами в бел!
ках!мишенях и собираются в сигнальные комп!
лексы [160]. В CBASS типа III из E. coli и
Pseudomonas aeruginosa белки с доменом
HORMA активируют CD!NTase, что приводит к
продукции вторичного мессенджера цикличес!
кого триаденилата, который, в свою очередь, ак!
тивирует неспецифическую эндонуклеазную ак!
тивность эффектора NucC, обеспечивая защиту
от фагов по Abi!механизму [159, 161]. В отсут!
ствии инфекции активность этой системы по!
давляется Trip13!подобной ATPазой, которая,
предположительно, приводит к диссоциации
комплекса CD!NTase с HORMA. Считается, что
распознавание специфических мотивов в фаго!
вых белках вызывает конформационные изме!
нения в домене HORMA и активирует CD!
NTase этого белкового комплекса. Интересно,
что эффектор NucC может быть обнаружен как
вспомогательная эндонуклеаза в системах
CRISPR!Cas типа III, которые также полагают!
ся на сигналинг, связанный с циклическим оли!
гоаденилатом [21, 22, 161]. Другим эффектором
CBASS, который может реагировать на различ!
ные типы циклических олигонуклеотидов, яв!
ляется белок CapIV из Enterobacter cloacae [162],
который стал первым описанным членом цело!
го семейства белков. Белки CapIV распознают
вторичные мессенджеры через различные доме!
ны SAVED, состоящие из 2!х CRISPR!
родственных субъединиц CARF, которые инду!
цируют олигомеризацию и способствуют прояв!
лению активности эффекторной эндонуклеазы,
ранее известной как DUF4297 [162].

Несмотря на то, что в последние годы было
описано большое разнообразие бактериальных
CD!NTase и сопряжённых с ними эффекторов,
остаётся много вопросов. Как эти системы
чувствуют фаговую инфекцию? Каковы функ!
ции вспомогательных белков? Все ли CBASS!
системы участвуют в защите от фагов или неко!
торые из них могут выполнять другие функции?
Каковы издержки экспрессии генов CBASS, и
есть ли дополнительные механизмы, ограничи!
вающие их возможную токсичность в отноше!
нии самой клетки, как в случае негативной регу!
ляции Trip13!подобной ATPазы?
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ЗАЩИТА, ОПОСРЕДОВАННАЯ
ПРОФАГАМИ

Умеренные фаги могут встраивать свои гено!
мы в хромосому клетки!хозяина с образованием
профагов [163]. Большинство известных бакте!
рий несут профаги, и взаимодействие профага с
хозяином можно рассматривать как мутуалис!
тическое: поскольку выживание профагов зави!
сит от клетки!хозяина, для профага выгодно
исключить вторичное инфицирование лизоге!
низированной клетки [164]. Действительно,
профаги часто несут гены, ассоциированные с
противовирусной защитой (рис. 7, а) [165–168].
Самый простой способ подавления инфициро!
вания гомоиммунными фагами – экспрессия
репрессорного белка – фактора транскрипции,
который регулирует переключение между лити!
ческой и лизогенной жизненными стратегиями
фага. Так как белки!репрессоры постоянно при!
сутствуют в лизогенной клетке для подавления

экспрессии литических генов профага, вторич!
ная литическая инфекция фагом, регулируемым
тем же или подобным репрессором, будет по!
давлена [169]. Хотя защита, ассоциированная с
репрессорами, действует в узком диапазоне,
систематические исследования профагов в
клетках P. aeruginosa и Mycobacterium smegmatis
обнаружили многочисленные защитные гены,
которые обеспечивают гетеротипическую защи!
ту [165, 166].

Гены, которые не являются необходимыми
для выживания профага, но в то же время способ!
ствуют повышению устойчивости клетки!хозяи!
на, были названы как «мороны» (т.е. добавляю!
щие больше («more on») к фенотипу). Мороны
могут влиять на многие процессы внутри клет!
ки!хозяина, включая подвижность клеток, ус!
тойчивость к антибиотикам, метаболизм и защи!
ту от фагов [170, 171]. Некоторые системы ТА,
кодируемые профагами, и белки Sie (исключе!
ние суперинфекции), которые можно рассмат!

Рис. 6. Модель CBASS!опосредованного иммунного ответа



ривать в качестве моронов, уже обсуждались.
Мороны могут также оказывать влияние на кле!
точную поверхность, препятствуя распознава!
нию рецепторов. Например, фаги D3 и φ297 кле!
ток P. aeruginosa могут изменять конформацию
субъединиц O!антигена в липополисахариде
(LPS), кодируя собственную полимеразу O!ан!
тигена [172–174], в то время как некоторые про!
фаги клеток Shigella и E. coli могут блокировать
дальнейший рост цепи O!антигена за счёт ацети!
лирования или глюкозилирования [175, 176].

Профаги микобактерий кодируют различ!
ные системы исключения повторной инфекции.
Например, фаги Sbash и CarolAnn несут предпо!
лагаемые TA!модули с мембраносвязанными
эффекторами [177, 178]. Было показано, что
другие микобактериофаги кодируют эндонукле!
азы рестрикции, мембранные белки Sie или
синтазы гуанозинпентафосфата (p)ppGpp, спо!
собные защитить клетку!хозяина [166]. Систе!
ма, кодирующая (p)ppGpp синтазу и её сопря!
жённый ингибитор, была первоначально найде!
на у фага Phrann (белки gp29 и gp30), а позже
было показано, что подобные системы широко
распространены у профагов и представляют но!
вое семейство модулей TA, основанных на пере!

даче сигнала молекулами алармонов [166, 179].
Токсичный компонент – фермент SAS (Small
Alarmone Synthetase), который синтезиру!
ет ppGpp или ppApp – сигнальные молекулы,
характерные для ответа клетки на стрессовые
условия, связанные с аминокислотным голода!
нием (stringent response) – что вызывает прекра!
щение роста [180]. Антитоксины напрямую свя!
зываются с синтазой или разрушают сигналь!
ный алармон [179]. Другая система Abi, широко
распространённая в профагах грамотрицатель!
ных бактерий, состоит из эффектора BstA, кото!
рый локализуется совместно с реплицирующей!
ся ДНК фагов!мишеней и интерферирует с про!
цессом репликации по неопределённому меха!
низму [181]. Эта система представляет собой ин!
тересный пример предотвращения автоиммун!
ного ответа при активации профагов: BstA инак!
тивируется за счёт связывания со специфичес!
ким анти!BstA локусом (aba) в геноме фага и, та!
ким образом, не предотвращает развитие лити!
ческой инфекции.

Мороны могут сильно отличаться друг от
друга даже между близкородственными штам!
мами. Недавнее исследование P2! и P4!подоб!
ных профагов выявило беспрецедентное разно!

ИСАЕВ и др.
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Рис. 7. Защита, ассоциированная с профагами и мобильными генетическими элементами (MGE). а – Кодируемые про!
фагами защитные системы. б – Модель индукции PICI и интерференции. в – Модель индукции элементов, подобных
хромосомным островкам (PLE) и интерференции
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образие компактных защитных систем в специ!
фических локусах их геномов [182]. Помимо из!
вестных противовирусных систем, в этих горя!
чих точках были зарегистрированы множест!
венные кластеры генов, которые несут предска!
занные защитные домены (TIR, SIR2, нуклеа!
зы, ATPазы) или домены с неустановленной
функцией. Защитная активность была подтверж!
дена для 14 новых систем. Например, предпола!
гается, что система PARIS, состоящая из
ATPазы и белка DUF4435, обеспечивает абор!
тивный ответ на инфекцию, запускаемый анти!
рестрикционным белком Ocr фага Т7, который
ингибирует защитные системы хозяина R!M и
BREX [182–184]. Идентификация горячих то!
чек разнообразия в других профагах может
представлять собой ценный и простой инстру!
мент для обнаружения новых систем защиты от
фагов.

ПАРАЗИТЫ ФАГОВ.
МОЛЕКУЛЯРНОЕ ПИРАТСТВО PICI И PLE

Мобильные генетические элементы могут
случайным образом переноситься фагами в про!
цессе генерализованной трансдукции. Но неко!
торые MGE приобрели способность контроли!
ровать механизмы упаковки фаговой ДНК в
капсиды, чтобы использовать их для загрузки
собственных геномов – явление, которое иногда
называют молекулярным пиратством [185–188].
Индуцируемые фагами хромосомные остров!
ки (PICI, Phage Inducible Chromosomal Islands)
широко распространены в геномах грамполо!
жительных и грамотрицательных бактерий. Их
индукция из хромосомы зависит от инфициро!
вания фагами!помощниками, и, с точки зрения
хозяина, может рассматриваться как вариант
Abi!ответа [189, 190]. Заражённая клетка в ко!
нечном итоге лизирует, но выход потомства су!
перинфицирующего литического фага снижает!
ся, и большинство высвобождаемых частиц не!
сут геном PICI вместо генома фага [191]. Пос!
кольку элементы PICI не проходят литический
цикл самостоятельно и ограничивают распрост!
ранение фагов!помощников, их присутствие
может быть полезным для популяции бактерий.

PICI. Наиболее изученной группой струк!
тур PICI, которая была обнаружена у
Staphylococcus, является SaPI (островки патоген!
ности Staphylococcus aureus). Эти хромосомные
островки имеют размер менее 15 т.п.н., они ко!
дируют интегразу, эксцизионный белок и ре!
пликационные компоненты. Экспрессия этих
генов находится под строгим контролем главно!
го репрессора Stl. SaPI часто несут дополнитель!

ные гены, включая токсины и факторы вирулент!
ности, и их присутствие может влиять на пато!
генность клетки!хозяина [185, 192]. Жизненный
цикл SaPI связан с инфицированием фагом!по!
мощником, и обнаружение специфических бел!
ков фагов!помощников снимает репрессию,
обусловленную действием Stl [193, 194]. После
активации SaPI могут мешать репродукции фа!
га!помощника при помощи нескольких различ!
ных механизмов (рис. 7, б). Они способствуют
сборке миниатюрных капсидов, способных заг!
ружать геном SaPI, но исключающих более
крупный геном фага!помощника [195]. SaPI
также могут препятствовать упаковке вирусного
генома, ингибируя малую субъединицу терми!
назы TerS, в то время как загрузка собственного
генома SaPI обеспечивается SaPI!кодируемой
терминазой [195]. Наконец, кодируемые SaPI
белки могут связываться с вирусными фактора!
ми транскрипции, нарушая экспрессию позд!
них генов [196]. Хотя эти механизмы были опи!
саны в случае стафилококковых SaPI, PICI ши!
роко распространены среди бактерий [190, 197],
и они могут использовать сходные механизмы
для поддержания их паразитического образа су!
ществования. Например, PmCI172 из клеток
Pasteurella multiocida способствует формирова!
нию капсидов небольшого размера, когда клет!
ка инфицирована Mu!подобным фагом!помощ!
ником, в то же время EcCICFT073 из кле!
ток E. coli кодирует белок Rpp, который вызыва!
ет репрограммирование белка TerS фага λ для
упаковки генома PICI [190, 198].

PLE. Другой тип сателлитных MGE, специ!
фичных для V. cholera и препятствующих рас!
пространению фага ICP1, называется PLE – фа!
го!индуцируемый элемент, подобный хромосом!
ным островкам (Phage!inducible Сhromosomal
Island!like Element) [199]. Аналогично структу!
рам PICI, PLE распознает белки фага!помощ!
ника ICP1, чтобы запустить процесс вырезания
из генома клетки, и использует ферменты и
структурные компоненты ICP1. Однако геном!
ная организация PLE имеет свои особенности,
и, в отличие от PICI, которые лишь подавляют
процесс размножения фагов!помощников, при
индукции PLE вовсе не происходит формирова!
ния инфекционных частиц ICP1 (рис. 7, в)
[199–202]. Было показано, что в клетках, несу!
щих PLE, репликация ICP1 в значительной сте!
пени ингибируется. Также было показано, что
отдельные PLE модулируют экспрессию вирус!
ных генов [202, 203]. Дополнительным механиз!
мом, который может способствовать подавле!
нию ICP1, является продукция кодируемо!
го PLE белка LidI, который нарушает систему
интерференции лизиса ICP1 и ускоряет лизис



клеток [204]. Следует отметить, что ICP1, в свою
очередь, кодирует систему CRISPR!Cas, наце!
ленную на PLE [205].

СИСТЕМЫ С ВЕРОЯТНЫМИ
НОВЫМИ МЕХАНИЗМАМИ

Выявление кластеров консервативных ге!
нов, обнаруженных внутри защитных островков
доступных прокариотических геномов, позво!
лило предсказать множество новых типов сис!
тем защиты [149, 206–208]. Недавно была про!
ведена системная проверка этих предсказаний.
Процесс включал клонирование 28 кандидат!
ных систем из различных бактерий и их
экспрессию в суррогатных хозяевах: грамотри!
цательной E. coli или грамположительной
Bacillus subtilis с последующим скринингом про!
тив коллекции фагов различных семейств.
В этой работе были подтверждены 10 новых сис!
тем, которые были названы в честь мифологи!
ческих божеств!покровителей [207]. Активность
систем Druantia, Kiwa и Zorya была валидирова!
на в клетках E. coli, а активность систем Gabija,
Hachiman, Lamassu, Thoeris, Septu, Shedu и
Wadjet была продемонстрирована в клет!
ках B. subtilis. Было показано, что множество
белковых доменов, не типичных для уже изу!
ченных защитных систем, участвуют в противо!
вирусной защите, и это предполагает новые ме!
ханизмы действия для обнаруженных систем.

Система Zorya активна против фагов как с
оцДНК, так и с дцДНК геномами. Эта система
кодирует белки ZorA и ZorB, гомологичные ком!
понентам MotAB, формирующим протонные ка!
налы жгутикового мотора бактерий [209]. В сис!
темах Zorya типа I белок ZorAB может сопровож!
даться предсказанной малой нуклеазой ZorE. В
системах типа II – хеликазой/ATPзой ZorC и
Pfam00691!содержащим белком ZorD. Инфици!
рование фагом культуры, несущей систе!
му Zorya, провоцирует преждевременный лизис
клеток, предположительно, в результате Abi!от!
вета, опосредованного ZorAB эффектором, при!
водящим к деполяризации мембраны. Эта точка
зрения была далее поддержана данными о том,
что мутации аминокислотных остатков, для ко!
торых было предсказано участие в протонном
транспорте, приводят к снижению защитной
функции системы Zorya [207].

Другая исследованная система (Thoeris) сос!
тоит из белка ThsA с доменами SIR2 и SLOG и
белка ThsB, несущего домен TIR [207, 210]. Не!
давно были опубликованы структуры обоих бел!
ков [211]. Мутации в NAD!связывающем карма!
не домена SIR2 белка ThsA приводили к потере

активности этого белка in vitro и потере устойчи!
вости клеток к фагу in vivo, проводя связь между
защитными свойствами системы Thoeris и гид!
ролизом NAD+ [207, 211]. Домен TIR может слу!
жить передатчиком сигнала в иммунных путях
эукариот [212], также он был выявлен в других
прокариотических системах (например, CBASS).
В системе Thoeris фаговая инфекция активирует
домен TIR белка ThsA, что приводит к синтезу
изомера циклической ADP!рибозы. Далее сиг!
нал передаётся на белок ThsB, что приводит к
абортивному ответу на инфекцию, связанному с
расщеплением NAD+ [210]. Множественные ко!
пии гена thsB могут быть ассоциированы с одним
и тем же геном thsA, при этом диверсификация
доменов TIR обеспечивает защиту от более ши!
рокого спектра инфицирующих фагов [210].

Было показано, что система Wadjet не актив!
на против фагов, но подавляет трансформацию
плазмид [207]. Система Wadjet состоит из четы!
рех компонентов: белков JetABC, гомологичных
белкам поддержания структуры хромосомы
(SMC), которые участвуют в сегрегации геномов
плазмид или клетки!хозяина, и белка JetD с
предполагаемым доменом топоизомеразы VI
[207, 213]. Феномен подавления поддержания
плазмид, связанный с неканоническими белка!
ми SMC, был описан у M. smegmatis, где модуля!
ция статуса суперспирализации плазмиды нару!
шала её сегрегацию в дочерние клетки [214].
Можно предположить, что Wadjet действует ана!
логичным образом для ограничения распрост!
ранения чужеродных внехромосомных генети!
ческих элементов.

В другом недавнем исследовании применя!
лась аналогичная логика экспериментальной
проверки систем!кандидатов, но использовался
другой алгоритме предсказания защитных ге!
нов. Вместо проведения оценки обилия белко!
вых доменов все последовательности, встречаю!
щиеся на расстоянии 10 генов от известных за!
щитных систем, были проанализированы на
предмет частоты их локализации в пределах за!
щитных островков. Всего было предсказано бо!
лее 7000 генов!кандидатов, вовлечённых в защи!
ту от фагов, многие из которых содержали неан!
нотированные домены или домены с неизвест!
ными функциями. В результате для дальнейших
исследований было отобрано 48 предсказанных
систем. Противовирусная активность 29 новых
систем была подтверждена с помощью гетеро!
логичной экспрессии в клетках E. coli [149].

Исследование независимо обнаружило связь
ретронов с защитой от фагов. Кроме того, было
показано, что обратные транскриптазы, не свя!
занные ретронами, также участвуют в защите, и
6 групп RTase были объединены под общим наз!
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ванием DRT (defence!associated RTase – обрат!
ные транскриптазы, ассоциированные с защи!
той). Некоторые DRT ассоциированы со вспо!
могательными белками, тогда как DRT типа I
сливаются с доменом нитрилазы, который часто
вовлечён в метаболизм малых молекул [215].
Мутации предсказанных каталитических ами!
нокислотных остатков RTase или нитрилазы
приводили к инактивации системы. Транскрип!
томный анализ определил, что DRT разных ти!
пов не мешают экспрессии ранних вирусных ге!
нов, в то время как система типа I влияет на на!
копление поздних вирусных транскриптов. Ме!
ханизм защиты DRT остаётся невыясненным.

Более детально была изучена система
RADAR (Restriction by Adenosine Deaminase
Acting on RNA; рестрикция с участием аденозин!
деаминазы, воздействующей на РНК). Ядро этой
системы образовано ATPазой RdrA и аденозин!
деаминазой RdrB, которые могут сопровождать!
ся вспомогательными белками (SLATT или
Csx27, которые также участвуют в защите
CRISPR типа VI). Анализ транскриптома инфи!
цированных фагами клеток выявил замены A
на G в секвенированных ридах, в соответствии с
предсказанным RdrB!опосредованным образо!
ванием инозина в РНК клетки!хозяина и вирус!
ной РНК. Было показано, что предпочтительны!
ми мишенями для редактирования являются
вторичные структуры РНК типа шпилек. Инфи!
цирование культуры клеток RADAR+ фагами
при высокой множественности инфекции (MOI)
приводит к остановке клеточного цикла, что
предполагает защитный ответ через механизм
Abi. Такое поведение было приписано редакти!
рованию транспортно!матричной РНК (тмРНК)
хозяина, которая высвобождает рибосомы, «за!
стрявшие» на мРНК в процессе трансляции. Кро!
ме того, было показано, что экспрессия опреде!
ленных ДНК!связывающих белков фага T2 за!
пускает редактирование РНК в неинфицирован!
ной культуре клеток, что позволяет предполо!
жить механизм активации ответа RADAR [149].

NTPase из суперсемейства STAND участвуют
в путях передачи сигнала в процессе програм!
мированной гибели клеток эукариот [216], од!
нако роль этих белков в клетках прокариот на
протяжении долго времени оставалась невыяс!
ненной. В обсуждаемой работе было показано,
что несколько STAND NTPase проявляют ак!
тивность в противофаговой защите, и 5 типов
таких систем были объединены под общим на!
званием AVAST (AntiViral ATPаses/NTPases из
суперсемейства STAND). Было обнаружено, что
домены NTPase слиты с различными предпола!
гаемыми эффекторными доменами (такими,
как нуклеаза, протеаза или SIR2), и было пред!

положено, что они действуют через меха!
низм Abi. Мутационный анализ подтвердил зна!
чимость ATPазы и предполагаемых эффекторов
защитной системы AVAST [149].

Функциональные домены других новых сис!
тем включают нуклеазы (например, было пока!
зано, что DUF4297 из системы Lamassu являет!
ся нуклеазой, участвующей также в CBASS), хе!
ликазы, SIR2, ДНК!связывающие белки, фос!
фатазы и ATPазы, а также множество неанноти!
рованных доменов [149, 207, 208, 217]. Напри!
мер, крупная система Druantia состоит в основ!
ном из генов с неизвестными функциями. Эти
открытия существенно расширили наши пред!
ставления о многообразии биохимических ак!
тивностей, которые могут быть задействованы
при защите клеток от вирусов, и должны проло!
жить путь для дальнейших экспериментальных
исследований новых механизмов защиты.

ВЫВОДЫ

Взаимодействие вирусов со своими хозяева!
ми – это динамичный процесс, который приво!
дит к созданию множества стратегий нападения
и защиты. Гены прокариот, связанные с устой!
чивостью к фагам, являются одними из наибо!
лее быстро эволюционирующих, и высокая ско!
рость обновления прокариотических адапта!
ций, сопровождаемая вирусными контрадапта!
циями, часто описывается в терминах гипотезы
Красной Королевы – каждая из сторон, прини!
мающих участие в этой гонке вооружений, обя!
зана приобретать новые адаптации лишь для
сохранения «статуса кво» [218, 219]. Долгосроч!
ные эволюционные исследования показывают,
что скорость накопления мутаций выше в том
случае, когда фаг эволюционирует вместе с
клеткой!хозяином, по сравнению с ситуацией,
когда фаг эволюционирует, в то время как клет!
ка!хозяин сохраняет свой генотип [220, 221].
Одним из примеров, на котором можно оценить
динамику этих взаимодействий, является кон!
фронтация элементов PLE клеток V. cholerae с
фагом ICP1. Используя образцы V. cholera, соб!
ранные начиная с 1940!х годов, можно просле!
дить историю этого соревнования: 5 различных
типов PLE последовательно сменяли друг друга,
предположительно, избегая защиты со стороны
системы CRISPR!Cas, кодируемой фагом ICP1
[199, 205].

Лишь в последние годы мы начали осозна!
вать реальное обилие защитных систем и разно!
образие их механизмов действия. Это сразу ста!
вит вопрос о том, как наличие нескольких за!
щитных систем у отдельной бактерии влияет на



её выживаемость и устойчивость к фагам? Неко!
торые защитные системы являются высоко спе!
цифичными, в то время как другие могут воз!
действовать на несколько фагов как, например,
некоторые системы Abi, которые улавливают
общие нарушения метаболизма хозяина, или
системы, основанные на распознавании ДНК,
которые могут адаптироваться или мутировать
для взаимодействия с новыми последователь!
ностями [3, 222]. Защитные системы оказывают
действие на различные стадии жизненного цик!
ла вирусов, и, в целом, можно обозначить три
основных линии защиты: системы, которые
влияют на поверхность клетки, чтобы предотв!
ратить адсорбцию фага и проникновение его ге!
нома; системы, которые разрушают генетичес!
кий материал фага и системы, которые индуци!
руют клеточную смерть или остановку клеточ!
ного цикла в том случае, если фаг избежал
действия первых двух линий защиты. Можно
предположить, что одновременное присутствие
различных защитных систем в одной клетке по!
вышает шансы клетки на выживание и расши!
ряет круг таргетируемых паразитов. Известно
даже, что некоторые защитные системы
действуют совместно. Например, деградация
ДНК системами R!M типа I приводит к образо!
ванию пула фрагментов ДНК, которые могут
быть использованы как предшественники спей!
серов для системы CRISPR!Cas [64, 223, 224],
или системы Abi, такие как PrrC и ретрон Ec48,
использующие «охранную» стратегию и активи!
руемые только в том случае, если фаг вмешива!
ется в функции других защитных систем [146].
В то же время наличие защитных систем требует
от клетки!хозяина определенных расходов: при
отсутствии фаговой инфекции экспрессия за!
щитных генов требует траты энергии, а их не!
специфическая активность часто бывает опасна
для самой клетки [110, 219, 225]. Таким образом,
баланс между преимуществами, которые дают
системы противовирусной защиты, и сопутству!
ющими затратами определяет количество за!
щитных систем в геноме и распространенность
конкретных систем защиты. В условиях низкого
давления со стороны фагов защитные системы
могут быть утрачены, и их сохранению в попу!
ляции способствуют активный горизонтальный
перенос генов (HGT), подавление экспрессии и
фазовые вариации [226, 227].

Новые открытия позволили выделить допол!
нительные особенности систем защиты, ранее
не столь очевидные.

– Между различными защитными система!
ми может происходить обмен функциональны!

ми модулями, и сходные белковые домены мо!
гут быть вовлечены в различные типы защи!
ты [208]. Например, модуль модификации сис!
темы Dnd может быть ассоциирован с эффекто!
рами DndFGH или PblABCDE, нуклеаза NucC
может быть ассоциирована с CBASS или
CRISPR!Cas типа III, а домены TIR обнаружи!
ваются в CBASS и Thoeris и т.д. [161, 210, 228].

– Наличие защитных систем характерно не
только для прокариотических геномов. Так,
MGE различного вида широко используют сис!
темы защиты в конфликтах между собой или для
подавления клетки!хозяина [205, 226]. Напри!
мер, недавно при метагеномном исследовании
гигантских фагов было обнаружено множество
локусов CRISPR со спейсерами, нацеленными
на другие фаги [229].

– Было показано, что белки, характерные
для систем иммунитета эукариот, выполняют
аналогичные функции у прокариот, например,
cGAS, pAgo, STING, TIR, STAND [105, 149, 151,
158, 210]. Недавняя работа Burroughs и
Arravind [208] расширяет этот список, показы!
вая, что гомологи Wnt, YEATS, TPR!S и других
доменов встречаются в прокариотических ост!
ровках защиты. Филогенетический анализ этих
доменов указывает на прокариотическое проис!
хождение, и это позволяет предположить, что
некоторые иммунные механизмы возникли ещё
до ответвления эукариот и были унаследованы
последними.
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Bacteriophages or phages are viruses that infect bacterial cells (for the scope of this review we will also consider virus!
es that infect Archaea). The constant threat of phage infection is a major force that shapes evolution of microbial
genomes. To withstand infection, bacteria had evolved numerous strategies to avoid recognition by phages or to direct!
ly interfere with phage propagation inside the cell. Classical molecular biology and genetic engineering had been
deeply intertwined with the study of phages and host defenses. Nowadays, owing to the rise of phage therapy, broad
application of CRISPR!Cas technologies, and development of bioinformatics approaches that facilitate discovery of
new systems, phage biology experiences a revival. This review describes variety of strategies employed by microbes to
counter phage infection. In the first part defense associated with cell surface, roles of small molecules, and innate
immunity systems relying on DNA modification were discussed. The second part focuses on adaptive immunity sys!
tems, abortive infection mechanisms, defenses associated with mobile genetic elements, and novel systems discovered
in recent years through metagenomic mining.

Keywords: bacteriophages, immunity systems, CRISPR!Cas, Abortive infection, Toxin!Antitioxin, PICI, prokaryot!
ic Argonaute, CBASS



554

БИОХИМИЯ,  2021,  том  86,  вып.  4,  с.  554  –  563

УДК 577.25

1 Санкт�Петербургский политехнический университет Петра Великого,
лаборатория молекулярной нейродегенерации, 195251 Санкт�Петербург, Россия;

электронная почта: ninakraskovskaya@gmail.com; mnlabspb@gmail.com
2 Юго�Западный медицинский центр Университета Техаса,

отдел физиологии, Даллас, 75390 Техас, США

Поступила в редакцию 16.10.2020
После доработки 24.12.2020

Принята к публикации 24.12.2020

Болезнь Хантингтона (БХ) является нейродегенеративным, доминантно�наследуемым генетическим забо�
леванием. Причиной БХ является экспансия полиглутаминового тракта в гене белка хантингтина. На кле�
точном уровне БХ характеризуется накоплением мутантного белка хантингтина в клетках головного мозга,
что приводит к развитию фенотипа БХ, при котором наблюдаются психические расстройства, снижение
когнитивных способностей и прогрессирующие двигательные нарушения, проявляющиеся в виде хореи.
Несмотря на многочисленные исследования, до сих пор не установлена однозначная связь между накопле�
нием мутантного белка и селективной гибелью нейронов стриатума. Результаты исследований последних
лет указывают на нарушения в кальциевом гомеостазе нейронов стриатума при БХ. Клетки данного типа
крайне чувствительны к изменениям в концентрации кальция в цитоплазме, и чрезмерное его повышение
приводит к их гибели. Один из возможных путей нормализации кальциевого баланса в нейронах стриатума
лежит через воздействие на сигма�1�рецептор (С1Р). Данный белок действует как кальциевый сенсор и про�
являет модулирующую шаперонную активность в условиях клеточного стресса, наблюдаемого при развитии
многих нейродегенеративных заболеваний. Лиганд�опосредованное функционирование делает С1Р новой
перспективной молекулярной мишенью для разработки лекарственной терапии при БХ на основе агонис�
тов данного рецептора.
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Хантингтона (БХ) является нейро�
дегенеративным, доминантно�наследуемым ге�
нетическим заболеванием и характеризуется

тремя основными клиническими симптомами:
психические расстройства, снижение когнитив�
ных способностей и экстрапирамидные рас�
стройства. Все три нарушения быстро прогрес�
сируют и в конечном итоге приводят к слабо�
умию и кахексии [1, 2]. Известно, что при БХ в
первую очередь поражается стриатум, так как
клеточной гибели наиболее подвержены нейро�
ны именно этой области – ГАМКергические
средние шипиковые нейроны (СШН), которые
составляют 95% нейронов стриатума. Стриатум
является частью базальных ганглиев – области
мозга, которая играет ключевую роль в контро�
ле движений и поведения. Дегенерация клеток
стриатума приводит к нарушениям двигатель�
ной активности, что выражается в появлении у
больных характерных непроизвольных, беспо�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : БХ – болезнь Хантингтона;
ДУВК – депо�управляемый вход кальция; кальций – Ca2+;
MAM – мембрана ЭПР, ассоциированная с митохондрией;
СШН – средний шипиковый нейрон стриатума; ЭПР –
эндоплазматический ретикулум; IP3 – инозитол�3�фос�
фат; С1Р – сигма�1�рецептор; IP3R1 – рецептор инозитол�
3�фосфата 1�типа; mHtt – мутантный хангтинтин;
NMDAR – рецептор, активируемый N�метил�D�аспарта�
том; 3�PPP – (3�(3�гидроксифенил)�N�n�пропилпипери�
дин); STIM – strome interaction molecule; TRPC – transient
receptor potential canonical; VGCC – потенциал�зависимые
Ca2+�каналы.
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рядочных, отрывистых движений, семантичес�
ки объединенных термином «хорея», которая
является основным клиническим симптомом
данного заболевания.

На молекулярном уровне увеличение коли�
чества повторов кодона CAG в первом экзоне
гена хантингтина выше порога в 36 триплетов
приводит к патологическому удлинению поли�
глутаминового тракта в белке и развитию фено�
типа БХ [3]. Продуктом данного гена является
растворимый белок хантингтин (Htt) с молеку�
лярной массой 348 кДа. Несмотря на точно уста�
новленную генетическую природу данного за�
болевания, до сих пор не известны конкретные
молекулярно�биохимические пути, нарушаю�
щиеся в клетках под воздействием мутантного
хантингтина (mHtt). Известно, что Htt тран�
скрибируется в различных тканях и имеет мно�
жество партнёров по взаимодействию [4]. Он
участвует в таких важных клеточных процессах,
как экспрессия генов, внутриклеточный транс�
порт белков и везикул, передача сигналов, а так�
же вовлечён в анти�апоптотические биохими�
ческие каскады. На животных моделях показа�
но, что отсутствие Htt приводит к гибели орга�
низма на стадии эмбриогенеза.

Согласно кристаллической структуре, поли�
глутаминовый тракт белка представляет собой
альфа�спираль, участвующую в белок�белковых
взаимодействиях [5]. В зависимости от белково�
го окружения он также может принимать раз�
личные альтернативные виды фолдинга. Удли�
нение данного участка приводит к повышению
вероятности взаимодействий с белковыми парт�
нёрами, нетипичными для Htt дикого типа, а
также, скорее всего, является причиной накоп�
ления агрегатов mHtt в ядре, цитоплазме и отро�
стках нейрона. Основным следствием увеличе�
ния полиглутаминового тракта в mHtt является
изменение структуры белка с последующей ги�
потетической потерей нормальной и приобрете�
нием им токсичной функции, что в любом слу�
чае приводит к нарушению функционирования
клетки.

В последние годы агрегационная гипотеза
патогенеза БХ, которую можно описать одно�
значной связью «агрегация = токсичность», была
подвергнута сомнению, а токсический эффект
mHtt на настоящий момент связывается либо с
абберантными взаимодействиями мономерной
формы мутантного белка, либо с его олигомер�
ными формами [6, 7]. Последние данные гово�
рят о том, что токсичны именно дезагрегиро�
ванные формы белка, к тому же первые биохи�
мические нарушения детектируются в клетке
ещё до появления агрегатов mHtt [7–9]. Таким
образом, остается актуальным поиск новых аль�

тернативных теорий, которые могли бы на мо�
лекулярном уровне объяснить токсический эф�
фект mHtt. Исследования показали, что белок
Htt с увеличенным полиглутаминовым трактом
характеризуется приобретением новых патоло�
гических функций, влияющих на такие ключе�
вые аспекты функционирования нейронов, как
аксональный транспорт [10], эндоцитоз [11], си�
наптическая передача [12] и кальциевый (Ca2+)
сигналлинг [13]. Нарушения механизмов Ca2+�
регуляции в СШН связывают с их селективной
дегенерацией при развитии БХ [14]. В настоя�
щем обзоре обобщаются имеющиеся в литерату�
ре данные о нарушениях Ca2+�сигналлинга при
развитии БХ, в особенности в эндоплазматичес�
ком ретикулуме (ЭПР), и их вкладе в развитие
синаптической дисфункции, как одного из са�
мых ранних проявлений нейропатологических
процессов на клеточном уровне. Также обсужда�
ется роль сигма�1�рецептора (С1Р) в развитии
патогенеза БХ и перспективы применения его
агонистов, в частности придопидина, для нор�
мализации Ca2+�баланса в нейронах и поддер�
жания функциональной активности синапсов
на самых ранних стадиях развития нейропато�
логических изменений.

РОЛЬ КАЛЬЦИЯ В ПАТОГЕНЕЗЕ
БОЛЕЗНИ ХАНТИНГТОНА

Са2+ является одним из важнейших вторич�
ных посредников в нейронах, преобразующих
поступающие извне сигналы в активацию эф�
фекторных ферментов и запуск Са2+�опосредо�
ванных каскадов биохимических реакций, фор�
мирующих специфический клеточный ответ,
влияющий на структуру и функцию нейронов.
Механизмы регуляции Са2+ запускаются путем
входящего тока Са2+ в цитоплазму нейрональ�
ных клеток при различных стимулах через по�
тенциал�зависимые (VGCC) и лиганд�управляе�
мые Ca2+�каналы, а также каналы семейства
transient receptor potential canonical (TRPC). Так�
же возможно увеличение внутриклеточной кон�
центрации Са2+ при его выходе в цитоплазму из
внутриклеточных депо, в основном из гладкого
эндоплазматического ретикулума, при актива�
ции сигнальных каскадов других вторичных
посредников, таких как инозитол�3�фосфат
(IP3), или при активации рианодиновых рецеп�
торов. Поскольку ЭПР является основным ди�
намическим депо Са2+ в клетках, существует ме�
ханизм, обеспечивающий приток Са2+ из вне�
клеточного матрикса для поддержания стабиль�
ного уровня Са2+ в ЭПР в отсутствии притока
через потенциал�зависимые и лиганд�управляе�
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мые Са2+�каналы. Депо�управляемый вход Са2+

(ДУВК) представляет собой каскад биохимичес�
ких реакций, который активируется при опусто�
шении запасов Са2+ внутри клетки и запускает
вход Са2+ из внеклеточного пространства для его
восполнения во внутриклеточных депо [15].
В ходе этого процесса активируются белки се�
мейства strome interaction molecule (STIM), яв�
ляющиеся Са2+�сенсорами, которые, в свою
очередь, активируют расположенные на плазма�
тической мембране высокоселективные Са2+�
каналы из семейств ORAI и TRPC, по которым
Са2+ поступает в цитозоль и далее в ЭПР при по�
мощи ATPазы сарко/эндоплазматического ре�
тикулума (SERCA).

В невозбудимых клетках ДУВК является ос�
новным источником восполнения внутрикле�
точных запасов Са2+. Долгое время считалось,
что ДУВК отсутствует в нейронах, пока не было
показано, что белки семейства ORAI, а также
белок STIM1 и его гомолог STIM2 экспрессиру�
ются в ЦНС [16–18]. Белок STIM2 является бо�
лее чувствительным Са2+�сенсором, чем его го�
молог, STIM1, поскольку он активируется даже
при незначительных изменениях концентрации
Са2+ в ЭПР [18]. STIM2 имеет меньшую кинети�
ку олигомеризации, в связи с чем менее эффек�
тивно связывается с белками семейства
ORAI [19]. Предполагается, что таким образом
обеспечивается нейропротекторный эффект, за�
щищающий нейроны от чрезмерного повыше�
ния концентрации Са2+ внутри клетки.

Роль Са2+, как вторичного посредника, труд�
но переоценить, поскольку наиболее важные
функции нейронов, такие как изменение возбу�
димости нейронов (посредством изменения ак�
тивности и характера экспрессии ионных кана�
лов), синаптическая передача и синаптическая
пластичность, а также изменения в экспрессии
генов основаны на ряде Са2+�зависимых про�
цессов, включающих активацию Ca2+�активиру�
емых эффекторных белков, вовлеченных в Са2+�
сигналлинг. Поэтому, ввиду чрезвычайной
чувствительности нейронов к концентрации
Ca2+ внутри клетки, даже небольшие изменения
в нейронах способны нарушать тонкие механиз�
мы Са2+�регуляции и в конечном итоге привес�
ти к гибели нейрональных клеток [20].

Молекулярно�биологическими методами
было показано изменение концентрации Са2+ в
нейронах стриатума [21], а также изменение
уровней экспрессии многих белков Са2+�сиг�
наллинга при БХ. Самые ранние исследования
патогенеза БХ указывали на нейротоксическое
действие глутамата, вызывающего дегенерацию
нейронов стриатума. В частности, интрастриат�
ные инъекции нейротоксинов, таких как хино�

линовая кислота, индуцируют избыточное по�
ступление Са2+ в нейроны через ионотропные
рецепторы глутамата, приводят к выраженной
гибели клеток из�за эксайтотоксичного эффек�
та [22]. В результате у животных наблюдается
фенотип схожий с БХ. Одна из гипотез, связы�
вающих повышенную уязвимость СШН и ток�
сичное действие глутамата, заключается в том,
что экспрессия mHtt способствует увеличению
активности внесинаптических рецепторов, ак�
тивируемых N�метил�D�аспартатом (NMDAR)
[23]. В присутствии mHtt в СШН наблюдается
увеличение плотности Са2+�тока через NMDAR,
содержащие N2R субъединицы, которые преи�
мущественно являются внесинаптическими в
зрелых нейронах. В то время как активация си�
наптических NMDAR способствует экспрессии
анти�апоптотических, антиоксидантных и ней�
ропротекторных факторов, таких как нейротро�
фический фактор мозга, который поддерживает
рост нейритов и формирование дендритных ши�
пиков; активация внесинаптических NMDAR
вызывает противоположный эффект, ассоци�
ированный с активацией про�апоптотических
факторов. Фармакологическое ингибирование
NMDAR с помощью низких доз мемантина,
блокирующих пул внесинаптических рецепто�
ров, оказывает нейропротекторный эффект, что
было продемонстрировано на первичной куль�
туре стриатных клеток, выделенных из мышей с
моделью БХ [24], а также в первой фазе клини�
ческих испытаний [25].

Важным этапом развития «кальциевой гипо�
тезы» патогенеза БХ стало открытие новой ток�
сичной функции mHtt, заключающейся в его
непосредственной ассоциации с С�концом ре�
цептора инозитол�3�фосфата первого типа
(IP3R1), располагающегося на мембране ЭПР –
основного динамического внутриклеточного
Са2+�депо, располагающегося на мембране ЭПР.
На мышиной модели БХ было показано, что
белки, ассоциированные с Htt 1�го типа, mHtt и
IP3R1 формируют белковые комплексы на
мембране ЭПР, опосредующие избыточный вы�
ход Са2+ из внутриклеточного депо в результате
повышения сродства IP3 к своему рецепто�
ру [26]. Снижение содержания Са2+ в ЭПР при�
водит к нарушению фолдинга белков, накопле�
нию и агрегации непроцессированных белков,
вызывая ЭПР�стресс. Для восполнения запа�
сов Са2+ в ЭПР запускается компенсаторный
механизм – ДУВК [27]. На различных клеточ�
ных моделях БХ была выявлена повышенная ак�
тивация данного биохимического пути [28–30],
а также повышение уровня экспрессии бел�
ка STIM2, отвечающего за активацию данного
биохимического пути [30]. Кроме того, гиперак�

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  4  2021

556



СИГМА�1�РЕЦЕПТОР – НОВАЯ МИШЕНЬ ДЛЯ ТЕРАПИИ БОЛЕЗНИ ХАНТИНГТОНА

тивация ДУВК была продемонстрирована на
индуцированных плюрипотентных стволовых
клетках, полученных от пациентов с БХ [31]. Со
временем, вследствие чрезмерной активации
данного биохимического пути, компенсатор�
ный механизм становится патологическим, по�
скольку Са2+ начинает накапливаться в цито�
плазме, в конечном итоге индуцируя апоптоз
СШН [32]. Кроме того, гиперактивация ДУВК
может приводить к нарушению специфичных
функций нейрональных клеток. В целом ряде
работ показано, что активация ДУВК негативно
влияет на работу VGCC, что выражается в их ин�
тернализации при запуске ДУВК [33]. Электро�
физиологический анализ нейронов стриатума
выявил первоначальное увеличение плотности
VGCC, которое затем сменялось снижением их
плотности при БХ [34]. Снижение плотности
VGCC может являться критическим фактором,
определяющим ингибирующее действие СШН,
поскольку выброс нейромедиатора напрямую
контролируется VGCC [35]. Долговременное
ингибирование VGCC может приводить к сни�
жению выброса тормозного нейромедиатора
ГАМК и нарушению в ингибировании эффек�
торных отделов головного мозга. В то же время
показано, что в культуре нейронов коры, полу�
ченных от мышей с моделью БХ, наблюдается
увеличение входа Са2+ в пресинаптическую тер�
миналь через VGCC N�типа, и это приводит к
повышенному высвобождению глутамата [35].
Кроме того, в нейронах коры наблюдается по�
вышение экспрессии VGCC L�типа, а также уве�
личение общей плотности Са2+�токов в каналах
данного типа [36].

Повышенный выброс глутамата из аксонных
терминалей нейронов коры наблюдается на до�
вольно ранних стадиях развития нейропатоло�
гии, задолго до наступления первых клиничес�
ких симптомов [36, 37], и согласуется с гипоте�
зой о том, что повышенное высвобождение глу�
тамата вызывает эксайтотоксическое поврежде�
ние СШН. На более поздних стадиях происхо�
дит уменьшение высвобождения глутамата из
кортикальных нейронов, что также вносит
вклад в развитие кортико�стриатной синапти�
ческой дисфункции [37]. Поскольку mHtt
экспрессируется во всех клетках головного моз�
га, изменение Са2+�гомеостаза может нарушать
Са2+�зависимые механизмы синаптической пе�
редачи как в пре�, так и в постсинаптической
области, в том числе из�за повышения актив�
ности ДУВК.

Нарушение функциональной активности
митохондрий вносит существенный вклад в раз�
витие патогенеза БХ. Митохондрии играют кри�
тическую роль в поддержании нейронов, гене�

рируя ATP и биосинтетические субстраты, под�
держивая Ca2+�гомеостаз и инициируя апоптоз.
Важными механизмами, напрямую влияющими
на активность и функционирование митохон�
дрий, являются процессы слияния и деле�
ния [38]. Слияние помогает смягчить стресс,
смешивая содержимое частично поврежденных
митохондрий как форму комплементации. Де�
ление необходимо для создания новых митохон�
дрий, а также способствует контролю качества,
позволяя удалять поврежденные митохондрии,
и может способствовать апоптозу во время вы�
соких уровней клеточного стресса. При гисто�
патологическом исследовании у пациентов с БХ
было выявлено значительное и прогрессирую�
щее, в зависимости от стадии, уменьшение ко�
личества митохондрий в СШН с заметным из�
менением их размера [39]. Эти нарушения в со�
четании со значительным увеличением экспрес�
сии белка деления Drp1 и снижением белка сли�
яния митофизина 1�го типа свидетельствуют о
высоком уровне клеточного стресса в нейро�
нах [40]. Митохондрии являются одним из внут�
риклеточных Ca2+�депо, захватывая избыточ�
ный цитозольный Ca2+, поддерживают его жест�
кую внутриклеточную регуляцию. Когда буфер�
ные способности митохондрий истощаются,
происходит критическое изменение мембран�
ного потенциала, вызывая открытие митохон�
дриальной поры переходной проницаемости,
высвобождая апоптотические медиаторы, такие
как цитохром с, в цитозоль, что запускает гибель
нейрона. Большое количество исследований
свидетельствует об изменении мембранного по�
тенциала и снижении буферной емкости Ca2+ в
митохондриях [41–45]. Причем у пациентов с
ювенальной формой БХ снижение буферной
емкости наблюдается гораздо раньше по сравне�
нию с проявлением в зрелом возрасте [46].

Почти 90% IP3R локализуется в специализи�
рованных участках мембраны ЭПР, ассоцииро�
ванных с митохондрией (МАМ, mitochondria�
associated membrane). Нарушение Ca2+�баланса в
ЭПР вследствие гиперактивации IP3R1 может
критически влиять на организацию MAM,
синхронность молекулярных процессов и функ�
циональную взаимосвязь между двумя органел�
лами, что приводит в конечном итоге к наруше�
нию в функционировании митохондрий и за�
пуску про�апоптотических сигнальных каска�
дов. В частности, в недавнем исследовании бы�
ло продемонстрировано, что в культуре нейро�
нов стриатума, полученных от мышей с мо�
делью БХ, наблюдалось снижение ко�локализа�
ции ЭПР и митохондрий [47]. Продемонстриро�
вано, что в стриатуме двух различных мышиных
моделей БХ и в стриатуме пациентов наблюда�
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лось значительное снижение уровня IP3R1 и
белка�шаперона Grp75, ключевого белка, обес�
печивающего трансфер Са2+ из ЭПР в митохон�
дрии. Снижение уровня митофизина 2�го типа
наблюдалось также в стриатуме пациентов с БХ.
Ингибирование белка Drp1 не только предот�
вращало потерю контактов между ЭПР и мито�
хондрией, но также восстанавливало трансфер
Ca2+ из ЭПР в митохондрии, восстанавливая
Ca2+�баланс в нейронах.

Наиболее чувствительными к изменению
внутриклеточной концентрации Са2+ являются
синаптические контакты, в особенности об�
ласть постсинапса, поскольку функциональная
активность постсинаптических дендритных
шипиков во многом определяется внутрикле�
точной концентрацией Са2+. Изменение Са2+�
регуляции в нейронах стриатума на самых ран�
них стадиях развития БХ приводит к элимина�
ции синаптических связей и развитию кортико�
стриатной синаптической дисфункции, кото�
рая, как считается, приводит в дальнейшем к
двигательным нарушениям, характерным для
данной нейропатологии. Cчитается, что элими�
нация дендритных шипиков СШН в значитель�
ной степени зависит от экспрессии mHtt в дан�
ном типе клеток. Однако целый ряд исследова�
ний указывает на взаимосвязь стабильности
дендритных шипиков с нарушением Ca2+�сиг�
наллинга в пресинаптической области [48–50].
В частности, недавние исследования показали,
что в присутствии mHtt в культуре кортикаль�
ных нейронов наблюдается повышение частоты
миниатюрных синаптических выбросов глута�
мата, опосредованное спонтанным высвобож�
дением Ca2+ из ЭПР, и снижение выброса глута�
мата при генерации потенциала действия [50]. В
культуре нейронов коры, выделенных из мышей
с моделью БХ, также наблюдается снижение ко�
личества грибовидных дендритных шипиков,
которые считаются стабильными функциональ�
но�активными постсинаптическими структура�
ми. Снижение количества грибовидных шипи�
ков в пирамидных нейронах обусловлено нару�
шением гомеостатической синаптической плас�
тичности вследствие нарушения Ca2+�сигнал�
линга [51]. Важность афферентной иннервации
от нейронов коры была также продемонстриро�
вана с помощью оптогенетического подхода.
Длительное угнетение спонтанной активности
нейронов коры приводило к значительному
снижению плотности СШН в ко�культуре ней�
ронов коры и стриатума, выделенных из мышей
с моделью БХ по сравнению с диким типом [2].
Аналогичные результаты наблюдались в оптоге�
нетических исследованиях ex vivo на кортико�
стриатных срезах мышей с моделью БХ. Пико�

вая амплитуда и площадь рецептора, активируе�
мого α�амино�3�гидрокси�5�метил�4�изоксазол�
пропионовой кислотой (AMPAR), и NMDAR�
опосредованных ответов, вызванных стимуля�
цией нейронов коры, были снижены в СШН,
что хорошо коррелирует со снижением плотнос�
ти дендритных шипиков в данном типе кле�
ток [52]. Развитие синаптической дисфункции в
присутствии mHtt, по�видимому, является сис�
темным патологическим процессом, поскольку
при БХ наблюдаются также функциональные
изменения в таламо�стриатных синапсах, при�
чем эти изменения предшествуют кортико�
стриатным [53]. В частности, в таламо�стриат�
ных синапсах, также как и в кортико�стриат�
ных, наблюдалось повышение внесинаптичес�
кого тока Ca2+ через NMDAR, а также соотно�
шение токов через AMPAR и NMDAR.

Таким образом, различные нарушения Са2+�
гомеостаза в нейронах стриатума при БХ под
действием mHtt могут повлиять на целый ряд
молекулярных механизмов функционирования
СШН. В связи с этим различные препараты,
способствующие нормализации Са2+�баланса в
клетках стриатума, например, вещества, препят�
ствующие ассоциации IP3R1 с mHtt, или инги�
биторы ДУВК могут являться потенциальными
терапевтическими агентами для лечения БХ.

РОЛЬ СИГМА�1�РЕЦЕПТОРА В КАЧЕСТВЕ
МОДУЛЯТОРА КАЛЬЦИЕВОГО

БАЛАНСА В НЕЙРОНАХ
ПРИ БОЛЕЗНИ ХАНТИНГТОНА

Сигма�рецепторы изначально считались
разновидностью опиоидных рецепторов, одна�
ко сейчас они классифицируются как отдель�
ный класс уникальных по структуре и набору
связывающихся с ними лигандов. Среди рецеп�
торов данного класса фармакологически наибо�
лее изучен рецептор первого типа. Его функцио�
нальная активность и локализация зависят от
функционального состояния клетки, стимуля�
ции рецептора лигандами, а также от уровня
Са2+ в ЭПР. В неактивном состоянии, а также
при стимуляции антагонистами С1Р формирует
устойчивый комплекс с другим резидентным
шапероном ЭР – белком связывания иммуно�
глобулинов (binding immunoglobulin protein, BiP
или GRP78), который является Са2+�сенсо�
ром [54]. На молекулярном уровне C1Р пред�
ставляет собой лиганд�управляемый молекуляр�
ный шаперон, который принимает участие в
различных биохимических путях, активирую�
щихся в условиях клеточного стресса. Напри�
мер, при инициации стресса в ЭПР С1Р регули�
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рует функцию IP3R, обеспечивая трансфер Са2+

в митохондрии, поддерживая синтез ATP и ин�
гибируя запуск апоптотических каскадов [54,
55]. Формирование белкового комплекса
С1Р–IP3R происходит в МАМ.

Несколько независимых экспериментальных
групп показали на невозбудимых клетках, что
активность ДУВК может быть ингибирована при
помощи С1Р [56, 57]. В частности, активация
С1Р при помощи агонистов снижает амплитуду
ДУВК, а аппликация антагонистов рецептора,
наоборот, усиливает активность данного биохи�
мического пути. Нокдаун рецептора в культуре
клеток также повышает амплитуду ДУВК. Было
также продемонстрировано, что С1Р непосред�
ственно взаимодействует с белками STIM1 и
ORAI1 и препятствует их ассоциации [56].

Кроме того, С1Р играет важную роль в под�
держании биоэнергетического баланса в нейро�
нах, а также выступает в качестве модулятора
широкого спектра ионных каналов различных
типов, включая Са2+ и Са2+�активируемые кана�
лы [58–62]. Миссенс�мутация E102Q в молекуле
рецептора приводит к развитию ювенальной
формы бокового амиотрофического склеро�
за [63]. Данная мутация приводит к снижению
продукции ATP в нейронах и вызывает гибель
нервных клеток [64]. Нокдаун С1Р в нейронах
гиппокампа приводит к уменьшению размера
митохондрий, а также к изменению мембранно�
го потенциала [65]. На ганглиозных клетках сет�
чатки было показано, что С1Р препятствует эк�
сайтотоксичности и снижает апоптоз клеток,
регулируя Ca2+�сигналлинг и ингибируя актива�
цию про�апоптотических факторов, таких как
Bax и каспаза 3�типа [66]. Нарушение Са2+�ба�
ланса в ЭПР может непосредственно влиять на
агрегацию mHtt при развитии БХ. В частности,
было продемонстрировано, что IP3R1 является
важной молекулярной мишенью при БХ, по�
скольку нокдаун и химическое ингибирование
IP3R1 снижают агрегацию mHtt и предотвраща�
ют гибель клеток [67]. Кроме того, было показа�
но, что внутриядерные включения, состоящие
из агрегатов mHtt в нейронах, ко�локализуются
с С1Р в головном мозге пациентов, пораженных
болезнями полиглутаминового тракта, в том
числе при БХ [68]. На клеточной модели БХ бы�
ло показано, что подавление экспрессии С1Р с
помощью анти�смысловой РНК увеличивало
количество агрегатов mHtt как в цитоплазме,
так и в ядре клеток. Более того, активность про�
теасом была значительно снижена после нокда�
уна С1Р [68].

Важные результаты, свидетельствующие о
вовлеченности С1Р в модуляцию Са2+�сигнали�
зации в нейронах, были получены при исследо�

вании нейропротекторных свойств придопиди�
на, который в настоящий момент рассматрива�
ется как потенциальный терапевтический агент
для лечения БХ [69–71]. Придопидин изначаль�
но был открыт как «дофаминовый стабилиза�
тор», связывающийся с D2�рецепторами дофа�
мина. Однако сродство придопидина к D2�ре�
цепторами дофамина невелико (Kd = 60 мкМ). В
то же время структурный аналог придопидина,
соединение 3�PPP (3�(3�гидроксифенил)�N�n�
пропилпиперидин), является высоко аффин�
ным лигандом С1Р (Kd = 80 нМ) [72]. Зависи�
мость «доза–эффект» для придопидина имеет
куполообразную форму, характерную для боль�
шинства агонистов С1Р [73]. Последние иссле�
дования с помощью позитронно�эмиссионной
томографии также показали, что при клиничес�
ки значимой разовой дозе придопидин действу�
ет как селективный агонист С1Р, демонстрируя
почти полное связывание с С1Р и незначитель�
ное – с рецепторами дофамина D2 и D3 [74].

Придопидин и 3�PPP оказывают нейропро�
текторный эффект в наномолярных концентра�
циях на клеточной модели БХ. Оба соединения
стабилизировали синаптические связи между
кортикальным и стриатными нейронами в пер�
вичных кортико�стриатных ко�культурах, полу�
ченных из мышей линии YAC128. Нокдаун С1Р с
помощью Cas9 нивелировал нейропротекторное
действие придопидина и 3�PPP. Интересно, что
нокаут С1Р приводил к значительному сниже�
нию плотности дендритных шипиков в ко�куль�
туре нейронов коры и стриатума, выделенных из
мышей дикого типа. Это наблюдение указывает
на важную роль С1Р в поддержании стабильнос�
ти дендритных шипиков. Синаптопротекторное
действие придопидина напрямую связано с
Са2+�регуляцией в нейронах, что было подтверж�
дено серией экспериментов по Са2+�визуализа�
ции. Предыдущие исследования показали, что
аномальный Ca2+�сигналлинг в постсинаптичес�
ких шипиках ответственен за их дестабилизацию
при развитии БХ. Аппликация придопидина в
кортико�стриатную культуру, выделенную из
мышей с моделью БХ, предотвращала гиперак�
тивность IP3R1, восстанавливала уровень Ca2+ в
ЭПР и снижала активность ДУВК. Нокдаун С1Р
в культуре нейронов дикого типа приводил к ис�
тощению запасов Ca2+ в ЭПР. Это позволяет
предположить, что рецептор может стабилизи�
ровать дендритные шипики посредством гомео�
статического контроля уровня Ca2+. Придопи�
дин оказывал также нейропротекторное дей�
ствие в культуре нейронов коры, выделенных из
мышей с моделью БХ, нормализуя дефекты го�
меостатической синаптической пластичности и
повышая плотность дендритных шипиков [51].
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КРАСКОВСКАЯ, БЕЗПРОЗВАННЫЙ

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Подводя итоги, можно заключить, что при
развитии БХ нарушение Са2+�гомеостаза при�
водит к изменению функциональной активнос�
ти нейрональных клеток. На ранних стадиях за�
болевания СШН способны компенсировать на�
рушения Са2+�баланса благодаря большому ко�
личеству компенсаторных механизмов. Однако
с возрастом их нейропротекторный потенциал
уменьшается из�за общего снижения метаболи�
ческой активности клеток и снижения уровня
экспрессии Са2+�буферных белков. Продолжа�
ющиеся нарушения механизмов Са2+�регуля�
ции в конечном итоге вызывают истощение
компенсаторных возможностей клеток и устой�
чивое повышение уровня цитозольного Са2+,
что фактически приводит к дегенерации ней�
ронов.

С1Р представляет собой перспективную те�
рапевтическую мишень для лечения БХ, по�
скольку принимает участие в модуляции актив�
ности различных Са2+�зависимых сигнальных
путей. Активация С1Р с помощью селективных
агонистов защищает нейроны от эксайтоток�
сичного действия глутамата, снижает гиперак�
тивацию ДУВК и поддерживает структурную
целостность МАМ, необходимую для синхрон�
ной активности между митохондрией и ЭПР, а
также обеспечения биоэнергетического баланса
в клетках. Придопидин, который в настоящий
момент рассматривается как высокоселектив�
ный агонист С1Р, оказывает нейропротекторное
действие на различных клеточных и животных
моделях БХ, во многом обусловленное норма�

лизацией Са2+�сигналлинга в нейронах. Осо�
бенно важным является синаптопротекторное
действие придопидина, наблюдаемое как в ней�
ронах коры, так и в нейронах стриатума, что мо�
жет свидетельствовать о системном эффекте
придопидина в терапии БХ. Поскольку развитие
синаптической дисфункции является одним из
самых ранних проявлений нейропатологии на
клеточном уровне, нормализация Са2+�баланса
при помощи придопидина может остановить
развитие заболевания на молекулярном уровне,
начиная с самых ранних стадий. В связи с этим
можно предположить, что наибольший терапев�
тический эффект придопидина будет наблю�
даться в случае превентивной терапии еще до
стадии первых клинических симптомов, что
поддержит компенсаторные возможности ней�
рональных клеток и существенно задержит
прогрессирование БХ.
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NORMALIZATION OF THE CALCIUM BALANCE IN  STRIATAL NEURONS
IN HUNTINGTON’S DISEASE: THE ROLE OF SIGMA 1 RECEPTOR

AS A POTENTIAL TARGET FOR THERAPY

Mini�review
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Huntington’s disease (HD) is a neurodegenerative, dominantly inherited genetic disease. The cause of HD is the
expansion of the polyglutamine tract in the huntingtin gene. At the cellular level HD is characterized by the accumu�
lation of a mutant huntingtin protein in brain cells resulting in development of the HD phenotype which include
mental disorders, decreased cognitive abilities and progressive motor impairment in the form of chorea. Despite
numerous studies, a clear connection between the accumulation of mutant protein and the selective death of striatal
neurons has not yet been established. Recent studies have shown impairment in calcium homeostasis in striatal neu�
rons in case of HD. Cells of this type are extremely sensitive to changes in the concentration of calcium in the cyto�
plasm and its excessive increase leads to their death. One of the possible ways to normalize the calcium balance in
striatum neurons is through to the sigma 1 receptor (S1R). This protein is a calcium sensor and exhibits modulating
chaperone activity under conditions of cell stress observed during the development of many neurodegenerative dis�
eases. Ligand�operated functioning makes S1R a new promising molecular target for the development of drug thera�
py for HD treatment based on the agonists of the receptor.
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Эндоплазматический ретикулум (ЭПР) очень чувствителен к питательному и энергетическому состоянию
клеток. Нарушение гомеостаза ЭПР приводит к накоплению развернутых/неправильно свернутых белков в
просвете ЭПР, что определяется как ЭПР#стресс. ЭПР#стресс запускает процесс отклика на неструктуриро#
ванные белки (UPR). Предполагается, что хронический стресс ЭПР связан с ожирением и резистентностью
к лептину. Мы стремились изучить роль ЭПР#стресса и эффект воздействия фенилмасляной кислоты
(PBA), ингибитора ЭПР#стресса, на ожирение, а также их влияние на передачу сигналов лептина. В этом
исследовании участвовали двадцать четыре худых и двадцать четыре лептин#дефицитных (ob/ob) мышей.
В соответствии с введением PBA эти мыши были разделены на две группы. Островки поджелудочной желе#
зы выделяли, затем инкубировали с лептином в течение 48 часов. С помощью ПЦР в реальном времени в
островках измеряли экспрессию C/EBP гомологичного белка (CHOP) и X#box связывающего белка (1XBP1)
в качестве сигнальных индикаторов UPR, а также экспрессию супрессора цитокиновой передачи сигна#
ла 3 (SOCS3) в качестве регулятора передачи сигналов лептина. Уровни экспрессии XBP1 и CHOP были за#
метно увеличены в ob/ob#контроле по сравнению с другими группами с обработкой лептином и без него.
Соответственно, не было значительных различий в уровне экспрессии XBP1 и CHOP для ob/ob мышей, по#
лучивших PBA, и худых мышей. После обработки лептином уровнь экспрессии SOCS3 был значительно по#
вышен у ob/ob мышей, получавших PBA, по сравнению с контрольными ob/ob. Не было существенной раз#
ницы между ob/ob мышами, получавшими PBA, и худыми мышами в отношении уровней SOCS3 с обработ#
кой лептином и без него. Наши результаты показали, что ЭПР#стресс играет важную роль в патологии ожи#
рения, а также, что PBA снижает ЭПР#стресс и может потенциально улучшить передачу сигналов лептина.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: химический шаперон, стресс эндоплазматического ретикулума, передача сигнала
лептина, ожирение, фенилмасляная кислота, отклик на неструктурированные белки.
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ХИМИЧЕСКИЙ ШАПЕРОН PBA ОСЛАБЛЯЕТ ЭПР�СТРЕСС
И АКТИВИРУЕТ ЭКСПРЕССИЮ SOCS3,

РЕГУЛЯТОРА ПЕРЕДАЧИ СИГНАЛОВ ЛЕПТИНА
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ВВЕДЕНИЕ

Ожирение – глобальная проблема здравоох#
ранения с высокими показателями заболевае#
мости и смертности в развитых и развивающих#
ся странах [1, 2]. Обычно это связано с систем#
ным и местным воспалением, а также с повы#

шенной выработкой лептина [3, 4]. Лептин об#
ладает действием против ожирения, однако
большинство пациентов с ожирением неадек#
ватно реагируют на повышение уровня лепти#
на [1, 5]. Следовательно, устойчивость к лептину
в основном используется для описания состоя#
ний ожирения, при которых наблюдается ги#
перлептинемия и/или снижение чувствитель#
ности к лечению лептином [4]. Связывание леп#
тина с его рецептором приводит к активации
белков JAK, которые фосфорилируют несколь#
ко остатков тирозина на рецепторе лептина,
обеспечивая рекрутирование и фосфорилирова#
ние STAT. Резистентность к лептину связывают
со снижением лептин#опосредованной JAK#
STAT передачей сигнала [6]. Возможно, SOCS3
или протеин#тирозинфосфатаза 1B (PTP1B)

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ЭПР – эндоплазматичес#
кий ретикулум; CHOP – C/EBP гомологичный белок;
eIf2a – фактор инициации эукариот 2a; ob/ob – мыши с де#
фицитом лептина; PBA – фенилмасляная кислота (phenyl#
butyric acid); SOCS3 – супрессор цитокиновой передачи
сигнала; Stat3 – преобразователь сигнала и активатор
транскрипции 3; UPR – отклик на неструктурированные
белки (unfolded protein response); XBP1 – X#box#связыва#
ющий белок.

* Адресат для корреспонденции.
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участвуют в возникновении устойчивости к леп#
тину. Однако подробный механизм устойчивос#
ти к лептину плохо изучен [5]. Недавно было
высказано предположение, что стресс эндоплаз#
матического ретикулума участвует в патогенезе
резистентности к лептину [7, 8].

Дисбаланс между действительной нагрузкой
на ЭПР по фолдингу белка и способности ЭПР
делать это без ошибок приводит к накоплению
развернутых или неправильно свернутых белков
в просвете ЭПР, что называется ЭПР#стрес#
сом [9]. Чтобы уменьшить ЭПР#стресс и обеспе#
чить правильное сворачивание белка, ЭПР ак#
тивирует адаптивный ответ, инициируя некото#
рые каскады передачи сигналов, называемые
откликом на неструктурированные белки
(UPR) [10]. В физиологических условиях UPR
служит программой выживания клеток, защи#
щающей от повреждений, вызванных ЭПР#
стрессом, или повышенными рабочими нагруз#
ками [11]. Однако при тяжелом или хроничес#
ком стрессе UPR может стимулировать гибель
клеток посредством апоптоза [12].

Отклик на неструктурированные белки ини#
циируется активацией трех основных трансдук#
торов: (протеинкиназа R)#подобной киназы эн#
доплазматического ретикулума (PERK), акти#
вирующего фактора транскрипции 6 (ATF6) и
инозитол#требующего фермента 1 (IRE1) [11,
12–15]. Активация PERK приводит к фосфори#
лированию фактора инициации эукари#
от 2α (eIf2α), который ослабляет общий синтез
белка и рабочую нагрузку на ЭПР [12, 13, 16].

Апоптоз, вызванный стрессом ЭПР, в основ#
ном опосредуется C/EBP гомологичным бел#
ком, CHOP, который является фактором тран#
скрипции, индуцирующим экспрессию множе#
ства проапоптотических факторов, и располо#
жен ниже PERK–eIf2α–ATF4# и ATF6#путей в
UPR [9]. ATF6 регулирует экспрессию генов ша#
перонов ЭПР и ЭПР#ассоциированных генов
деградации для улучшения производительности
работы шаперонов, деградации развернутых
белков и предотвращения протеотоксичности
ЭПР [14]. Активированный IRE1 обладает эндо#
нуклеазной активностью и сплайсирует мРНК
фактора транскрипции XBP1. X#box#связываю#
щий белок, XBP1, стимулирует транскрипцию
генов, участвующих в сворачивании белков,
созревании и деградации неправильно сверну#
тых белков. Кроме того, IRE1 также активирует
фактор 2, связанный с рецептором фактора нек#
роза опухоли (TRAF2), способствуя активации
N#терминальной киназы c#Jun (JNK) и ядерно#
го фактора#κB (NF#κB) [17]. Повышенные
уровни JNK и NF#κB способствуют выработке
провоспалительных цитокинов, что приводит к

дальнейшему воспалению и ЭПР#стрессу [16].
Недавние исследования предоставляют убеди#
тельные доказательства того, что гомеостаз ЭПР
активно участвует в основных механизмах, свя#
зывающих ожирение и диабет [10, 11].

β#Клетки являются клетками секреции, они
имеют высокоразвитый ЭПР и, следовательно,
более чувствительны к развитию ЭПР#стрес#
са [18]. Химические шапероны – это небольшие
молекулы, которые увеличивают работоспособ#
ность ЭПР и улучшают способность ЭПР к фол#
дингу белков [8, 19]. На сегодняшний день два
химических шаперона, фенилмасляная кислота
(PBA) и тауроурсодезоксихолевая кислота
(TUDCA), были одобрены Управлением по са#
нитарному надзору за качеством пищевых про#
дуктов и медикаментов [8, 15]. PBA представля#
ет собой низкомолекулярную жирную кислоту с
шапероноподобной активностью, которая мо#
жет стабилизировать конформацию белка, улуч#
шать способность ЭПР к фолдингу белков и об#
легчать транспортировку мутантных бел#
ков [15, 19]. В нашем исследовании мы стреми#
лись изучить роль стресса ЭПР и влияние фе#
нилмасляной кислоты на ожирение, а также их
воздействие на передачу сигналов лептина в
островках поджелудочной железы. Поэтому мы
решили оценить сигнальные маркеры UPR и
лептина на моделях мышей с ожирением.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные и экспериментальный план. Это ис#
следование включало контрольную группу из
двадцати четырех худых мышей дикого типа и
двадцати четырех мышей C57BL/6 с дефицитом
лептина (ob/ob). Самцы мышей, мыши ob/ob в
возрасте 12–16 недель и их контрольная группа
худых мышей были предоставлены больницей.
Мышей содержали в комнате при световом ре#
жиме 12/12, стандартный гранулированный
корм и вода были предоставлены в свободном
доступе. В течение первых трех дней 100 мкл
PBS (фосфатно#буферный раствор) вводили ху#
дым мышам и мышам ob/ob через желудочный
зонд 2 раза в день (утром, в 9 ч и вечером, в 17 ч).
Через 3 дня были взяты образцы крови из хвос#
товой вены для измерения уровней циркулиру#
ющего инсулина после 6#часового голодания.
Затем были начаты введения PBS и PBA (нуле#
вой день). Мышам ob/ob, а также худым мышам
того же возраста и пола (12 мышей в каждой
группе) через оральный желудочный зонд вво#
дили 500 мг/кг PBA («Sigma», Германия) 2 раза в
день (всего 1 г/кг/день) или PBS (плацебо) в те#
чение 30 дней [8, 19]. Во всех группах периоди#
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чески проверяли концентрацию глюкозы в кро#
ви в сытом состоянии и массу тела. Для оценки
чувствительности к инсулину на 15#й день вы#
полняли тест на толерантность к инсулину (ITT)
и тест на толерантность к глюкозе (GTT) – на
16#й день. Для оценки уровня инсулина у мы#
шей после 6#часового голодания на 20#й и 30#й
день были взяты дополнительные образцы кро#
ви. Животных умерщвляли с помощью ксилази#
на/кетамина после 6#часового голодания на 30#й
день и выделяли островки поджелудочной железы.

Тесты на толерантность к инсулину и глюкозе.
Были выполнены тест на толерантность к инсу#
лину – на 15#й день и тест на толерантность к
глюкозе – на 16#й день. Утром после введения
PBA или PBS мыши голодали в течение 6 ч. За#
тем подкожно вводили 2 МЕ/кг инсулина и из#
меряли концентрацию глюкозы в крови в тече#
ние 2 ч (0, 30, 60, 90 и 120 мин). Для GTT всем
мышам вводили PBA или PBS вечером и не кор#
мили в течение ночи (~12 ч). После этого пери#
ода PBA или PBS не вводили утром, а вводили
низкую дозу глюкозы (0,5 г/кг) внутрибрюшин#
но. Затем в течение 2 ч (0, 30, 60, 90 и 120 мин)
измеряли концентрацию глюкозы в крови [19].

Выделение островков и клеточная культура.
Выделение островков проводили после оконча#
ния всех введений. Островки поджелудочной
железы мышей выделяли в соответствии с ранее
опубликованным методом Carter et al. [20] с мо#
дификациями. После умерщвления мышей ост#
ровки выделяли путем расщепления коллагена#
зой. Раствор коллагеназы типа V («Sigma») в сба#
лансированном солевом растворе Хэнк#
са (HBSS) вводили в проток поджелудочной же#
лезы, и надували поджелудочную железу перед
ее удалением. Удаленную поджелудочную желе#
зу выдерживали при 37 °С в течение 18 мин для
процесса ферментативного переваривания.
После инкубации в каждую пробирку добавляли
25 мл холодного HBSS (10% FBS, 1% L#глута#
мин, 1%#ная смесь антибиотиков (пеницил#
лин/стрептомицин) «Sigma»), а затем центрифу#
гировали при 1300 об./мин, 3 мин при 4 °C. Этот
шаг повторяли трижды. Островковые клетки
очищали с использованием Biocoll 1100 и
Biocoll 1077 («Biochrom», Великобритания) и
RPMI#1640 (10% FBS, 1% L#глутамин, 1%#ная
смесь антибиотиков (пенициллин/стрептоми#
цин), 25 мМ HEPES) («Sigma»), а затем подсчи#
тывали. Островки от двух мышей объединяли в
один образец, чтобы получить достаточное и от#
носительно одинаковое количество островков
для каждой группы. Всего было получено шесть
образцов от двенадцати мышей на группу в со#
ответствии с введением PBA. Все образцы были
разделены на равные партии для дальнейшего

изучения влияния обработки лептином. Одну из
партий инкубировали с 13,5 нмоль/мл лептина в
течение 48 ч при 37 °C в инкубаторе в атмосфе#
ре 5% CO2, а другую – инкубировали без лепти#
на [21]. В конечном итоге для каждой группы
было получено по шесть образцов обработан#
ных и не обработанных лептином. Затем остров#
ки из всех образцов были разделены для опреде#
ления жизнеспособности клеток, проведения
ПЦР#РВ и вестерн#блоттинга. Визуализацию
островков с помощью инвертированного мик#
роскопа выполняли путем окрашивания клеток
дитизоном (использовали раствор 10 мг/мл
в ДМСО) (рис. S1–S4 в Приложении).

Анализ жизнеспособности клеток. Жизнеспо#
собность островков во всех группах с обработ#
кой лептином и без нее определяли с помощью
флуоресцентного микроскопа с использованием
двойной окраски (флуоресцеин диацетат/про#
пидий йодид). Сначала 910 мкл DPBS (фосфат#
но#солевой буфер по Дульбекко (pH 7,4))
(«Biowest», Франция) помещали в чашку Петри
диаметром 35 мм, а затем в чашку добавляли
90 мкл образца островков. После этого добавля#
ли 20 мкл стокового раствора флуоресцеин ди#
ацетата («Sigma»), (24 мкМ; 1 мг флуоресцеин
диацетата растворяли в 100 мл ацетона) и 20 мкл
стокового раствора пропидий йодида («Sigma»),
(750 мкМ; 5 мг пропидий йодида растворяли в
10 мл PBS (pH 7,4). Затем чашки Петри помеща#
ли в темное место на 5 мин. Жизнеспособность
исследовали при 40× увеличении на флуорес#
центном микроскопе («Leica», Германия). С по#
мощью программы MAT#LAB были сделаны
фотографии островков, и был определен про#
цент жизнеспособности островков (рис. S1–S6
в Приложении).

ПЦР в реальном времени (ПЦР�РВ). Всю
РНК извлекали из островков с помощью набора
«Total RNA isolation kit» («5 Prime», США) в со#
ответствии с инструкциями производителя и
количественно определяли с помощью
«NanoDrop» («Thermo Fisher», США). Равные
количества РНК во всех группах с обработкой
лептином и без нее подвергали обратной тран#
скрипции с использованием набора «cDNA syn#
thesis kit» («Qiagen», США). Для ПЦР#РВ ис#
пользовали набор «RT#PCR kit» («Qiagen»).
К образцам кДНК добавляли смесь ПЦР#РВ.
Последовательности праймеров, использован#
ных в работе представлены в таблице.

Пробирки для ПЦР помещали в прибор
Rotor#Gene Q («Qiagen») и проводили ПЦР#РВ в
течение 40 циклов в следующих условиях:
94 °C – 15 с; 61 °C – 30 с; 72 °C – 30 с. Данные из
объединенных пяти отдельных образцов в каж#
дой группе с обработкой лептином и без него
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анализировали с использованием метода
2–ΔΔCT [22].

Вестерн�блоттинг. Выделение белков прово#
дили по методике производителя с использова#
нием набора «Protein isolation kit» («Millipore»,
Германия). Из каждой группы, с обработкой
лептином и без нее, были объединены образцы
для измерения концентрации белка методом
Брэдфорда [23]. Белки (25 мкг) загружали в
гель «Mini#Protean TGX Stain Free Gels»
(«Biorad», США), и разделение проходило при
150 В в течение 1 ч. Перенос на мембрану PVDF
(поливинилиденфторид, «Biorad») осуществля#
ли при 25 В и 2,5 А за 8 мин. После переноса
мембраны блокировали в блокирующем буфере
(TBST в присутствии 5% BSA (w/v)) в течение 1 ч
при комнатной температуре на шейкере. Блоки#
рующий буфер откачивали, и мембрану промы#
вали 3 раза TBST в течение 10 мин. Белок#спе#
цифичные первичные антитела, работающие в
блокирующем буфере, разбавляли соответству#
ющим образом и встряхивали при 4 °C на шей#
кере в течение 12–16 ч [eIf2α, p#eIf2α, Stat3, ан#
титела к β#актину (1/1000) и p#Stat3#антитела
(1/750); («Cell signaling», США)]. После этого
мембрану промывали TBST (4 раза по 5 мин),
далее мембрану обрабатывали вторичными ан#
тителами при комнатной температуре в течение
1 ч на шейкере («Anti#rabbit» и «Anti#mouse»
(1/2000); («Cell signaling»)). Затем мембрану сно#
ва промывали TBST (4 раза по 5 мин). Полосы
белка выявляли с использованием растворов
люминола («Santa#Cruz», США), а изображения
получали с помощью устройства визуализации
«Molecular Imager ChemiDoc XRS +» («Biorad»).
Каждую полосу анализировали программой
«Image Lab» (версия программного обеспечения
5.2.1.). Данные, полученные на основе площади
полос и их интенсивности, нормализовали в
сравнении с бета#актином. Использовались
нормализованные данные для всех групповых

сравнений. Однако из#за небольшого количест#
ва островков и, следовательно, небольшого ко#
личества белка, доступного для анализа, иссле#
дование включало один эксперимент, и поэтому
статистический анализ не мог быть выполнен
(рис. S7 и S8 в Приложении).

Измерение уровня инсулина. Уровни инсули#
на в плазме определяли с помощью набора «Elisa
kit» («Millipore») в соответствии с инструкциями
производителя.

Статистический анализ. Для статистического
анализа использовалась компьютерная прог#
рамма SPSS (версия 16.00). Данные представле#
ны как среднее значение ± стандартная ошиб#
ка (SE). U#критерий Манна–Уитни использова#
ли для определения значимости различий между
группами, критерий знаковых рангов Вилкоксо#
на использовали для внутригруппового сравне#
ния, а дисперсионный анализ Краскела–Уолли#
са использовали для проверки различий между
более чем двумя независимыми группами. Связь
между переменными анализировали с помощью
коэффициента Спирмена. Статистически зна#
чимыми считались результаты при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Эффект от введения PBA in vivo. Уровни глю#
козы в крови в состоянии сытости и масса тела
всех мышей отслеживали через определенные
интервалы. Как и ожидалось, у контрольных
животных ob/ob, получавших плацебо, уровень
глюкозы в крови был значительно выше и силь#
но отличался от уровня глюкозы худых мышей в
дни исследования. У мышей ob/ob, получавших
PBA, уровень глюкозы в крови был значительно
ниже, чем у контрольной группы ob/ob с 7#го
по 30#й дни. У мышей ob/ob, получавших PBA,
на 30#й день уровень глюкозы в крови стал нор#
могликемическим, такой же как у худых мышей.
Не было существенной разницы между ob/ob
мышами, получавшими PBA, и их контрольной
группой по массе тела (рис. 1, а и b). При срав#
нении уровня инсулина в плазме всех экспери#
ментальных групп было обнаружено, что уро#
вень инсулина у мышей ob/ob, получавших PBA
и плацебо, был значительно выше, чем у худых
мышей, получавших PBA и плацебо. Не было
статистически значимой разницы в уровне ин#
сулина в 0 и 20 дней между мышами ob/ob, по#
лучавшими PBA и плацебо, однако введение
PBA привело к значительному снижению уров#
ня инсулина на 30#й день (рис. 1, c).

Чтобы оценить чувствительность к инсулину,
был проведен тест на толерантность к инсулину
(ITT). Было определено, что чувствительность к
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Название
праймера

CHOP (FW)

CHOP (RV)

XBP1s (FW)

XBP1s (RV)

SOCS3 (FW)

SOCS3 (RV)

GAPDH (FW)

GAPDH (RV)

Последовательности праймеров, использованных в работе

5′–3′ последовательность праймеров

5′#AACAGAGGTCACACGCACAT#3′
5′#ACTTTCCGCTCGTTCTCCTG#3′
5′#GGTCTGCTGAGTCCGCAGCAGG#3′
5′#AGGCTTGGTGTATACATGG#3′
5′#CTTTTCTTTGCCACCCACGG#3′
5′#CCGTTGACAGTCTTCCGACA#3′
5′#AGGTCGGTGTGAACGGATTTG#3′
5′#TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA#3′
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Рис. 1. Влияние введения PBA на уровень глюкозы в крови (a), массу тела (b) и концентрацию инсулина (c) (по сравне#
нию с группами худых мышей (*p < 0,01); по сравнению с контрольными группами ob/ob (°p < 0,01, n = 7)

a

b

c
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инсулину у мышей ob/ob, получавших PBA, бы#
ла выше, чем у мышей ob/ob, получавших плаце#
бо, относительно индуцированной инсулином
кривой глюкозы в крови (рис. 2, a). GTT прово#
дился для оценки толерантности к глюкозе. Пос#
ле введения глюкозы у мышей ob/ob, получав#
ших плацебо, определяли тяжелую гиперглике#
мию и ухудшение толерантности к глюкозе.
У мышей ob/ob, получавших PBA, толерант#
ность к глюкозе была лучше по сравнению с мы#
шами ob/ob, получавшими плацебо (рис. 2, b).

Введение PBA снижает экспрессию маркеров
UPR. В островках экспрессия белков маркеров
сигнальных путей UPR, XBP1 и CHOP опреде#
лялась во всех группах с обработкой лептином и
без него. Уровни мРНК XBP1 и CHOP были за#
метно увеличены в островках мышей ob/ob, по#

лучавших плацебо, по сравнению с другими
группами с обработкой лептином и без него
(p < 0,01). Не было значительных различий в
уровне экспрессии XBP1s и CHOP между ост#
ровками ob/ob и худых мышей, получавших
PBA (рис. 3).

Введение PBA приводит к усилению передачи
сигналов лептина. Чтобы выяснить, приводит ли
введение PBA к изменению уровня SOCS3, мы
оценили уровни экспрессии этого маркера в
островках. Была проанализирована экспрессия
SOCS3 в островках всех групп, обработанных
лептином. Был снижен уровень экспрессии
SOCS3 в островках мышей ob/ob, получавших
плацебо, по сравнению контрольной группой
худых мышей с обработкой лептином и без не#
го (p < 0,05). Уровень экспрессии SOCS3 был
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Рис. 2. а – Тест на толерантность к инсулину (* p < 0,05, ** p < 0,01, ob/ob#контроль по сравнению с ob/ob#PBA, n = 3–6).
b – Тест на толерантность к глюкозе (* p < 0,05, ** p < 0,01, ob/ob#контроль по сравнению с ob/ob#PBA, n = 2)

a

b
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значительно повышен в островках мы#
шей ob/ob, получавших PBA, по сравнению с
контрольной группой ob/ob после обработки
лептином (p < 0,05). Было отмечено, что нет зна#
чительных различий между ob/ob мышами, ко#
торым вводили РВА, и худыми мышами, при
сравнении относительных уровней мРНК
SOCS3 у мышей с обработкой лептином и без
него (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании мы оценили
роль ЭПР#стресса и эффект воздействия хими#

ческого шаперона PBA на ожирение, а также
влияние ЭПР#стресса и PBA на передачу сигна#
лов лептина в островках. Это первое исследова#
ние, в котором оценивается влияние PBA на пе#
редачу сигналов лептина в островках мышей
ob/ob. Во#первых, в нашем исследовании мы
наблюдали воздействие PBA на мышей ob/ob
in vivo. Было обнаружено, что, хотя контрольные
группы ob/ob демонстрировали тяжелую гипер#
гликемию, введение PBA мышам ob/ob снижало
высокий уровень глюкозы в крови до нормогли#
кемического уровня, такого как у худых мышей.
В соответствии с существующими данными об
уровнях глюкозы в крови, мы обнаружили, что
высокие концентрации инсулина у мышей
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Рис. 3. Относительная экспрессия XBP1 (a и c) и CHOP (b и d) в группах с обработкой лептином (с и d) и без него (a и b)
(** p < 0,01).  Были проанализированы данные из пяти объединенных образцов в каждой группе с обработкой лептином
и без него

a b

c d
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ob/ob снижались при введении PBA. Однако
PBA не влияет на массу тела. Наши результаты
показали, что толерантность к глюкозе улучши#
лась, а чувствительность к инсулину увеличи#
лась при введении PBA мышам ob/ob. Наши
данные согласуются с предыдущими исследова#
ниями, которые проводились на моделях мы#
шей с ожирением [8, 19].

ЭПР#стресс стал критическим медиатором в
патогенезе ожирения [24]. Недавние исследова#
ния показали, что существует связь между ожи#
рением и ЭПР#стрессом. Во многих исследова#
ниях жировой ткани, печени и гипоталамуса
мышей с ожирением сообщалось о повышении
регуляции маркеров ЭПР#стресса [8, 19, 25–27].
Согласно данным предыдущих исследований,
введение PBA и TUDCA снижало ЭПР#стресс в
печени, жировой ткани и гипоталамусе [8, 19,
26]. Все больше данных свидетельствует о том,
что ЭПР#стресс важен для гомеостаза поджелу#
дочной железы [14]. В физиологических услови#
ях активация передачи сигналов UPR может
быть полезной для функции бета#клеток. Одна#
ко при патологических условиях длительная пе#
редача сигналов UPR может оказывать пагубное
влияние на функцию и выживаемость бета#кле#
ток [15, 28]. В случае резистентности к инсулину
и ожирения поддержание секреторной функции
бета#клеток является большой нагрузкой на
ЭПР бета#клеток [29]. Появляется все больше
доказательств наличия ЭПР#стресса при диабе#
те [30–32]. В поджелудочной железе пациентов с
диабетом 1#го типа была повышена экспрессия
островкового ATF3 [33] и CHOP, но XBP1 был
сопоставим с контролем [34]. В предыдущих ис#

следованиях островков и/или поджелудочной
железы экспрессия генов, связанных со ЭПР#
стрессом, была увеличена в экспериментальных
моделях [35, 36] и у людей с диабетом 2#го ти#
па [35]. Было высказано предположение, что из#
менения в экспрессии медиаторов UPR могут
вносить вклад в снижение функции островков у
мышей и людей с диабетом 2#го типа [29]. Тап#
сигаргин, который, как известно, индуцирует
ЭПР#стресс, увеличивал активацию мРНК
XBP1 островков крыс линии Wistar [37] и увели#
чивал активацию каспазы#3 в INS#клетках, а
PBA значительно снижал индуцированную глю#
козой экспрессию CHOP и активацию каспазы#
3 [38]. Более того, Malo et al. [39] обнаружили,
что PBA ингибирует ЭПР#стресс в ацинарных
клетках поджелудочной железы крыс. В нашем
исследовании мы изучали экспрессию маркеров
UPR, включая CHOP и XBP1, и влияние PBA на
эти маркеры в островках мышей ob/ob. Наши
результаты показали, что зависимые от ЭПР#
стресса пути активировались при ожирении, а
обработка PBA предотвращала активацию этих
компонентов UPR. Наши результаты согласу#
ются с предыдущими исследованиями.

Ожирение связано с развитием ЭПР#стресса
и активацией UPR в метаболически активных
тканях, что может вызывать нарушение переда#
чи сигналов лептина, способствуя развитию
связанной с ожирением резистентности к леп#
тину [2, 40]. В предыдущем исследовании сооб#
щалось, что ЭПР#стресс вызывает нарушение
индуцированного лептином фосфорилирования
преобразователя сигнала и активатора тран#
скрипции 3 (Stat3) в клетках нейробластомы че#
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Рис. 4. Относительная экспрессия SOCS3 во всех группах с лечением лептином (a) и без него (b) (* p < 0,05). Были про#
анализированы данные из пяти объединенных образцов в каждой группе с лечением лептином и без него

a b
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ловека [41]. Последние данные свидетельствуют
о том, что ЭПР#стресс участвует в резистентнос#
ти к лептину [41], а химические шапероны, ко#
торые снижают ЭПР#стресс, восстанавливают
чувствительность к лептину, вызванную ЭПР#
стрессом [7, 8]. Результаты предыдущих иссле#
дований показали, что повышенный ЭПР#
стресс и активация UPR ингибировали передачу
сигналов рецептора лептина в гипоталамусе на
моделях мышей с ожирением, а введение PBA
значительно повышало чувствительность к леп#
тину [8, 42]. Hosoi et al. [5] показали, что ЭПР#
стресс заметно ингибировал индуцированное
лептином фосфорилирование Stat3 в эмбрио#
нальных клетках почки и нейробластомы чело#
века, но ЭПР#стресс не индуцировал SOCS3.
Согласно их результатам, ЭПР#стресс вызывал
устойчивость к лептину, и индуцированная
ЭПР#стрессом устойчивость к лептину опосре#
довалась через PTP1B, а не через SOCS3. Более
того, было также продемонстрировано, что PBA
корректирует вызванную ЭПР#стрессом устой#
чивость к лептину [5]. В настоящем исследова#
нии пониженные уровни SOCS3 в островках
контрольной группы с ожирением были значи#
тельно восстановлены до нормального уровня у
мышей с ожирением, получавших PBA, после
обработки лептином. Известно, что при ожире#
нии нарушается функция ЭПР, а химический
шаперон PBA ингибирует ЭПР#стресс, повы#
шая способность к фолдингу и транспортиров#
ке, а также восстанавливает клеточные механиз#
мы. Это подтверждается нашими выводами об
увеличении экспрессии белка SOCS3 у мышей с
ожирением, получавших PBA. Основываясь на
факте повышения чувствительности к лептину,
наши результаты также предполагают, что PBA
может увеличивать экспрессию SOCS3.

В заключении: ЭПР#стресс играет важную
роль в патологии ожирения и способствует раз#
витию связанной с ожирением резистентности к
лептину. Химический шаперон PBA ослабляет
ЭПР#стресс и потенциально может улучшить
передачу сигналов лептина. Понимание основ#
ных механизмов, которые связывают ЭПР#
стресс и ожирение, а также то, как PBA влияет
на чувствительность к лептину, важно для лече#
ния ожирения и связанных с ним расстройств.
Следовательно, необходимы дальнейшие иссле#
дования, чтобы полностью понять эти механиз#
мы.
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CHEMICAL CHAPERONE PBA ATTENUATES ER STRESS
AND UPREGULATES SOCS3 EXPRESSION
AS A REGULATOR OF LEPTIN SIGNALING

B. Baba1, M. Çal�şkan2, G. Böyük3, and A. Hac�şevki4*
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Endoplasmic reticulum (ER) is very sensitive to the nutritional and energy states of the cells. Disruption of ER home#
ostasis leads to the accumulation of unfolded/misfolded proteins in the ER lumen, which is defined as ER stress. ER
stress triggers the unfolded protein response (UPR). It is suggested that chronic ER stress is associated with obesity
and leptin resistance. We investigated the role of ER stress and the effect of the ER stress inhibitor phenylbutyric acid
(PBA) of in obesity, as well as their impact on leptin signaling. This study involved twenty#four lean and twenty#four
leptin#deficient (ob/ob) mice divided into PBA# and vehicle#treated groups. Pancreatic islets were isolated incubated
with leptin for 48 h, and assayed for the expression of CHOP and XBP1s (UPR signaling indicators) and SOCS3 (reg#
ulator of leptin signaling) by RT#qPCR. The expression levels of XBP1s and CHOP were markedly increased in the
ob/ob controls compared to other groups with and without leptin treatment. No significant differences in the XBP1s
and CHOP expression levels were found between the PBA#treated ob/ob and lean mice. SOCS3 expression was sig#
nificantly upregulated in the PBA#treated ob/ob mice compared to the ob/ob controls after leptin treatment; but no
significant difference in the SOCS3 expression was found between the PBA#treated ob/ob and lean mice with and
without leptin treatment. Our findings suggested that ER stress plays an important role in the pathology of obesity,
while PBA reduces ER stress and may potentially ameliorate leptin signaling.

Keywords: chemical chaperone, endoplasmic reticulum stress, leptin signaling, obesity, phenylbutyric acid, unfolded
protein response
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С помощью экспрессионной системы на основе реципиентного штамма Penicillium verruculosum 537 (ΔniaD)
и промотора гена целлобиогидролазы 1 был создан штамм�продуцент гетерологичной эндо�ксантаназы из
термофильного планктомицета Thermogutta terrifontis. Методами жидкостной хроматографии была выделена
гомогенная эндо�ксантаназа с молекулярной массой 23,7 кДа (pI 6,5). Фермент обладал способностью к
деструкции ксантана, а также проявлял активность по отношению к КМ�целлюлозе, β�глюкану, курдлану,
лихенану, ламинарину, галактоманнану, ксилоглюкану и не гидролизовал п�нитрофенильные производные
β�D�глюкозы, маннозы и целлобиозы. Температурный оптимум эндо�ксантаназы составил 55 °C, оптимум
pH – 4,0; фермент проявлял 90% от максимальной активности в диапазоне температуры 50–60 °C и pH 3–5.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: эндо�ксантаназа, Thermogutta terrifontis, Penicillium verruculosum, гетерологичная
экспрессия, деструкция ксантана.

DOI: 10.31857/S0320972521040096

ГЕТЕРОЛОГИЧНАЯ ЭКСПРЕССИЯ ЭНДО�КСАНТАНАЗЫ
Thermogutta terrifontis в Penicillium verruculosum:

ВЫДЕЛЕНИЕ И ПЕРВИЧНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ФЕРМЕНТА

© 2021 Ю.А. Денисенко1*, О.Г. Короткова1, И.Н. Зоров1,2, А.М. Рожкова1,2,
М.В. Семенова1, А.Г. Ельченинов1, И.В. Кубланов1, А.П. Синицын1,2

ВВЕДЕНИЕ

Ксантан (ксантановая камедь) является
внеклеточным гетерополисахаридом, который
продуцируют бактерии Xanthomonas campestris.
Основная цепь ксантана состоит из связанных
β�1,4�глюкозидной связью остатков глюкозы,
боковые группы состоят из трех остатков:
α�D�манноза (2 → 1)�β�D�глюкуроновая кис�
лота (4 → 1)�β�D�манноза у каждого второго
остатка глюкозы в положении C3 [1] (рис. 1),
при этом проксимальный и дистальный манно�
зильные остатки боковой цепи часто являются
ацетилированными или содержат пируватные
группы.

Молекулярная масса (ММ) ксантана состав�
ляет 1–7×106 Да. Степень полимеризации и аце�
тилирования ксантана может варьировать в за�
висимости от условий культивирования
X. campestris.

Водные растворы ксантана образуют гелеоб�
разную структуру. При растворении ксантан мо�
жет быть неупорядочен, но чаще склонен к об�
разованию упорядоченных структур, наиболее
простая из которых – спираль главной цепи,
вокруг которой выстраиваются боковые группы.

Раствор ксантана обладает свойством псев�
допластичности (вязкость раствора уменьшает�
ся при увеличении напряжения сдвига). Благо�
даря этим качествам ксантановая камедь нашла
применение в таких отраслях, как нефтедобыча,
пищевая и косметическая промышленность
[2, 3]. Основной объем ксантана используется
при бурении вертикальных и наклонных сква�
жин большого диаметра, а также в процессах
интенсификации добычи нефти и природного
газа с использованием технологии гидроразрыва
пласта, где 0,5–2%�ные растворы ксантана (в
том числе в смеси с другими полисахаридами)
используются для доставки расклинивающих
агентов (проппантов) в тело пласта. Закачивае�
мые в скважины растворы ксантана характери�
зуются низким фильтрационным сопротивле�
нием при движении в среде, после завершения
прокачки происходит гелеобразование, и вяз�
кость раствора возрастает в сотни раз.

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : КЖ – культуральная жид�
кость; ММ – молекулярная масса; пНФ – пара�нитрофе�
нильные производные; п.н. – пар нуклеотидов; ФП – фер�
ментный препарат; ЭК – эндо�ксантаназа.

* Адресат для корреспонденции.
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Важно, что вязкость ксантана в стволе сква�
жины должна быть уменьшена после заверше�
ния операции гидроразрыва пласта, т.е. ксантан
должен быть разрушен до низкомолекулярных
сахаров. В настоящее время для этих целей при�
меняются сильные окислители и другие агрес�
сивные компоненты, которые оказывают нега�
тивное влияние на окружающую среду при по�
падании в открытые водоемы, грунтовые воды и
отвалы в районе скважин.

Вместо сильнодействующих и вредных для
окружающей среды химических веществ для де�
полимеризации ксантановой камеди целесооб�
разно использовать гидролитические ферменты.
Ввиду образования молекулами ксантана упоря�
доченных структур в водных растворах, необхо�
димо использовать комплекс ферментов, состо�
ящий из ксантан�специфичных эндо�глюканаз
(эндо�ксантаназ, ЭК), разрушающих основную
полисахаридную цепь ксантана, а также ксан�
тан�лиаз, β�маннозидаз, α�маннозидаз и α�глю�
куронидаз, которые расщепляют боковые цепи.
Считается, что для эффективного снижения
вязкости раствора ксантана необходим комп�
лекс двух совместно функционирующих фер�
ментов, в состав которого входят ЭК и ксан�
тан�лиаза. Ксантан�лиаза катализирует расщеп�
ление β�D�маннозил�β�D�1,4�глюкуронильной
связи на боковом радикале ксантана и высво�
бождает дистальную D�маннозильную группу
(EC 4.2.2.12) [4].

На сегодняшний день известны бактерии,
которые способны к деструкции ксантана за
счет экспрессии ксантан�литических фермен�
тов, например, Cellulomonas sp. LX [5] и
Bacillus sp. [6]. Термофильный планктомицет
T. terrifontis, который был выделен из горячих
источников на Дальнем Востоке, способен рас�

ти на ксантановой среде в аэробных и анаэроб�
ных условиях [7]. Кроме того, транскриптом
этой бактерии, помимо ЭК, имеет в своём сос�
таве мРНК нескольких ферментов, которые в
соответствии с их субстратной специфичностью
способны в комплексе с ЭК приводить к дест�
рукции ксантана, в частности, α� и β�маннози�
дазы, и другие.

В работе Yang et al. [8] описана ЭК MiXen
Microbacterium sp. XT11, которая имеет мульти�
доменную структуру и способна гидролизовать
ксантан, находящийся в упорядоченной кон�
формации. Также охарактеризована ЭК PspXan9
из Paenibacillus nanensis, которая демонстрирует
невысокую активность по отношению к немо�
дифицированному ксантану и способна эффек�
тивно гидролизовать только модифицирован�
ный ксантан – обработанный ксантан�лиазой
[9].

Создание эффективных и экологичных фер�
ментных препаратов (ФП) на основе ЭК, спо�
собных снижать вязкость растворов ксантана,
представляет интерес для нефтедобывающей и
других отраслей промышленности. В связи с
этим целью данной работы было использование
экспрессионной системы гриба P. verruculosum
для клонирования гена гетерологичной эндо�
ксантаназы термофила T. terrifontis, выделение и
первичная характеристика новой ЭК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы. Гриб P. verruculosum 537 (ΔniaD)
был использован в качестве ауксотрофного
штамма�реципиента, дефектного по гену niaD,
кодирующему нитратредуктазу. Клетки термо�
фильного планктомицета T. terrifontis R1(T) слу�
жили источником геномной ДНК [10].

Субстраты. Для измерения активности ис�
пользовали следующие субстраты: ксантан
(ксантановая камедь из X. campestris), Na соль
карбоксиметилцеллюлозы (КМ�целлюлоза),
глюкуроноксилан бука (ксилан), п�нитрофе�
нил�β�D�глюкопиранозид, п�нитрофенил�β�D�
маннопиранозид, целлобиоза («Sigma�Aldrich»,
США); ксантан нефтяной («TNJ», КНР); кси�
логлюкан, галактоманнан, β�глюкан ячменя,
ламинарин, лихенан, курдлан («Megazyme», Ир�
ландия).

Прочие реактивы. Для приготовления реа�
гентов Шомоди–Нельсона, Лоури и буферных
растворов использовали реактивы классифика�
ции х.ч., ч.д.а. и о.с.ч. производства «АО Реа�
хим» и «Хеликон» (Россия), «MP Biomedicals»
(Франция), «Applichem» (Испания) и «Sigma�
Aldrich» (США).
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Рис. 1. Структура мономерного звена ксантана
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Для культивирования рекомбинантного
штамма P. verruculosum использовали глюкозу
(«Хеликон», Россия), пшеничные отруби («Эн�
зим», Украина), микрокристаллическую целлю�
лозу (МКЦ) («МК�Центр», Россия), дрожжевой
экстракт («Lesaffre», Франция). В качестве ми�
неральных компонентов питательных сред при�
меняли реактивы производства «Лабтех»,
«АО Реахим», «Химмед» (Россия), «MP Bio�
medicals» и «Sigma�Aldrich» (США).

Ферменты. Для измерения вязкости раство�
ров ксантана использовали ксантан�лиазу
Bacillus sp. GL1, EC 4.2.2.12 («Megazyme», Ир�
ландия).

ПЦР и получение генетических конструкций.
Для ПЦР был использован амплификатор
C1000 Touch («Bio�Rad», США). Для амплифи�
кации гена thte_1561, кодирующего ЭК
DUF1080, использовали в качестве матрицы ге�
номную ДНК, выделенную из термофильного
планктомицета T. terrifontis R1(T). Для ПЦР
применяли Phusion ДНК�полимеразу («Thermo
Scientific», США). Полученный ПЦР�продукт
был клонирован методом независимого лигиро�
вания [11]. Далее ПЦР�продукт и линеаризо�
ванный вектор pUC�CBHI обрабатывали
Т4 ДНК�полимеразой в присутствии дезоксиа�
денозинтрифосфата (dATP) и дезокситимиди�
нтрифосфата (dTTP) соответственно («Thermo
Scientific», США). Лигирование вставки (150 нг)
и вектора pUC�CBHI (50 нг) проводили путем
их смешивания и инкубирования; затем смесью
трансформировали клетки E. coli Mach1
(«Invitrogen», США) по стандартному протоколу
[12]. Котрансформация штамма�реципиента
P. verruculosum 537 (ΔniaD) была проведена по
адаптированной методике, описанной Алексен�
ко и соавт. [13].

Скрининг клонов. Первичный скрининг с
грибных колоний на наличие целевого гена осу�
ществляли с использованием ДНК�полимеразы
Phire Hot Start («Thermo Scientific», США) по
исходным праймерам. Клоны P. verruculosum с
подтвержденной вставкой целевого гена культи�
вировали в колбах Эрленмейера при 30 °C в те�
чение 6 сут. В состав среды входили следующие
компоненты (в г/л): МКЦ – 40, пшеничные от�
руби – 10, дрожжевой экстракт – 10, КН2PO4 –
15, (NH4)2SO4 – 5, MgSO4*7H2O – 0,3,
СaCl2*2H2O – 0,3. Отбор клонов осуществляли
по результатам проведения Ds�Na�ПААГ�элект�
рофореза полученной при их культивировании
культуральной жидкости (КЖ). Электрофорез
проводили на приборе Mini�PROTEAN Tetra
Cell («Bio�Rad Laboratories», США). В качестве
маркеров для электрофореза использовали
смесь белков №26612 («Thermo Scientific»,

США). Концентрацию белка определяли моди�
фицированным методом Лоури [14].

Наработка ферментных препаратов. Культи�
вирование рекомбинантных штаммов для нара�
ботки ФП проводили в однолитровых фермен�
терах КФ�104/3 («Проинтех», Россия) с исполь�
зованием следующего состава среды (в г/л):
глюкоза – 57,1, МКЦ – 40, пшеничные отру�
би – 10, кукурузный экстракт – 30, мочевина –
2,5, KH2PO4 – 14, (NH4)2SO4 – 10, CaCl2 – 0,6,
MgSO4*7H2O – 0,6 при 32 °C, pH 5,0 в течение
144 ч. По окончании грибную биомассу отделя�
ли от культуральной жидкости центрифугирова�
нием (30 мин, 4200 g, 4 °C) на приборе Avanti J6
(«Beckman Coulter», США), после чего среда бы�
ла обезвожена в распылительной сушилке Mini
Spray Dryer B�290 («Buchi», Швейцария).

Выделение и очистка целевого белка. Выделе�
ние проводили с использованием системы для
белковой хроматографии AKTA Purifier UPC 100
(«GE Healthcare», Швеция). Процесс выделения
состоял из следующих стадий: осаждение
70%�ным раствором сульфата аммония, пере�
растворение и обессоливание ФП на колонке с
носителем Bio�Gel Р2 («Bio�Rad», США), урав�
новешенной c 0,01 М буфером Bis�Tris/HCl,
pH 7,3. Анионообменную хроматографию ФП
проводили на колонке, заполненной носителем
Source 15Q («GE Healthcare», США), уравнове�
шенной c таким же 0,01 М буфером
Bis�Tris/HCl, pH 7,3. Гидрофобную хроматогра�
фию проводили на колонке с носителем
Source 15ISO («GE Healthcare», США), уравно�
вешенной c 0,05 М Na�ацетатным буфером,
pH 5,0, в присутствии 1,7 М (NH4)2SO4. Фрак�
ции с целевым ферментом обессоливали на ко�
лонке с носителем Bio�Gel Р2, уравновешенной
c 0,05 М Nа�ацетатным буфером, pH 5,0.

Идентификация целевого белка. Масс�спект�
рометрический анализ проводили в ЦКП
«Прикладные биотехнологии» ФИЦ Биотехно�
логии РАН на приборе UltrafleXtreme II
(«Bruker Daltonics», Германия). Пептидные
фрагменты анализировали с помощью програм�
мы Mascot («Matrix Science», Великобритания,
доступна по ссылке http://www.matrixscience.
com), а также онлайн�сервисов PeptideMass и
FindPept (https://www.expasy.org).

Определение активности ферментов. Актив�
ность по отношению к полисахаридным
субстратам определяли по начальным скорос�
тям образования восстанавливающих сахаров
(ВС) при 50 °C и pH 5,0. Концентрацию ВС оп�
ределяли методом Шомоди–Нельсона [15], пог�
решность которого составляет 5–10%.

Активность по отношению к п�нитрофе�
нильным производным (пНФ�) сахаров опреде�

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  4  2021

577



ДЕНИСЕНКО и др.

ляли по скорости образования п�нитрофенола
при 40 °C и pH 5,0 [16]. За единицу активности
принимали количество фермента, которое ката�
лизирует образование 1 мкмоль продукта за
1 мин [16].

Определение температурного и pH�оптимума
активности ФП и очищенных ферментов. При из�
мерении pH�зависимости активности использо�
вали лихенан и 0,1 М цитрат�фосфатный буфер
(pH 3,0–8,5). Температурный профиль актив�
ности определяли в диапазоне 30–85 °C с шагом
5 °C при pH 5,0. Оптимальным считали интервал
значений pH или температуры, в котором на�
блюдалось не менее 85% максимальной актив�
ности.

Влияние индивидуальных ферментов на изме�
нение вязкости растворов ксантана. Сначала го�
товили 1%�ный раствор ксантана путем суспен�
дирования порошка ксантана в течение ночи
при комнатной температуре на магнитной ме�
шалке в 0,02 М Tris�HCl буфере, pH 7,3. Далее
разбавляли тем же буфером в присутствии 2 мМ
CaCl2 до необходимой концентрации (0,1%
ксантана) и перемешивали. К 15 мл рабочего
раствора ксантана добавляли 0,5 мл буфера или
фермента, перемешивали и инкубировали в тер�
мостате при 60 °C в течение 65 ч. Измерение вяз�
кости проводили на ротационном вискозиметре
DV2TLV («Brookfield», США) с термостатируе�
мой ячейкой, управление прибором и обработку
результатов проводили при помощи программы
Rheocalc T («Brookfield», США). Относительная
погрешность измерения в ходе трехкратного
повторения составила 4%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение генно�инженерных конструкций,
трансформация штамма�реципиента. С помощью
методов генной инженерии был амплифициро�
ван ген thte_1561 (GenBank ASV74163.1) длиной
642 пары нуклеотидов (п.н.) при использовании
LPM ДНК�полимеразы и пары праймеров на
целевой ген, кодирующий ЭК DUF1080
(UniProt A0A286RDZ9). Амплификацию прово�
дили методом ПЦР с геномной ДНК T. terri*
fontis R1(T). После выделения ПЦР�продукта из
агарозного геля его лигировали с линеаризован�
ным вектором pUC�CBHI.

Полученная плазмида была клонирована в
компетентные клетки E. coli Mach1 для нара�
ботки генетического материала. После выделе�
ния и очистки плазмидной ДНК была проведе�
на котрансформация штамма�реципиента
P. verruculosum 537 (ΔniaD). Для первичного
скрининга было отобрано 80 клонов, которые
были пересеяны на твердую селективную среду,
содержащую 10 мМ нитрата натрия в качестве
источника азота. Скрининг грибных колоний
был проведен с помощью ДНК�полимеразы
Phire Hot Start и соответствующих праймеров.
Было установлено, что 93% клонов содержали
необходимый ген длиной 642 п.н. В качестве
контроля использовали геномную ДНК T. terri*
fontis R1(T).

Культивирование рекомбинантных штаммов.
Отобранные на селективной среде и содержа�
щие целевой ген thte_1561 клоны были культи�
вированы в колбах Эрленмейера со стандартной
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Рис. 2. Электрофореграмма КЖ после 6 сут. культивирования в колбах Эрленмейера. М – маркеры, слева по вертикали
указаны ММ стандартных белков (кДа); К – реципиентный штамм P. verruculosum 537 (контроль). Сверху по горизонтали
указаны номера КЖ (номер КЖ соответствует номеру культивируемого клона)
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жидкой питательной средой для P. verruculosum.
На шестые сутки был проведен Ds�Na�ПА�
АГ�электрофорез белковых фракций, а также
измерены pH и концентрация белка в КЖ. При
разделении белковых фракций по массе удалось
выявить ряд клонов, экспрессирующих фермент
с видимой ММ 24 кДа, которая соответствует
теоретической ММ целевой ЭК – 23,7 кДа. На
рис. 2 приведен пример электрофореграммы
КЖ ряда клонов.

Полосы, соответствующие ЭК в КЖ № 21,
22 и 23, выделены рамкой на рис. 2. Контроль�
ная электрофореграмма лабораторного штамма
P. verruculosum 537 представлена в крайнем пра�
вом треке. С помощью программного обеспече�
ния Gel Analyzer 2010a была проведена количе�
ственная оценка экспрессии ЭК. Она составила
от 33 до 45% от общего содержания ферментов,
т.е. 1,6 и 2,7 мг/мл в случае КЖ №21 и 22 соответ�
ственно.

Белковые полосы, соответствующие ЭК, бы�
ли вырезаны из геля и обработаны трипсином,
гидролизаты подвергали MALDI�TOF масс�
спектрометрическому анализу (matrix assisted
laser desorption ionization�time of flight mass spec�
trometry). Результат представлен на рис. 3.

Анализ данных масс�спектрометрии прово�
дили с помощью онлайн�сервиса FindPept и
программы flexAnalysis. Массы 22�х полученных
пептидов (1029,5; 1244,5; 1287,6; 1338,7; 1392,7;
1466,8; 1562,8; 1747,9; 1876,0; 2009,0; 2048,1;
2125,1; 2144,0; 2176,0; 2466,2; 2500,2; 2594,3;
2731,2; 3195,5; 3210,5; 3511,8; 3696,9 Да) соответ�
ствовали ММ теоретических пептидов после
специфического трипсинолиза ЭК c погреш�
ностью 100 ppm (point per million). Выравнива�
ние последовательностей пептидов и аминокис�
лотной последовательности зрелого белка ЭК
показало 69,5% сходства; на последовательности
ЭК ниже идентичные участки отмечены серым:
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Рис. 3. Масс�спектр образца ЭК, зарегистрированный на приборе UltrafleXtreme II (a.u. – относительные единицы, m/z –
приведенная масса)
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pH T, C
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Рис. 4. а – Зависимость активности ЭК от pH (при 50 °C); б – зависимость активности ЭК от температуры (при pH 5,0)

MKKLLVAVTEMFVLAVSLNLLYGTCVGAEE�
F R G K W K P LW D G K T F K G W H T I G VG �
T W T I E D G A I VG R K K A E E K E F G H LVS D �
DVFKDFVVRLKFKVLQGNSGFYFRVEEK�
G YS G VS G F Q A E I A P D A N T G G LY E T N �
G R AW V VQ P S P E V V K K A F K P N E W N E M I �
VAAKGGDITVWVNGVKTAEVKNDPGR�
REGHFALQLHGGNDMLVMFKDIKILEPEE

Таким образом, масс�спектрометрические
данные подтвердили экспрессию бактериаль�
ной ЭК DUF1080 T. terrifontis в грибном штам�
ме�реципиенте P. verruculosum 537.

По результатам культивирования в колбах
был выбран клон №21, который далее культи�
вировали в однолитровых ферментерах
КФ�104/3. КЖ после ферментации была обез�
вожена на распылительной сушилке Mini Spray
Dryer B�290 («Buchi», Швейцария) с получени�
ем сухого ферментного препарата ЭК. Для вы�
деления ЭК в гомогенном виде полученный ФП
растворяли в стартовом буфере Tris�HCl,
pH 7,3, центрифугировали и обессоливали.
Обессоленный ФП фракционировали путем
анионобменной хроматографии – ЭК не связы�
валась с носителем и элюировалась в несвязав�
шейся фракции. В ходе гидрофобной хромато�
графии ЭК также элюировалась в несвязавшей�
ся фракции. Анализом MALDI�TOF было под�
тверждено выделение именно бактериальной
ЭК T. terrifontis.

В итоге благодаря двум последовательным
стадиям хроматографического разделения из
ФП была выделена целевая бактериальная ЭК в
гомогенном виде с чистотой > 98% (по данным
Ds�Na�ПААГ�электрофореза).

Свойства гомогенной ЭК. Активность ЭК бы�
ла измерена по отношению к ряду субстратов
(таблица). Определение субстратной специфич�
ности продемонстрировало, что помимо ксанта�
на, исследуемая ЭК проявляла активность по
отношению к ряду полисахаридов, имеющих
β�1,4 и β�1,3/β�1,4�связи (КМ�целлюлоза, кси�
логлюкан, галактоманнан, β�глюкан, ламина�
рин, лихенан, курдлан). Максимальная актив�
ность наблюдалась по отношению к лихенану.
Активности по отношению к пНФ α� и β�глю�
козидов детектировано не было. Следует отме�
тить, что активность выделенной ЭК по отно�
шению к ксантану оказалась сопоставима с ак�
тивностью ЭК PspXan9 P. nanensis, составляю�
щей 0,285 ед./мг (по отношению к нативному
ксантану) [9].

Субстрат

Ксантан

КМ�целлюлоза

Ксилоглюкан

Галактоманнан

β�глюкан ячменя

Ламинарин

Лихенан

Курдлан

Целлобиоза

nНФ�β�целлобиозид

nНФ�α�D глюкозид

nНФ�β�D глюкозид

nНФ�α�D маннозид

nНФ�β�D маннозид

nНФ�β�D глюкуронид

Активность выделенной гомогенной ЭК по отношению к
разным субстратам (50 °C, pH 5,0)

Активность,
ед./мг

0,12

0,58

0,18

0,12

0,56

0,17

1,48

0,12

<0,01

<0,002

<0,002

<0,002

<0,002

<0,002

<0,002

Тип связи
в основной цепи

β(1,4)

β(1,4)

β(1,4)

β(1,4)

β(1,3)/β(1,4)

β(1,3)/β(1,6)

β(1,3)/β(1,4)

β(1,3)

β(1,4)

β(1,4)

α(1,4)

β(1,4)

α(1,4)

β(1,4)

β(1,4)
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Для определения температурного и pH�оп�
тимума активности ЭК в качестве субстрата ис�
пользовали лихенан, поскольку по отношению
к нему наблюдалась максимальная активность
(рис. 4).

Температурный оптимум ЭК составил 55 °C,
pH�оптимум – 4,0. Фермент проявлял 90% от
максимальной активности в диапазоне темпера�
тур 50–60 °C и pH 3–5; 30% активности – при
значениях pH 2 и 6 и температуре 80 °C.

Влияние ЭК на вязкость растворов ксантана.
Как известно, ксантан�лиаза является одним из
ферментов, способных модифицировать ксан�
тан. В данной работе использовали фермент
Bacillus sp., штамм GL1, которая является ксан�
тан�лиазой I типа, т.е. специфичной к наличию
пируватной группы на дистальном остатке
D�маннозы. Было измерено влияние ЭК и ксан�
тан�лиазы на изменение вязкости раствора
ксантана поодиночке и совместно. К 15 мл 0,1 и
0,5%�ного раствора ксантана добавляли 0,5 мл

буфера или раствора фермента. Концентрация
каждого из ферментов в реакционной смеси
составляла 3,25 мкг/мл. Далее раствор переме�
шивали и инкубировали в термостате при 60 °C
в течение 65 ч. Вязкость растворов ксантана с
буфером и с ферментами определяли на ротаци�
онном вискозиметре. Остаточная вязкость раст�
воров ксантана под действием ферментов
представлена на рисунке 5.

Для обеих выбранных концентраций ксанта�
на максимальное уменьшение вязкости наблю�
далось в случае совместного использования
ксантан�лиазы и ЭК – до 60% от исходной. В
одиночку ксантан�лиаза снижала вязкость до
80% от исходной. Гомогенная ЭК также оказа�
лась эффективнее в менее концентрированном
растворе ксантана – остаточная вязкость соста�
вила 77 и 69% в случае 0,5 и 0,1%�ного раствора
соответственно.

При увеличении загрузки фермента в 4 раза
остаточная вязкость 0,1%�ного раствора ксанта�
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Рис. 5. Относительная остаточная вязкость растворов ксантана после обработки ферментами: ЭК, ксантан�лиазой и сов�
местно двумя ферментами при 60 °C в течение 65 ч. а – 0,5%�ный раствор ксантана при загрузке ферментов в концентра�
ции 3,25 мкг/мл; б – 0,1%�ный раствор при загрузке ферментов в концентрации 3,25 мкг/мл; в – 0,1%�ный раствор при
концентрации ферментов 13 мкг/мл
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ДЕНИСЕНКО и др.

на при добавлении гомогенной ЭК составила
56%, ксантан�лиазы – 71%. Максимальное сни�
жение вязкости 0,1%�ного раствора ксантана
наблюдалось в случае совместного действия
ферментов. Увеличение концентрации фермен�
тов привело к снижению остаточной вязкости
0,1%�ного раствора с 60 до 38%.

Полученные данные свидетельствуют, что
ЭК способна самостоятельно снижать вязкость
раствора ксантана в ходе длительного термоста�
тирования при 60 °C, а добавление ксантан�лиа�
зы Bacillus sp. увеличивает эффективность этого
процесса.

С помощью экспрессионной системы на ос�
нове реципиентного штамма P. verruculosum 537
(ΔniaD) и промотора гена целлобиогидролазы 1
был создан штамм�продуцент эндо�ксантаназы
(ЭК, DUF1080) из термофильного планктоми�
цета T. terrifontis. Методами хроматографии бы�
ла получена гомогенная ЭК с ММ 23,7 кДа
(pI 6,5). ЭК обладала способностью к деструк�
ции ксантана без добавления вспомогательных
ферментов, а также проявляла активность по от�
ношению к КМ�целлюлозе, β�глюкану, курдла�
ну, лихенану, ламинарину, галактоманнану, кси�

логлюкану, но не гидролизовала п�нитрофе�
нильные производные β�D�глюкозы, маннозы и
целлобиозы. Температурный и pH�оптимум ЭК
составил 55 °C и 4,0, фермент проявлял 90% ак�
тивности от максимальной в диапазоне темпе�
ратуры 50–60 °C и pH 3–5. Таким образом, была
показана возможность получения ферментного
препарата с эндо�ксантаназой на основе штам�
ма P. verruculosum 537 (ΔniaD), способного к
деструкции и снижению вязкости растворов
ксантана.
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HETEROLOGOUS EXPRESSION OF ENDO�XANTHANASE
Thermogutta terrifontis IN Penicillium verruculosum,

ISOLATION AND PRIMARY CHARACTERIZATION OF THE ENZYME

Y. A. Denisenko1*, O. G. Korotkova1, I. N. Zorov1,2, A. M. Rozhkova1,2, M. V. Semenova1,
A. G. Elcheninov1, I. V. Kublanov1, and A. P. Sinitsyn1,2

1 Federal Research Centre «Fundamentals of Biotechnology» of the Russian Academy of Sciences,
119071 Moscow, Russia; E*mail: denisenkoyura@mail.ru

2 Department of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, 119991 Moscow, Russia

Heterologous endo�xanthanase (EX) from the thermophilic planktomycete Thermogutta terrifontis strain was obtained
using Penicillium verruculosum 537 (ΔniaD) expression system with the cellobiohydrolase 1 gene promoter.
Homogeneous EX with a molecular weight of 23.7 kDa (pI 6.5) was isolated using liquid chromatography methods.
This xanthan degrading enzyme also possesses the enzymatic activity towards CM�cellulose, β�glucan, curdlan,
lichenan, laminarin, galactomannan, xyloglucan but not towards p�nitrophenyl derivatives of β�D�glucose, mannose
and cellobiose. The temperature and pH optima of EX were 55°C and 4.0, respectively; the enzyme exhibited 90% of
its maximum activity in the temperature range 50�60°C and pH 3�5.

Keywords: endo�xanthanase, Thermogutta terrifontis, Penicillium verruculosum, heterologous expression, destruction of
xanthan
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Антиоксидантные свойства галанина крысы GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFSDKHGLT�NH2 (Gal), N�
концевого фрагмента галанина (2–15 а. о.) WTLNSAGYLLGPHA (G1) и его модифицированного аналога
WTLNSAGYLLGPβAH (G2) изучены на моделях региональной ишемии и реперфузии сердца крысы in vivo
и Сu2+�индуцированного свободнорадикального окисления липопротеидов низкой плотности в плазме че�
ловека in vitro. Пептиды получены автоматическим твердофазным синтезом с использованием Fmoc�мето�
дологии. Их структура охарактеризована с помощью 1Н�ЯМР�спектроскопии и MALDI�TOF масс�спект�
рометрии. Полученные данные о влиянии пептидов показали, что внутривенное введение G1, G2 и Gal
крысам после индуцированной ишемии уменьшало размеры инфаркта миокарда и активность маркеров
некроза, креатинкиназы�МВ и лактатдегидрогеназы, в плазме крови к концу реперфузии. G1, G2 и Gal сни�
жали образование спинового аддукта гидроксильных радикалов в интерстиции зоны риска сердца при ре�
перфузии; более того, G2 и Gal также снижали образование вторичных продуктов перекисного окисления
липидов в реперфузированном миокарде. В экспериментах in vivo и in vitro показано, что способность пеп�
тидов галанина снижать продукцию АФК и ингибировать перекисное окисление липидов при реперфузи�
онном повреждении миокарда не связана напрямую с их влиянием на активность ферментов антиоксидант�
ной защиты – Сu,Zn�супероксиддисмутазы, каталазы и глутатионпероксидазы. Пептиды G1, G2 и Gal в
концентрации 0,01 и 0,1 мМ ингибировали Сu2+�индуцированное свободнорадикальное окисление липо�
протеидов низкой плотности человека in vitro. Полученные при моделировании окислительного стресса ре�
зультаты показывают, что природные и синтетические агонисты рецепторов галанина снижают продукцию
короткоживущих АФК в сердце, а также липидных радикалов в плазме крови. Таким образом, рецепторы
галанина могут быть перспективной терапевтической мишенью при сердечно�сосудистых заболеваниях.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: галанин, сердце, ишемия и реперфузия, некроз, перекисное окисление липидов, ан�
тиоксидантные ферменты, мембраны кардиомиоцитов.

DOI: 10.31857/S0320972521040102

АНТИОКСИДАНТНЫЕ СВОЙСТВА ГАЛАНИНА
И ЕГО N�КОНЦЕВЫХ ФРАГМЕНТОВ ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ

ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА in vitro И in vivо*

© 2021 О.И. Писаренко**, И.М. Студнева, Л.И. Серебрякова, А.А. Тимошин,
Г.Г. Коновалова, В.З. Ланкин, А.К. Тихазе, О.М. Веселова, И.В. Доброхотов,

Р.О. Любимов, М.В. Сидорова, М.Е. Палькеева, А.С. Молокоедов

ВВЕДЕНИЕ

Нейропептид галанин, состоящий у крысы
из 29 аминокислотных остатков (а. о.) (из 30 – у
человека), участвует в жизненно важных про�
цессах – запоминания, потребления пищи, за�
сыпания, продукции ряда гормонов; на клеточ�
ном уровне – в поддержании ионного гомеоста�
за и осмоса. Этот пептид также играет роль в

развитии алкогольной зависимости и невропа�
тической боли. В периферических органах,
включая сердце, действие галанина опосредова�
но не только нейрональными механизмами, но
и активацией трансмембранных рецепторов
GalR1, GalR2 и GalR3 [1]. За связывание с ре�
цепторами отвечает N�концевой фрагмент пеп�
тида, первые 15 а. о. которого консервативны и
сохраняются у большинства видов. Роль рецеп�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФК – активные формы кислорода; ДМПО – 5,5�диметил�1�пирролин N�оксид; ДМСО –
диметилсульфоксид; ЗР – зона риска; И/Р – ишемия/реперфузия; ИМ – инфаркт миокарда; КК�МВ – креатинкиназа�
МВ; ЛДГ – лактатдегидрогеназа; ЛЖ – левый желудочек; ЛНП – липопротеиды низкой плотности; ПНА – передняя
нисходящая коронарная артерия; ПОЛ – перекисное окисление липидов; BHT – бутилированный гидрокситолуол;
CAT – каталаза; Cu,Zn�SOD – Cu,Zn�супероксиддисмутаза; GSH�Px – глутатионпероксидаза.

* Первоначально английский вариант рукописи опубликован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.msu.ru/
biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20�393, 25.03.2021.

** Адресат для корреспонденции.
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торов галанина в регуляции сердечно�сосудис�
той системы в норме и при патологии малоизу�
чена. Исследования последних лет показали,
что запуск сигнального пути через рецептор
GalR2 N�концевыми фрагментами галанина
H�Trp�Thr�Leu�Asn�Ser�Ala�Gly�Tyr�Leu�Leu�OH
(2–11) и H�Trp�Thr�Leu�Asn�Ser�Ala�Gly�Tyr�
Leu�Leu�Gly�Pro�His�Ala�OH (2–15) (G1) инги�
бирует апоптоз при гипоксии/реоксигенации
изолированных кардиомиоцитов крысы и кар�
диомиобластов клеточной линии H9c2 благода�
ря снижению продукции супероксидного анион�
радикала и пероксида водорода в митохондриях
[2, 3]. Оба пептида способствуют метаболичес�
кому и функциональному восстановлению
сердца крысы после повреждения, индуциро�
ванного ишемией/реперфузией (И/Р) ex vivo и
in vivo. Благодаря указанным выше свойствам
пептидов, становится перспективной возмож�
ность использования фармакологических аго�
нистов рецепторов галанина для уменьшения
повреждения ишемизированного сердца. Для
оптимизации физико�химических свойств
фрагментов галанина мы синтезировали ряд мо�
дифицированных аналогов пептида G1 с сохра�
нением фармакофорных а. о., ответственных за
связывание с рецептором GalR2. Общая форму�
ла этих пептидов – Trp�Thr�Leu�Asn�Ser�Ala�
Gly�Tyr�Leu�X�Gly�Pro�Y, где X = Leu, Y = His�
Ala�NH2; или X = Nle, Y = His�Arg�OH; или
X = Leu, Y = βAla�His�OH (G2). Изучение этих
пептидов на моделях И/Р повреждения сердца
продемонстрировало их кардиотропные свой�
ства [4]. Наиболее эффективной оказалась хи�
мерная молекула G2, представляющая собой
последовательность галанина (2–13), дополнен�
ную природным дипептидом карнозином, H�
Trp�Thr�Leu�Asn�Ser�Ala�Gly�Tyr�Leu�Leu�Gly�
Pro�βAla�His�OH [5]. В недавнем исследовании,
выполненном на крысах с кардиомиопатией,
вызванной введением доксорубицина, приме�
нение пептида G2 уменьшало дисфункцию
сердца [6]. Защитный эффект сопровождался
снижением перекисного окисления липидов
(ПОЛ) вследствие увеличения активности
Cu,Zn�супероксиддисмутазы (Cu,Zn�SOD) и глу�

татионпероксидазы (GSH�Px) в поврежденном
миокарде, а также улучшением энергетического
обеспечения кардиомиоцитов. Настоящая рабо�
та является продолжением исследования анти�
оксидантных свойств лигандов рецепторов гала�
нина. Цели данной работы: (1) изучение дей�
ствия синтетического пептида G2, природного
фрагмента галанина (2–15) G1, и полноразмер�
ного галанина крысы (1–29) (Gal) на активность
Cu,Zn�SOD, GSH�Px и каталазы (СAT), образо�
вание активных форм кислорода (АФК) и про�
дуктов ПОЛ в ишемизированном сердце крысы
in vivo; (2) изучение действия указанных пепти�
дов на активность ферментов Cu,Zn�SOD,
GSH�Px и СAT в модельных системах in vitro;
(3) оценка влияния пептидов на уровень свобод�
норадикального окисления липопротеидов низ�
кой плотности (ЛНП) при его индукции in vitro с
помощью Сu2+.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Пептиды галанина. В работе использованы
Gal и его N�концевые фрагменты G1 и G2, по�
лученные путём ступенчатого твердофазного
синтеза с использованием Fmoc�методологии в
лаборатории синтеза пептидов ФГБУ «НМИЦ
кардиологии» МЗ РФ [5, 7]. Их очистка прове�
дена методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии на обращённой фазе, структура
охарактеризована с помощью 1Н�ЯМР�спект�
роскопии и MALDI�TOF (Matrix�assisted laser
desorption/ionization�time of flight) масс�спект�
рометрии. Характеристики пептидов представ�
лены в таблице 1.

Модельные животные. Для изучения влияния
пептидов на сердце при ишемии и реперфузии
использовали самцов крыс Wistar (массой
300–350 г). Животных содержали в виварии в
условиях естественного освещения и свободно�
го доступа к воде и корму. Все применимые меж�
дународные, национальные и/или институцио�
нальные принципы ухода за лабораторными
животными и их использования в эксперимен�
тах были соблюдены.
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Пептид

Gal

G1

G2

Таблица 1. Характеристики пептидов галанина

MALDI�TOF, m/z

3163,47

1499,72

1499,76

Мол. вес, г/моль

3164,4

1499,7

1499,7

Последовательность

GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFSDKHGLT�NH2

WTLNSAGYLLGPHA

WTLNSAGYLLGPββAH

Примечание. Замены аминокислот показаны жирным шрифтом.
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Модель региональной ишемии и реперфузии у
крыс in vivo. Крыс Wistar наркотизировали 20%�
ным уретаном (1200 мг/кг веса внутрибрюшин�
но) и в условиях торакотомии осуществляли ис�
кусственную вентиляцию лёгких комнатным
воздухом с помощью аппарата KTR�5 («Hugo
Sacks Electronik», Германия). Яремную вену ка�
тетеризировали для окрашивания сердца 1%�
ным раствором Эванса в конце процедуры, сон�
ную артерию – для регистрации артериального
давления. Регистрацию систолического артери�
ального давления (САД) и частоты сердечных
сокращений (ЧСС) проводили на полиграфе
Biograph�4 (Санкт�Петербургский госуниверси�
тет аэрокосмического приборостроения, Рос�
сия) при присоединении артериального катете�
ра к тензометрическому датчику. Запись на
компьютер выполнена с помощью аналого�
цифрового преобразователя USB�6210 и прог�
раммы LabView 7 («National Instruments», США)
[5]. По окончании подготовки животного следо�
вал 30�минутный период стабилизации гемоди�
намических показателей (далее – «исходное
состояние»), затем проводилась окклюзия пе�
редней нисходящей коронарной артерии (ПНА)
в течение 40 мин, после чего следовал период
реперфузии в течение 60 мин. В эксперимен�
тальной серии после периода региональной
ишемии внутривенно болюсом вводили пепти�
ды Gal, G1 и G2 в дозах 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 или
3,0 мг/кг веса одновременно с началом репер�
фузии; в контрольной серии опытов – такой же
объём физиологического раствора (0,5 мл). В
отдельной серии экспериментов было исследо�
вано влияние растворителя пептидов 0,2%�ного
раствора диметилсульфоксида (ДМСО) на раз�
меры инфаркта миокарда (ИМ). В конце проце�
дуры для идентификации зоны риска (ЗР) и ин�
тактной области миокарда реокклюдировали
ПНА и в яремную вену вводили болюсно 2%�
ный раствор Эванса (2 мл). Затем сердце выре�
зали и выделяли левый желудочек (ЛЖ) для пос�
ледующего определения размеров ИМ.

Оценка некротической гибели кардиомиоци�
тов в зоне риска. Степень некроза кардиомиоци�
тов в ЗР определяли по площади ИМ методом
компьютерной планиметрии с помощью прог�
раммы ImageJ (NIH, США). Замороженный ЛЖ
разрезали перпендикулярно длинной оси сердца
на 4–5 срезов толщиной ≈ 1,5–2,0 мм, которые
затем инкубировали 10 мин в 1%�ном растворе
2,3,5�трифенилтетразолий хлорида в 0,1 М ка�
лий�фосфатном буфере (рН 7,4 при 37 °С) и
фиксировали в 10%�ном формалине. Получен�
ные образцы сканировали для определения пло�
щади ИМ и ЗР на сохраненных изображениях.
Срезы взвешивали для определения массы ЛЖ.

В каждой группе рассчитывали отношение «зо�
на риска/вес левого желудочка» (ЗР/ЛЖ) и «ин�
фаркт миокарда/зона риска» (ИМ/ЗР), выра�
женное в процентах [8].

Оценка повреждения клеточных мембран.
Повреждение мембран кардиомиоцитов оцени�
вали по увеличению активности лактатдегидро�
геназы (ЛДГ) и креатинкиназы�МВ (КК�МВ) в
плазме крови. Около 0,5 мл крови собирали в ге�
паринизированные пробирки из венозного ка�
тетера крысы в исходном состоянии (перед ок�
клюзией ПНА) и после часа реперфузии. Актив�
ность ферментов в плазме определяли на спект�
рофотометре UV�1800 («Shimadzu», Япония)
при λ = 340 нм с использованием наборов
«BioSystems SA» (Испания).

Определение активности антиоксидантных
ферментов и содержания продуктов свободнора�
дикального окисления липидов в ЗР. Ткань зоны
риска сердца крысы, замороженную в жидком
азоте, гомогенизировали в 50 мМ натрий�фос�
фатном буфере (рН 7,4; вес/объем 1 : 10) при
помощи гомогенизатора Ultra�Turrax T18 («IKA
Werke», Германия) и центрифугировали на
Sigma 3�16KL (Германия) при 1000 g и 4 °С в те�
чение 10 мин. В супернатанте определяли со�
держание вторичных продуктов ПОЛ (реагиру�
ющих с 2�тиобарбитуровой кислотой – TBARS)
и активность антиоксидантных ферментов
(Cu,Zn�SOD, GSH�Px и CAT). Активность
Cu,Zn�SOD определяли по ингибированию
восстановления п�нитротетразолия синего су�
пероксидным радикалом, генерируемым в сис�
теме ксантин–ксантиноксидаза. Кинетику об�
разования формазана регистрировали на спект�
рофотометре UV�2600 («Shimadzu», Япония)
при 560 нм. За единицу активности Cu,Zn�SOD
принимали количество фермента, необходимое
для 50%�ного подавления восстановления
п�нитротетразолия синего; результаты выража�
ли в ед. акт./мг белка [9]. Активность CAT опре�
деляли по скорости расходования H2O2 при
20 °C в течение 1 мин. Измерения проводили
при 240 нм на спектрофотометре UV�2600. При
расчете активности использовали коэффициент
молярной экстинкции пероксида водорода
ε = 43,6 М−1⋅см−1. За единицу активности при�
нимали количество фермента, необходимое для
утилизации 1 мкмоль H2O2 в минуту; результаты
также выражали в ед. акт./мг белка [10]. Актив�
ность GSH�Px определяли в сопряженной сис�
теме глутатион–глутатионредуктаза по окисле�
нию NADPH, используя гидропероксид трет�
бутила в качестве субстрата. Скорость окисле�
ния NADPH (λ = 340 нм) определяли в термо�
статируемой 9�канальной кювете при 30 °С на
химическом анализаторе FP�900 («Labsystems
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Oy», Финляндия). За единицу активности при�
нимали количество фермента, необходимое для
окисления 1 мкмоль восстановленного глутати�
она в условиях определения; результаты выра�
жали в ед. акт./мг белка [11]. В супернатанте го�
могената сердечной мышцы белки осаждали
10%�ной трихлоруксусной кислотой (1 : 1) и оп�
ределяли содержание вторичных продуктов
ПОЛ по реакции с 2�тиобарбитуровой кисло�
той, анализируя количество образовавшегося
триметинового комплекса при λ = 532 нм на
спектрофотометре UV�2600 [12].

Оценка влияния пептидов на активность анти�
оксидантных ферментов. Коммерческие препа�
раты Cu,Zn�SOD и GSH�Px из бычьих эритро�
цитов и CAT из бычьей печени («Sigma», CША)
растворяли в 50 мМ фосфатном буфере рН 7,4 в
концентрации 250 мкг/мл. Активность фермен�
тов составила 145,3 ± 3,19; 462,8 ± 43,07;
12,73 ± 0,45 ед./мл соответственно. Затем в раст�
вор, содержащий ферменты, вводили растворы
пептидов G1, G2 и Gal в 50 мМ фосфатном бу�
фере рН 7,4 до конечных концентраций 0,01 и
0,1 мМ и инкубировали полученные смеси при
4 °С в течение 24 ч. После окончания инкубации
активность Cu,Zn�SOD, CAT и GSH�Px опреде�
ляли согласно описанным методикам [9–11].

Исследование влияния пептидов на свободно�
радикальное окисление ЛНП человека. Для пре�
паративного выделения липопротеидов низкой
плотности (ЛНП) плазму крови доноров, содер�
жащую 1 мг/мл ЭДТА, подвергали двукратному
центрифугированию в градиенте плотности
1,019–1,063 г/см3 NaBr в течение 2 ч при скорос�
ти 42 000 об./мин в угловом роторе 50Ti при 4 °С
в рефрижераторной ультрацентрифуге Optima
XPN�80 («Beckman Coulter», США) согласно
описанной методике [13]. Полученные ЛНП ди�
ализовали в изотоничном (0,154 М NaCl) 50 мМ
K,Na�фосфатном буфере pH 7,4 при 4 °С в тече�
ние 16 ч. Короткое время центрифугирования
позволяет избежать окисления нативных ЛНП в
процессе выделения. При электрофорезе в об�
разцах ЛНП, полученных описанным методом,
не было выявлено существенных загрязнений
другими фракциями липопротеидов или белка�
ми плазмы.

После диализа содержание белка в образцах
ЛНП определяли по методу Лоури. Затем пробы
белка разбавляли до 50 мкг/мл раствором, со�
держащим 0,154 М NaCl в 50 мМ K,Na�фосфат�
ном буфере рН 7,4, добавляли пептиды галани�
на в концентрациях 0,01 и 0,1 мМ. Окисление
ЛНП индуцировали при 37 °С введением
30 мкМ CuSO4*5H2O, после чего через фиксиро�
ванные интервалы времени измеряли накопле�
ние липогидропероксидов при λ = 233 нм на

спектрофотометре UV�2600. Степень ингибиро�
вания свободнорадикального окисления ЛНП
характеризовали продолжительностью периода
индукции (лаг�фазы) окисления (τ), за который
принимали время достижения оптической плот�
ности при λ = 233 нм на кинетических кривых
окисления ЛНП, равное 0,15 (ΔD233 = 0,15)
[13]. В референсную пробу вносили 0,01 мМ
синтетического фенольного антиоксиданта, бу�
тилированного гидрокситолуола (BHT) в раст�
воре этанола (конечное содержание этанола
0,25%). Предварительно было показано, что
внесение 0,25%�ного этанола в пробу не влияет
на продолжительность лаг�фазы при окислении
ЛНП без других добавок.

Мониторирование продукции АФК в ЗР серд�
ца крысы с помощью спиновой ловушки. Для ре�
гистрации уровня короткоживущих кислород�
ных радикалов в зоне риска ЛЖ использовали
метод микродиализа и спиновую ловушку 5,5�
диметил�1�пирролин N�оксид (ДМПО). Это
соединение способно эффективно взаимодей�
ствовать как с супероксидными, так и с гидрок�
сильными радикалами с образованием относи�
тельно стабильных спиновых аддуктов, регист�
рируемых методом электронного парамагнит�
ного резонанса (ЭПР) [14]. В область регио�
нальной ишемии имплантировали микродиа�
лизное волокно (внешний диаметр 0,25 мм,
проницаемое для веществ с молекулярной мас�
сой < 5 кДа), которое с помощью микронасоса
перфузировали со скоростью 3 мкл/мин раство�
ром Рингера (рН 7,4 при 37 °С) с содержанием
100 мМ ДМПО. Вытекающий диализат собира�
ли последовательными фракциями по 20 мин в
пластиковые пробирки, охлаждённые до 0 °С.
Образцы диализатов замораживали и хранили в
жидком азоте. Спектры ЭПР образцов диализа�
та, содержащего спиновую ловушку ДМПО, ре�
гистрировали на спектрометре Х�диапазона
Е�109Е («Varian», США) при комнатной темпе�
ратуре. Амплитуда высокочастотной модуляции
магнитного поля составляла 0,1 мТл при часто�
те 100 кГц. Частота СВЧ поля спектрометра со�
ставляла 9,14 ГГц, а его мощность устанавлива�
лась на уровне 10 мВт. Сканирование магнитно�
го поля при записи сигналов осуществлялось с
центром при g = 2,00.

Статистическая обработка данных. Для обра�
ботки полученных данных использовали пакет
программ SigmaPlot 11.2 («SysStat», США). Ре�
зультаты представлены как среднее значе�
ние ± стандартная ошибка среднего значения
(M ± SEM). При сравнении нескольких групп с
контролем использовали t�критерий Стьюдента
с поправкой Бонферрони. Статистически зна�
чимыми считали отличия при p < 0,05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Влияние пептидов на И/Р повреждение сердца
у крыс in vivo. Гистохимический анализ срезов
ЛЖ после реперфузии не выявил достоверных
различий в размерах ЗР между контролем, пеп�
тидами галанина и 0,2%�ным ДМСО. Для ис�
следованных групп величина ЗР/ЛЖ в среднем
составляла 40,5 ± 1,3%, что свидетельствует о
единообразии моделирования И/Р поврежде�
ния у всех животных. В контроле величина ИМ,
выраженная отношением ИМ/ЗР в процентах,
составляла 43,0 ± 2,0% (рис. 1, а). Введение
0,2%�ного ДМСО не влияло на размеры ИМ – в
этом случае отношение ИМ/ЗР составляло
41,6 ± 3,1%. В то же время внутривенное введе�
ние каждой из исследованных доз пептидов
приводило к уменьшению размеров ИМ. Опти�
мальная доза для Gal составила 0,5 мг/кг, для G1
и G2 – 1,0 мг/кг. Использование этих доз Gal и
G2 снижало размеры ИМ в среднем на 40%,
G1 – на 27% по сравнению с контролем
(p < 0,001). Развитие ИМ в контроле к концу ре�
перфузии сопровождалось значительным увели�
чением активности КК�МВ и ЛДГ в плазме по
сравнению с исходным состоянием (рис. 1, б, в).
Введение 0,2%�ного ДМСО не влияло на актив�
ность обоих ферментов по сравнению с контро�
лем. Введение оптимальных доз пептидов Gal,
G1 и G2 уменьшало активность ЛДГ и КК�МВ к
окончанию реперфузии в среднем на 30% по
сравнению с контролем (p < 0,01). Эти данные
отражают снижение уровня некроза кардиомио�
цитов в ЗР под действием галанина и его N�кон�
цевых фрагментов. В дальнейшем на этой моде�
ли были использованы указанные выше опти�
мальные концентрации пептидов.

Влияние пептидов на продукцию АФК в ЗР
сердца крысы. Регистрируемые спектры ЭПР об�
разцов диализата состояли из четырёх узких эк�
видистантных линий, соотношение амплитуд
которых составило 1 : 2 : 2 : 1, характерных для
парамагнитного аддукта ДМПО�OH, образую�
щегося в результате взаимодействия ДМПО и
гидроксида [14]. На рисунке 2 представлены из�
менения в содержании аддукта ДМПО�OH в об�
разцах диализата в ходе эксперимента. Видно,
что в контроле после 40�минутной окклюзии
коронарной артерии содержание ДМПО�OH в
диализате увеличивалось, отражая увеличение
уровня АФК в интерстиции ЗР. Это может быть
связано с существенным возрастанием скорости
генерации АФК в дыхательной цепи митохон�
дрий при восстановлении кровотока в ЗР. Введе�
ние пептидов G1, G2 или Gal перед реперфузи�
ей достоверно снижало содержание ДМПО�OH
по сравнению с контролем (p < 0,01). Эти дан�
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Рис. 1. Влияние внутривенного введения пептидов галани�
на на показатели И/Р повреждения сердца у крыс in vivo.
а – Дозозависимое действие пептидов Gal, G1 и G2 на раз�
меры инфаркта миокарда (ИМ/ЗР, %): К – контроль,
ИМ – инфаркт миокарда, ЗР – зона риска. Влияние опти�
мальных доз пептидов на активность КК�МВ (б) и ЛДГ (в)
в плазме крови крыс в конце реперфузии: ИС – исходное
состояние, К – контроль (введение физиологического
раствора), P – растворитель 0,2% ДМСО, пептиды G1
(1 мг/кг), G2 (1 мг/кг), Gal (0,5 мг/кг). Данные представле�
ны как M ± SEM для каждой группы из 8 животных.
* – Достоверное отличие от К и Р (p < 0,01)
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ные указывают на снижение продукции АФК в
реперфузированной области сердца под
действием пептидов галанина.

Влияние пептидов на активность антиоксидант�
ных ферментов и содержание продуктов ПОЛ в
ЗР сердца крысы. В контроле (после региональ�
ной ишемии и реперфузии сердца без введения
пептидов) активности Cu,Zn�SOD, CAT и
GSH�Px в ЗР не отличались от значений в ис�
ходном состоянии (табл. 2). Активность
Cu,Zn�SOD под действием G2 и Gal в ЗР к
окончанию реперфузии не изменялась, введе�
ние G1 приводило к ее снижению. Активность
CAT достоверно не изменялась под действием
пептидов галанина. Активность GSH�Px в ЗР по
сравнению с контролем достоверно увеличива�
лась при введении пептидов G2 и Gal, тогда как
введение G1 воздействия не оказывало. Под
влиянием региональной ишемии и реперфузии
сердца в контроле содержание TBARS в ЗР воз�
растало вдвое по сравнению с исходным значе�
нием. Введение G2 и Gal заметно снижало на�
копление TBARS в ЗР к концу реперфузии, G1
не оказывал влияния на этот показатель. Таким
образом, под действием пептидов G2 и Gal про�
исходило снижение образования продуктов
ПОЛ в реперфузированном миокарде, несмотря
на отсутствие влияния на активность
Cu,Zn�SOD и CAT, и незначительное увеличе�
ние активности GSH�Px. Почти двукратное
снижение активности Cu,Zn�SOD, вызванное
введением G1, не влияло на интенсивность
ПОЛ в ЗР по сравнению с контролем. Эти дан�
ные показывают, что наблюдаемые изменения
ПОЛ в реперфузированной области сердца под
действием пептидов не связаны непосредствен�
но с активностью ключевых антиоксидантных
ферментов.

Влияние пептидов галанина на активность
Cu,Zn�SOD, GSH�Px и CAT in vitro. Реперфузи�
онное повреждение миокарда, сопровождающе�
еся нарушениями структуры мембран кардио�

миоцитов [15], может способствовать переносу
экзогенных пептидов галанина из кровотока во
внутриклеточное пространство. Это не исклю�
чает непосредственного взаимодействия пепти�
дов с антиоксидантными ферментами миокар�
да. Такая ситуация была смоделирована нами
инкубацией пептидов G1, G2 и Gal с коммер�
ческими ферментами Cu,Zn�SOD, GSH�Px и
CAT в модельных системах in vitro. При выборе
концентраций пептидов в инкубационной среде
мы руководствовались следующими соображе�
ниями. Оптимальная доза G1 и G2 для внутри�
венного введения крысе составляет 1 мг/кг,
Gal – 0,5 мг/кг. Учитывая молекулярный вес
пептидов (табл. 1) и объем циркулирующей кро�
ви (20 мл) в крысе средней массы (350 г), полу�
чаем, что концентрация пептидов в кровотоке
должна составить 0,012 мМ для G1 и G2 и
0,003 мM для Gal. В соответствии с этим для
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Рис. 2. Влияние пептидов галанина на концентрацию ад�
дукта ДМПО�ОН в интерстиции ЗР сердца крысы: К –
контроль (введение физиологического раствора), пептиды
G1 (1 мг/кг), G2 (1 мг/кг), Gal (0,5 мг/кг). Данные пред�
ставлены как M ± SEM для каждой группы из 5 животных.
* – Достоверное отличие от G1, G2 и Gal (p < 0,01); стрел�
кой указан момент введения пептидов

Состояние

Исходное состояние

Контроль

G1

G2

Gal

Таблица 2. Активность антиоксидантных ферментов и содержание TBARS (продуктов ПОЛ) в серд�
це крысы

TBARS, нмоль/мг белка

0,19 ± 0,06

0,40 ± 0,03*

0,36 ± 0,04*

0,13 ± 0,01#

0,12 ± 0,03#

GSH�Px, ед./мг белка

0,37 ± 0,03

0,27 ± 0,02

0,30 ± 0,02

0,36 ± 0,01#

0,36 ± 0,02#

CAT, ед./мг белка

27,26 ± 3,22

33,66 ± 1,00

35,10 ± 2,39

32,11 ± 2,85

27,80 ± 2,65

Cu,Zn�SOD, ед./мг белка

105,48 ± 6,85

123,99 ± 6,25

67,00 ± 2,86*#

131,70 ± 14,40

123,84 ± 5,76

# Примечание. Приведены данные для серий из 8 экспериментов. * – Достоверное отличие от исходного состояния;
# – достоверное отличие от контроля; (p < 0,05).
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оценки влияния пептидов на активность анти�
оксидантных ферментов в инкубационной среде
мы использовали две концентрации пептидов:
близкую к физиологической (0,01 мМ) и на по�
рядок более высокую (0,1 мM) (табл. 3). Из таб�
лицы 3 видно, что пептиды G1 и Gal не оказыва�
ли влияния на активность антиоксидантных
ферментов при длительной инкубации (разли�
чия между опытными и контрольной группами
были статистически не достоверны). В то же
время действие G2 в указанных выше концент�
рациях вызывало заметную активацию
Cu,Zn�SOD (на 24 и 34% соответственно), не�
значительно снижало активность CAT (в сред�
нем на 4,5% независимо от концентрации) и не
влияло на активность GSH�Px. Однако с учетом
того, что использованные в этих модельных
опытах концентрации пептидов и длительность
их взаимодействия с ферментами маловероятны

в условиях in vivo, из приведенных результатов
следует, что G1, G2 и Gal практически не влия�
ют на активность антиоксидантных ферментов.

Влияние пептидов на свободнорадикальное
окисление ЛНП плазмы крови человека. Для изу�
чения влияния G1, G2 и Gal на параметры сво�
боднорадикального окисления липидов был ис�
пользован разработанный нами ранее кинети�
ческий метод исследования ингибиторной ак�
тивности соединений на модели Cu2+�иници�
ированного окисления природных изолирован�
ных ЛНП плазмы крови здоровых доноров [13].
Известно, что продолжительность периода ин�
дукции τ (лаг�фаза окисления) определяется
следующим уравнением: τ = [InH]/w, где
[InH] – концентрация ингибиторов свободно�
радикальных процессов в системе, w – скорость
инициирования окисления [16, 17]. Мы прово�
дили эксперименты с использованием одних и
тех же образцов свежевыделенных ЛНП в стан�
дартных условиях. Очевидно, что концентрация
природных эндогенных ингибиторов свободно�
радикальных процессов [InH] в исходных образ�
цах ЛНП была идентичной. Стандартной долж�
на быть и скорость инициирования окисления
изолированных из плазмы крови ЛНП (w), по�
скольку она зависит от содержания образован�
ных in vivo липогидропероксидов [LООН]. В
присутствии ионов меди липогидропероксиды
подвергаются деструкции с образованием ак�
тивных липидных радикалов, инициирующих
дальнейшее окисление ненасыщенного суб�
страта – полиеновых липидов [18, 19]:

LООН + Cu2+ → LО2
• + Н+ + Cu+

LООН + Cu+ → LО• + ОН− + Cu2+
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Условия 

Контроль

G1, 0,01 мM
G1, 0,1 мM

G2, 0,01 мM
G2, 0,1 мM

Gal, 0,01 мM
Gal, 0,1 мM

Таблица 3. Влияние пептидов галанина на ак�
тивность антиоксидантных ферментов in vitro

CAT, ед./мл

462,84 ± 3,07

463,12 ± 1,73
454,33 ± 3,44

443,12 ± 1,77*
438,36 ± 2,68*

470,44 ± 4,90
465,03 ± 2,85

GSH Px,
ед./мл

12,73 ± 0,45

13,08 ± 0,36
13,29 ± 0,52

13,82 ± 0,34
13,12 ± 0,10

13,58 ± 0,34
13,17 ± 0,22

Cu,Zn�SOD,
ед./мл

145,30 ± 3,19

135,09 ± 3,41
148,88 ± 2,83

193,73 ± 3,72*
180,23 ± 3,36*

136,73 ± 1,39
140,04 ± 3,15

Примечание. Приведены данные для серий из 3 экспери�
ментов. * – Достоверное отличие от контроля (p < 0,05).

Рис 3. Характерные кинетические кривые Cu2+�инициированного свободнорадикального окисления ЛНП в присутствии
синтетического фенольного антиоксиданта ВНТ и пептидов G1, G2 и Gal. а – Влияние BHT: кривая 1 – контроль (без до�
бавок); 2 – в присутствии 0,01 мМ ВНТ. Влияние пептидов: б – в присутствии G1 (кривая 1), G2 (2) и Gal (3) в концент�
рации 0,01 мМ; в – в присутствии G1(1), G2 (2) и Gal (3) в концентрации 0,1 мМ
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Таким образом, продолжительность периода
индукции окисления ЛНП в наших опытах (τ)
зависела исключительно от антиоксидантной
способности внесённых в среду окисления экзо�
генных пептидов. Результаты проведённых ки�
нетических экспериментов представлены на ри�
сунке 3. Они демонстрируют выраженное инги�
бирующее действие синтетического фенольного
антиоксиданта, бутилированного гидроксито�
луола (BHT) в концентрации 0,01 мМ (рис. 3, а).
Пептиды G1, G2 и Gal в концентрациях 0,01 мМ
и 0,1 мМ также подавляли свободнорадикальное
окисление ЛНП (рис. 3, б и в).

Вычисленные при анализе кинетических
кривых окисления значения периодов индук�
ции (τ) представлены в таблице 4. Из приведен�
ных значений τ следует, что все исследованные
пептиды галанина обладают ингибирующей ак�
тивностью по отношению к свободнорадикаль�
ному окислению липидов. При концентрации
0,01 мМ продолжительность периодов индук�
ции окисления для G1, G2 и Gal была достовер�
но выше контроля на 45, 15 и 75% соответствен�
но. Увеличение концентрации пептидов в среде
инкубации до 0,1 мM приводило к возрастанию
антиоксидантной активности G1 в 2,75, а G2 и
Gal в 1,5 раза по сравнению с контролем, а так�
же снижению периода индукции для Gal на 25%
по сравнению с этим показателем при концент�
рации 0,01 мМ. Результаты экспериментов с ис�
пользованием различных концентраций пепти�
дов показывают, что способность ингибировать
свободнорадикальное окисление липидов у этих
соединений снижалась в ряду G1 > Gal > G2.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе антиоксидантная актив�
ность полноразмерного галанина Gal и его при�
родного и химически модифицированного
N�концевого фрагмента (G1 и G2 соответствен�
но) продемонстрирована на двух моделях окис�
лительного стресса – ишемическом/реперфузи�
онном повреждении сердца крысы in vivo и сво�
боднорадикальном окислении ЛНП плазмы
крови человека in vitro. Внутривенное введение
пептидов галанина крысам после региональной
ишемии уменьшало необратимые повреждения
зоны риска. Это проявлялось в ограничении
размера инфаркта миокарда и защите мембран
кардиомиоцитов – уменьшении активности
КК�МВ и ЛДГ в плазме крови к концу реперфу�
зии. Пептиды G1, G2 и Gal снижали образова�
ние спинового аддукта гидроксильных радика�
лов ДМПО�ОН в интерстиции ЗР при реперфу�
зии, при этом G2 и Gal также снижали образо�

вание вторичных продуктов ПОЛ в реперфузи�
рованном миокарде. Кроме того, все пептиды
галанина ингибировали Сu2+�индуцированное
свободнорадикальное окисление ЛНП человека
in vitro.

Как было отмечено выше, введение пепти�
дов G1, G2 и Gal крысам после периода регио�
нальной ишемии миокарда существенно снижа�
ло образование ДМПО�ОН в интерстиции ЗР
ЛЖ при возобновлении кровотока. Образование
этого спинового аддукта в диализном волокне,
вероятно, являлось следствием проникновения
в него гидроксильных радикалов, образующихся
при реакции Фентона. Возможно также, что об�
разование ДМПО�ОН проходило вне диализно�
го волокна: в этом случае молекулы ДМПО мог�
ли проникать в ткань миокарда по градиенту
концентрации через поры в диализаторе, и пос�
ле взаимодействия с АФК в ткани сердечной
мышцы образовавшийся спиновый аддукт мог
возвращаться обратно в диализатор. Нельзя так�
же исключать факт взаимодействия молекул ло�
вушки ДМПО с супероксидными анион�ради�
калами с образованием аддукта ДМПО�OOH с
последующим его спонтанным переходом в ад�
дукт гидроксида ДМПО�OH [20]. Тем не менее
полученные методом микродиализа результаты
свидетельствуют об уменьшении генерации
АФК в ткани реперфузированного миокарда
под действием пептидов. Они согласуются со
способностью пептида G1 снижать продукцию
супероксид�аниона и пероксида водорода в ми�
тохондриях изолированных кардиомиоцитов
при их инкубации в условиях реоксигенации
после периода гипоксии [3]. Как известно, гипер�
продукция АФК является одним из основных
механизмов повреждения миокарда во время ре�
перфузии, вызывающим нарушение проницае�
мости мембран кардиомиоцитов, изменение
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Таблица 4. Продолжительность периодов индук�
ции свободнорадикального окисления ЛНП
(τ, мин)

Концентрация исследуемых веществ
Группы

Контроль

G1

G2

Ga1

BHT

0,01 мМ

20 ± 0,2

29 ± 0,4*

23 ± 0,2*

35 ± 0,1*

140 ± 0,1*

0,1 мМ

20 ± 0,2

55 ± 0,3*#

30 ± 0,05*#

30 ± 0,1*#

Примечание. *, p < 0,05 по сравнению с контролем;
#, p < 0,05 по сравнению с пептидом в концентрации
0,01 мМ; n = 3.
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ионного гомеостаза и гибель клеток путем нек�
роза и апоптоза [21]. В соответствии с этим сни�
жение образования ДМПО�ОН в эксперимен�
тальных группах с введением пептидов G1, G2 и
Gal сопровождалось заметным уменьшением
размеров инфаркта миокарда и снижением ак�
тивности маркеров некроза в плазме крови в
конце реперфузии (рис. 1). Дополнительно в ЗР
ЛЖ животных, защищенных введением G2 или
Gal, обнаружено снижение содержания продук�
тов ПОЛ до предишемических значений
(табл. 2). Эти данные однозначно указывают на
способность пептидов галанина снижать окис�
лительный стресс при реперфузии.

Ранее мы показали, что у крыс с кардиомио�
патией, вызванной доксорубицином, подкожное
введение пептида G2 в течение 8 недель снижало
ПОЛ и увеличивало активность Cu,Zn�SOD и
GSH�Px в поврежденном сердце [6]. В настоя�
щей работе существенного влияния пептидов
G1, G2 и Gal на активность ключевых фермен�
тов антиоксидантной защиты Cu,Zn�SOD, CAT
и GSH�Px в зоне риска ЛЖ миокарда крыс выяв�
лено не было. В данной работе отмечено лишь
незначительное увеличение активности GSH�Px
под действием G2 и Gal и снижение активности
Cu,Zn�SOD под действием G1 (табл. 2). Вполне
вероятно, что короткого времени реперфузии
(1 ч) недостаточно для экспрессии генов этих
ферментов в миокарде. В пользу этого предпо�
ложения свидетельствуют не только результаты
нашей работы [6], но и исследование Timotin
et al. [22], в котором показано, что снижение
размеров инфаркта миокарда у мышей в резуль�
тате длительного введения Gal сопровождается
ростом количества мРНК Cu,Zn�SOD в кардио�
миоцитах. Для понимания причин изменения
активности Cu,Zn�SOD и GSH�Px в зоне риска
сердца крыс под действием пептидов при репер�
фузии мы оценили влияние G1, G2 и Gal на ак�
тивность коммерческих антиоксидантных фер�
ментов in vitro. Несмотря на длительную инкуба�
цию (24 ч) и использование высоких концентра�
ций пептидов (0,1 мМ), заметное влияние было
отмечено только при действии G2, проявлявше�
еся в активации Cu,Zn�SOD и ингибировании
CAT (табл. 3). Различное влияние пептидов га�
ланина на активность Cu,Zn�SOD, CAT и
GSH�Px в экспериментах in vitro и in vivo свиде�
тельствует в пользу того, что их способность к
снижению генерации АФК и продуктов ПОЛ в
сердце крыс при реперфузии не связана с воз�
действием на ферментативную систему антиок�
сидантной защиты.

Известно, что многие пептиды обладают
способностью перехватывать АФК и ингибиро�
вать перекисное окисление липидов [23, 24].

Однако, насколько нам известно, данные о пря�
мом антиоксидантном действии галанина или
его биоактивных N�концевых фрагментах в ли�
тературе отсутствуют. Поэтому изучение меха�
низмов снижения окислительного стресса в
сердце с помощью пептидов галанина представ�
ляется важной задачей будущих исследований.
В этой связи интерес представляют результаты,
полученные при изучении влияния G1, G2 и Gal
на Сu2+�индуцированное свободнорадикальное
окисление ЛНП плазмы крови человека in vitro.
Полученные нами данные продемонстрировали
ингибирующий эффект этих соединений, выз�
ванный уменьшением образования липидных
радикалов, хотя и более слабый, чем у синтети�
ческого антиоксиданта BHT (табл. 4, рис. 3).
Тем не менее нельзя исключить, что при исполь�
зовании указанной модели подавление свобод�
норадикального окисления липидов могло быть
вызвано хелатированием ионов меди изучаемы�
ми пептидами.

Помимо регуляции свободнорадикальных
процессов, активация пептидами галанина раз�
личных путей трансдукции при связывании с
рецепторами GalR1–3 также может способство�
вать уменьшению повреждения клеток. Все три
подтипа рецепторов галанина через белки
Gi/Go ингибируют активность аденилатцикла�
зы, что приводит к ингибированию транскрип�
ционного фактора СREB – белка, связывающе�
го цикло�АМP�зависимый элемент. Это повы�
шает экспрессию транспортера глюкозы
GLUT4 и способствует его перемещению в сар�
колемму, стимулируя захват и окисление глюко�
зы кардиомиоцитами. Запуск этого механизма
имеет решающее значение в условиях снижения
продукции АТP [25]. Сопряжение рецептора
GalR2 с белком Gq/11 активирует фосфолипа�
зу C и через гидролиз фосфатидилинозитол ди�
фосфата регулирует гомеостаз кальция, что
улучшает инотропные свойства сердца. Нижние
звенья этого сигнального пути вызывают фос�
форилирование протеинкиназы В (Akt), инги�
бирование проапоптозных белков BAD/BAX,
каспазы�3 и каспазы�9 [1, 26]. Как правило, на
моделях in vivo снижение апоптоза кардиомио�
цитов сопровождается ограничением области
инфаркта миокарда и улучшением сократитель�
ной функции сердца [27]. Активация GalR1 и
GalR2 стимулирует сигнальные пути, иници�
ируемые митоген�активируемыми протеинки�
назами (MEK1/2 и ERK1/2), приводящие к ин�
гибированию открытия митохондриальной по�
ры временной проницаемости (mPTP) и, таким
образом, способствует выживанию и подвиж�
ности клеток [28]. Кроме того, активация фос�
форилирования киназ ERK способствует увели�

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  4  2021

592



ВЛИЯНИЕ ПЕПТИДОВ ГАЛАНИНА НА ОКИСЛИТЕЛЬНЫЙ СТРЕСС

чению экспрессии рецепторов, активируемых
пролифераторами пероксисом (PPARs), контро�
лирующих энергетический метаболизм, вклю�
чая и экспрессию PPARγ, стимулирующего по�
глощение и окисление глюкозы кардиомиоци�
тами [29]. Из этого следует, что пептидные аго�
нисты рецепторов галанина способны усиливать
адаптационные механизмы метаболической за�
щиты при повреждении сердца.

Одним из важных аспектов реализации эф�
фектов биоактивных пептидов является их влия�
ние на интенсивность свободнорадикального
окисления в органах и тканях, которое сопро�
вождается коррекцией нарушений, вызванных
различными патологическими факторами. В
связи с этим природные и синтетические пеп�
тидные биорегуляторы можно рассматривать как
перспективные фармакологические средства,
способствующие уменьшению стресс�индуциро�
ванных изменений в организме. Полученные ре�
зультаты свидетельствуют об участии галанинер�
гической системы в адаптации сердца к ише�

мическому/реперфузионному повреждению и
окислительному стрессу. Эти данные указывают
на перспективность молекулярного конструиро�
вания фармакологических агонистов рецептора
галанина GalR2 c улучшенными физико�хими�
ческими характеристиками (растворимость,
протеолитическая стабильность) и детального
изучения механизмов их действия. Подобные со�
единения могут служить основой для разработки
нового класса кардиопротекторов для терапии
различных сердечно�сосудистых заболеваний.
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ANTIOXIDANT PROPERTIES OF GALANIN AND ITS N�TERMINAL
FRAGMENTS IN MODELING OXIDATIVE STRESS in vitro AND in vivo*

O. I. Pisarenko**, I. M. Studneva, L. I. Serebryakova, A. A. Timoshin, G. G. Konovalova,
V. Z. Lankin, A. K. Tihaze, O. M. Veselova, I. V. Dobrokhotov, R. O. Lyubimov,

M. V. Sidorova, M. E. Palkeeva, and A. S. Molokoedov

National Medical Research Center for Cardiology, 121552 Moscow, Russia; E�mail: olpi@live.ru

Antioxidant properties of rat galanin GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFSDKHGLT�NH2 (Gal), N�terminal frag�
ment of galanin (2�15 aa) WTLNSAGYLLGPHA (G1), and its modified analogue WTLNSAGYLLGPβAH (G2)
were studied in vivo in the rat model of regional myocardial ischemia and reperfusion and in vitro in the process of
Cu2+�induced free radical oxidation of human blood plasma low�density lipoproteins. Intravenous administration of
G1, G2, and Gal to rats after ischemia induction reduced the infarction size and activities of the necrosis markers,
creatine kinase�MB and lactate dehydrogenase, in blood plasma at the end of reperfusion. G1, G2, and Gal reduced
formation of the spin adducts of hydroxyl radicals in the interstitium of the area at risk during reperfusion, moreover,
G2 and Gal also reduced formation of the secondary products of lipid peroxidation in the reperfused myocardium. It
was shown in the in vivo experiments and in the in vitro model system that the ability of galanin peptides to reduce for�
mation of ROS and attenuate lipid peroxidation during myocardial reperfusion injury was not associated directly with
their effects on activities of the antioxidant enzymes of the heart: Cu,Zn�superoxide dismutase, catalase, and glu�
tathione peroxidase. The peptides G1, G2, and Gal at concentrations of 0.01 and 0.1 mM inhibited Cu2+�induced free
radical oxidation of human low�density lipoproteins in vitro. The results of oxidative stress modeling demonstrated
that the natural and synthetic agonists of galanin receptors reduced formation of the short�lived ROS in the reperfused
myocardium, as well as of lipid radicals in blood plasma. Thus, galanin receptors could be a promising therapeutic tar�
get for cardiovascular diseases.

Keywords: galanin, heart, ischemia and reperfusion, necrosis, lipid peroxidation, antioxidant enzymes, cardiomyocyte
membrane damage
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Rathayibacter sp. ВКМ Ac�2759 (семейство Microbacteriaceae, класс Actinobacteria) содержит в клеточной
стенке два гликополимера. Основная цепь рамнана, гликополимера 1, построена из повторяющихся тетраса�
харидных звеньев, несущих на нередуцирующем конце терминальные остатки арабинофуранозы: →3)�α�
[α�D�Araf�(1→2)]�D�Rhap�(1→2)�α�D�Rhap�(1→3)�α�D�Rhap�(1→2)�α�D�Rhap�(1→. Подобно другим изу�
ченным видам рода Rathayibacter, в нейтральном гликополимере штамма ВКМ Ac�2759 рамноза присутству�
ет в D�конфигурации. Ацеталированная пировиноградной кислотой тейхуроновая кислота, гликополимер 2,
состоит из линейных тетрасахаридных звеньев: →4)�β�D�GlcpA�(1→4)�β�D�Galp�(1→4)�β�D�Glcp�(1→3)�
β�[4,6�S�Pyr]�D�Manp�(1→. Структуры гликополимеров установлены химическими и ЯМР�спектроскопи�
ческими методами и описаны впервые для прокариотных микроорганизмов. Полученные данные могут
быть востребованы в таксономических исследованиях и работах по выяснению механизмов колонизации и
инфекции растений бактериями рода Rathayibacter.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Rathayibacter, клеточная стенка, гликополимеры, D�рамнан, тейхуроновая кислота,
пируват.
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ВВЕДЕНИЕ

Род Rathayibacter (семейство Microbacteria�
ceae, класс Actinobacteria) [1] включает 8 валид�
но описанных видов (LPSN – List of Prokaryotic
names with Standing in Nomenclature: https://lpsn.
dsmz.de/genus/rathayibacter), более половины из
которых известны как фитопатогены [2–4]. Ви�
ды Rathayibacter имеют высокий уровень сход�
ства между собой по генам 16S рРНК (до
99,52%) и традиционным фенотипическим ха�
рактеристикам [2–5]. При изучении химическо�

го состава клеточных стенок у представителей
пяти видов рода (Rathayibacter tritici, RathayibacD
ter iranicus, Rathayibacter toxicus, Rathayibacter
caricis и «Rathayibacter tanaceti») были обнаруже�
ны бесфосфатные полимеры различных типов и
структур – рамноманнаны, тейхуроновые кис�
лоты, рамнан (у R. caricis) и рамнозосодержа�
щий нейтральный гликополимер с остатками
D�Manp, D�Glcp и L�Rhap в повторяющемся
звене (у R. toxicus) [6–9]. Штамм каждого вида
имел индивидуальный профиль полисахаридов
и содержал один или два гликополимера, при
этом практически каждый из них имел структу�
ру, впервые описанную у прокариотов [8, 9].

В настоящей работе представлены результа�
ты изучения структур гликополимеров клеточ�
ной стенки Rathayibacter sp. ВКМ Ac�2759,
представителя пока не описанного нового вида,
выделенного из некротического участка листа
пижмы обыкновенной (Tanacetum vulgare), ин�
фицированной фитопатогенной нематодой
Aphelenchoides fragariae [10].

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : HMBC – гетероядерная
корреляция 1H,13C через несколько связей; HSQC – про�
тон�детектированная HOHO�квантовая корреляция; J –
константа спин�спинового взаимодействия; ROESY – дву�
мерная спектроскопия ядерного эффекта Оверхаузера во
вращающейся системе координат; COSY – корелляцион�
ная спектроскопия; TOCSY – тотальная корреляционная
спектроскопия; δC, δH – значения химических сдвигов ато�
мов 13C, 1H соответственно.

* Адресат для корреспонденции.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактериальный штамм Rathayibacter sp. ВКМ
Ac�2759 был получен из Всероссийской коллек�
ции микроорганизмов (ВКМ) (www.vkm.ru).

Условия культивирования и получение биомас�
сы для исследований, а также выделение и
очистка клеточных стенок описаны ранее [11].

Выделение гликополимеров проводили мето�
дом холодной и горячей ТХУ�экстракций (10%�
ная ТХУ, 4 °С, 24 ч и затем – 5%�ная ТХУ, 90 °С,
20 мин), как описано ранее [7]. Выход препара�
тов гликополимеров составил 4,8% и 14,2% со�
ответственно. Полученные препараты (иден�
тичные по химическим и ЯМР�спектроскопи�
ческим данным) были объединены и обозначе�
ны как суммарный препарат.

Методы кислотного гидролиза клеточной
стенки и препаратов гликополимеров (2 M HCl,
3 ч, 100 °С), нисходящей хроматографии и
электрофореза, а также реактивы для проявле�
ния сахаров и фосфатсодержащих соединений и
продуктов их кислотной деградации описаны в
работе Potekhina et al. [11].

Гликополимеры суммарного препарата разде�
ляли методом анионообменной хроматографии
на колонке (80 × 1,5 см) с DEAE�целлюло�
зой («Toyopearl», Япония). Фракции гликополи�
меров элюировали фосфатным буфером
(pH 6,3) в разных концентрациях: нейтраль�
ную (гликополимер 1) – 0,005 M, а кислую (гликоD
полимер 2) – 0,5 M. Полученные фракции обес�
соливали на колонке (90 × 1,5 см) с ге�
лем TSK HW�40S («Toyopearl»). Элюцию прово�
дили 1%�ным раствором AcOH, используя диф�
ференциальный рефрактометр («Knauer», Гер�
мания). Фракции гликополимеров 1 и 2 диализо�
вали против дистиллированной воды, высуши�
вали лиофильно и исследовали методами ЯМР�
спектроскопии.

Депирувилирование гликополимера 2 прово�
дили следующим образом: ∼30 мг образца кис�
лой фракции обрабатывали 2%�ным раство�
ром AcOH в течение 6 ч при 110 °С с последую�
щей гель�хроматографией на колонке
(90 × 1,5 см) с гелем TSK HW�40S в 1%�ном
AcOH, осуществляя мониторинг элюции с по�
мощью рефрактометра.

Состав моносахаридов в гликополимерах 1 и 2
исследовали модифицированным методом
Leontein et al. [12] с помощью ГЖХ. Образцы
гидролизовали 2 М CF3COOH (120 °C, 2 ч), вос�
станавливали NaBH4 (20 °C, 16 ч), ацетилирова�
ли уксусным ангидридом, и полученные ацета�
ты полиолов разделяли на хроматографе Маэст�
ро ГХ 7820 («Интерлаб», Россия), оборудован�
ном HP�5 колонкой (0,32 мм × 30 м) при темпе�

ратурном режиме 160–290 °С со скоростью
7 °С/мин.

Абсолютную конфигурацию нейтральных гек�
соз, входящих в структуры гликополимеров 1 и 2,
устанавливали модифицированным методом
Gerwig et al. [13]. К препарату гликополимеD
ра (0,5 мг) добавляли (+)�2�октанол и безводную
трифторуксусную кислоту (15 мкл), нагревали в
герметически закрытом контейнере 1 ч при
120 °С, избыток реагентов удаляли током возду�
ха. Полученные гликозиды ацетилировали и
анализировали методом ГЖХ. Стандартные об�
разцы готовили аналогичным способом из L� и
D�моносахаридов.

Абсолютную конфигурацию арабинозы под�
тверждали на основании правил, опубликован�
ных ранее [14], в соответствии с эффектами гли�
козилирования в спектре ЯМР 13C гликополимеD
ра 1.

Абсолютную конфигурацию остатков глюкуро�
новой кислоты в гликополимере 2 определяли по
эффектам гликозилирования в остатках моноса�
харидов в спектрах ЯМР 13С на основании при�
надлежности глюкозы к D�ряду, согласно зако�
номерностям, изложенным в работе Shashkov
et al. [14].

Спектры ЯМР снимали на приборе Bruker
AV600 («Bruker», Германия) для растворов
в 99,96% D2O при температурах, обеспечиваю�
щих минимальное перекрывание остаточного
сигнала дейтерированной воды с сигналами по�
лимеров. В качестве внутреннего эталона ис�
пользовали натриевую соль 3�(триметилсилил)�
3,3,2,2�тетрадейтеропропионовой кисло�
ты (TSP, δH 0,0 м.д., δС − 1,6 м.д.). Двумерные
ЯМР�эксперименты выполняли с использова�
нием стандартного математического обеспече�
ния («Bruker Optik GmbH», Германия). Время
спин�лока в экспериментах TOCSY составляло
100 мс. Время смешивания в эксперимен�
те ROESY составляло 150 мс. Эксперимен�
ты HMBC были оптимизированы для констант
спин�спинового взаимодействия JH, C 8 Гц.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Кислотные гидролизаты (2 M HCl, 100 °С,
3 ч) клеточной стенки Rathayibacter sp. ВКМ Ac�
2759 и выделенных из нее препаратов гликопо�
лимеров содержали набор сахаров (рамноза,
глюкоза, галактоза, манноза и арабиноза) и не
содержали характерных продуктов гидролиза
тейхоевых кислот и гликозил�1�фосфатных по�
лимеров (фосфорных эфиров полиолов и саха�
ров). Эти данные указывали на возможное при�
сутствие в клеточной стенке исследуемого штам�
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ма бесфосфатных гликополимеров, характерных
для других штаммов рода Rathayibacter [6–9].

13C ЯМР�спектр суммарного препара�
та (рис. 1, а) в аномерной области содержал во�
семь сигналов в диапазоне при δС 100,5–
104,6 м.д. и сигнал при δС 110,0 м.д. В области
высокого поля наблюдались четыре сигнала
6�дезоксипиранозы при δС 17,8–18,3 м.д. и ин�
тенсивный сигнал при δС 25,9 м.д., характерный
для пируватной группы с шестичленным цик�
лом и с экваториальной ориентацией метильной
группы в этом цикле. В низкопольной части
спектра присутствовали сигналы при δС 173,1 и
173,9 м.д. Остальные сигналы находились в об�
ласти δС 61−85 м.д. Cпектры 2D�ЯМР, необходи�
мые для расшифровки структуры, были сняты
для суммарного препарата, но их анализ оказал�
ся сложным из�за многочисленных перекрытий
протонных сигналов в области δH 3,4−4,2 м.д.
Чтобы облегчить задачу, была сделана попытка
разделить препарат на кислый и нейтральный
компоненты с использованием хроматографии
на колонке с DEAE�целлюлозой (см. «Материа�
лы и методы»).

В результате разделения были получены две
фракции. Первая, нейтральная фракция, содер�
жала преимущественно гликополимер 1 (рис. 1, б)
и небольшую примесь кислого полисахарида
(гликополимер 2), а вторая, кислая фракция, со�

держала гликополимер 2 (рис. 1, в) с небольшой
примесью гликополимера 1.

Нейтральная фракция (гликополимер 1).
Спектр ЯМР 13C нейтрального гликополимеD
ра 1 (рис. 1, б; таблица) содержал четыре интен�
сивных сигнала при δС 101,9−103,3 м.д. и сигнал
при 110,0 м.д., характерный для фуранозида
с транс�ориентацией заместителей при C�1 и
C�2. Никаких интенсивных сигналов не наблю�
далось в слабом поле при 165−185 м.д. В области
сильного поля наблюдалось четыре сигнала
6�дезоксипиранозы (δС 17,8−18,3 м.д.). В спект�
ре ЯМР 1H (рис. 2, вверху) в аномерной области
наблюдалось пять интенсивных протонных сиг�
налов (δH 4,96−5,22 м.д.). Четыре дуплетных сиг�
нала были видны в области сильного по�
ля (δH 1,27−1,34 м.д.), что типично для 6�дезок�
сипираноз (J5,6 6 Гц).

Анализ моносахаридного состава гликополиD
мера 1 выявил присутствие рамнозы и арабино�
зы в соотношении 4/1 как основных компонен�
тов полисахарида.

Сигналы в спектрах ЯМР 13С и 1Н были от�
несены с помощью анализа двумерных гомо�
ядерных 1Н,1Н COSY, TOCSY, ROESY и гетеро�
ядерных 1Н,13С HSQC, HSQC�TOCSY и HMBC�
экспериментов.

Анализ спектров 1Н,1Н COSY, TOCSY и
ROESY показал наличие в гликополимере 1 четы�
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Рис. 1. Спектры ЯМР 13С гликополимеров из клеточной стенки Rathayibacter sp. ВКМ Ac�2759: суммарный препарат (а);
нейтральная фракция (б); кислая фракция (в)
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рех остатков α�рамнопиранозы (α�Rhap) и од�
ного остатка α�арабинофуранозы (α�Araf).

Смещение в спектре 1H,13C HSQC (рис. 2;
таблица) сигналов атомов углерода в сравнении
с таковыми родоначальных пираноз свидетель�
ствует о замещении двух остатков α�Rhap в по�
ложение 2 (δC�2 79,5 м.д. – остаток B и δC�2

79,3 м.д. – остаток D, таблица, гликополимер 1),
замещении остатка α�Rhap в положение 3 (δC�3

78,9 м.д. – остаток C) и замещении остатка
α�Rhap в положения 2 и 3 (δC�2 78,1 м.д. и δC�3

78,0 м.д. – остаток A). Сравнение химических
сдвигов остатка α�Araf (E) с таковыми, напри�
мер, в метил�α�арабинофуранозиде, указывает
на отсутствие замещения у C�2, С�3 и С�5 в ос�
татке E.

Последовательность остатков в гликополимере 1
следовала из анализов спектров 1Н,1Н ROESY
и 1Н,13С HMBC. Гомоядерный 2D�спектр
1Н,1Н ROESY (рис. 3, таблица) содержал следу�
ющие корреляционные пики между протонами:
1A/2B (5,11/4,08); 1B/3C (5,17/3,85);
1C/2D (4,96/4,06); 1D/3A (5,22/3,95) и
1E/2A (5,20/4,16). Очевидно, что корреляцион�
ные пики в спектре 1Н,1Н ROESY соответствуют

следующей последовательности остатков в пов�
торяющемся звене гликополимера 1:

Анализ спектра 1H,13C HMBC (рис. 4, таб�
лица), содержавшего корреляционные пики:
H�1(A)/C�2(B) (5,11/79,5); H�1(B)/C�3(C)
(5,17/78,9); H�1(C)/C�2(D) (4,96/79,3); H�1(D)/
C�3(A) (5,22/78,0) и H�1(E)/C�2(A) (5,20/78,1),
подтверждал последовательность остатков,
представленную выше.

Газожидкостная хроматография обработан�
ного оптически активным октанолом гидроли�
зата гликополимера 1 выявила D�абсолютную
конфигурацию рамнозы и арабинозы. Такая же
D�абсолютная конфигурация сахаров была
подтверждена на основе правил, касающихся
эффектов гликозилирования в спектрах
ЯМР 13C полисахаридов [14]. Изучение спектра
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Рис. 2. Части двумерного 1H,13C HSQC�спектра гликополимера 1 нейтральной фракции из клеточной стенки RathayibacD
ter sp. ВКМ Ac�2759. Соответствующие части 1H и 13C ЯМР�спектров приведены вверху и слева от двумерного спектра со�
ответственно. Арабские цифры относятся к номерам атомов углерода в остатках, обозначенных заглавными латинскими
буквами в соответствии с таблицей
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Химические сдвиги в спектрах ЯМР 13С и 1H гликополимеров клеточной стенки Rathayibacter sp. ВKM Ac�2759 (TSP
δC –1,6 м.д. и δH 0,00 м.д.)
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ЯМР 13C гликополимера 1 показало большой поло�
жительный эффект гликозилирования (+8,1 м.д.)
для C�1 α�Araf в дисахаридном фрагменте α�
ArafD(1→2)�α�Rhap�(1→, что характерно для
одинаковой (то есть D�) абсолютной конфигу�
рации обоих сахаров. Намного мень�
ший (+3,5 м.д.) эффект в том же фрагменте
можно было ожидать, если бы в качестве глико�
зилирующего сахара присутствовала α�L�Araf.

Таким образом, структуру повторяющегося
звена гликополимера 1 можно представить следу�
ющим образом: →3)�α�[α�D�ArafD(1→2)]�D�
Rhap�(1→2)�α�D�Rhap�(1→3)�α�D�Rhap�(1→2)�
α�D�Rhap�(1→.

Кислая фракция (гликополимер 2). Спектр
ЯМР 13C гликополимера 2 (рис. 1, в) в области

резонанса аномерных атомов углерода содер�
жал четыре интенсивных сигнала при δC 101,3;
101,4; 104,4 и 104,6 м.д. В высокопольной об�
ласти спектра наблюдались только минорные
сигналы метильных групп от 6�дезоксисахари�
дов, а также слабый сигнал при 25,9 м.д. по
сравнению с таковым в спектре исходного сум�
марного препарата (рис. 1, а). В низкопольной
области спектра был виден слабый сигнал
при 173,9 м.д., характерный для карбоксильной
группы пирувата, и более интенсивный –
при 173,1 м.д., характерный для карбоксильной
группы уроновой кислоты. В спектре ЯМР
1H (рис. 5, вверху) в аномерной области наблю�
дались интенсивные сигналы четырёх прото�
нов (δH 4,47, дублет J1,2 8 Hz; δH 4,61, дублет J1,2
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Рис. 3. Часть двумерного 1Н,1Н ROESY�спектра гликополимера 1 нейтральной фракции из клеточной стенки
Rathayibacter sp. ВКМ Ac�2759. Соответствующие части 1H ЯМР�спектра показаны вдоль осей. Арабские цифры относят�
ся к номерам атомов протона в остатках, обозначенных заглавными латинскими буквами в соответствии с таблицей. Ко�
сая черта обозначает пики корреляции между остатками
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8 Hz; δH 4,66, уширенный синглет J1,2 < 2 Hz и
δH 4,73, дублет J1,2 8 Hz). Только минорные сиг�
налы метильных групп от четырёх остатков
рамнопиранозы из гликополимера 1 и слабый
синглет при 1,53 м.д. наблюдались в высоко�
польной области спектра. Почти полное исчез�
новение сигналов пируватных групп в гликопоD
лимере 2 при сравнении его спектров со спект�
рами для исходного суммарного препара�
та (рис. 1, а) выявило нестабильность пирувата
в кислом растворе (вследствие автогидролиза).
Локализация пирувата в исходном кислом пре�
парате была установлена после изучения струк�
туры депирувилированного гликополимера 2
(dePyrDгликополимер 2).

Анализ нейтральных моносахаридов в dePyrD
гликополимере 2 показал присутствие в качестве
основных компонентов полисахарида галакто�
зы, глюкозы и маннозы в соотношении 1/1/0,6.

Анализ спектров 1H,1H COSY, TOCSY
и ROESY dePyrDгликополимера 2 из кислой фрак�
ции показал наличие остатков β�глюкуроновой
кислоты (β�GlcpA, остаток A, таблица), β�галак�
топиранозы (β�Galp, остаток B), β�глюкопира�

нозы (β�Glcp, остаток C) и β�маннопирано�
зы (β�Manp, остаток D).

Отнесение сигналов атомов углерода в
спектрах 1H,13C HSQC (рис. 5) и 1H,13C HSQC�
TOCSY dePyrDгликополимера 2, а также сравне�
ние спектров ЯМР 13C остатков со спектрами
для соответствующих незамещённых пираноз
выявило замещение остатков A (δC�4 81,5), B (δC�4

78,4) и C (δC�4 80,1) в положение 4 и замещение
остатка D (δC�3 81,5) в положение 3.

Последовательность остатков в dePyrDгликоD
полимере 2 следовала из анализов спектров
1Н,1Н ROESY и 1H,13C HMBC. Гомоядерный
2D�спектр 1Н,1Н ROESY (рис. 6, таблица) со�
держал следующие корреляционные пики меж�
ду протонами: 1A/4B (4,73/4,15); 1B/4C
(4,47/3,67); 1C/2,3D (4,61/4,17; 3,85) и 1D/4A
(4,66/3,82), демонстрируя линейное повто�
ряющееся звено dePyrDгликополимера 2:
→4A1→ 4B1→4C1→3D1→.

Анализ спектра 1H,13C HMBC (рис. 7, табли�
ца), содержащего корреляционные пики: H�1(A)/
C�4(B) (4,73/78,4); H�1(B)/C�4(C) (4,47/80,1);
H�1(C)/C�3(D) (4,61/81,5); H�1(D)/C�4(A)
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Рис. 4. Часть двумерного 1H,13C HMBC�спектра гликополимера 1 нейтральной фракции из клеточной стенки
Rathayibacter sp. ВКМ Ac�2759. Соответствующие части 1H и 13C ЯМР�спектров приведены вверху и слева от двумерного
спектра соответственно. Арабские цифры до косой черты относятся к атомам протона, а после – к атомам углерода в ос�
татках, обозначенных заглавными латинскими буквами в соответствии с таблицей
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(4,66/81,5), так же как H�4(B)/C�1(A) (4,15/104,6);
H�4(C)/C�1(B) (3,67/104,4); H�3(D)/C�1(C)
(3,85/101,4) и H�4(A)/C�1(D) (3,82/101,3), пока�
зал согласование с последовательностью, пред�
ставленной выше.

Газожидкостная хроматография обработан�
ного оптически активным октанолом гидроли�
зата гликополимера 2 выявила D�абсолютную
конфигурацию глюкозы, галактозы и маннозы.
Как положительный эффект β�гликозилирова�
ния по C�3 (+1,4 м.д.) остатка A (GlcpA) в диса�
харидном фрагменте →3)�β�Manp�(1→4)�β�
GlcpA�(1→, так и отсутствие γ�эффекта по C�6
остатка B (Galp) в фрагменте →4)�β�GlcpA�
(1→4)�β�Galp�(1→ указывают на одну и ту же
D�конфигурацию остатков D, A и A, B в соответ�
ствующих фрагментах [14].

Таким образом, dePyrDгликополимер 2 имеет
следующую структуру повторяющегося звена:
→4)�β�D�GlcpA�(1→4)�β�D�Galp�(1→4)�β�D�
Glcp�(1→3)�β�D�Manp�(1→.

Принимая во внимание структуру dePyrDглиD
кополимера 2, становится очевидной локализа�

ция пирувата с шестичленным циклом в интакт�
ном гликополимере 2 у С�4,6�маннопирано�
зы (остаток D′′), поскольку остатки В и С оказа�
лись гликозилированными в положение 4. Это
утверждение можно было экспериментально
подтвердить с помощью анализа двумерных
спектров ЯМР исходного суммарного препара�
та, представляющего собой смесь гликополимеD
ра 1 и интактного гликополимера 2, содержащего
4,6�пируват. Анализ спектров облегчался тем,
что сигналы нейтрального гликополимера и
сигналы остатков A, B и C кислого гликополи�
мера в спектрах исходного препарата совпадали
с таковыми в спектрах разделённых полиме�
ров (рис. 2 и 5, таблица). Только в подспектре
кислого гликополимера в спектре суммарного
препарата существенно изменился сигнал ос�
татка D′′ (с δC�4 73,7 – для остатка D′′ на δC�4 66,5 –
для остатка D).

Низкопольный химический сдвиг сигна�
лов C�4 и C�6 (эффекты α�замещения) и высо�
копольный химический сдвиг сигнала C�5 (два
эффекта β�замещения) были типичными для
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Рис. 5. Части двумерного 1H,13C HSQC�спектра dePyrDгликополимера 2 кислой фракции из клеточной стенки
Rathayibacter sp. ВКМ Ac�2759. Соответствующие части 1H и 13C ЯМР�спектров приведены вверху и слева от двумерного
спектра соответственно. Арабские цифры относятся к номерам атомов углерода в остатках, обозначенных заглавными ла�
тинскими буквами в соответствии с таблицей
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пирувата, расположенного в положениях 4
и 6 (таблица). Локализация пировиноградной
кислоты на остатке D�маннопиранозы по поло�
жению О�4 и О�6, а также наличие интенсивно�
го сигнала при δС 25,9 м.д., характерного для пи�
руватной группы с шестичленным циклом и с
экваториальной ориентацией метильной груп�
пы в этом цикле, свидетельствовали об S�кон�
фигурации пирувата [15].

Таким образом, гликополимер 2 является тей�
хуроновой кислотой и имеет следующую струк�
туру повторяющегося звена: →4)�β�D�GlcpA�
(1→4)�β�D�Galp�(1→4)�β�D�Glcp�(1→3)�β�
[4,6�S�Pyr]�D�Manp�(1→.

В настоящей работе представлены результа�
ты изучения состава и структур гликополимеров

клеточной стенки штамма ВКМ Ac�2759, явля�
ющегося претендентом на новый вид рода
Rathayibacter [10]. Структуры полимеров описа�
ны впервые у прокариотов. У штамма ВКМ Ac�
2759 обнаружены D�рамнан и ацеталированная
пировиноградной кислотой тейхуроновая кис�
лота, отличные от гликополимеров представи�
телей других видов рода [8, 9]. Эти результаты
согласуются с полученными ранее данными,
свидетельствующими о видоспецифичности
гликополимеров клеточных стенок для актино�
бактерий рода Rathayibacter [8].

Основная цепь выявленного рамнана пост�
роена из тетрасахаридных повторяющихся
звеньев, в которых остатки α�D�рамнопирано�
зы связаны чередующимися (1→2) и (1→3) гли�
козидными связями. Каждый остаток на нере�
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Рис. 6. Часть двумерного 1H,1H ROESY�спектра dePyrDгликополимера 2 кислой фракции из клеточной стенки
Rathayibacter sp. ВКМ Ac�2759. Соответствующие части 1H ЯМР�спектра показаны вдоль осей. Арабские цифры относят�
ся к номерам атомов протона в остатках, обозначенных заглавными латинскими буквами в соответствии с таблицей. Ко�
сая черта обозначает пики корреляции между остатками
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дуцирующем конце тетрасахарида гликозилиро�
ван по гидроксилу при С�2 боковыми остатка�
ми α�D�арабинофуранозы: →3)�α�[α�D�ArafD
(1→2)]�D�Rhap�(1→2)�α�D�Rhap�(1→3)�α�D�
Rhap�(1→2)�α�D�Rhap�(1→. Ранее у грамполо�
жительных бактерий арабинофуранозу находи�
ли только в составе арабиногалактанов клеточ�
ной стенки представителей семейства Myco�
bacteriaceae (Bacterial Carbohydrate Structure
Database: http://csdb.glycoscience.ru).

Среди актинобактерий рода Rathayibacter
D�рамнан (отличающийся по структуре) был об�
наружен нами у R. caricis ВКМ Ac�1799T [9]. Изу�
ченные к настоящему времени штаммы четырех
других видов Rathayibacter содержали в клеточ�
ной стенке рамноманнаны [8]. Следует отметить,
что все идентифицированные у Rathayibacter рам�
номаннаны и рамнаны имеют общую особен�
ность: наличие в их составе рамнозы в D�конфи�
гурации [8, 9], которая значительно реже встре�
чается в гликополимерах бактерий по сравнению
с широко распространенной L�рамнозой [16, 17]

(Bacterial Carbohydrate Structure Database:
http://csdb.glycoscience.ru). У представителей ро�
да Rathayibacter L�изомер рамнозы присутствует в
нейтральном полисахариде R. toxicus и тейхуро�
новых кислотах R. iranicus [7] и R. caricis [9].

Близкий по структуре к полисахариду штам�
ма ВКМ Ac�2759 D�рамнан был описан в гли�
копротеине S�слоя Aneurinibacillus therD
moaerophilus GS4�97, выделенном из сока сахар�
ной свёклы [18]. Основная цепь полимера также
состояла из тетрасахаридных повторяющихся
звеньев с чередованием гликозидных свя�
зей (1→2) и (1→3), но в качестве боковых замес�
тителей присутствовали остатки аминопроиз�
водного фукопиранозы: →3)�α�[α�D�Fucp3NAc�
(1→2)]�D�Rhap�(1→3)�α�[α�D�Fucp3NAc�
(1→2)]�D�Rhap�(1→2)�α�D�Rhap�(1→2)�α�D�
Rhap�(1→.

D�Рамнаны довольно часто встречаются в
биополимерах грамотрицательных бактерий
(Bacterial Carbohydrate Structure Database: http://
csdb.glycoscience.ru). Среди них описаны поли�
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Рис. 7. Часть двумерного 1H,13C HMBC�спектра dePyrDгликополимера 2 кислой фракции из клеточной стенки
Rathayibacter sp. ВКМ Ac�2759. Соответствующие части 1H и 13C ЯМР�спектров приведены вверху и слева от двумерного
спектра соответственно. Арабские цифры до косой черты относятся к атомам протона, а после – к атомам углерода в ос�
татках, обозначенных заглавными латинскими буквами в соответствии с таблицей
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сахариды, в том числе с тетрасахаридными пов�
торяющимися звеньями, но с другим положени�
ем и чередованием гликозидных связей в струк�
туре основной цепи. Например, у фитопатоге�
нов Burkholderia gladioli pv. agaricicola такой D�
рамнан присутствует в качестве экзополисаха�
рида: →4)�α�D�Rhap�(1→3)�α�D�Rhap�(1→3)�
α�D�Rhap�(1→3)�β�D�Rhap�(1→; у Pantoea
agglomerans − O�специфического полисахарида:
→2)�α�D�Rhap�(1→2)�β�D�Rhap�(1→3)�α�D�
Rhap�(1→2)�α�D�Rhap�(1→ [19, 20]. Интересно
отметить, что у представителей различных пато�
варов Pseudomonas syringae в составе О�полиса�
харидов были найдены линейные энантиомер�
ные рамнаны [17].

Тейхуроновая кислота Rathayibacter sp.
ВКМ Ac�2759, гликополимер 2, содержит в повто�
ряющемся звене четыре моносахаридных остат�
ка, один из которых, маннопираноза, несет аце�
таль пировиноградной кислоты в S�конфигура�
ции: →4)�β�D�GlcpA�(1→4)�β�D�Galp�(1→4)�
β�D�Glcp�(1→3)�β�[4,6�S�Pyr]�D�Manp�(1→.
Это второй случай обнаружения пирувата в
структуре тейхуроновых кислот у представителей
рода Rathayibacter. Ранее тейхуроновая кислота,
содержащая ацеталь пировиноградной кислоты с
гептасахаридным повторяющимся звеном, была
обнаружена у R. caricis ВКМ Ac�1799T [9].

Таким образом, результаты настоящей рабо�
ты и опубликованные ранее данные о наборе и

структурах гликополимеров, представителей ро�
да Rathayibacter, а также сведения о моносаха�
ридном составе их клеточных стенок (рамноза,
манноза, глюкоза, галактоза, арабиноза) позво�
ляют более полно охарактеризовать род и его
виды и могут быть использованы в таксономи�
ческой практике для дифференциации таксонов
видового и родового рангов на фенотипическом
уровне. Кроме того, полученные результаты
расширяют представления о разнообразии гли�
кополимеров микробного происхождения и мо�
гут быть востребованы в работах по выяснению
механизмов колонизации и инфекции растений
бактериями рода Rathayibacter.
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D�RHAMNAN AND PYRUVAT�CONTAINING TEICHURONIC ACID
FROM THE CELL WALL OF Rathayibacter sp. VKM Ac�2759

A. S. Shashkov1, E. M. Tul’skaya2*, N. V. Potekhina2, A. S. Dmitrenok1,
S. N. Senchenkova1, V. A. Zaychikov2, L. V. Dorofeeva3, and L. I. Evtushenko3
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Rathayibacter sp. VKM Ac�2759 (family of Microbacteriaceae, class Actinobacteria) contains two glycopolymers in
the cell wall. The main chain of rhamnan, glycopolymer 1, is built from the repeating tetrasaccharide units carrying
terminal arabinofuranose residues at the non�reducing end, →3)�α�[α�D�Araf�(1→2)]�D�Rhap�(1→2)�α�D�Rhap�
(1→3)�α�D�Rhap�(1→2)�α�D�Rhap�(1→. Similar to other described Rathayibacter species, rhamnose in the neu�
tral glycopolymer of the VKM Ac�2759 strain is present in D�configuration. Teichuronic acid with pyruvilated units,
glycopolymer 2, is composed of tetrasaccharide repeating units, →4)�β�D�GlcpA�(1→4)�β�D�Galp�(1→4)�β�D�
Glcp�(1→3)�β�[4,6�S�Pyr]�D�Manp�(1→. The polymer structures were established using chemical analysis and
NMR spectroscopy, and described for the first time in prokaryotic microorganisms. The data obtained can be used in
taxonomic studies and in studies elucidating mechanisms of colonization and infection of plants by bacteria of the
Rathayibacter genus.

Keywords: Rathayibacter, cell wall, glycopolymers, D�rhamnan, teichuronic acid, pyruvate
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Фотосинтетический реакционный центр (РЦ) пурпурной бактерии Rhodobacter sphaeroides является одним
из наиболее изученных трансмембранных пигмент�белковых комплексов. Он относительно стабилен, извест�
ны условия для его выделения из мембран, очистки и хранения. Однако при внесении аминокислотных
замен в белковую структуру этого РЦ нередко наблюдается значительное снижение стабильности комплек�
са. Это выражается в падении выхода РЦ при его выделении и очистке, а также влияет на спектральные
свойства РЦ при хранении и может приводить к гетерогенности образцов. С целью оптимизации условий
работы с мутантными РЦ было исследовано влияние различных детергентов и осмолитов на устойчивость
комплекса к повышенным температурам. Показано, что трегалоза и в меньшей степени сахароза, мальтоза
и гидроксиэктоин в концентрации 1 М замедляют термальную денатурацию РЦ. Также продемонстрирова�
но, что холат натрия оказывает значительный стабилизирующий эффект на структуру как нативных, так и
генетически модифицированных РЦ. Использование холата натрия в качестве детергента для растворения
РЦ имеет ряд преимуществ и может быть рекомендовано для хранения и изучения мутантных мембранных
комплексов пурпурных бактерий в длительных экспериментах.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: реакционный центр фотосинтеза, термостабильность мембранных белков, детерген�
ты, осмолиты, трегалоза, холат натрия, Rhodobacter sphaeroides.
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ВЛИЯНИЕ ДЕТЕРГЕНТОВ И ОСМОЛИТОВ
НА ТЕРМОСТАБИЛЬНОСТЬ НАТИВНЫХ И МУТАНТНЫХ

РЕАКЦИОННЫХ ЦЕНТРОВ Rhodobacter sphaeroides
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ВВЕДЕНИЕ

Мембранные белки играют важную роль во
многих клеточных процессах и имеют значи�
тельный потенциал в области биотехнологий
[1–3]. Для изучения и практического использо�
вания этих белков важен не только процесс вы�
деления их из мембран, но также сохранение на�
тивной структуры и биологической активности.
Для солюбилизации белковых комплексов из
мембран применяются детергенты, способству�
ющие переводу интегральных белков в раство�
ренное состояние. Используемая при солюби�
лизации концентрация детергентов близка к
критической концентрации мицеллообразова�
ния, которая индивидуальна для каждого детер�
гента [4]. При растворении и хранении мемб�

ранного белка концентрацию детергента снижа�
ют до уровня, достаточного для образования
гидрофобного окружения белка, предотвраща�
ющего агрегацию и стабилизирующего природ�
ную структуру биополимера [5]. На сегодняш�
ний день универсального для всех мембранных
белков детергента не найдено, поэтому для каж�
дого белка индивидуально подбираются как са�
ми детергенты, так и соотношение детергент/
белок, время и условия солюбилизации [4, 5].

Согласно одной из принятых классифика�
ций, детергенты делятся на ионные, неионные и
цвиттерионные [5]. Считается, что в отношении
солюбилизации белков из мембран эффектив�
ность детергентов уменьшается в следующем
порядке: ионные > цвиттерионные > неионные,
в то время как эффективность детергентов в
поддержании стабильности белков уменьшается
в обратном порядке [6]. Отдельно выделяют со�
ли желчных кислот, которые, хотя и являются
ионными детергентами, характеризуются более
мягким действием на структуру белка [7]. В пос�
ледние годы опубликовано немало эксперимен�
тальных работ и обзоров, посвященных различ�
ным подходам, направленным на стабилизацию

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : БФео – бактериофеофи�
тин; БХл – бактериохлорофилл; ЛДАО – лаурилдиметила�
миноксид; РЦ – реакционный центр; ТДМ – Tris–доде�
цилмальтозид; ТЛ – Tris–ЛДАО; ТОГ – Tris – н�октил�
глюкозид; ТТ – Tris – Тритон�Х100; ТХ – Tris – холат нат�
рия; Р – специальная пара бактериохлорофиллов РA и РB;
ФС2 – фотосистема 2.

* Адресат для корреспонденции.
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структуры мембранных белков в растворе [6, 8,
9]. В ряде исследований для этой цели использо�
ваны осмолиты – дисахариды, полиолы, неко�
торые аминокислоты, а также эктоины [10–14].
Известно, что осмолиты вырабатываются раз�
личными организмами в ответ на неблагоприят�
ные условия, такие как нехватка воды и высокие
температуры.

Фотосинтетический реакционный центр
(РЦ) пурпурной бактерии Rhodobacter (Rba.)
sphaeroides является одним их наиболее изучен�
ных трансмембранных пигмент�белковых комп�
лексов. Он состоит из трех белковых субъединиц
и десяти кофакторов переноса электрона [15].
Кофакторы представлены четырьмя молекулами
бактериохлорофилла (БХл), две из которых об�
разуют специальную пару, представляющую со�
бой первичный донор электрона (Р), двумя мо�
лекулами бактериофеофитина (БФео), двумя
молекулами убихинона, молекулой каротиноида
и атомом негемового железа. Описанный РЦ от�
носительно стабилен, для него подобраны усло�
вия солюбилизации из мембран, очистки и хра�
нения, известны детергенты, способствующие
сохранению его фотохимической активности [6,
16]. В последние годы в структурно�функцио�
нальных исследованиях РЦ активно использует�
ся сайт�направленный мутагенез с целью заме�
ны определенных аминокислотных остатков
белковой цепи [17]. В спектре поглощения бак�
териальных РЦ хорошо различимы полосы пог�
лощения бактериохлориновых кофакторов, что
позволяет судить об изменении пигмент�белко�
вых взаимодействий, вызванных как внесенны�
ми генетическими модификациями, так и воз�
действием неблагоприятных факторов среды. В
ходе изучения мутантных РЦ было показано, что
ряд аминокислотных замен вблизи кофакторов
влияет на стабильность комплексов. В результа�
те мутантные РЦ легче подвергаются денатура�
ции, что снижает их выход при очистке, затруд�
няет кристаллизацию и проведение продолжи�
тельных экспериментов, а также может приво�
дить к спектральной гетерогенности образцов
[18]. Одним из примеров такого дестабилизиру�
ющего действия точечной мутации является
описанный нами ранее РЦ Rba. sphaeroides с за�
меной изолейцина 177 в L�субъединице на гис�
тидин I(L177)H [19]. В связи с этим оптимизация
условий хранения и изучения мутантных РЦ яв�
ляется актуальной задачей.

Существует ряд подходов для определения
стабильности мембранных белков, такие как
SDS�электрофорез в ПААГ, дифференциальная
сканирующая калориметрия, метод кругового
дихроизма [5], использование фьюжн�белков с
флуоресцентными метками [20]. При изучении

фотосинтетических комплексов в некоторых ра�
ботах использовали мониторинг спектров погло�
щения при инкубировании РЦ в течение дли�
тельного времени в темноте при 4 °С [8] или при
воздействии 25, 48 и 70 °С [7, 19, 21]. Скорость де�
натурации белка оценивали методом динамичес�
кого светорассеяния, методом регистрации флу�
оресценции с использованием фьюжн�белков
или по изменению полос бактериохлориновых
кофакторов и появлению полос агрегированных
пигментов в спектре поглощения ком�плексов.

В данной работе была исследована устойчи�
вость фотосинтетических РЦ Rba. sphaeroides
дикого типа и мутантного комплекса I(L177)H к
повышенным температурам в присутствии ряда
детергентов и осмолитов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В данной работе мы изучали изолированные
реакционные центры Rba. sphaeroides. Бактери�
альную культуру выращивали на среде Хатнера в
присутствии тетрациклина (1 мкг/мл) («PanReac
AppliChem», Испания, Германия) и канамицина
(5 мкг/мл) («MP Biomedicals», США), как описа�
но ранее [22]. Реакционные центры выделяли
методом ионообменной хроматографии [23].
Полученные РЦ растворяли в 20 мМ Tris�HCl бу�
фере pH 8,0, содержащем 0,1% лаурилдиметил�
аминоксид (ТЛ�буфер) («Sigma�Aldrich», США),
0,05% Тритон�Х100 (ТТ�буфер) («Helicon», Рос�
сия), 0,6% н�октил�глюкозид (ТОГ�буфер)
(«Serva», США) [24], 0,03% додецилмальтозид
(ТДМ�буфер) («PanReac AppliChem»), 0,2% хо�
лат натрия (ТХ�буфер) («Sigma�Aldrich») [24].
Для смены детергента образец в ТЛ�буфере кон�
центрировали, затем разбавляли буферным раст�
вором с необходимым детергентом и снова кон�
центрировали, повторяя эту процедуру дважды.
Во всех экспериментах использовали образец
РЦ с оптической плотностью, равной единице –
при 804 нм для дикого типа и при 807 нм для му�
танта I(L177)H. К образцам добавляли аскорбат
натрия (1 мМ) («Sigma�Aldrich») для поддержа�
ния первичного донора электрона в восстанов�
ленном состоянии. Для изучения действия осмо�
литов образцы РЦ в ТЛ�буфере помещали в 1 М
раствор дисахаридов или гидроксиэктоина, как
описано ранее [25]. Термостабильность РЦ оце�
нивали при 48, 55 и 70 °С в течение 60 мин сог�
ласно описанной нами методике [19]. Измере�
ние спектров поглощения производили на
спектрофотометре UV�1800 («Shimadzu», Япо�
ния). Количество интактных РЦ в образце оце�
нивали по поглощению мономерных БХл при
804 нм для дикого типа и при 807 нм для
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I(L177)H), как описано в работе Holden�Dye
et al. [21], с учетом светорассеяния образца. Раз�
ложение спектров поглощения на гауссианы и
построение кривых изменения поглощения про�
водилось с помощью программы Origin
(«OriginLab», США). Дифференциальные (свет
минус темнота) спектры поглощения измеряли
при постоянном освещении с использованием
скрещенных светофильтров СЗС�22 и КС�19 на
спектрофотометре UV�1800 («Shimadzu»).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В спектре поглощения РЦ дикого типа длин�
новолновая полоса с максимумом при 865 нм
соответствует поглощению первичного донора
электрона, полоса с максимумом при 804 нм –
поглощению мономерных БХл, а полоса с мак�
симумом при 760 нм – поглощению молекул
БФео активной и неактивной цепи переноса
электрона (рис. 1, а, спектр 1).

На рисунке 1, а с увеличением времени прог�
ревания при 48 °С заметно уменьшение амплиту�
ды длинноволновой полосы поглощения пер�
вичного донора электрона и ее сдвиг в коротко�
волновую область. Амплитуда полосы поглоще�
ния мономерных БХл при 804 нм также умень�
шается. В то же время поглощение в области
700–800 нм растет в связи с увеличением свето�
рассеяния и появлением в буферном растворе
свободных бактериохлоринов вследствие темпе�
ратурной денатурации белка РЦ. Инкубация об�
разца РЦ в течение 60 мин при температуре 48 °С
приводит к практически полному исчезновению
полос поглощения димера и мономеров БХл,
значительному увеличению поглощения бакте�
риохлоринов при 760 нм, появлению полосы аг�
регированного БХл при 857 нм, а также к увели�

чению светорассеяния образца, свидетельствую�
щему о денатурации белка (рис. 1, а, спектр 7).

На рисунке 1, б приведены спектры поглоще�
ния РЦ дикого типа до нагревания (спектр 1),
через 10 и 20 мин прогревания при 48 °С (спект�
ры 2 и 3 соответственно). Спектры поглощения
РЦ описаны гауссианами, которые отражают по�
ложение полос поглощения БХл и БФео. По из�
менению амплитуды гауссиан хорошо заметно
уменьшение поглощения БХл специальной па�
ры и мономерных БХл и увеличение поглоще�
ния свободных бактериохлоринов при 760 нм.

На примере трегалозы и гидроксиэктоина
мы определили, что стабилизирующее действие
осмолитов на РЦ дикого типа проявлялось при
концентрации выше 500 мМ (данные не приве�
дены), поэтому для эксперимента была выбрана
концентрация 1 М, используемая также и в ряде
других работ [13, 25]. При нагревании РЦ в при�
сутствии осмолитов в спектре поглощения об�
разца наблюдались изменения, аналогичные
представленным на рис. 1, а, однако денатура�
ция РЦ была замедлена. Так, амплитуда QY по�
лосы мономерных БХл при 804 нм за 60 мин ин�
кубации при 48 °С в присутствии трегалозы,
мальтозы, сахарозы или гидроксиэктоина
уменьшилась на 55, 60, 65 и 70% соответственно.
В контрольном образце РЦ поглощение при
804 нм уменьшилось в 5 раз (рис. 2).

На рисунке 3, а отражено влияние неионных
(Тритон Х�100, додецилмальтозид, н�октил�глю�
козид), цвиттерионного (лаурилдиметиламин�
оксид – ЛДАО) и анионного (холат натрия) де�
тергентов на термостабильность РЦ дикого типа.
Показано, что после 60 мин инкубирования РЦ
при 48 °С в буфере, содержащем ЛДАО, додецил�
мальтозид, Тритон Х�100, н�октил�глюкозид или
холат натрия, амплитуда QY полосы мономерных
БХл при 804 нм уменьшалась на 80, 55, 50, 15 и
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Рис. 1. а – Изменение спектра поглощения РЦ дикого типа в ТЛ�буфере до нагревания и после прогревания при 48 °С в
течение 10, 20, 30, 40, 50 и 60 мин (спектры 1–7 соответственно); б – разложение спектра поглощения РЦ дикого типа на
гауссианы до нагревания и после прогревания при 48 °С в течение 10 и 20 мин (спектры 1–3 соответственно)
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5% соответственно. Таким образом, наибольшая
устойчивость РЦ к указанной температуре была
отмечена в буферных растворах, содержащих
холат натрия и н�октил�глюкозид (рис. 3, а). На
рисунке 3, б представлены спектры поглощения
РЦ дикого типа в ТХ�буфере, измеренные в
процессе инкубирования при 48 °С в течение
60 мин. При прогревании РЦ дикого типа в
ТХ�буфере, в отличие от ТЛ�буфера (рис. 1, а),
не происходит заметных изменений в спектре
поглощения – соотношение полос пигментов и
светорассеяние образца остаются постоянными.

В связи с обнаружением выраженного стаби�
лизирующего эффекта холата натрия и в мень�
шей степени н�октил�глюкозида на структуру
РЦ при 48 °С спектры поглощения образца бы�
ли исследованы и при более высоких температу�
рах, 55 и 70 °С (рис. 4, а и б соответственно). При

55 °С разрушение комплекса происходило в те�
чение первых 10 мин, однако в ТОГ�буфере пос�
ле 60 мин инкубирования в данных условиях в
образце сохранялось 60% нативных комплексов
РЦ, в ТХ�буфере – 85% (рис. 4). При повыше�
нии температуры до 70 °С в ТЛ и ТОГ буферных
растворах происходила быстрая денатурация РЦ
с появлением полос агрегированных пигментов
в спектре поглощения образца, что затрудняло
количественную оценку. В то же время исполь�
зование ТХ�буфера позволило сохранить 35%
интактных РЦ после 60 мин инкубирования при
70 °С (рис. 4, б).

В РЦ дикого типа в ТЛ�буфере на свету реги�
стрируется уменьшение поглощения полосы
первичного донора электрона, а также коротко�
волновый сдвиг полосы поглощения мономер�
ных БХл и длинноволновый сдвиг полосы пог�
лощения БФео в поле зарядов P+QA

−. В нашей ра�
боте показано, что на свету в РЦ дикого типа в
ТХ�буфере, как и в ТЛ�буфере, происходят ана�
логичные спектральные изменения, что указы�
вает на перенос электрона от первичного доно�
ра Р к акцептору QA. Амплитуды полос в диффе�
ренциальном спектре (свет минус темнота) для
РЦ в ТЛ� и ТХ�буферах совпадают (рис. 5). Эти
данные свидетельствуют о том, что холат натрия
не оказывает существенного влияния на про�
цесс фотоиндуцированного переноса электрона
в РЦ Rba. sphaeroides.

Значительное увеличение устойчивости РЦ
к повышенным температурам в присутствии хо�
лата натрия было также продемонстрировано на
мутантном РЦ с аминокислотной заменой
I(L177)H. Ранее было показано, что замена изо�
лейцина в позиции реакционного центра L177
на гистидин привела к снижению термостабиль�
ности генетически модифицированного РЦ в
ТТ�буфере [19]. После 60 мин инкубирования в
ТТ�буфере при 48 °С амплитуда длинноволно�
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Рис. 3. а – Изменение поглощения при 804 нм в спектре РЦ дикого типа в условиях инкубирования при 48 °С в течение
60 мин в ТЛ�буфере (♦), ТТ�буфере (  ), ТДМ�буфере (•), ТОГ�буфере (  ), ТХ�буфере (  ); б – изменение спектра погло�
щения РЦ дикого типа в ТХ�буфере до нагревания и после прогревания при 48 °С в течение 10, 20, 30, 40, 50 и 60 мин
(спектры 1–7 соответственно)

Рис. 2. Изменение поглощения в спектре РЦ дикого типа
при 804 нм в условиях инкубирования в ТЛ�буфере в тече�
ние 60 мин при 48 °С без добавок (  ); в присутствии 1 М
раствора трегалозы (•); мальтозы (  ); сахарозы (  ); гидрок�
сиэктоина (♦)
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вой полосы поглощения мономерных БХл в РЦ
дикого типа снизилась на 45%, а в мутантном
РЦ – на 55% [19]. В настоящей работе продемон�
стрировано, что при инкубировании РЦ дикого
типа и мутантного образца I(L177)H при 48 °С в
течение 60 мин в ТЛ�буфере амплитуда полосы
мономерных БХл снижалась на 80 и 85% соответ�
ственно, при этом для мутантного РЦ в ТХ�бу�
фере амплитуда снижалась менее чем на 10%,
что также близко к термостабильности РЦ дико�
го типа в аналогичных условиях (рис. 3, а; 6, а).
На рисунке 6, б показано изменение поглоще�
ния РЦ I(L177)H при 807 нм в условиях инкуби�
рования образца при 55 °С в буфере, содержа�
щем ЛДАО или холат натрия, в присутствии или
в отсутствие 1 М трегалозы. Показано, что при
55 °С в ТЛ�буфере денатурация мутантного РЦ
происходила в первые 10 мин инкубирования,
однако в ТХ�буфере спустя 60 мин инкубирова�
ния поглощение при 807 нм оставалось на уров�
не 80%. Добавление трегалозы в буфер с холатом
натрия дополнительно способствовало повыше�
нию термостабильности РЦ I(L177)H (рис. 6, б).
Таким образом, добавление в буфер холата нат�
рия способствует достижению устойчивости му�
тантного комплекса к повышенным температу�
рам на уровне РЦ дикого типа.

Мы отметили, что хранение РЦ I(L177)H в
буфере с холатом натрия при −20 °С не приводит
к изменениям спектров поглощения образцов
после процедуры оттаивания, в отличие от
ТЛ�буфера (Фуфина, неопубликованные дан�
ные). Согласно полученным результатам, холат
натрия может быть использован для хранения
описанных генетически модифицированных РЦ
без нарушения их свойств.

Мы также изучили возможность использова�
ния холата натрия для кристаллизации РЦ
I(L177)H. Было показано, что в течение 4–5 не�
дель при кристаллизации методом in surfo в ра�

нее описанных условиях [26] в буфере, содержа�
щем холат натрия, кристаллы не образовыва�
лись, тогда как в буфере с ЛДАО появились три�
гональные кристаллы. Эти результаты свиде�
тельствует в пользу того, что холат натрия не
подходит для кристаллизации РЦ Rba. sphaero/
ides в данных условиях.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Реакционный центр Rba. sphaeroides характе�
ризуется относительной стабильностью и зна�
чительной устойчивостью к повышенным тем�
пературам [21, 27]. Необходимость стабилиза�
ции структуры РЦ возникает при работе с мутант�
ными комплексами, поскольку внесение нап�
равленных аминокислотных замен вблизи ко�
факторов нередко нарушает пигмент�белковые
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Рис. 4. Изменение поглощения при 804 нм в спектре РЦ дикого типа при 55 °С (а) и при 70 °С (б) в ТЛ�буфере (  ), ТОГ�бу�
фере (•) и ТХ�буфере (  )

Рис. 5. Дифференциальные (свет минус темнота) спектры
поглощения РЦ дикого типа в ТЛ�буфере (пунктирная ли�
ния) и ТХ�буфере (сплошная линия), измеренные в диапа�
зоне 700–1000 нм
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взаимодействия. В нашей работе показано, что
такие осмолиты, как трегалоза и в меньшей сте�
пени сахароза, мальтоза и гидроксиэктоин в
концентрации 1 М замедляют термальную дена�
турацию РЦ. Не исключена возможность того,
что влияние осмолитов на термостабильность
РЦ Rba. sphaeroides, продемонстрированное в
данной работе, не является специфичным и свя�
зано с увеличением плотности буфера за счет
высокой концентрации дисахаридов, замедляю�
щей термальную денатурацию белка. Тем не ме�
нее полученные результаты согласуются с име�
ющимися литературными данными о влиянии
осмолитов на стабильность других фотосинте�
тических белков. Так, показано, что гидрокси�
эктоин стабилизирует препараты фотосисте�
мы 2 (ФС2) растений и способствует поддержа�
нию функциональной активности этого комп�
лекса in vitro [14]. Сообщается также, что добав�
ление 1 М трегалозы значительно стимулирует
фотоиндуцированную активность изолирован�
ных комплексов ФС2 [13, 28]. Согласно литера�
турным данным протекторные свойства трега�
лозы как осмолита предположительно обуслов�
лены такими ее свойствами, как относительная
инертность гликозидной связи, высокая темпе�
ратура стеклования, высокая стабильность в
широком диапазоне рН и температуры, а также
высокая гидрофильность [12, 29]. В отношении
действия трегалозы на РЦ пурпурных бактерий
следует отметить работы лаборатории проф.
Venturoli из университета Болоньи, в которых
эти РЦ были исследованы в составе высушен�
ных стеклообразных матриц с трегалозой [10]. В
таких образцах при 44 °С спектр поглощения РЦ
не изменялся в течение 96 ч [30]. Авторами было
продемонстрировано, что в процессе первично�
го переноса электрона вблизи сайта связывания
первичного хинона QA происходят конформа�
ционные изменения белка, стабилизирующие
состояние с разделенными зарядами Р+QA

– [31].

В нашей работе показано, что выбор подхо�
дящего детергента для растворения и хранения
РЦ Rba. sphaeroides является значительно более
важным фактором для стабилизации комплекса
по сравнению с добавлением осмолитов. Выяв�
лено, что в присутствии холата натрия устойчи�
вость РЦ к повышенным температурам близка к
параметрам, характерным для РЦ в составе
мембран [21]. При использовании буфера с хола�
том натрия при 48 °С термостабильность РЦ
I(L177)H соответствует таковой дикого типа, а
при одновременном использовании буфера с хо�
латом натрия и трегалозой термостабильность
РЦ мутанта и дикого типа не различаются и при
55 °С. Ранее положительное влияние дезоксихо�
лата на РЦ пурпурных бактерий было отмечено
при изучении электронной структуры катион�
радикала Р+• в работе Rautter et al. [32]. Заслужи�
вает внимания и работа Gall and Scheer о влия�
нии детергентов на стабильность изолированных
комплексов ФС2 растений, более сложного ана�
лога РЦ пурпурных бактерий [7]. Авторами было
отмечено, что среди целого ряда использованных
детергентов наиболее выраженное стабилизиру�
ющее действие на лабильный комплекс ФС2
проявляли соли желчных кислот – холат, дезок�
сихолат и 3�[(3�холамидопропил)�диметиламмо�
нио]�пропан�сульфонат (CHAPS). Авторы пред�
положили, что наблюдаемый эффект обусловлен
скорее структурными особенностями молекул
солей желчных кислот, чем их ионными свой�
ствами [7]. Отметим, что результаты описанной
работы в отношении других детергентов не впол�
не согласовались с данными нашего исследова�
ния. Это несоответствие подтверждает тезис о
том, что не существует универсального детерген�
та: для каждого мембранного белка необходимо
отдельно подбирать условия для солюбилизации
и состав буфера для хранения [4, 5].

Холат натрия, являясь мягким детергентом,
не эффективен для изолирования белков из
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Рис. 6. Изменение поглощения при 807 нм в спектре РЦ I(L177)H в условиях инкубирования в течение 60 минут при
48 °С (а) и 55 °С (б) в ТЛ�буфере (•), ТХ�буфере (  ), ТТ�буфере (  ), а также в ТЛ�буфере в присутствии 1 М трегалозы (

°
)

и в ТХ�буфере буфере в присутствии 1 М трегалозы (  )
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мембран и при солюбилизации мембранных
комплексов обычно используется совместно с
другими детергентами [24]. Вместе с тем данная
работа показывает, что выбор холата натрия в
качестве детергента в буферном растворе для РЦ
Rba. sphaeroides имеет ряд несомненных преиму�
ществ. Первое, мицеллы холата обладают не�
большими размерами, 10–12 Å [33], поэтому
при концентрировании РЦ на мембранах с по�
рами 50–100 кДа молекулы детергента проходят
сквозь них, и концентрация холата натрия в
растворе РЦ не повышается. Это выгодно отли�
чает холат натрия от других часто используемых
детергентов, таких как Тритон Х�100, ДМ, ОГ и
ЛДАО [4]. Второе, РЦ, растворенные в буфере с
холатом натрия, при необходимости можно пе�
ревести в буфер с другими детергентами, что
затруднительно, например, при использовании
Тритона Х�100. Наконец, третье важное преиму�
щество – холат натрия не только обладает бóль�
шим стабилизирующим действием на РЦ, но
также он значительно дешевле мягких неион�
ных детергентов додецилмальтозида и н�октил�
глюкозида. Холат натрия нечасто используется в
экспериментах с фотосинтетическими комплек�
сами, что может объясняться потенциальной
возможностью влияния этого детергента на фо�
тохимические процессы в связи с его анионной
природой. Однако, согласно полученным в на�
шей работе результатам, холат натрия не оказы�
вает существенного влияния на фотохимичес�
кую активность РЦ Rba. sphaeroides, что позво�
ляет рекомендовать этот детергент для исполь�
зования в решении фундаментальных и при�
кладных задач с привлечением фотосинтетичес�
ких мембранных белков пурпурных бактерий.

Таким образом, в данной работе показано,
что присутствие дисахаридов в растворе оказы�
вает слабый стабилизирующий эффект на
структуру РЦ Rba. sphaeroides к повышенным
температурам, в то время как использование де�
тергента холата натрия значительно повышает
устойчивость структуры РЦ, что важно при ис�
следовании мутантных мембранных комплексов
в длительных экспериментах. Эта характеристи�
ка холата натрия может способствовать его при�
менению при создании искусственных преобра�
зователей световой энергии на основе бактери�
альных РЦ, поскольку модификации, вносимые
в комплекс для адаптации белковой структуры к
технологическим требованиям (например, из�
менение величины редокс�потенциала Р, присо�
единение к полупроводниковой подложке,
улучшение взаимодействия с искусственным
донором или акцептором электрона и др.), с
большой вероятностью приведут к снижению
стабильности структуры РЦ [3].
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госзадания АААА�А17�117030110140�5 (направ�
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EFFECT OF DETERGENTS AND OSMOLYTES ON THERMAL STABILITY
OF NATIVE AND MUTANT Rhodobacter sphaeroides REACTION CENTERS

T. Yu. Fufina* and L. G. Vasilieva

Institute of basic biological problems, Russian Academy of Sciences, PSCBR RAS,
142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; E/mail: tat/fufina@yandex.ru

Photosynthetic reaction center (RC) of the purple bacterium Rhodobacter sphaeroides is one of the most well�studied
transmembrane pigment�protein complexes. It is a relatively stable protein with established conditions for its isolation
from membranes, purification, and storage. However, it has been shown that some amino acid substitutions can affect
stability of the RC, which results in a decrease of the RCs yield during its isolation and purification, disturbs spectral
properties of the RCs during storage, and can lead to sample heterogeneity. To optimize conditions for studying mutant
RCs, the effect of various detergents and osmolytes on thermal stability of the complex was examined. It was shown that
trehalose and, to a lesser extent, sucrose, maltose, and hydroxyectoin at 1 M concentration slow down thermal denat�
uration of RCs. Sodium cholate was found to have significant stabilizing effect on the structure of native and geneti�
cally modified RCs. The use of sodium cholate as a detergent has several advantages and can be recommended for the
storage and investigation of the unstable mutant membrane complexes of purple bacteria in long�term experiments.

Keywords: photosynthetic reaction center, thermal stability of membrane proteins, detergents, osmolytes, trehalose,
sodium cholate, Rhodobacter sphaeroides
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Существуют два главных принципа написа�
ния хорошего научного текста: краткость и точ�
ность. Вся необходимая информация должна
быть передана минимальным числом слов. Это
относится как к построению отдельных предло�
жений (не должно быть слов, которые можно
убрать без ущерба для информативности), так и
к тексту в целом. Сейчас не приветствуется,
например, выходить в разделе «Обсуждения» за
рамки приведённых в статье данных. Тенденция
понятна и имеет причиной резкое увеличение
количества научной информации, которую всё
труднее, вернее, невозможно переварить пол�
ностью.

Точность текста достигается правильным ис�
пользованием слов, прежде всего, научной тер�
минологии. Два хорошо известных «сорняка» из
недавнего прошлого – «первичная последова�
тельность» и «степень гомологии». Первый из
них незаконно рождён в результате скрещивания
«первичной структуры» и «аминокислотной по�
следовательности». Второй не учитывает того,
что «гомология» – понятие качественное и сте�
пеней она не может иметь (степени имеет про�
цент идентичности структуры и т.п.). С этими
«пришельцами» боролись всем научным миром
[1–4], и, хотя их «популяция» сократилась, она
не исчезла полностью [5]. С «первичной после�
довательностью» всё ещё можно столкнуться и в

Nature, не говоря уже про «степень гомологии»,
которая труднее поддается «выкорчёвыванию».

Есть ещё два близких по смыслу слова, ко�
торые вызывают досаду у рецензентов, редакто�
ров и читателей. Это глаголы «изучить» и «ис�
следовать». Они почти синонимы, но «изучить»
более нацелен на результат, а «исследовать» – на
процесс. Согласно словарю русского языка, изу�
чить означает познать в результате научного ис�
следования. Использование этих слов право�
мерно, если есть объект изучения/исследова�
ния, который должен присутствовать априори,
до начала изучения, и может быть как матери�
альным (белок, клетка, организм и т.п.), так и
нематериальным (идея, теория, концепция
и т.п.). Нельзя изучать то, существование чего не
доказано. Это относится, прежде всего, к нема�
териальным объектам (активность, зависи�
мость и т.п.). Кроме того, «изучение» не являет�
ся синонимом слов «измерить», «определить»,
рассчитать» и т.п. и не может их заменять. В та�
ких случаях следует искать другие слова, кото�
рые более точно передают желаемый смысл, или
даже перефразировать текст.

Это же относится и к существительным
«изучение» и «исследование», но у них есть и
особая роль. Их часто помещают в начало заго�
ловков статей, диссертаций и их разделов, чтобы
подчеркнуть принадлежность текста к высокой

В ПОМОЩЬ АВТОРУ

Новый раздел журнала: В ПОМОЩЬ АВТОРУ

Тривиальная, хотя и не всеми принимаемая истина состоит в том, что поставить хо�
роший эксперимент и получить интересные результаты – это полдела. Вторая полови�
на – это донести их до других исследователей. Для этого надо написать и опубликовать
статью с изложением эксперимента и его результатов. Если эксперимент поставлен пло�
хо, есть риск дезинформировать коллег и, конечно, нанести урон собственной научной
репутации. Если статья написана плохо, то это вызовет трудности с опубликованием и
тоже нанесет урон репутации в глазах редактора, рецензентов да и читателей, если
статью всё же удастся протолкнуть. Мозг человека устроен так, что он ассоциирует ка�
чество формы с качеством содержания.

Имея всё это в виду, журнал открывает новую рубрику «В помощь автору», в кото�
рой будут публиковаться короткие заметки с советами по написанию и оформлению ру�
кописей, переписке с редакцией и близким вопросам. Надеемся, что эта рубрика будет
полезной, прежде всего, начинающим авторам и поможет улучшить качество поступаю�
щих рукописей. Рубрика открывается заметкой члена редакционной коллегии журнала
проф. А.А. Байкова «Изучить или измерить?»

ИЗУЧИТЬ ИЛИ ИЗМЕРИТЬ?

DOI: 10.31857/S0320972521040138
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БАЙКОВ

науке. В этой роли они чаще всего лишние и не
несут существенной информации; то, что это на�
учное исследование, и так понятно. В инструк�
ции для авторов журнала Journal of Biological
Chemistry [6] такие слова иронически характери�
зуются как «throat clearers» – труднопереводимо,
но понятно. «Механизм влияния» не только ко�
роче варианта «исследование механизма влия�
ния», но и сильнее по воздействию, потому что
первый вариант ориентирует на результат, а вто�
рой – на процесс. Ведь часто бывает так: иссле�
довали, исследовали и ничего не открыли – для
отчета пойдёт, а для науки – ноль. Заголовок –
это лицо публикации, он должен стимулировать
интерес к ней, акцентируя внимание на самом
важном – на результате, а не на процессе.

Значит ли это, что от использования слов
«изучить» и «исследовать» и производных от
них надо вообще отказаться? В заглавиях, по�
жалуй, да, но в остальном тексте эти термины
могут быть вполне уместны в определённом
контексте. В таблице приведены варианты их
правильного и неправильного использования
на примере выражения «изучить активность». В
первых двух примерах необходима замена на
более точное слово, что достаточно легко сде�
лать – русский язык богат. Следует заметить,
что данная проблема существует и в англоязыч�
ной научной литературе, но там она менее ост�
ра ввиду лучшей подготовки авторов и более
строгого контроля со стороны редакторов жур�
налов.
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Подразумеваемый смысл

Определить численную величину известной
априори активности

Определить, проявляет ли объект некоторую
априори неизвестную для него активность

Разобраться в причинах наличия или механиз�
ме проявления априори известной, но в чём�
то необычной, неканонической активности

Примеры правильного и неправильного использования часто встречающегося словосочетания «изучить активность»

Правильный вариант

измерить, определить, рассчитать активность/числен�
ную величину активности

проверить, установить наличие интересующей актив�
ности, установить субстратную специфичность (фер�
мента и т.п.)

Оценка

неправильно

неправильно

правильно
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