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Возникновение и прогрессирование опухоли осложняется двойственной ролью активных форм кислоро�
да (АФК) в этих процессах. Низкий уровень АФК необходим для многих внутриклеточных процессов мета�
болизма и пролиферации клеток, тогда как значительный рост уровня АФК может нарушать механизмы их
регуляции, приводя к повреждению и гибели клеток. Длительный дисбаланс соотношения АФК/антиокси�
данты и значительный рост уровня АФК на фоне снижения эффективности системы антиоксидантной за�
щиты приводит к хроническому окислительному стрессу, вызывающему изменение редокс�зависимой регу�
ляции и потенцированию опухолевой прогрессии. Многочисленные данные демонстрируют развитие окис�
лительного стресса при раке простаты, который является одним из наиболее распространенных онкологи�
ческих заболеваний. Однако причины его возникновения, изменения редокс�зависимого сигналинга и кле�
точного редокстаза всё ещё остаются малоизученными. В обзоре рассматривается состояние прооксидант�
ных и антиоксидантных ферментных систем, дисбаланс которых приводит к развитию окислительного
стресса при раке предстательной железы, оценивается изменение ключевых звеньев редокс�зависимого
сигналинга и роль микроРНК в модуляции редокс�статуса опухолевых клеток.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рак предстательной железы, окислительный стресс, антиоксидантные и прооксидант�
ные ферменты, транскрипционные факторы Nrf2, NF�κB, редокс�зависимый сигналинг, микроРНК.
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ВВЕДЕНИЕ

Согласно статистическим данным ВОЗ, за�
болевания предстательной железы в последние
десятилетия представляют серьёзную проблему
во многих странах. Рак предстательной желе�
зы (РПЖ) является наиболее распространён�
ным онкологическим заболеванием, и по часто�
те встречаемости он занимает второе место в
структуре онкологической смертности после ра�
ка лёгкого [1]. Окислительный стресс, воспале�
ние и передача сигналов андрогеновыми рецеп�
торами (AR) играют ключевую роль в инициа�
ции, развитии и прогрессировании РПЖ. Ак�
тивные формы кислорода (АФК) оказывают на

развитие злокачественных новообразований
двойственное действие – либо инициируя онко�
генез и поддерживая пролиферацию опухолевых
клеток, либо вызывая их гибель. Генетические
изменения обеспечивают выживание опухоле�
вых клеток в присутствии высоких уров�
ней АФК вследствие роста активности редокс�
зависимых факторов транскрипции или увели�
чения содержания NADPH благодаря актива�
ции пентозофосфатного пути окисления глюко�
зы [2]. Многочисленные публикации подтверж�
дают взаимосвязь между окислительным стрес�
сом и воспалением, указывая на роль дефицита
антиоксидантов при развитии процессов воспа�
ления и РПЖ [3, 4].

В клетках РПЖ обнаружен высокий уровень
окислительного стресса, который развивается в
результате дисбаланса между прооксидантами и
антиоксидантами и играет критическую роль в
развитии и прогрессировании РПЖ [5, 6]. Уста�
новлено, что на ранней стадии развития рака
опухолевые клетки подвергаются высокому
окислительному стрессу (вследствие подавле�
ния активности антиоксидантных ферментов),
который может приводить в последующем к ус�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФК – активные формы
кислорода; РПЖ – рак предстательной железы; AR – анд�
рогеновый рецептор; COX – циклооксигеназа; EGF – эпи�
дермальный фактор роста; EGFR – рецептор эпидермаль�
ного фактора роста; JNK – c�Jun N�терминальная киназа;
LOX – липоксигеназа; NOX – NADPH�оксидаза; NF�κB –
ядерный фактор κB; Nrf2 – NF�E2�зависимый фактор 2;
STAT3 – сигнальный белок и активатор транскрипции 3;
TRAMP – трансгенная аденокарцинома простаты.

* Адресат для корреспонденции.
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тановлению более высокого по сравнению с ис�
ходным уровнем соотношения АФК/антиокси�
данты [7].

Развитие РПЖ связано с изменением внут�
риклеточного сигналинга, в том числе МАРК�,
Nrf2�, NF�κB� и AR�зависимых сигнальных пу�
тей, контролирующих значительное число сиг�
нальных каскадов в опухолевой клетке и свя�
занных с уровнем АФК [3, 6]. Однако характер
их взаимосвязи с клеточным редокс�статусом
всё ещё остаётся малоизученным. Редокс�зави�
симая регуляция клеточных процессов в насто�
ящее время рассматривается как многоуровне�
вая система, включающая не только белки и
комплексы ферментов, но и некодирующие
РНК, среди которых значительную роль играют
многочисленные микроРНК, выполняющие
роль онкогенов или онкосупрессоров, в том
числе и посредством регуляции соотношения
прооксиданты/антиоксиданты в опухолевых
клетках [8, 9]. Такая функция микроРНК вызы�
вает большой интерес в области исследования
изменений клеточного редокс�статуса при раз�
витии РПЖ.

В настоящем обзоре анализируется возник�
новение дисбаланса активности прооксидант�
ных и антиоксидантных ферментных систем,
приводящее к развитию окислительного стрес�
са, оценивается состояние ключевых звеньев ре�
докс�зависимого сигналинга и роль мик�
роРНК в модуляции редокс�статуса опухолевых
клеток при РПЖ.

АНТИОКСИДАНТНЫЕ,
ПРООКСИДАНТНЫЕ ФЕРМЕНТЫ

И РАЗВИТИЕ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА
В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ РАКА

ПРЕДСТАТЕЛЬНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

АФК образуются в процессах клеточного ме�
таболизма, играют важную роль в передаче сиг�
налов клетками, участвуют в процессах регуля�
ции дифференцировки, пролиферации, био�
энергетики клеток. Среди основных источников
генерации АФК выделяют «утечку» электронов
в дыхательной цепи митохондрий и электрон�
транспортной системе эндоплазматического ре�
тикулума с участием цитохромов Р450 и b5, ак�
тивность прооксидантных ферментов (NADPH�
оксидазы, ксантиноксидазы, L�оксидаз амино�
кислот, моноаминооксидазы, липоксигеназы
и др.), аэробные окислительно�восстановитель�
ные реакции с ионами металлов (реакция Фен�
тона). В случае нарушения баланса АФК/анти�
оксиданты, сопровождающегося ростом внут�
риклеточного уровня АФК, в клетке возникает

состояние окислительного стресса, что приво�
дит к адаптивной активации защитных анти�
окислительных механизмов, позволяющих вер�
нуть нарушенный баланс [10]. Длительный дис�
баланс соотношения АФК/антиоксиданты и
значительный рост уровня АФК (на фоне сни�
жения эффективности системы антиоксидант�
ной защиты) приводит к хроническому окисли�
тельному стрессу, вызывающему повреждение
структуры белков, липидов, ДНК и развитие па�
тологии клетки, включая злокачественные но�
вообразования [11–13].

Развитие окислительного стресса при РПЖ
связано с дефицитом антиоксидантной защиты,
обусловленным рядом причин (сопутствующие
хронические воспалительные процессы, дефи�
цит антиоксидантной диеты и др.), среди кото�
рых лидирующая роль принадлежит старению
организма. Статистически показано, что риск
развития РПЖ значительно повышается у муж�
чин старше 65 лет и связан со снижением уров�
ня антиоксидантной системы [7, 10]. Согласно
свободно�радикальной теории старения, с воз�
растом изменение прооксидантно/антиоксидант�
ного баланса в сторону окислительного состоя�
ния происходит во многих тканях [14], что по�
вышает вероятность онкогенеза [15].

При старении организма наблюдается сни�
жение экспрессии гена GSTP1, изоформы глута�
тионтрансферазы, обладающей высокой актив�
ностью по отношению к продуктам окислитель�
ного повреждения ДНК и перекисного окисле�
ния липидов, что связано с повышением мети�
лирования ДНК [16]. Установлено, что бога�
тая CpG промоторная область гена pi�класса
GSTP1 метилирована по единичным сайтам
рестрикции в большинстве клеток РПЖ в срав�
нении с нормальными клетками [17]. Потеря
экспрессии GSTP1 из�за гиперметилирования
промотора является наиболее частым эпигене�
тическим изменением, наблюдаемым при РПЖ
человека. Снижение экспрессии GSTP1 может
способствовать повышению образования АФК
и повреждению ДНК.

Злокачественная трансформация приводит к
изменению соотношения оксиданты/антиокси�
данты благодаря адаптивной активации редокс�
зависимых факторов транскрипции и соответ�
ствующему росту экспрессии антиоксидантных
ферментов, нейтрализующих АФК до уровня,
позволяющего опухолевым клеткам поддержи�
вать высокую пролиферативную активность.
В опухолевых клетках РПЖ отмечается рост
экспрессии генов и активности ключевых анти�
оксидантных ферментов. Прогрессирова�
ние РПЖ делает раковые клетки более зависи�
мыми от антиоксидантных ферментов, в част�
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ности, таких как SOD, которая катализирует
дисмутацию супероксид аниона до H2O2 [18].
На основании данных, полученных in vivo, сде�
лан вывод, что p53 может регулировать экспрес�
сию SOD2 между ранней и поздней стадия�
ми РПЖ [19].

Важным источником АФК в клетках РПЖ
является активность изоформ NOX, принадле�
жащих к семейству NADPH�оксидазы [20]. Се�
мейство NOX состоит из семи изоферментов
(NOX1–NOX5, DUOX1 и DUOX2), перенося�
щих электроны от NADPH через мембраны на
молекулярный кислород с образованием супер�
оксид аниона.

Многочисленные данные указывают не
только на значимую роль NADPH�оксидазы в
развитии РПЖ (табл. 1), но и на существование
противоречивых оценок роли отдельных изо�
форм. Так, на ксенографтах у иммунодефицит�
ных мышей Balb/c nude показано, что сверх�
экспрессия гена NOX1 коррелировала с ростом
опухоли рака простаты человека DU145 [21].

При исследовании трансгенной аденокарцино�
мы простаты мышей (TRAMP) установлена бо�
лее высокая экспрессия гена NOX1 при интра�
эпителиальной неоплазии предстательной же�
лезы с высокой степенью злокачественности по
сравнению с опухолями с низкой степенью зло�
качественности и нормальными эпителиальны�
ми клетками простаты [22]. Показано, что ак�
тивность изоформы NOX1 связана с инициаци�
ей ангиогенеза путём активации VEGF в клетках
ксенотрансплантата РПЖ человека DU145 [21].
В моделях на животных была установлена связь
активности NOX1 с онкогенезом и развитием
злокачественной опухоли простаты [23]. Пока�
зано участие изоформы NOX1 в метастазирова�
нии рака простаты [24]. Имеются сведения о ги�
перэкспрессии гена NOX1 в клетках РПЖ чело�
века в отличие от нормальной ткани проста�
ты [24]. Однако в ряде работ не обнаружено су�
щественных различий в уровнях мРНК NOX1 в
доброкачественных и злокачественных клетках
простаты [25, 26].
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Таблица 1. Экспрессия изоформ NADPH�оксидазы (NOX, DUOX) в линиях клеток и опухолевой ткани рака предстатель�
ной железы

ИЗОФОРМЫ
Линия клеток/ткань опухоли

PC�3

DU145

DU145, ксенографты у мышей

VCaP

U251

LNCaP

C4�2

RWPE1, линия доброкачественных
эпителиальных клеток простаты
человека

EP156T, линия доброкачественных
эпителиальных клеток простаты
человека

Аденокарцинома предстательной
железы человека

TRAMP, трансгенная аденокарци�
нома простаты, мыши C57BL/6

NOX3 NOX5

↑

↑

↑

↑

DUOX1

↑

↑

↑

↑

↑

Ссылки

[2–29,
93, 94]

[27–29,
94, 95]

[21]

[27–29]

[93]

[24, 27,
28, 94]

[96]

[28, 29]

[29]

[20, 24,
28]

[22]

NOX1

↑

↑

↑

↑

↑

↑

↑

NOX2

↑

↑

↑

↑

↑

↑

↑

↑

DUOX2

↑

↑

↑

↑

↑

NOX4

↑

↑

↑

↑
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При исследовании пациентов со средней
степенью пролиферации аденокарциномы
простаты обнаружен низкий уровень экспрес�
сии гена NOX2 [25]. Также установлено, что
экспрессия гена NOX2 в злокачественных тканях
простаты практически не отличается от уровня
его экспрессии в доброкачественных тка�
нях [26]. Таким образом, хотя в отдельных рабо�
тах отмечается повышенная экспрессия ге�
на NOX2 в клетках рака простаты по сравнению
с неопухолевыми тканями, результаты многих
исследований in vivo указывают на отсутствие
роли изоформы NOX2, как и NOX3, в разви�
тии РПЖ.

Напротив, в клетках РПЖ отмечается повы�
шенная экспрессия гена NOX4. Так, обнаруже�
но, что ген NOX4 гиперэкспрессируется в клет�
ках РПЖ (DU145, PC�3 и LNCaP) в отличие от
нормальной клеточной линии простаты [27].
Отмечается, что уровень мРНК NOX4 в клет�
ках РПЖ значительно выше, чем в клетках доб�
рокачественных опухолей предстательной желе�
зы [26].

На основании отсутствия различий между
экспрессией мРНК NOX5 в нормальных тканях
предстательной железы человека и в тканях
РПЖ сделан вывод, что экспрессия мРНК
NOX5 не является маркёром злокачественной
трансформации [28]. Аналогичные результаты
были получены в результате сравнения экспрес�
сии гена NOX5 в нормальных тканях предста�
тельной железы человека и ткани РПЖ, что поз�
волило сделать вывод об отсутствии существен�
ного различия в уровнях экспрессии этого гена в
злокачественных и доброкачественных тка�
нях [26].

Высокий уровень экспрессии гена DUOX1
(изоформа NADPH�оксидазы DUOX1 – двой�
ная оксидаза, один из основных источников об�
разования Н2О2) наблюдается как в нормальной
ткани, так и в опухоли предстательной железы
человека. Однако у некоторых пациентов с
РПЖ установлен рост экспрессии DUOX1 в клет�
ках опухоли по сравнению с нормальными клет�
ками [25]. Высокий уровень экспрессии ге�
на DUOX2 обнаружен и в опухолевых клетках
DU145 [26]. Несмотря на то что роль DUOX
при РПЖ до конца не ясна, тем не менее отме�
чается, что уровень АФК при РПЖ в клет�
ках PC�3 в значительной степени поддерживает�
ся за счёт активности изоформ DUOX1 и
DUOX2, при этом генерация АФК может приво�
дить к появлению устойчивости клеток опухоли
к апоптозу за счёт позитивной регуляции пере�
дачи сигналов киназой AKT [29].

Действие андрогенов при РПЖ вызывает по�
вышение экспрессии генов субъединиц p22phox

и gp91phox NADPH�оксидазы и генерацию
АФК изоформами NOX2 и NOX4 в андроген�
чувствительной линии клеток 22Rv1 [30]. По�
добно андрогенам, адипонектин вызывает су�
щественное повышение экспрессии генов NOX2
и NOX4 в клетках РПЖ человека DU145 и
22Rv1 [31].

Определенный вклад в развитие окислитель�
ного стресса вносят циклооксигеназа (COX) и
липоксигеназа (LOX), благодаря активности ко�
торых образуются гидроперекиси полиненасы�
щенных высших жирных кислот с последую�
щим превращением в высокореакционноспо�
собные бифункциональные электрофилы – 4�
гидроксиноненали и 4�оксононенали, образую�
щие сшивки в белках и ДНК [32]. Получены
убедительные доказательства, подтверждающие
роль катализируемого LOX метаболизма арахи�
доновой и линолевой кислот в развитии злока�
чественных новообразований [33–35]. Образу�
ющийся уровень гидроперекисей жирных кис�
лот в процессе метаболизма арахидоновой или
линолевой кислот влияет на регуляцию роста и
выживаемость клеток, ангиогенез, клеточную
инвазию, метастазирование и иммуномодуля�
цию.

На основании данных, полученных с ис�
пользованием экспериментальных моде�
лей РПЖ, предложено использовать изоформы
5�LOX и 12�LOX, ингибиторы которых проявля�
ют антипролиферативную активность, в качест�
ве биомаркёров этого типа злокачественных но�
вообразований [36, 37]. 12�LOX способствует
прогрессированию и метастазированию РПЖ.
Обнаружено, что образующаяся в результате
действия 12�LOX на арахидоновую кислоту
12(S)�гидроксиэйкозатетраеновая кислота вы�
зывает активацию сигнального пути PI3K/AKT/
mTOR c последующим повышением экспрессии
гена транскрипционного фактора HIF�1α, что
приводит к усилению экспрессии гена фактора
роста эндотелия сосудов VEGF, способствуя ак�
тивации его ангиогенного действия [36].

Активность изоформы 5�LOX также играет
важную роль в выживании и пролиферации кле�
ток РПЖ, поддерживая высокую экспрессию
гена c#MYC. Ингибирование этой изофор�
мы LOX резко подавляет экспрессию онкогена
c�Myc в клетках опухоли [37].

Опухоли РПЖ имеют более высокую экс�
прессию гена изоформы 15�LOX�1 по сравне�
нию с нормальной тканью, и уровень экспрес�
сии совпадает с оценкой по шкале Глисона, тог�
да как экспрессия гена изоформы 15�LOX�2 по�
давлена в отличие от нормальной ткани [38].
Исследование влияния 15�LOX�1, 15�LOX�2 и их
метаболитов на зависимый от эпидермального
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фактора роста (EGF) сигналинг в клетках PC�3
позволило установить, что метаболит 15�LOX�1
(13�(S)�гидроксиоктадекадиеновая кислота) вы�
зывает активацию киназы MAP, в то время как
метаболит 15�LOX�2 (15�(S)�гидроксиэйкоза�
тетраеновая кислота) подавляет активность
MAPK, приводя к активации и подавлению
фосфорилирования PPARγ соответственно [38].
Авторами сделан вывод о разных, если не про�
тивоположных, биологических функциях изо�
форм 15�LOX�1 и 15�LOX�2 в простате.

Роль изоформ LOX в развитии опухолей
РПЖ человека в настоящее время установлена,
несмотря на некоторые различия в механизме
их действия (табл. 2). Так, изоформа 12�LOX
рассматривается как прогностический мар�
кёр РПЖ [39]. При оценке экспрессии гена
12#LOX в опухолевой ткани пациентов с РПЖ
обнаружен значительный её рост, который кор�
релировал со степенью злокачественного роста,
что позволило сделать вывод об изоформе
12�LOX, как о маркёре агрессивного феноти�
па РПЖ и плохого прогноза [40]. Повышенный
уровень экспрессии генов 5#LOX и 12#LOX обна�
ружен в клеточных линиях PC�3 и DU145 [41].
Как в опухолевой ткани РПЖ человека, так и в
клетках РС�3 обнаружена повышенная экс�
прессия гена 15#LOX#1, уровень которой корре�
лирует со степенью злокачественности опухоли
[34, 42, 43].

РЕДОКС�ЗАВИСИМЫЙ СИГНАЛИНГ
В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ РАКА

ПРЕДСТАТЕЛЬНОЙ ЖЕЛЕЗЫ. РОЛЬ
Nrf�, NF�κκB�, JNK� И AR�ЗАВИСИМЫХ

СИГНАЛЬНЫХ ПУТЕЙ

Nrf2�сигнальный путь. Развитие хроническо�
го окислительного стресса при РПЖ, определя�
емого в первую очередь высоким уровнем АФК,
приводит к определённому адаптивному изме�
нению клеточного сигналинга, что сопровожда�
ется появлением так называемого «агрессивно�
го» фенотипа опухолевых клеток. Транскрипци�
онный фактор Nrf2 (NF�E2�зависимый фак�
тор 2) является наиболее значимым в регуляции
экспрессии генов ферментов как антиоксидант�
ной системы, так и системы детоксикации для
нормальных и опухолевых клеток [44–46].
Nrf2 кодируется геном NFE2L2 и входит в се�
мейство транскрипционных факторов CNC (се�
мейство факторов транскрипции со структурой
Cap «n» Collar, обладающих лейциновой «зас�
тежкой�молнией»), включающее помимо Nrf2
транскрипционные факторы NF�E2, Nrf1, Nrf3,
BACH1 и ACH2. Nrf2 контролирует экспрессию

генов как антиоксидантных ферментов, так и
ферментов системы детоксикации и является
наиболее жизненно важным сигнальным путём,
используемым клетками для защиты от окисли�
тельного стресса [46].

При физиологических условиях Nrf2 связы�
вается в цитоплазме с репрессорным бел�
ком Keap1 (Kelch�like ECH�associated protein 1),
который способствует его деградации с по�
мощью убиквитин�протеасомного пути. Стрес�
совые условия вызывают окисление остатков
цистеина Keap1, что приводит к предотвраще�
нию убиквитинирования Nrf2 [47], способствуя
транслокации Nrf2 в ядро, где он вместе с не�
большими белками Maf связывается с антиок�
сидант�респонсивным элементом (ARE) или
MARE (MAF recognition elements) в промотор�
ной области более 250 генов�мишеней. Среди
установленных в настоящее время ARE�содер�
жащих генов, регулируемых Nrf2, находятся ге�
ны антиоксидантных ферментов Mn�SOD
(SOD2), каталазы (CAT), гемоксигеназы 1 (HO1);
гены ферментов, обеспечивающих поддержание
внутриклеточного уровня низкомолекулярного
антиоксиданта GSH за счёт его синтеза de novo и
восстановления GSSG – H� и L�субъединицы γ�
глутамилцистеинсинтетазы (γ#GCSH, γ#GCSL),
γ�глутамилтрансферазы (γ#Gt), глутатионредук�
тазы (GSR); гены редоксинов – белков, участву�
ющих в редокс�зависимой регуляции – тиоре�
доксина 1 (TRX1), тиоредоксинредуктазы 1
(TRXRD1), пероксиредоксина 1 (PRDX1), перок�
сиредоксина 2 (PRDX2); гены других ферментов,
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Таблица 2. Экспрессия изоформ липоксигеназы (LOX) в
линиях клеток и опухолевой ткани рака предстательной
железы человека

ИЗОФОРМЫ
Линия клеток/
ткань опухоли

PC�3

DU145

LNCaP

РПЖ, ткань
опухоли

CD133+, стволовые
клетки РПЖ

CD44+, стволовые
клетки РПЖ

5�LOX

↑

↑

↑

↑

↑

Ссылки

[34,
41–43]

[34, 41,
43]

[37]

[40]

[97]

[97]

15�LOX�1

↑

↑

12�LOX

↑

↑

↑
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участвующих в детоксикации продуктов окис�
лительного стресса, в частности, изоформ глута�
тион S�трансферазы – GSTP1�1 (GSTP1),
GSTA4�4 (GSTA4), гены NADPH:хиноноксидо�
редуктазы 1 (NQO1), H� и L�субъединиц ферри�
тина (H#Ferritin, L#Ferritin). Активация Nrf2, на�
ряду с другими редокс�чувствительными тран�
скрипционными факторами, в частности АР�1
и NF�κB, может приводить к редокс�зависимо�
му изменению их экспрессии, обеспечивая раз�
витие скоординированного ответа клетки на
окислительный стресс. Согласно «реостатной»
модели развития ответа на окислительный
стресс, первый уровень защитного ответа на
действие умеренных концентраций АФК обес�
печивает активация Nrf2, более высокий уро�
вень АФК вызывает «включение» транскрипци�
онных факторов AP�1 и NF�κB, дальнейшее по�
вышение уровня АФК активирует механизмы
апоптоза [2]. Предполагается, что транскрипци�
онный фактор 53 (p53), контролирующий кле�
точный цикл, старение и апоптоз, осуществляет
финальный ответ на крайне высокие уров�
ни АФК. Следует отметить, что при чрезмерном
окислительном стрессе накопившийся в ядре
избыточный Nrf2 может связываться с регуля�
торной областью промотора гена Klf9 (кодирую�
щего Kruppel�подобный фактор 9) и активиро�
вать его экспрессию, что приводит к подавле�
нию экспрессии генов антиоксидантных фер�
ментов путём связывания Klf9 с их репрессив�
ными сайтами и вызывает клеточное поврежде�
ние в результате роста уровня АФК [48].

NF�κκB�сигнальный путь. Во многих случаях
развитие РПЖ сопровождается подавлением ак�
тивности Nrf2. Так, снижение содержания Nrf2
обнаружено в процессе прогрессии трансгенной
аденокарциномы простаты мышей [49]. Сниже�
ние экспрессии гена NFE2L2 в клетках опухо�
ли РПЖ сопровождается высоким уровнем
окислительного стресса и повреждением
ДНК [50]. Низкий уровень Nrf2 может способ�
ствовать процессу онкогенеза за счёт нарушения
защитных механизмов клетки, что связано с
развитием воспаления. В определённой степени
это обусловлено тем, что снижение активности
Nrf2 может вызывать активацию транскрипци�
онного фактора NF�κB, способствующего раз�
витию воспаления. Наличие трансрегулятор�
ной («cross�talking») связи Nrf2 с NF�κB являет�
ся критическим звеном в интеграции окисли�
тельного стресса и воспаления [51]. Подавление
экспрессии гена NFE2L2 увеличивает актив�
ность NF�κB и продукцию цитокинов, тогда как
NF�κB может регулировать транскрипционную
активность Nrf2 как положительно, так и отри�
цательно [51, 52].

Семейство транскрипционных факто�
ров NF�κB включает белки, образующиеся пу�
тём гомодимерных или гетеродимерных комби�
наций субъединиц p50, p52, p65/RelA, RelB и
c�Rel. Для связывания с ДНК в белках служит
N�концевой домен Rel, включающий около
300 аминокислотных остатков. NF�κB присут�
ствует в цитоплазме в комплексе с ингибито�
ром – белком IκB. Активация IκB�киназного
комплекса (IKK), который состоит из субъеди�
ниц IKK�α и IKK�β, приводит к фосфорилиро�
ванию IκB. Фосфорилированные субъединицы
ингибитора IκB в последующем подвергаются
протеолизу, тогда как димеры NF�κB переносят�
ся из цитоплазмы в ядро клетки. NF�κB контро�
лирует экспрессию генов не только цитокинов,
хемокинов, матриксных металлопротеиназ,
провоспалительных ферментов (таких как цик�
лооксигеназа 2, COX2), циклинов, антиапопто�
тических и проангиогенных белков, но и генов
антиоксидантных (SOD1, SOD2, HO1) и проок�
сидантных ферментов (CYP2E1, NOX2, XOR,
NOS2, COX2, ALOX5 и ALOX12) [53], что может
способствовать развитию редокс�зависимых пу�
тей адаптации [2].

Активация NF�κB происходит при разных
типах злокачественных новообразований,
включая рак простаты, и коррелирует с его прог�
рессированием, химиорезистентностью и ме�
тастазированием [54]. Во многих случаях акти�
вация гена�мишени димерами NF�κB посред�
ством связывания со специфическими участка�
ми ДНК требует участия других факторов тран�
скрипции, включая STAT, AP1, IRF и киназ сиг�
нальных путей – mTOR, ERK1/2, JNK, p38,
PI3K, AKT, WNT [53].

Транскрипционные факторы NF�κB и
STAT3 (сигнальный белок и активатор тран�
скрипции 3) могут взаимодействовать как пози�
тивно, так и негативно, регулируя, в частности,
экспрессию генов пропролиферативных
(cyclin D1, MYC) и антиапоптотических бел�
ков (BCL�X

L, BCL�2), индуцибельной синтазы
оксида азота (Nos2) [55]. Белки семейства
STAT – транскрипционные факторы, которые
активируются при действии цитокинов и факто�
ров роста, выполняя затем роль активаторов
транскрипции генов. Установлено, что сниже�
ние экспрессии гена STAT3 связано с уменьше�
нием объёма опухоли РПЖ и подавлением её ре�
цидива [56]. В опухолевых клетках предстатель�
ной железы PC�3 ингибирование сигнального
пути сигналов Jak�1/STAT3 приводит к сниже�
нию пролиферации и активации апоптоза [57].

В то же время обнаружено, что такой медиа�
тор воспаления, как интерлейкин�8 (IL�8),
экспрессия которого значительно повышена в

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  4  2022

464



ОКИСЛИТЕЛЬНЫЙ СТРЕСС ПРИ РАКЕ ПРЕДСТАТЕЛЬНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

клетках РПЖ и который может оказывать кан�
церогенное и проангиогенное действие, стиму�
лирует пролиферацию клеток рака простаты и
подавляет апоптоз за счёт активации сигнально�
го пути STAT3/AKT/NF�κB [58]. IL�8 вызывает
активацию фосфорилирования киназы AKT, ко�
торая активирует канонический путь NF�κB,
усиливая фосфорилирование ингибиторной
субъединицы IκBα с её последующим отделени�
ем от комплекса p50–p65–IκBα и транслокаци�
ей p50–p65 в ядро.

Активность STAT3 может оказывать влияние
на уровень АФК в опухолевых клетках. Так, ус�
тановлено, что эпидермальный фактор рос�
та (EGF) способствует прогрессированию РПЖ
через сигнальный каскад АФК/STAT3/HIF�1α/
TWIST1/N�кадгерин, что связано с активаци�
ей STAT3 и повышением уровня АФК, и, как
полагают авторы, указывает на новые биомаркё�
ры и терапевтические мишени. В то же время
показано, что ингибирование STAT3 может

приводить к повышенной генерации АФК, ак�
тивации стресса эндоплазматического ретику�
лума и в конечном итоге апоптозу клеток рака
простаты [59].

Во многих видах опухолей транскрипцион�
ные факторы NF�κB и p53 могут антагонисти�
чески регулировать активность друг друга [60].
Как p53, так и NF�κB могут взаимно подавлять
трансактивацию друг друга и способность сти�
мулировать экспрессию генов. Инактивация p53
связана с подавлением апоптоза, тогда как акти�
вация NF�κB способствует устойчивости к за�
программированной гибели клеток [61]. Данные
клинических исследований указывают на высо�
кую экспрессию NF�κB/p65/RelA, NF�κB/p50/
RelB и cRel наряду со снижением активнос�
ти p53 в образцах первичных и метастатических
опухолей РПЖ [62]. Несмотря на то что мута�
ции p53 обнаруживаются на ранней стадии рака
простаты, установлено, что более высокая час�
тота мутации p53 наблюдается при метастати�
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Редокс�зависимая регуляция с участием Nrf2, NF�κB, AR в опухолевых клетках при РПЖ. Тип редокс�зависимой переда�
чи сигналов при раке простаты зависит от уровня АФК и развития окислительного стресса. Действие средних концентра�
ций АФК обеспечивает активацию Nrf2, тогда как более высокий уровень АФК вызывает «включение» транскрипцион�
ного фактора NF�κB и снижение экспрессии гена NFE2L2. Прогрессирование РПЖ связано с активацией сигнального
белка и активатора транскрипции 3 (STAT3) при повышении уровня АФК. NF�κB и p53 могут взаимно подавлять тран�
сактивацию друг друга. Инактивация p53 и активация NF�κB способствуют устойчивости к запрограммированной гибе�
ли клеток. Рост активности NF�κB вызывает снижение активации c�Jun N�терминальной киназы (JNK), активирую�
щей р53. Однако АФК могут активировать JNK путём фосфорилирования. В свою очередь, активация JNK, усиливая фос�
форилирование белка p66Shc, вызывает повышение генерации АФК. Активация JNK и подавление Nrf2 усиливают акти�
вацию AR. Активированный ростом АФК, NF�κB может напрямую связываться с сайтом AR, снижая его связывание
с ДНК и влияние на транскрипцию регулируемых генов
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ческом раке простаты поздних стадий по срав�
нению с локализованными опухолями [63]. Му�
тации p53 приводят к нарушению регуляции
клеточного цикла, вызывая аномальную проли�
ферацию и злокачественную трансформацию
[64]. Также следует отметить, что высокий уро�
вень белка р53 в клетках РПЖ тесно связан с
пролиферацией, миграцией и способностью к
адгезии. В клетках рака простаты DU145 p53 вы�
зывает активацию пути FAK/Src и повышение
уровней фосфорилирования JNK и ERK [65]. В
то же время обнаружено, что полифенол ресве�
ратрол индуцирует апоптоз посредством переда�
чи сигналов по пути HIF�1α/АФК/p53 в клет�
ках РПЖ TRAMP, что связано с повышенным
уровнем p53 и АФК [66].

JNK�сигнальный путь. Рост активности NF�
κB вызывает снижение активации киназы JNK
за счёт активации белков GADD45β, XIAP,
A20 [67]. Активность JNK, как одного из сиг�
нальных путей MAPK, является необходимым
фактором для роста карциномы простаты как
in vitro, так и in vivo, что делает её новой ми�
шенью в терапии РПЖ [68]. Среди киназ семей�
ства JNK, также известного как стресс�активи�
руемые MAP�киназы (SAPK) и включающего
три киназы – JNK1, JNK2, JNK3, в клетках
предстательной железы JNK1 и JNK2 экспрес�
сируются на низком и среднем уровне, и их
экспрессия значительно увеличивается при
РПЖ [68, 69].

JNK участвует в контроле широкого спектра
клеточных процессов, включая апоптоз, проли�
ферацию, миграцию, выживание, дифференци�
ровку, воспаление. АФК, наряду с другими фак�
торами, включая цитокины, патогены, факторы
роста, могут активировать JNK путём фосфори�
лирования [70]. Две расположенные выше MKK
протеинкиназы (МKK4 и MKK7) активируют
фосфорилирование JNK по Thr183 и Tyr185 [71]
и, в свою очередь, активируются серин/треони�
новыми протеинкиназами, включая груп�
пу MEKK, группу протеинкиназ смешанного
происхождения – MLK, семейство киназ, регу�
лирующих сигнал апоптоза – ASK, киназы
TAK1 и TPL2 [72]. Среди белков�мишеней, ко�
торые активирует JNK, обнаружены транскрип�
ционные факторы STAT1 и STAT3, p53, c�Myc,
Elk1, ATF�2, NFAT, а также контролирующие
апоптоз белки митохондриального семейства
Bcl�2 (Bcl�2, Bad, Bim, Bax) [68].

Роль JNK�зависимой передачи сигналов при
раке простаты неоднозначна и, по�видимому,
зависит от уровня АФК и развития окислитель�
ного стресса. Обнаружено, что снижение внут�
риклеточного уровня NOX5 вызывало снижение
фосфорилирования JNK1/3 и, как следствие,

подавление АФК�зависимого пролиферативно�
го эффекта в опухолевых клетках простаты PC�3.
Подобный эффект вызывал ингибитор JNK1
SP600125, который оказывал сильное антипро�
лиферативное действие на культуре клеток PC�3
[26]. В то же время обнаружено, что С�подоб�
ный белок LanCL1 (lanthionine synthase C�like
protein 1), член семейства LanCL, защищает
клетки РПЖ LNCaP и PC�3 от окислительного
стресса и способствует пролиферации клеток,
снижая гибель клеток за счёт подавления сиг�
нального пути JNK [73].

Регулируя антипролиферативную актив�
ность, JNK1 может подавлять РПЖ. Так, пока�
зано, что нокдаун серин/треониновой протеин�
фосфатазы 5 может способствовать фосфорили�
рованию JNK1, что приводит к ингибированию
пролиферации опухолевых клеток PC�3, DU145
и 22Rv1 [74]. Однако, с другой стороны, кина�
зы JNK могут напрямую перемещаться в мито�
хондрии при различных стрессовых условиях и
активировать генерацию АФК и гибель кле�
ток [75]. Обнаружено, что действие ригосертиба
(также известного как ON01910 или Estybon,
синтетический бензилстирилсульфон) приво�
дит к активации JNK1/2, которая, в свою оче�
редь, активирует белок p66Shc и вызывает повы�
шение генерации АФК в митохондриях опухо�
левых клеток простаты PC�3 и DU145 [76]. Фос�
форилирование p66Shc, прооксидантной изо�
формы семейства адаптерных белков ShcA,
по Ser36 с помощью JNK1/2 приводит к усиле�
нию переноса электронов от цитохрома c на мо�
лекулярный кислород, тем самым активируя об�
разование АФК [77]. Действие p66Shc может
также усиливать генерацию АФК за счёт роста
содержания NOX и/или нарушения соотноше�
ния внутриклеточных уровней антиоксидант�
ных ферментов в результате подавления актив�
ности фактора транскрипции FOXO [78].

AR�сигнальный путь. Активация JNK�сиг�
нального пути приводит к усилению фосфори�
лирования андрогенового рецептора по остат�
ку Ser650 в клетках LNCaP, что способствует
экспорту AR в цитоплазму, однако снижает его
транслокацию в ядро [68]. Активность AR как
транскрипционного фактора важна для прог�
рессии РПЖ. Связывание андрогенов с AR при�
водит к активации опухолевого роста, метаста�
зированию и подавлению апоптоза опухолевых
клеток. Связь активности AR с уровнем АФК в
опухолевых клетках РПЖ имеет двойственный
характер: с одной стороны, АФК могут стимули�
ровать ядерную транслокацию AR и его тран�
скрипционную активность, с другой стороны,
активируемый AR, внутриклеточный сигналинг
может приводить к активации прооксидантных
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ферментных систем [79]. Между AR�респонсив�
ными элементами и сайтами связывания NF�κB
в промоторной области гена существует пере�
крывание, поэтому активированный ростом
АФК транскрипционный фактор NF�κB может
напрямую связываться с сайтом AR, изменяя
его связывание с ДНК и влияние на транскрип�
цию регулируемого гена [80]. Рост АФК поло�
жительно влияет на содержание AR, усиливая
экспрессию гена AR, повышая стабилизацию
мРНК и Prx1�опосредованную стабилизацию
белка [81]. Значительное повышение содержа�
ния Nrf2 приводит к подавлению экспрессии ге�
на и функции AR в клетках РПЖ за счёт сниже�
ния уровня АФК [82].

РОЛЬ микроРНК В РЕГУЛЯЦИИ
КЛЕТОЧНОГО РЕДОКСТАЗА

ПРИ РАКЕ ПРЕДСТАТЕЛЬНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

В настоящее время особый интерес вызыва�
ет роль микроРНК в патогенезе различных забо�
леваний. МикроРНК представляют собой класс
коротких одноцепочечных некодирующих
РНК, подавляющих экспрессию генов на пост�
транскрипционном уровне посредством комп�
лементарного спаривания оснований с 30 нетранс�
лируемыми областями (UTR) мРНК�мишеней,
ингибируя их трансляцию и/или вызывая их
деградацию [83]. Учитывая тот факт, что мик�
роРНК участвуют в регуляции важных для жиз�
неспособности клеток процессов, включая про�
лиферацию, дифференцировку и запрограмми�
рованную гибель клеток, становится необходи�
мым исследование их роли в механизме разви�
тия многих заболеваний, включая злокачествен�
ные новообразования [83]. Всё большее число
данных свидетельствует в пользу значимого
вклада микроРНК в механизм регуляции кле�
точного редокс�гомеостаза в опухолевых клет�
ках и модуляцию злокачественного роста на раз�
ных стадиях онкогенеза [84]. Вопросы взаимо�
связи микроРНК и внутриклеточных редокс�
систем при РПЖ становятся актуальными и для
исследований, касающихся поиска мишеней
для терапевтического воздействия на опухоле�
вые клетки особенно при агрессивном, устойчи�
вом к лечению РПЖ (табл. 3).

Высокая скорость метаболизма быстро про�
лиферирующих раковых клеток характерна для
повышенного внутриклеточного уровня генера�
ции АФК прооксидантными ферментными сис�
темами, среди которых лидирующая роль при�
надлежит дыхательным комплексам митохонд�
рий I и III. Митохондриальные ферменты,
включая Mn�зависимую супероксиддисмута�

зу (SOD2), глутатионпероксидазу 2 (Gpx2) и тио�
редоксинредуктазу 2 (TrxR2), составляют пер�
вичную систему антиоксидантной защиты в ми�
тохондриях, внося существенный вклад в под�
держание редокс�баланса, необходимого для
функциональной активности митохондрий.
В клетках РПЖ установлена способность miR�
17�3р подавлять активность всех трёх фермен�
тов: SOD2, Gpx2 и TrxR2. Трансфекция miR�17�
3р в клетках PC�3 (агрессивный тип РПЖ) вы�
зывала значительное снижение содержания всех
трёх ферментов и повышала чувствительность
клеток РПЖ РС�3 к действию ионизирующего
излучения [85]. Кроме того, авторами отмечает�
ся, что повышение экспрессии гена miR#17#3p
может приводить к подавлению отдалённого
эффекта индуцирующего действия ионизирую�
щей радиации на экспрессию генов SOD2, GPX2,
TXNRD2 и, как следствие, сопровождаться сни�
жением пролиферации опухолевых клеток за
счёт значительного роста уровня АФК и сниже�
ния митохондриального дыхания [85]. Одним из
механизмов терапии опухолей является актива�
ция генерации АФК при воздействии облучения
или химиотерапии. Применение препарата
LQB�118 (птерокарпанхинона), индуцирующего
образование АФК и обладающего противоопу�
холевой активностью, на линиях клеток РПЖ –
PC�3, LNCaP и LAPC4, и подкожных опухолях�
ксенографтах РС�3, привитых самцам Balb/c
nude, приводило к адаптивному повышению ак�
тивности SOD1. В исследуемых клетках РПЖ
действие трёх микроРНК – miR�206, miR�1 и
miR�101 – вызывало снижение внутриклеточ�
ного содержания SOD1 [86]. Однако эффектив�
ность каждой микроРНК в снижении активнос�
ти SOD1 и повышении чувствительности к ци�
тотоксическому действию LQB�118 значительно
варьировала между линиями клеток РПЖ.

Мишенью miR�193a�5p при РПЖ может
быть гемоксигеназа (HO�1), играющая важную
роль в системе антиоксидантной защиты и ре�
докс�зависимом сигналинге. В опухолевых тка�
нях РПЖ обнаружено значительное повышение
содержания miR�193a�5p, которое коррелирова�
ло с активностью HO�1 [87]. В клетках РПЖ че�
ловека (LNCap, PC�3 и DU145) установлено,
что повышение экспрессии гена miR#193a#5p
сопровождается ростом содержания HO�1 по
сравнению с нормальными эпителиальными
клетками предстательной железы RWPE�1, тог�
да как использование ингибитора miR�193a�5p
приводило к снижению содержания HO�1. При
исследовании действия противоопухолевого
препарата доцетаксела, используемого в тера�
пии пациентов с метастазами РПЖ, на клетки
РС�3�ксенографта РПЖ, привитых подкожно
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мышам Balb/c nude, установлено, что препарат
вызывает развитие окислительного стресса, при
котором рост экспрессии гена miR#193a#5p соп�
ровождается повышением содержания HO�1,
вызванного снижением содержания репрессора
гена HO1 в результате связывания miR�193a�5p с
3′�UTR областью мРНК Bach2 [87].

К онкогенным микроРНК, способствую�
щим инвазивному росту опухоли, относится
miR�21, обнаруженная в процессе канцерогене�
за при РПЖ. В опухолевых тканях пациентов с
метастатическим РПЖ обнаружены высокие
уровни miR�21, p47 (phox) и АФК при снижении
содержания белка программируемой клеточной
смерти 4 (PDCD4, programmed cell death 4) [88].

В андроген�независимых клетках РПЖ (PC�
3M�MM2) выявлена высокая экспрессия ге�
нов miR#21 и p47 (цитозольная субъединица
NADPH�оксидазы). Трансфекция клеток с ан�
ти�miR�21 и p47 приводила к снижению экс�
прессии генов miR#21 и p47 с одновременным
повышением содержания PDCD4 и уменьшени�
ем инвазивности клеток РПЖ. Кроме того, но�
каут гена p22phox (мембранносвязанная субъ�
единица NADPH�оксидазы) также приводил к
снижению уровня miR�21 и подавлению метас�
тазирования клеток РПЖ. Использование как
хлорида дифенилениодония – ингибитора
NADPH�оксидазы, так и антиоксиданта N�аце�
тилцистеина вызывало снижение экспрессии
гена miR#21 [88].

Низкий уровень экспрессии гена miR#137 и,
напротив, высокий уровень содержания изо�
формы NADPH�оксидазы NOX4 обнаружены в
опухолевых клетках РС�3, что является важной
особенностью для прогрессии РПЖ [89]. Повы�
шение уровня miR�137 способствует снижению
содержания NOX4 и Bcl�2 в клетках РС�3 и при�
водит к повышению содержания каспаз 3, 8 и 9,
белков PARP и Bax, подавлению пролиферации
и активации апоптоза опухолевых клеток [89].
NOX4 может быть мишенью также для miR�23b
при РПЖ. Так, в клетках РС�3 снижение содер�
жания miR�23b приводит к повышению внут�
риклеточного уровня NOX4 [90].

Хроническое воспаление связано с окисли�
тельным стрессом и онкогенезом и часто может
ему предшествовать. COX�2, ключевой регуля�
тор уровня простагландинов, способствует про�
лиферации и росту клеток, и повышение
экспрессии гена COX#2 часто обнаруживается в
опухолевых тканях РПЖ. Установлено, что miR�
101 подавляет образование COX�2 путём связы�
вания с 3′�нетранслируемой областью (3′�UTR)
мРНК COX�2 [91]. Между уровнем miR�101 и
уровнем белка СОХ�2 в линиях клеток РПЖ
(BPHCAFTD, LNCap, PC�3) наблюдалась обрат�
ная корреляция. MiR�101 не только может сни�
жать содержание белка COX�2, но одновремен�
но понижает уровень EGFR, рецептора эпидер�
мального фактора роста, в культивируемых
клетках BPH1CmiR101 и тканях�ксенографтах этих
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Таблица 3. МикроРНК, участвующие в регуляции редокс�статуса опухолевых клеток рака предстательной железы

МикроРНК

miR�17�3р

miR�521

miR�206,
miR�1,
miR�101

miR�193a�5p

miR�101

miR�205

miR�21

miR�137

miR�23b

Мишень

GPх2
TrxR2
SOD2

SOD2

SOD1

НО�1

COX�2

COX�2

NADPH�оксидаза (р47)

NOX4

NOX4

Активность
фермента

↓
↓
↓

↓

↓

↑

↑

↑

↑

↑

↑

Клетки/опухолевая ткань

РС�3

LNCaP

PC�3, LNCaP, LAPC4
РС�3, ксенографт мыши

РС�3
РПЖ�ткань опухоли человека
РС�3, ксенографт мыши

LNCaP, РС�3

РПЖ�ткань опухоли человека, РС�3

PC�3M�MM2

РС�3

LNCaP

Эффект

проонкогенный

проонкогенный

проонкогенный

проонкогенный

проонкогенный

проонкогенный

проонкогенный

проонкогенный

проонкогенный

Ссылки

[85]

[98]

[86]

[87]

[91]

[99]

[88]

[100]

[90]
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клеток [91]. EGFR, который находится на поверх�
ности клетки и активируется лигандом, ини�
циирует EGFR�зависимый синтез ДНК и про�
лиферацию клеток. Высокий уровень экспрес�
сии гена EGFR наблюдается при многих видах
злокачественных новообразований, включая
РПЖ. Повышенная экспрессия гена COX#2
приводит к EGFR�стимулированной пролифе�
рации клеток, а продукт COX�2 – PGE2 активи�
рует сигнальные пути EGFR, способствуя раз�
витию опухоли. Так, на андроген�независимых
клетках РПЖ РС�3 была установлена EGFR�за�
висимая активация COX�2, запускаемая внут�
риклеточным PGE2, обладающим проонкоген�
ным эффектом [92]. Представленные данные
позволяют говорить о существовании тесной
связи между miR�101 и COX�2, PGE2, EGFR,
которая отвечает за пролиферацию клеток
РПЖ.

Таким образом, многочисленные данные
свидетельствуют о значимости развития окис�
лительного стресса и изменения редокс�зависи�
мой регуляции в процессах злокачественного
роста при РПЖ, что связано с дисбалансом в ре�
гуляции уровня АФК в результате активации ря�
да прооксидантных систем и снижением анти�
оксидантной защиты. Значительная роль в мо�

дуляции редокс�зависимого баланса принадле�
жит микроРНК. Рост уровня АФК приводит к
изменению редокс�зависимой регуляция с учас�
тием Nrf2�, NF�κB�, JNK�, AR�сигналинга в
опухолевых клетках, что связано с прогрессией
опухолевого роста. Тем не менее механизм и
факторы контроля путей редокс�зависимого
сигналинга в доброкачественных и злокачест�
венных опухолях всё ещё остаются малоизучен�
ными. Дальнейшее исследование их роли и по�
иск эффективных модуляторов активности про�
оксидантных ферментных систем, ферментов
антиоксидантной защиты и ключевых фермен�
тов переноса редокс�зависимого сигнала может
быть перспективным направлением в разработ�
ке новых подходов химиотерапии для подавле�
ния опухолевого роста при РПЖ.
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The rise and progression of a tumor is complicated by the dual role of ROS. A low ROS level is necessary for many
intracellular metabolic processes and cell proliferation, while a significant increase in the ROS level causes disruption
of the mechanisms of their Cancerinactivation, leading to the damage and cell death. A long�term imbalance in the
ROS/antioxidant ratio and a significant increase of the ROS level due to the decrease in the effectiveness of the
antioxidant defense system leads to chronic oxidative stress, which causes the damage of proteins, lipids, DNA and
the development of cancer growth. Numerous data demonstrate the development of oxidative stress in prostate can�
cer, which is the most common cancer among men. However, the reasons for its occurrence, changes in redox signal�
ing and cellular redox homeostasis are still poorly understood. The review examines the state of prooxidant and
antioxidant enzyme systems, the imbalance of activity of which leads to the development of oxidative stress in prostate
cancer, evaluates the change in the key links of the redox signaling and the role of the contribution of microRNAs in
modulating the redox status of cancer cells.

Keywords: prostate cancer, oxidative stress, antioxidant and prooxidant enzymes, transcription factors Nrf2, NF�κB,
redox�dependent signaling, microRNA
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перспективных биомаркёров в диагностике ряда заболеваний.
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СОВРЕМЕННЫЕ МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ микроРНК

Обзор

© 2022 О.Л. Бодулев, И.Ю. Сахаров*

ВВЕДЕНИЕ

В последнее время неуклонно возрастает не�
обходимость в методах анализа нуклеиновых
кислот [1]. Среди аналитов этой группы все бо�
лее пристальное внимание обращают на себя
микроРНК (миРНК), концентрация которых в
биологических материалах человека при широ�
ком спектре заболеваний отличается от концен�

трации тех же миРНК у здоровых людей [2]. Из�
вестно, что концентрация миРНК в биологичес�
ких образцах крайне низка, а число миРНК, чьи
последовательности имеют между собою высо�
кую гомологию, велико. Все это приводит к не�
обходимости разработки высокочувствительных
и высокоселективных методов определения
миРНК [3].

В настоящем обзоре будут рассмотрены ме�
тоды количественного и полуколичественного
определения миРНК, среди которых будут опи�
саны как традиционные методы, такие как но�
зерн�блоттинг, полимеразная цепная реакция с
обратной транскрипцией и микрочипы, так и
новые, разрабатываемые в последние годы ме�
тоды определения с улучшенными аналитичес�
кими параметрами.

ХИМИЧЕСКАЯ СТРУКТУРА
И БИОХИМИЧЕСКИЕ ФУНКЦИИ микроРНК

МиРНК представляют собой класс малых
некодирующих РНК, обнаруженных в широком
спектре растений, вирусов и млекопитаю�
щих [1]. Гены миРНК обычно располагаются в
кластерах, которые транскрибируются как по�
лицистроны. Кроме того, они могут быть лока�
лизованы между другими генами (межгенные)
или в интронах, кодирующих мРНК (миртро�
ны). Первичные транскрипты миРНК, извест�
ные как при�миРНК (в основном длиной
100–1000 н.), транскрибируются РНК�полиме�
разами II и III в ядре клетки. Впоследствии при�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : МИА – методы изотерми�
ческой амплификации нуклеиновых кислот; миРНК –
микроРНК; CEAM – циклический ферментативный ме�
тод амплификации (Сycle Enzymatic Amplification Method);
CHA – метод каталитической сборки шпилек (Catalytic
Hairpin Assembly); crРНК – «направляющая» РНК;
Crispr/Cas – метод коротких палиндромных повторов, ре�
гулярно расположенных группами, с ассоциированным
белком (Clustered Regularly Interspaced Palindromic
Repeats/CRISPR associated protein); EXPAR – экспоненци�
альная реакция амплификации нуклеиновых кислот
(Exponential amplification reaction); HCR – реакция цепной
гибридизации (Hybridization Chain Reaction); HRCA – раз�
ветвлённый метод катящегося кольца (Hyperbranched
Rolling Circle Amplification); ICSDP – амплификационный
метод с полимеризацией и замещением (Isothermal
Circular�Strand�Displacement Polymerization); LAMP – пет�
левая изотермическая амплификация (Loop�mediated
isothermal Amplification); NB – нозерн�блоттинг (Nothern
Blotting); PCR – полимеразная цепная реакция (Polymerase
Chain Reaction); RCA – метод катящегося кольца (Rolling
Circle Amplification); RT�PCR – полимеразная цепная ре�
акция с обратной транскрипцией (Reverse Transcriptase
PCR); RT�qPCR – количественная полимеразная цепная
реакция с обратной транскрипцией (quantative RT�PCR);
SEXPAR – симметричная экспоненциальная реакция ам�
плификации нуклеиновых кислот (Symmetrical Exponential
Amplification Reaction).

* Адресат для корреспонденции.
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миРНК расщепляются РНКазой III Drosha с об�
разованием предшественников миРНК
(70–100 н.) шпилечной структуры (пре�
миРНК) [4]. В настоящее время описано более
38 000 пре�миРНК из 271 организма [5]. Экс�
портин�5 обеспечивает транспорт пре�миРНК
из ядра в цитоплазму, где под действием фер�
мента Dicer из пре�миРНК формируются корот�
кие зрелые миРНК. Длина зрелых миРНК сос�
тавляет примерно 18–24 н. В настоящее время
около 49 000 последовательностей миРНК пред�
ставлены в реестре миРНК (miRBase), в том
числе 2600 миРНК человека [6].

Из одной молекулы пре�миРНК могут быть
получены несколько различных миРНК, при
этом часть миРНК генерируются из 3′�последо�
вательностей пре�миРНК, другие – из 5′�после�
довательностей [7]. Исследования секвенирова�
ния показали, что в биологических образцах
зрелые миРНК представляют собой не молекулу
со строго определённой последовательностью
нуклеотидов, а набор гомологичных молекул
различной длины. Причинами этого являются
гетерогенность процессинга предшественника
нуклеазами, а также посттранскрипционные
модификации 3′� или 5′�концов полноразмер�
ных миРНК. Показано, что такая модификация
может оказывать влияние на стабильность и ак�
тивность миРНК [8].

Уровень экспрессии зрелых миРНК пред�
ставляет наибольший интерес для исследовате�
лей, изучающих их биологические функции.
Первая публикация с описанием миРНК появи�
лась в 1993 г. [9], однако по прошествии уже бо�
лее 25 лет интерес к изучению роли миРНК в ре�
гуляции генов и функционировании клеточных
процессов не только не угасает, а лишь постоян�
но возрастает. Зрелые миРНК могут регулиро�
вать экспрессию генов после их включения в ак�
тивный РНК�индуцированный комплекс сай�
ленсинга, где они взаимодействуют со специфи�
ческими сайтами матричной РНК, вызывая
репрессию трансляции, а иногда и деградацию
целевой мРНК [10].

Как было оценено, среднее количество ко�
пий отдельных видов миРНК на клетку рав�
но 500, и их экспрессия может превышать сред�
нюю экспрессию мРНК. Однако содержание
различных миРНК в клетках сильно различает�
ся, и такое различие в концентрации может сос�
тавлять более четырёх порядков. Так, миРНК�1
присутствует в скелетных мышцах в количестве,
превышающем 80 000 копий на клетку, тогда как
в одной клетке мозга находится лишь 1 копия
миРНК�381 [11].

Исследования, проведённые на лаборатор�
ных организмах, показали, что миРНК участву�

ют в регуляции таких важных биологических
процессов, как развитие, дифференциация, ме�
таболизм и формирование иммунологического
ответа [12–13]. Проведённые исследования поз�
волили установить взаимосвязь между измене�
ниями в уровне экспрессии миРНК и развитием
онкологических заболеваний человека [14]. При
этом было найдено, что уровень экспрессии не�
которых миРНК в образцах злокачественных
тканей был повышен, в то время как для других
миРНК зарегистрировано подавление их
экспрессии. Результирующий эффект зависел от
типа и стадии заболевания. Изменение концен�
трации миРНК отмечено и в процессе лечения
заболеваний. Показано, что уровни экспрессии
миРНК влияют на скорость роста опухоли и по�
могают выбрать эффективную стратегию тера�
певтического лечения пациентов [15].

Кроме онкологических заболеваний высо�
кая роль экспрессии миРНК была также отме�
чена при аутоиммунных [16], неврологичес�
ких [17] и сердечно�сосудистых заболевани�
ях [18]. По этой причине в последние годы зна�
чительные усилия исследователей были направ�
лены на разработку новых высокочувствитель�
ных и специфичных методов анализа экспрес�
сии миРНК.

МЕТОДЫ ДЕТЕКЦИИ микроРНК

Нозерн)блоттинг (Nothern blotting, NB) яв�
ляется хорошо стандартизированным методом
детекции миРНК. В этом методе анализируе�
мый образец миРНК подвергается электрофо�
ретическому разделению с последующим его
переносом на нитроцеллюлозную мембрану.
Детекция миРНК осуществляется после её ре�
акции с комплементарными радио�/флуоресцен�
тно�мечеными зондами [19]. NB, с помощью
которого идентифицировались самые пер�
вые миРНК, применяется для профилирования
экспрессии миРНК [9, 20]. К сожалению, дан�
ный метод имеет низкую чувствительность и
времязатратен.

Этот факт стимулировал исследования по
усовершенствованию NB [21–23]. Для этого бы�
ло предложено использовать олигонуклеотид�
ные зонды с применением запертых нуклеино�
вых кислот (LNA) [22], а также заменить УФ�
фиксацию зондов на нитроцеллюлозной мемб�
ране на их химическую иммобилизацию с по�
мощью 1�этил�3�(3′�диметиламинопропил)�
карбодиимида [23]. Более того, использовалась
хемилюминесцентная детекция продуктов гиб�
ридизации с применением щелочной фосфата�
зы вместо детекции радиоизотопа P32 [24].
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Kim et al. [25] объединили в одной методике все
вышеобозначенные подходы, что позволило им
с помощью NB проводить определение миРНК
с пределом обнаружения 1 пМ, т.е понизить
предел обнаружения на 3 порядка. Кроме того,
эти изменения позволили сократить время ана�
лиза NB.

Несмотря на сделанные улучшения, в срав�
нении с другими методами NB остаётся методом
с низкой чувствительностью (в нано/пикомо�
лярном диапазоне) [26]. Кроме того, к недостат�
кам NB также следует отнести сложность его ис�
полнения, низкую производительность и требо�
вание значительного количества исходного об�
разца (5–50 мкг РНК) [25].

Микрочипы. Технология микрочипов осно�
вывается на регистрации взаимодействия ана�
лизируемых миРНК со специфичными зонда�
ми, зонально иммобилизованными на чипе.
С использованием такой технологии, позволяю�
щей в одном образце одновременно проводить
детекцию большого числа различных аналитов,
были определены миРНК в биологических жид�
костях (цельной крови, плазме, сыворотке, моче
и слезах), гомогенатах ткани и экзосомах, а так�
же проведена оценка изменения уровня их
экспрессии на разных стадиях развития онколо�
гических заболеваний различного типа [27–29].
Следует отметить, что метод является полуколи�
чественным и применим лишь для регистрации
изменений в уровне экспрессии миРНК. Мето�
ды на основе микрочипов характеризуются уз�
кими рабочими диапазонами по сравнению с
другими методами, в связи с чем существенные
отклонения в уровне экспрессии при исследова�
нии данным методом могут оставаться незаре�
гистрированными [30]. Кроме того, в класси�
ческих вариантах метод характеризуется низкой
чувствительностью и специфичностью.

При использовании микрочипов осущест�
вляется ферментативное удлинение последова�
тельности выделенных миРНК, за счёт чего они
приобретают способность прочно взаимодей�
ствовать с комплементарным ДНК линкером,
иммобилизованным на чипе [2]. Методы такого
типа характеризуются пределом обнаружения в
нано/пикомолярном диапазоне, и для проведе�
ния такого анализа требуется от десятков до со�
тен нг РНК. Дополнительное затруднение свя�
зано с различной специфичностью полиадени�
лаз к различным анализируемым миРНК, что
понижает точность такого мультиплексного
анализа [30].

Альтернативный вариант конструирования
микрочипов основан на постгибридизационном
введении аналитической метки в образуемый
дуплекс аналита и зонда. В этом случае Т4�лига�

за формирует новую ковалентную связь между
сближенными друг с другом концами иммоби�
лизованного на чипе зонда и детектирующего
зонда с флуоресцентной меткой. Сближение
указанных последовательностей происходит
при формировании специфического сэндвич�
комплекса с участием миРНК. Такой метод по�
казал высокую чувствительность с пределом об�
наружения миРНК�143, равным 30 фМ [31].

Для повышения селективности метода в от�
ношении пре� и при�миРНК используются им�
мобилизованные зонды шпилечной структу�
ры [32]. Следует отметить, что селективность от�
носительно прекурсоров миРНК может быть
значимой лишь при прямом проведении опре�
деления миРНК в образцах. Выделение же на
предварительном этапе анализа фракции корот�
ких РНК из исследуемых образцов позволяет
избежать влияния пре� и при�миРНК на полу�
чаемые результаты.

Чувствительность микрочипов для детекции
миРНК повышается при использовании в каче�
стве захватывающих зондов LNA�олигонуклео�
тидов [33]. Чувствительность анализа также мо�
жет быть повышена добавлением в схему анали�
за стадии амплификации, например полимераз�
ной цепной реакции [30].

Модификация конструкции микрочипов до�
полнительно повышает стоимость и без того до�
рогостоящего метода анализа. Хотя такой под�
ход приводит к улучшению чувствительности и
специфичности анализа, все же проблема узких
рабочих диапазонов микрочипов остаётся пока
неразрешённой. Несмотря на указанные недос�
татки, микрочипы остаются очень востребован�
ными при проведении профилирования
миРНК, так как позволяют проводить одновре�
менно скрининг большого числа разных
миРНК [34].

Кроме указанных выше гибридизационных
методов, в литературе описаны также и другие
безамплификационные методы анализа миРНК
[35–40]. В первую очередь здесь следует упомя�
нуть многочисленные разработки электрохими�
ческих биосенсоров. В таких сенсорах детекция
комплексов анализируемой миРНК с компле�
ментарным ей зондом может проводиться как с
использованием зондов с ковалентно связанны�
ми электроактивными метками, так и зондов,
меченных ферментами или интеркалирующими
метками. Большинство электрохимических био�
сенсоров без проведения амплификации сиг�
нала демонстрируют пределы обнаружения
миРНК в нано/пикомолярном диапазоне и вы�
ше [35–37].

Описаны также оптические безамплифика�
ционные биосенсоры. Среди них благодаря
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простоте и скорости проведения вызывают ин�
терес гомогенные методы с применением пе�
роксидаза�подобных ДНКзимов [38]. Наиболь�
шая чувствительность безамплификационных
биосенсоров обнаружена при использовании
детектирующей системы на основе поверхност�
ного плазмонного резонанса. Пределы обнару�
жения таких биосенсоров достигают пикомо�
лярных значений [39]. Более того, в некоторых
случаях удалось развить методы анализа с преде�
лами обнаружения в фемто� и субфемтомоляр�
ных диапазонах [40]. К недостаткам такого ме�
тода следует отнести его высокую стоимость, а
также сложность приготовления сенсорной
подложки.

Как указано выше, концентрация миРНК в
биологических объектах достаточно низкая, по�
этому невысокая чувствительность безампли�
фикационных методов затрудняет их примене�
ние для определения миРНК в реальных образ�
цах. В тех же случаях, когда удаётся получить
высокую чувствительность, протоколы таких
методов становятся чрезвычайно сложными,
что, в свою очередь, приводит к резкому повы�
шению стоимости анализа. В связи с этим в
большинстве случаев гибридизационные мето�
ды определения миРНК дополняются методами
амплификации нуклеиновых кислот.

АМПЛИФИКАЦИОННЫЕ МЕТОДЫ
АНАЛИЗА микроРНК

Полимеразная цепная реакция. На настоя�
щий момент наиболее популярным методом
амплификации нуклеиновых кислот является
полимеразная цепная реакция (Polymerase
Chain Reaction, PCR), которая в случае миРНК
дополняется реакцией обратной транскрипции
(Reverse Transcriptase PCR, RT�PCR) [1]. Для
количественного определения миРНК нашёл
широкое применение PCR в реальном времени
(quantitative PCR, qPCR). Малый размер моле�
кул миРНК существенно усложняет их опреде�
ление методом RT�qPCR, так как требуются
праймеры меньшего, чем миРНК, размера. Это
существенно уменьшает температуру плавле�
ния образующихся дуплексов и оказывает серь�
ёзное влияние на эффективность и специфич�
ность метода. Для решения этой задачи приме�
няется стратегия превращения миРНК в более
длинную одноцепочечную ДНК, которая далее
используется для проведения qPCR. Для этого
последовательность анализируемой миРНК
комплементарно взаимодействует с удлинён�
ным с 5′�конца праймером, после чего осущест�
вляется элонгация последнего. В дальнейшем

полученный продукт подвергается qPCR
(рис. 1), при этом используемый праймер может
иметь как линейную (рис. 1, а), так и шпилеч�
ную структуру (рис. 1, б), в которой свободный
«хвост» комплементарен анализируемой
миРНК. Ранее в группе Guegler проводилось
сравнительное исследование qPCR с использо�
ванием указанных типов праймеров [41]. Полу�
ченные результаты показали, что при примене�
нии праймера шпилечной структуры эффек�
тивность амплификации более чем в 100 раз вы�
ше (в сравнении с линейным аналогом). Следу�
ет также отметить, что использование шпилеч�
ного праймера повысило способность метода
различать зрелые миРНК от их прекурсоров.
Повышение эффективности амплификации
при использовании шпилечного праймера мо�
жет быть связано с увеличением термостабиль�
ности его комплекса с миРНК благодаря стэ�
кинг�взаимодействиям нуклеотидов в стебле
шпильки, тогда как специфичность метода, по�
видимому, увеличивается за счёт нахождения
большей части некомплементарного миРНК
фрагмента праймера не в свободном, а в связан�
ном состоянии. Метод с применением такого
праймера получил название «стебель�петлевая
полимеразная цепная реакция в реальном вре�
мени с обратной транскрипцией» (stem�loop
RT�qPCR) и успешно применяется для оценки
уровней экспрессии опухолевых миРНК в об�
разцах биоптатов [42], экзосом [43], сыворотки
крови [44] и мочи [45].

Для повышения специфичности определе�
ния миРНК был разработан метод, названный
двухвостовой PCR (2�tailed RT�qPCR) [46].
В данном подходе используется праймер шпи�
лечной структуры, хвосты которого комплемен�
тарны двум концевым последовательностям
анализируемой миРНК (рис. 1, в). Благодаря об�
разованию такого комплекса становится воз�
можным различать изомиры (термин введён для
миРНК, чьи последовательности различаются
между собой только на один нуклеотид в край�
них положениях молекулы). Данный метод спо�
собен детектировать миРНК с концентрацией
до 2 аМ и рабочим диапазоном в 7 порядков.
С его применением был исследован уровень
экспрессии трёх миРНК (миРНК let�7a,
миРНК�21 и миРНК�193a) в ткани мозжечка
мыши. Полученные результаты совпали с ре�
зультатами анализа, проведённого с применени�
ем коммерческого набора TaqMan.

Известно, что методы, использующие в сво�
их схемах обратную транскриптазу, активность
которой довольно чувствительна к компонентам
реакционной среды, часто имеют пониженную
точность [47]. Этот негативный факт привёл к
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конструированию метода анализа, получившего
в литературе название «лигирующая PCR в ре�
альном времени» (ligation qPCR), в котором от�
сутствует этап обратной транскрипции миРНК.
В данном методе концевые последовательности
двух зондов в присутствии анализируемой

миРНК лигируются T4 РНК�лигазой 2, и полу�
ченная в результате этого ДНК амплифицирует�
ся в qPCR (рис. 1, г). Основываясь на данной
схеме анализа, был разработан флуоресцентный
метод определения миРНК let�7а [48]. Предел
обнаружения и линейный диапазон составили
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Рис. 1. Схемы модификаций полимеразной цепной реакции в реальном времени (qPCR) для определения миРНК: а – по�
лимеразная цепная реакция в реальном времени с обратной транскрипцией и использованием линейного праймера
(RT�qPCR); б – стебель�петлевая полимеразная цепная реакция в реальном времени с обратной транскрипцией (stem�
loop RT�qPCR); в – двухвостовая полимеразная цепная реакция в реальном времени с обратной транскрипцией (2�tailed
RT�qPCR); г – лигирующая полимеразная цепная реакция в реальном времени (ligation qPCR)
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0,2 фМ и 0,2 фМ–2 нМ соответственно. Кросс�
реактивность метода в отношении миРНК let�7c
и миРНК let�7a�3 составила 22 и 0,17% соответ�
ственно. Когда же в этом методе для измерения
флуоресценции использовалась технология
цифровой детекции сигнала, предел обнаруже�
ния миРНК let�7a и его линейный диапазон со�
ставили 20 аМ и 20 аМ–200 фМ, т.е. все величи�
ны сместились в область более низких концент�
раций [49]. Более того, одновременно повыси�
лась и точность определения аналита. Следует
отметить, что PCR с цифровой детекцией сигна�
ла становится все более популярной в исследо�
ваниях миРНК [50, 51].

Секвенирование следующего поколения (next�
generation sequencing, NGS). В настоящее время
данный метод активно применяется в анализе
миРНК. На первом этапе NGS к анализируе�
мым молекулам миРНК присоединяют с обоих
концов дополнительные олигонуклеотидные
последовательности, после чего проводится RT�
PCR. Продукты амплификации секвенируются,
что позволяет определить как последователь�
ность миРНК, так и их концентрацию в образце.
В отличие от других методов, NGS может ис�
пользоваться для определения как известных,
так и неизвестных миРНК, в связи с чем в нас�
тоящее время этот метод широко используется
для создания библиотек миРНК, присутствую�
щих в разных организмах [52]. Вместе с тем про�
ведение метода и обработка полученных данных
требует значительного времени, дорогостояще�
го оборудования, а также высококвалифициро�
ванных специалистов [53]. По этой причине ме�
тод не целесообразно использовать для количе�
ственного определения известных миРНК.

Среди методов определения миРНК RT�
qPCR считается «золотым стандартом», в связи
с чем он часто используется для подтверждения
данных, полученных другими методами [54].
Однако при этом важно учитывать, что на регис�
трацию аналитического сигнала в RT�qPCR мо�
жет оказывать влияние неспецифичная гибри�
дизация праймеров, образование неспецифи�
ческих продуктов, как результат катализа поли�
меразы, и ингибирование Taq�полимеразы ком�
понентами анализируемой пробы, что в конеч�
ном счёте может привести к ложноположитель�
ным и ложноотрицательным сигналам [55–57].
Помимо вышеобозначенного, за счёт необходи�
мости проведения циклического изменения
температуры, данный метод анализа требует до�
рогостоящего оборудования. В связи с этим в
последние годы активно развиваются методы
детекции миРНК с применением методов изо�
термической амплификации нуклеиновых кис�
лот (МИА).

МЕТОДЫ ИЗОТЕРМИЧЕСКОЙ
АМПЛИФИКАЦИИ, ПРИВОДЯЩИЕ

К ПОВЫШЕНИЮ АНАЛИТИЧЕСКОГО
СИГНАЛА ЗА СЧЁТ ПОВЫШЕНИЯ

КОНЦЕНТРАЦИИ АНАЛИТА

Все известные МИА можно разделить на:
(а) методы амплификации, приводящие к повы�
шению аналитического сигнала за счёт повыше�
ния концентрации аналита, и (б) методы ампли�
фикации, приводящие к повышению аналити�
ческого сигнала за счёт многократного реагиро�
вания одних и тех же молекул аналита [1].

Метод амплификации катящегося кольца
(Rolling�Circle�Amplification, RCA) является од�
ним из наиболее часто применяемых в анализе
миРНК МИА первой группы. Этот метод осно�
вывается на использовании «замочного» зонда,
линейного ДНК�олигонуклеотида, концы кото�
рого смыкаются при комплементарном взаимо�
действии с анализируемой миРНК (рис. 2, а).
Формирование такого комплекса позволяет
ферментативно лигировать концы зонда. Впос�
ледствии с использованием кольцевого зонда
осуществляется элонгация миРНК ДНК�поли�
меразой, обладающей способностью к замеще�
нию цепи. Обычно в RCA используются phi 29
или Bst�полимеразы. В результате проведения
амплификации осуществляется синтез одноце�
почечной ДНК�последовательности с образова�
нием множества копий комплемента зонда в ви�
де конкатемеров. Обычно RCA проводится при
температуре 30–37 °С [58–61].

В работе Kumara et al. [61] описан метод оп�
ределения миРНК�24 с использованием RCA.
В этом методе на стадии элонгации к последова�
тельности миРНК добавлялcя, кроме традици�
онной смеси dNTP, меченный нафталиними�
дом dUNTP, что приводило к синтезу флуорес�
цирующего продукта. Предел обнаружения та�
кого флуоресцентного метода составил
3,6 фМ миРНК.

Известны также другие варианты RCA. Так,
кроме кольцевого зонда, описано применение и
гантелеобразного зонда шпилечной структу�
ры [62]. В последнем случае за счёт наличия
шпильки в структуре зонда увеличивается спе�
цифичность амплификации и соответственно
определения миРНК. В другом варианте RCA
Li et al. [63] предложили «замочные» зонды с од�
нонуклеотидными заменами в комплементар�
ном аналиту фрагменте. В этом случае повыша�
лась специфичность определения миРНК�let�7a
по отношению к близкородственным миРНК.

В отличие от указанных выше, в некоторых
работах высокомолекулярный продукт ампли�
фикации RCA подвергали ферментативной
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рестрикции. На данном принципе Liu et al. [64]
сконструировали метод RCA с экспоненциаль�
ной амплификацией, где фрагмент зонда, комп�
лементарный анализируемой миРНК, обособ�
лен сайтами рестрикции. Это приводило к тому,
что синтезированный конкатемер после его
комплементарного комплексообразования с ис�
ходным «замочным» зондом подвергался специ�
фическому расщеплению рестриктазой, образуя
большое число молекул ДНК�олигонуклеотида,
последовательность которого аналогична пос�
ледовательности анализируемой миРНК. Вслед�
ствие этого такие молекулы синтезированного
олигонуклеотида инициировали RCA, так как,
по сути, они являются дополнительными прай�
мерами. В данном исследовании рабочий диапа�
зон при определении миРНК флуоресцентным
методом составил 30 аМ–30 фМ. Метод был
применён для количественной оценки содержа�
ния миРНК let�7a в клетках A549 (карцинома
лёгких человека).

Высокочувствительные методы определения
миРНК также могут быть сконструированы со�
четанием RCA с микрофлюидным электрофоре�
зом. Chen et al. [65] сконструировали микро�
флюидный чип для определения миРНК�21,
чувствительность которого позволила количест�
венно оценить содержание этой миРНК, ис�
пользуя как образец всего лишь 20 клеток. С по�
мощью данного метода найдено, что концентра�
ция миРНК�21 в клетках линий HepG2 и HL�
7702 равна 49,8 и 11,4 пМ соответственно.

Более распространённая модификация RCA,
позволяющая осуществлять экспоненциальную
амплификацию, основывается на использова�
нии дополнительных праймеров, комплемен�
тарных высокомолекулярному продукту RCA.

Данная модификация получила название «ги�
перразветвлённая RCA» (Hyperbranched RCA,
HRCA) (рис. 2, б). При определении миРНК�21
с помощью HRCA был достигнут предел обна�
ружения, равный 10 аМ. Рабочий диапазон дан�
ного метода не был широк (до 100 фМ), однако
при этом величина сигнала в пределах рабочего
диапазона повышалась более чем в 90 раз [66].
Последний факт указывает на высокое значение
коэффициента чувствительности, определяемо�
го как значение первой производной градуиро�
вочной функции при определённой концентра�
ции аналита, что позволило оценить концентра�
цию аналита с высокой точностью [67]. Разрабо�
танный метод применялся для анализа уровня
экспрессии миРНК�21 в ткани печени пациен�
тов с гепатоцеллюлярной карциномой. Таким
образом, методы, основанные на экспоненци�
альных модификациях RCA, обладают экстре�
мально высокой чувствительностью.

Выше отмечалось, что рабочий диапазон ме�
тода c применением HRCA недостаточно широк
по сравнению с большинством описанных ме�
тодов для миРНК. Однако этот факт ни в коем
случае не следует относить к недостаткам мето�
да. Методы анализа миРНК с широким рабочим
диапазоном предпочтительно использовать при
оценке их экспрессии в неописанных образцах
или при количественном определении опреде�
лённых миРНК, концентрация которых в норме
и патологии сильно отличается. Однако если
различие в концентрации миРНК в образцах
здоровых людей и пациентов не велико [68–69],
то предпочтительно использование методов с
более узким рабочим диапазоном, но макси�
мально возможным коэффициентом чувстви�
тельности. Таким образом, методы анализа
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Рис. 2. Схемы методов амплификации катящегося кольца (RCA, а) и гиперразветвлённой амплификации катящегося
кольца (HRCA, б) при определении миРНК
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миРНК как с широким, так и с узким рабочими
диапазонами представляют интерес для диаг�
ностической медицины.

В научной литературе отмечены и недостат�
ки RCA, связанные с протеканием фоновой
амплификации (в отсутствие аналита), что в ко�
нечном счёте ухудшает аналитические парамет�
ры метода определения миРНК. Аналогичный
вопрос в равной степени относится и к другим
методам амплификации. В случае методов ам�
плификации с применением полимераз (в част�
ности, RCA) данный процесс связывают с меж�
молекулярными взаимодействиями молекул
зонда и их дальнейшей элонгацией, взаимодей�
ствием их с дополнительно используемыми
праймерами, присутствием в анализируемых
образцах дополнительных нуклеиновых кислот,
а также побочными активностями используе�
мых полимераз [70]. Для элиминирования влия�
ния фоновых реакций на определение миРНК
следует применять методы детекции, специфич�
ные к продуктам основной (аналит�зависимой)
реакции.

Экспоненциальная реакция амплификации
(EXPonential Amplification Reaction, EXPAR) яв�
ляется ещё одним широко используемым при
определении миРНК методом из группы МИА,
приводящим к повышению аналитического сиг�
нала за счёт повышения концентрации аналита.
В EXPAR применяется зонд, представляющий
из себя две полностью комплементарные анали�
ту ДНК�последовательности, связанные друг с
другом одной из цепей сайта рестрикции ника�
зы (рис. 3, а). При взаимодействии аналита с 3′�
и 5′� концами зонда образуются дуплексы. Тот
дуплекс, в котором аналит гибридизован c 3′�
концом зонда, удлиняется ДНК�полимеразой с
отсутствием (3′→5′)�экзонуклеазной активнос�
ти (полимераза phi 29, фрагмент Кленова, поли�
меразы Vent и Bst). В результате этого наблюда�
ется формирование сайта рестрикции никазы и
ферментативный гидролиз комплементарной
зонду последовательности, после чего образуе�
мая последовательность аналита элонгируется
вновь [71].

В пионерской работе по применению метода
EXPAR при анализе миРНК с использованием
флуоресцентной детекции предел обнаружения
миРНК let�7a составил 0,1 фМ. Его рабочий диа�
пазон покрывал 10 порядков концентрации ана�
лита. В то же время следует отметить, что анали�
тический сигнал при этом изменялся лишь в
6 раз, что указывает на низкое значение коэф�
фициента чувствительности метода. Для наибо�
лее структурно близких аналиту миРНК let�7e и
миРНК let�7f кросс�реактивность состави�
ла 17,6 и 0,6% соответственно [72].

Для повышения специфичности EXPAR бы�
ли применены «арочные» зонды. Как видно на
рис. 3, б, в этом методе используется комплекс
основного зонда и дополнительного зонда�бло�
катора, при этом концы последовательности
блокатора комплементарны концам основного
зонда. Так как фрагмент основного зонда, всту�
пающий в реакцию с аналитом, частично нахо�
дится в дуплексе, метод характеризуется повы�
шенной специфичностью. Данная стратегия
была успешно применена Wu et al. [73] для опре�
деления миРНК�141. Кросс�реактивность
миРНК�200а, наиболее структурно близкой к
анализируемой миРНК�141, составила все�
го 3%. При флуоресцентной детекции образуе�
мых на подложке продуктов амплификации на�
нокластеров серебра был получен предел обна�
ружения 1 фМ при довольно узком рабочем диа�
пазоне (до 500 фМ).

Серьёзной проблемой, ограничивающей
чувствительность методов с применением
EXPAR, является интенсивная неспецифичес�
кая реакция, протекающая при отсутствии ана�
лита. В случае EXPAR данная проблема усугуб�
ляется использованием зондов (превышающих
как минимум в 2 раза последовательность ана�
лита по длине) в высокой концентрации. Для
уменьшения димеризации зондов и снижения
эффекта побочных активностей используемых
полимераз рекомендуется проводить EXPAR
при повышенной температуре (55 °С) с исполь�
зованием термофильных ферментов [74]. Следу�
ет заметить, что данный подход полностью ука�
занную проблему не решает.

Интересная модификация метода, позволя�
ющая элиминировать развитие фоновой реак�
ции вследствие образования димеров зондов и
их дальнейшей элонгации и названная «симмет�
ричная EXPAR» (Symmetric EXPAR, SEXPAR),
была предложена Chen et al. [75]. Зонд в данном
методе представляет из себя гантелеобразную
замкнутую последовательность, содержащую
два комплементарных аналиту домена. При
этом часть каждого из доменов находится в
стебле шпильки, а домены связаны между собой
сайтом рестрикции никазы (рис. 3, в). При свя�
зывании миРНК с зондом в присутствии поли�
меразы осуществляется его элонгация, при
этом, как только происходит формирование
сайта рестрикции, элонгируемая последователь�
ность подвергается ферментативному гидролизу
и впоследствии вытесняется. Именно благодаря
замкнутой геометрии зонда предотвращается
протекание фоновой реакции, вызванной взаи�
модействием зондов. Шпилечная структура до�
менов зонда, связывающих аналит, призвана
повысить специфичность формирования комп�
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лекса миРНК–зонд. При использовании флуо�
ресцентного метода детекции с применением
SEXPAR получен экстремально низкий предел
обнаружения миРНК let�7a, который составил
1 аМ. Верхний предел рабочего диапазона этого
метода равен 1 нМ, т.е. рабочий концентраци�
онный диапазон метода составил 9 порядков.
Кроме того, авторами продемонстрирована

чрезвычайно низкая кросс�реактивность с
миРНК let�7е (ближайшим гомологом), которая
была менее чем 10–3%, тогда как в случае приме�
нения классического варианта EXPAR эта вели�
чина равнялась 13,2%. Впоследствии метод был
успешно применён для анализа миРНК let�7a в
тканях и сыворотке крови человека, при этом
показав бóльшую точность, чем RT�qPCR.
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Рис. 3. Схемы метода экспоненциальной реакции амплификации (EXPAR, а), EXPAR с «арочным» зондом (б) и метода
симметричной экспоненциальной реакции амплификации (SEXPAR, в), используемых при определении миРНК
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Петлевая изотермическая амплификация
(Loop�isothermal�AMPlification, LAMP) извест�
на как один из наиболее эффективных и быст�
рых методов изотермической амплификации
нуклеиновых кислот. Несмотря на то что ориги�
нальная схема LAMP разработана для амплифи�
кации высокомолекулярной ДНК, в настоящее
время описаны варианты данного метода, ис�
пользуемые для анализа миРНК [76]. В этом
случае анализируемая миРНК играет роль одно�
го из праймеров. С заменой прямого внешнего
праймера в классической LAMP на миРНК и
двухцепочечной ДНК�матрицы на одноцепо�
чечную ранее разработан метод определения
миРНК паразитов Fasciola hepatica и Fasciola
gigantica [77]. Как видно на рис. 4, а, с 3′�конце�
вой последовательностью ДНК�зонда последо�
вательно взаимодействуют прямой внутренний
праймер и миРНК. Bst�Полимераза элонгирует
оба праймера, а так как данный фермент обла�

дает способностью к замещению цепи, одновре�
менно происходит вытеснение первого прайме�
ра. Впоследствии на 3′�конце первичного про�
дукта осуществляется связывание и элонгация
другой пары праймеров, а именно обратных
внутреннего и внешнего праймеров. Это приво�
дит к формированию гантелеобразных структур
на обоих концах образованной последователь�
ности, после чего запускается каскад дальней�
ших циклов амплификации. Температура прове�
дения амплификации – 60 °С. Детекция сигнала
не специфична к последовательности аналита и
проводится при помощи флуоресцентных ин�
теркалирующих красителей.

Использование вышеизложенного метода
позволило провести определение миРНК�novel�
shared�03 в диапазоне концентраций 0,1 фМ–
0,1 нМ [77]. Описанный метод показал хорошую
специфичность, так как гомологичные миРНК с
однонуклеотидными заменами не определялись
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Рис. 4. Схемы метода петлевой изотермической амплификации (LAMP, а) и метода «лигирующей» петлевой изотермичес�
кой амплификации (ligation LAMP, б), используемых при определении миРНК. An – Полиаденилиновая последователь�
ность, T10 – последовательность из десяти тиминовых нуклеотидов
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даже в концентрации, равной 100 фМ. Для об�
наружения инфицированных животных был ус�
пешно проведён анализ паразитических миРНК
в образцах сыворотки быков.

В другом варианте LAMP, названном «лиги�
рующей» LAMP (ligation�LAMP), предваритель�
но полученный транскрипт миРНК взаимодей�
ствовал с хвостовыми последовательностями
двух шпилечных зондов, соединяя их, что в при�
сутствие лигазы приводило к формированию
ковалентной связи между шпилечными зондами
с образованием гантелеобразной последова�
тельности (ГП1, рис. 4, б) [78]. Далее с 3′�конца
ГП1 осуществлялась её элонгация полимеразой
со способностью к замещению цепи и одновре�
менное взаимодействие с прямым праймером,
его элонгация и вытеснение продукта удлине�
ния (второй гантелеобразной последователь�
ности (ГП2)) растущей цепью ГП1. Замыкание
цикла амплификации происходило благодаря
удлинению 3′�конца ГП2 и её взаимодействию с
обратным праймером, в результате чего при
дальнейших актах элонгации и замещения вы�
теснялась ГП1.

При исследовании специфичности данного
метода показано, что кросс�реактивность в отно�
шении миРНК�21 с одной нуклеотидной заменой
равна 22%. Предел обнаружения миРНК�21 и ра�
бочий диапазон составили 0,2 фМ и 1 фМ–1 нМ
соответственно. Метод был успешно применён
для количественного определения миРНК�21 в
клетках раковых линий MCF�10A, HT 1080, HeLa
и MCF�7. Относительно ранее рассмотренной
модификации LAMP данный метод более сложен
и требует больше времени за счёт проведения ре�
акции обратной транскрипции.

В заключение отметим, что несмотря на эф�
фективность и скорость амплификации LAMP,
число публикаций, описывающих её примене�
ние при определении миРНК, невелико.

МИА, ПРИВОДЯЩИЕ К ПОВЫШЕНИЮ
АНАЛИТИЧЕСКОГО СИГНАЛА БЕЗ

ИЗМЕНЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИИ микроРНК

Циклический ферментативный метод ампли)
фикации (Circle�Enzymatic�Amplification, CEAM)
стал одним из первых методов изотермической
амплификации, приводящих к повышению ана�
литического сигнала без изменения концентра�
ции аналита и нашедших применение в анализе
миРНК. Известно большое число публикаций с
описанием методов определения миРНК, осно�
ванных на CEAM. В этом методе амплификации
последовательность распознающего зонда после
его комплексообразования с миРНК подверга�

ется ферментативному расщеплению. Для этого
могут быть применены различные ферменты:
дуплекс�специфическая нуклеаза [79–81], экзо�
нуклеазы [82–89] и эндонуклеазы [90–92]. В ре�
зультате гидролиза зонда происходит диссоциа�
ция модифицированного дуплекса, а освобо�
дившаяся последовательность миРНК взаимо�
действует со следующей молекулой зон�
да (рис. 5, а).

Опубликован ряд работ, описывающих мето�
ды определения миРНК на основе CEAM с ис�
пользованием эндонуклеазы. В большинстве та�
ких методов формируются олигонуклеотидные
структуры Y�формы [90, 91]. В работе
Miao et al. [90] на поверхности углеродного
электрода через золотые наночастицы иммоби�
лизован ДНК�олигонуклеотид, связанный с
электроактивной меткой (зонд 1). При специ�
фическом взаимодействии миРНК, зонда 1 и
дополнительного зонда (зонда 2) происходило
формирование Y�комплекса, причём на одной
из ветвей Y�комплекса, образованной зондами 1
и 2, формируется сайт рестрикции эндонуклеа�
зы Nb.BbvCl. После расщепления эндонуклеа�
зой Y�комплекс распадался, благодаря чему
электрохимическая метка диффундировала в
раствор, что приводило к понижению регистри�
руемого сигнала, а освободившаяся миРНК
инициировала следующий цикл амплификации.
Базируясь на данной схеме, при определении
миРНК был достигнут низкий предел обнару�
жения (30 аМ) и широкий рабочий диапа�
зон (100 аМ–1 нМ). Кросс�реактивность мето�
да, оценённая в отношении изомиров, состави�
ла 4%. Высокая чувствительность метода позво�
лила провести анализ миРНК�21 в образцах сы�
воротки пациентов с раком груди.

Гораздо реже в методе CEAM используется
Т7�экзонуклеаза. В этом случае после взаимо�
действия миРНК с распознающим зондом пос�
ледовательность зонда в образовавшемся комп�
лексе подвергается ферментативному гидролизу
в (5′→3′)�направлении, в результате чего
миРНК высвобождается и формирует дуплекс с
другой молекулой�зондом. Чувствительность
таких методов сильно зависит от используемых
методов детекции. Так, при использовании
электрохимической детекции предел обнаруже�
ния часто лежит в фемтомолярном диапазо�
не [84–86]. В случае применения оптических
методов детектируемость миРНК ниже; их пре�
делы обнаружения находятся в пикомолярном
диапазоне [82, 83]. Описаны единичные работы
по применению в данном методе экзонуклеа�
зы III, гидролизующей последовательность зон�
да в дуплексе с аналитом в (3′→5′)�направле�
нии [87–89]. Малое число таких работ может
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быть связано с побочной активностью экзонук�
леазы III, которая способна подвергать расщеп�
лению одноцепочечные молекулы нуклеиновых
кислот, включая и миРНК.

Системы CRISPR/Cas в последние годы на�
чали использовать для амплификации сигнала в
аналитических методах определения нуклеино�

вых кислот [93]. В литературе описаны разные
CRISPR/Cas�системы [94], однако в случае ана�
лиза миРНК применяется исключительно
CRISPR/Cas13а, относящаяся к семейству сис�
тем типа IV [95]. На сегодняшний день пред�
ставлено весьма ограниченное количество пуб�
ликаций, описывающих методы детекции
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Рис. 5. Схема реакций изотермической амплификации, приводящих к повышению аналитического сигнала без измене�
ния концентрации аналита и проводимых с применением ферментов, при определении миРНК: а – циклический фер�
ментативный метод амплификации (CEAM); б – CRISPR/Cas13a; в – амплификационный метод с полимеризацией и за�
мещением (ICSDP)



БОДУЛЕВ, САХАРОВ

миРНК с использованием системы CRISPR/
Cas13а.

Данная система включает в себя «направля�
ющую» РНК (crРНК) и РНК�мишень (аналит).
crРНК находится в положительно заряженном
канале, образующемся в результате конформа�
ционных изменений при её включении в
CRISPR/Cas13а. Присутствие в реакционном
растворе, кроме CRISPR/Cas13а, также РНК�
мишени, например миРНК, приводит к тому,
что белки Cas13а приобретают способность ка�
талитически гидролизовать РНК, т.е. проявляют
активность РНКазы. Расщепление последова�
тельности РНК�мишени происходит за предела�
ми её комплементарности с crРНК, при этом
места рестрикции детерминируются первичной
и вторичной структурами РНК�мишени [95].
После активации РНК�мишенью CRISPR/
Cas13а проявляет также РНКазную активность
по отношению к неспецифическим одноцепо�
чечным РНК. Такая активность CRISPR/Cas13а
называется коллатеральной или транс�актив�
ностью. Проявление данной способности
CRISPR/Cas13а легло в основу ряда методов оп�
ределения миРНК.

В присутствии анализируемой миРНК бла�
годаря её взаимодействию с crРНК и активации
транс�активности Cas13a происходит расщеп�
ление меченых РНК�зондов, что приводит к
амплификации сигнала (рис. 5, б). На основе
описанного принципа разработаны флуоресцент�
ные, колориметрические и электрохимические
методы детекции миРНК [96–98].

Следует отметить, что чувствительность ме�
тодов определения миРНК с помощью системы
CRISPR/Cas13a невысока и находится в пико�
молярном интервале [99]. Другим недостатком
данного подхода является необходимость про�
ведения анализа миРНК в особо чистых поме�
щениях, предназначенных для работы с РНК.

Недавно Sha et al. [100] описали каскадный
метод с применением CRISPR/Cas для опреде�
ления миРНК�17. На первом амплификацион�
ном этапе была задействована система
CRISPR/Cas13а, а на втором – CRISPR/Cas14а.
Анализируемая миРНК активировала проявле�
ние транс�активности Cas13a, которая гидроли�
зовала связь между двумя урацилами, включён�
ными в петлю шпилечного ДНК�зонда. После
гидролиза шпилька трансформировалась в дуп�
лекс, одна из цепей которого вступала в реак�
цию замещения цепи с crРНК в составе
CRISPR/Cas14a, что, в свою очередь, активиро�
вало проявление транс�активности Cas14a, гид�
ролизующей линейные ДНК�зонды с флуорес�
центной меткой и тушителем на концах. Предел
обнаружения и рабочий диапазон определения

миРНК�17 составили 1,3 фМ и 6,2–500 фМ со�
ответственно. Авторами отмечается, что достиг�
нутая в методе чувствительность на 3 порядка
выше, чем в случае применения одноэтапного
метода с применением CRISPR/Cas13a. Кроме
того, показано, что при использовании crРНК с
введённым некомплементарным аналиту нуклео�
тидом метод демонстрирует особенно высокую
селективность относительно близкородствен�
ных миРНК. Разработанный каскадный
CRISPR/Cas�метод был использован при опре�
делении миРНК�17 в экстрактах из сыворотки
крови больных аденокарциномой груди.

Системы CRISPR/Cas также применялись в
сочетании и с другими методами изотермичес�
кой амплификации, такими как RCA [101] и
EXPAR [102], что в конечном счёте позволило
сконструировать высокочувствительные кас�
кадные методы определения миРНК.

Амплификационный метод с полимеризацией и
замещением (Isothermal Circular Strand Displace�
ment Polymerization, ICSDP) является ещё од�
ним относительно редко используемым в анали�
зе миРНК МИА, приводящим к повышению
аналитического сигнала без изменения концен�
трации аналита. В этом методе анализируемая
миРНК специфически взаимодействует с зон�
дом шпилечной структуры, в результате чего
последний раскрывается, что приводит к высво�
бождению из стебля шпильки фрагмента, комп�
лементарного праймеру (рис. 5, в). Это позволя�
ет праймеру гибридизоваться с зондом, после
чего праймер элонгируется полимеразой. Чаще
других для этих целей используется фрагмент
Кленова, а элонгация проводится при низких
температурах. В процессе удлинения праймера
одновременно происходит замещение последо�
вательности миРНК. Высвобожденный из
комплекса аналит вступает в реакцию с другой
молекулой зонда. Концентрация миРНК соот�
ветствует количеству образовавшегося дуплек�
са, который определяется такими методами, как
флуоресценция [103, 104], электрохимия [105],
хемилюминесценция [106, 107]. Таким образом,
в ICSDP молекула миРНК выполняет роль ката�
лизатора реакции раскрытия шпилечного зонда.

Недавно описан гетерогенный метод опреде�
ления миРНК�39, в котором для амплификации
сигнала применён ICSDP [107]. В этом методе
использовался биотинилированный праймер, в
связи с чем образованный в процессе гетероген�
ной амплификации продукт также содержал био�
тин, который впоследствии эффективно взаи�
модействовал с конъюгатом стрептавидина и
полипероксидазы. Сигнал детектировался мето�
дом усиленной хемилюминесценции с исполь�
зованием фенотиазиновых усилителей. Предел
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обнаружения составил 400 фМ, при этом полу�
чено высокое значение коэффициента чувстви�
тельности метода (в пределах рабочего диапазо�
на сигнал возрастал более чем в 500 раз). При
определении миРНК�39 в образцах коротких
РНК, полученных из лизатов клеточных линий,
показано отсутствие матричного эффекта, что
позволило использовать буферные растворы
миРНК в качестве калибраторов. Так как
миРНК�39 обнаруживается в нематоде Caeno(
rhabditis elegans и отсутствует в организме чело�
века, данный метод предложено использовать
для оценки эффективности выделения миРНК
из биоматериала человека [90, 105].

В методах определения миРНК с ICSDP ис�
пользуются и другие детектирующие системы.
Так, в работе Wang et al. [104] шпилечный зонд
был мечен флуоресцентной меткой, в то время
как праймер предварительно иммобилизовался
на поверхности наночастиц золота. При образо�
вании в процессе амплификации дуплексов
флуоресцентные метки сближались с поверх�
ностью наночастиц, что приводило к тушению
флуоресценции. Предел обнаружения метода,
разработанного для определения миРНК�21, и
его линейный диапазон составили 1,5 фМ и
10 фМ–10 нМ соответственно. Кроме того, про�
демонстрирована способность метода к выявле�
нию однонуклеотидных замен. Метод был ис�
пользован для определения миРНК�21 в экзосо�
мах, секретируемых клетками HeLa.

Методы определения миРНК, основанные
на ICSDP, в целом характеризуются низкими
значениями предела обнаружения, а за счёт
применения шпилечного зонда являются высо�
коспецифичными.

Реакция цепной гибридизации. В отличие от
вышеописанных МИА для проведения реакции
цепной гибридизации (hybridization chain reac�
tion, HCR) не требуется участия какого�либо
фермента. Понятно, что такие методы менеe до�
рогостоящие и им не присущи недостатки, свя�
занные с применением ферментов (см. выше).
HCR основана на комплементарном взаимодей�
ствии двух зондов шпилечной структуры, ката�
лизируемом последовательностью олигонуклео�
тида, в частности миРНК (рис. 6). При взаимо�
действии миРНК с первым зондом происходит
высвобождение домена, способного раскрыть
шпилечную структуру второго. В свою очередь,
при раскрытии второго зонда в нём из дуплекса
освобождается фрагмент последовательности,
способный раскрыть шпилечную структуру пер�
вого зонда. Таким образом, в присутствии ана�
лита формируется цепная дуплексная структура,
состоящая из используемых зондов. Правила
моделирования используемых в HCR шпилек
сформулированы в работе Ang и Yung [108]. Ес�
ли один или оба зонда содержат в своей структу�
ре аналитическую метку, то полимеризация зон�
дов приводит к амплификации регистрируемого
сигнала.

Рис. 6. Схема реакции цепной гибридизации (HCR), используемой при определении миРНК



С использованием HCR разработано боль�
шое количество методов определения миРНК,
многие из которых являются высокочувстви�
тельными и способны детектировать аналиты в
фемто� и аттомолярных концентрационных диа�
пазонах [109–112]. Недавно Zhang et al. [109] ис�
пользовали HCR для амплификации сигнала
микрочипов. В данной работе ДНК�зонд 1 с од�
ного из концов был связан с тетраэдрической
ДНК�структурой, ковалентно иммобилизован�
ной на поверхность чипа. При взаимодействии
аналита с иммобилизованным ДНК�зондом 1 в
систему вносился зонд шпилечной структуры 2,
который раскрывался аналитом. Освобождён�
ный благодаря этому домен зонда 2 служил ини�
циатором взаимодействия пары HCR�зондов,
которые полимеризовались с образованием
двухцепочечной ДНК. Для данного метода наб�
людался очень низкий предел обнаружения
(10 аМ), при этом линейное нарастание сигнала
регистрировалось вплоть до 100 фМ. Высокая
специфичность данного метода позволила раз�
личить однонуклеотидные замены в структуре
миРНК [109].

Как и для большинства других методов ам�
плификации, в случае применения HCR наблю�
дается повышенный фоновый сигнал, обуслов�
ленный спонтанной (при отсутствии аналита)
полимеризацией зондов. Недавно описан под�
ход понижения фонового сигнала, основанный
на обработке экзонуклеазой I захватывающего
зонда�шпильки, предварительно иммобилизо�
ванного на поверхности электрода. В результате
действия фермента удалялись шпилечные пос�
ледовательности, имеющие дефекты в их вто�
ричной структуре [113]. После такой обработки
предел обнаружения миРНК�122 составил
100 аМ с рабочим диапазоном до 100 нМ. Разра�
ботанный метод показал свою эффективность
при определении миРНК�122 в экзосомах рако�
вых клеток HepG2 и SCF�7.

Для дополнительного повышения эффек�
тивности данного метода амплификации разра�
ботана разветвлённая HCR, где образуемый
дуплекс содержит фрагмент одного из зондов,
свободный от какого�либо взаимодействия, ко�
торый, в свою очередь, является инициатором
полимеризации другой пары зондов (зондов 3
и 4). В конечном счёте происходит образование
разветвлённой структуры, состоящей из после�
довательностей четырёх зондов.

С применением разветвлённой HCR разра�
ботан ряд методов определения миРНК
[114–117]. Следует отметить, что сравнение ана�
литических параметров методов определения
миРНК, созданных на основе базовой и развет�
влённой HCR, не выявило в явной форме ка�

ких�либо преимуществ одного метода амплифи�
кации перед другим. Справедливости ради оста�
ётся отметить, что данное заключение сделано
при сравнении данных, полученных в различ�
ных лабораториях при определении различных
миРНК, а не на основании прямого сравнения
указанных методов амплификации в одной и
той же работе.

Метод каталитической сборки шпилек. Наря�
ду с HCR при разработке методов определения
миРНК не менее широко используется метод
каталитической сборки шпилек (Catalytic
Hairpin Assembly, CHA). Для проведения данной
амплифицирующей реакции так же, как и в слу�
чае HCR, не требуется присутствия каких�либо
ферментов. CHA основывается на аналит�зави�
симом взаимодействии двух комплементарных
друг другу шпилечных зондов (рис. 7). Так как
используемые зонды находятся в шпилеч�
ной (закрытой) форме, их спонтанная гибриди�
зация затруднена. На первом этапе аналит гиб�
ридизуется с первым зондом (зонд 1). Появле�
ние одноцепочечного фрагмента в образован�
ном дуплексе является инициирующим центром
для взаимодействия с зондом 2. По завершении
амплификационного цикла формируется комп�
лекс зондов 1 и 2 и молекула миРНК в свобод�
ном состоянии, что позволяет ей вступать в ре�
акцию со следующей молекулой зонда 1. Таким
образом, одна молекула аналита способна ката�
лизировать образование большего числа дуп�
лексов зондов 1 и 2.

На настоящий момент среди МИА, исполь�
зуемых в методах анализа миРНК, СНА являет�
ся наиболее популярным. В данных методах
CHA успешно сочетается с различными мето�
дами детекции. Хотя для таких методов наблю�
дается большой разброс значений предела об�
наружения (от пикомолярных до субфемтомо�
лярных концентраций) [118–120], что требует
отдельного исследования, способность с по�
мощью данного типа изотермической ампли�
фикации конструирования ультрачувствитель�
ных методов анализа указывает на перспектив�
ность СНА. Недавно Jin и Xu [121] описали
микрочип на стекле, функционирующий с
применением CHA. Для данного чипа с флуо�
ресцентной детекцией предел обнаружения
миРНК�21 и миРНК�155 был одинаков и сос�
тавил 1,3 фМ. Полученные значения были
очень низкими по сравнению с аналогичными
величинами, обычно характерными для микро�
чипов. Разработанный чип также был высоко�
специфичен в отношении исследуемых
миРНК. Следует отметить, что высокая специ�
фичность в целом характерна для методов, ос�
нованных на CHA [119, 122–124].
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Кроме базового варианта CHA с участием
двух зондов, описаны методы анализа миРНК с
применением трёх шпилечных зондов, из кото�
рых в конечном счёте образуются Y�структуры.
В электрохимическом методе анализа миРНК�
181 [124] итоговые биотинилированные Y�
структуры формировались вблизи поверхности
электрода и впоследствии реагировали с конъю�
гатом стрептавидина и щелочной фосфата�
зы (рис. 7, а). Определение ферментативной ак�
тивности фосфатазы вольтамперометрическим
методом позволило получить предел обнаруже�
ния миРНК�181, равный 7 фМ. Рабочий диапа�
зон данного метода лежал в интервале
10 фМ–100 нМ, т.е. был достаточно широким.

С помощью разработанного метода успешно
проведены определения миРНК�181 в экзосо�
мах сывороток крови больных с ишемической
болезнью сердца и здоровых людей.

Существенным фактором, ограничивающим
чувствительность методов с использованием
CHA, является фоновая реакция зондов в отсут�
ствие аналита. Для понижения степени протека�
ния данной реакции были предложены различ�
ные стратегии. Одной из первых была предло�
жена стратегия использования одного из зондов
с одним или двумя нуклеотидами не компле�
ментарными другому зонду. Это понизило веро�
ятность гибридизации шпилек, находящихся в
динамическом равновесии между открытой и

Рис. 7. Схема реакции каталитической сборки шпилек (CHA, а) и схема реакции CHA с образованием Y�структур (б), ис�
пользуемых при определении миРНК



закрытой формами [125]. Jiang et al. [125] назва�
ли данный метод СНА с некомплементарным
противостоянием нуклеотидов (Mismatched
Catalytic Hairpin Assembly, mСНА). Примене�
ние mСНА позволяет значительно понизить ин�
тенсивность фоновой реакции, однако пол�
ностью её подавить не способно.

Другой причиной, приводящей к протека�
нию фоновой реакции, является наличие в раст�
ворах шпилечных зондов молекул с дефектной
вторичной структурой. Так как шпилечная
структура зондов формируется на этапе их от�
жига, недавно проведено детальное исследова�
ние влияния условий отжига олигонуклеотид�
ных зондов на интенсивность фоновой реакции
в mСНА [126]. Понижение концентрации оли�
гонуклеотидов, а также оптимизация концент�
рации солей (таких как NaCl и MgCl2) в буфере
отжига зондов привело к снижению интенсив�
ности фоновой реакции и позволило в 20 раз по�
низить предел обнаружения миРНК�141. Не�
смотря на достигнутые значительные успехи
при решении данной задачи, на сегодняшний
день окончательного решения данной пробле�
мы пока не предложено.

Таким образом, в настоящее время с исполь�
зованием разнообразных методов амплифика�
ции нуклеиновых кислот разработано большое
число методов определения миРНК. Однако так
как концентрация некоторых миРНК в биоло�
гических образцах крайне низкая, а в некоторых
случаях при патологических состояниях она до�
полнительно понижается [14], требуются мето�
ды анализа с повышенной чувствительностью.
Кроме того, как было уже отмечено выше, для
более точной оценки концентрации миРНК
требуются методы с высокими значениями ко�
эффициента чувствительности.

Каскадные методы амплификации. Для улуч�
шения данных аналитических параметров, ха�
рактеризующих методы определения миРНК,
могут быть использованы каскадные методы
амплификации, в которых используется сочета�
ние различных типов амплификации. В таких
методах анализа миРНК запускает первый тип
амплификации, а образующийся продукт явля�
ется инициатором для последующей амплифи�
кации.

Используя данный подход, недавно был
сконструирован метод определения миРНК let�
7a, в котором последовательно использовались
RCA и LAMP [127]. При детекции продукта
LAMP флуоресцентным методом миРНК let�7a
детектировалось вплоть до 10 аМ. Кросс�реак�
тивность метода в отношении других миРНК се�
мейства let�7 не превышала 19%. Описаны так�
же высокочувствительные методы анализа

миРНК, основанные на сочетании RCA с CEAM
или CHA. В одних методах CEAM [128] и
СHA [129] используются на втором этапе после
RCA, в других – RCA используется для повыше�
ния эффективности CEAM [130] и CHA [131].
Объединение RCA с CRISPR/Cas13a позволило
разработать метод с субфемтомолярными пре�
делами обнаружения миРНК [132].

Ранее отмечалось, что при использова�
нии EXPAR образуется большое количество
неспецифических продуктов, что, в свою оче�
редь, приводит к ложноположительным сигна�
лам. Для устранения этого недостатка
Liu et al. [133] предложили метод с каскадной
амплификацией, в котором вместо неспецифи�
ческой детекции продуктов с помощью интер�
калирующих красителей использовался CHA,
позволяющий специфически детектировать
миРНК�зависимый продукт EXPAR. Предел об�
наружения миРНК�21, достигнутый при помо�
щи данного метода, составил 3 фМ.

Описано также применение каскадных бес�
ферментных методов амплификации. Fu et al.
[134] применили стратегию каскадной ампли�
фикации, основанной на сочетании CHA и
HCR. В этом методе HCR�зонды содержали ин�
вертазу как метку, что позволило регистрировать
аналитический сигнал, образующийся при оп�
ределении миРНК�155, с помощью мобильного
глюкометра. Предел обнаружения данного ме�
тода составил 0,36 фM. Следует отметить, что
при отсутствии второй амплификации в каскаде
чувствительность детекции миРНК понижалась
на 3 порядка. Благодаря взаимодействию
миРНК с зондом шпилечной структуры на пер�
вом этапе метод также показал высокую специ�
фичность.

Таким образом, с использованием каскад�
ных методов амплификации разработаны мето�
ды определения миРНК с чрезвычайно высокой
чувствительностью, вплоть до аттомолярных
концентраций [135–136]. В то же время следует
отметить, что не во всех описанных случаях
применение каскадной амплификации было ус�
пешным. Хотя на настоящий момент число пуб�
ликаций, посвящённых разработке новых мето�
дов определения микРНК с применением кас�
кадной амплификации невелико, наблюдается
тенденция повышения интереса к данному под�
ходу улучшения чувствительности анали�
за миРНК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Детальный анализ литературы показывает,
что с каждым годом разрабатывается всё больше
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новых высокоэффективных методов определе�
ния миРНК. Многие из них позволяют успешно
оценивать уровень миРНК�маркёров в клетках,
экзосомах и биологических жидкостях, таких
как сыворотка/плазма крови, моча, слезы, что
является хорошим заделом для развития мало�
инвазивной диагностики. Полученные при этом
новыми методами данные согласуются с резуль�
татами, демонстрируемыми RT�qPCR [64, 78,
124]. Разрабатываемые методы обладают высо�
кой чувствительностью и специфичностью.
Вместе с тем пока внимание большинства ис�
следователей акцентировано на оценках преде�
ла обнаружения, рабочего диапазона и специ�
фичности разрабатываемых методов, оставляя
за скобками такой важный аналитический пара�
метр, как коэффициент чувствительности, часто
являющийся ключевым при регистрации откло�
нений в уровне экспрессии миРНК в образцах
пациентов с различными патологиями. Данная
проблема заслуживает более пристального рас�
смотрения [67].

Для повышения чувствительности анализа
миРНК используются разнообразные методы
амплификации. В последние годы из�за просто�
ты проведения большой интерес исследователей
привлекают МИА. Особенно заманчиво выгля�
дит перспектива создания методов анализа на
основе бесферментных МИА, что позволит, с
одной стороны, преодолеть проблему синтеза
неспецифических продуктов полимеразами, а с
другой стороны, понизить стоимость определе�
ния миРНК. Кроме повышения чувствитель�

ности за счёт применения методов амплифика�
ции, улучшается и специфичность методов оп�
ределения миРНК, что чрезвычайно важно,
учитывая высокое разнообразие миРНК в био�
логических объектах. Применение каскадных
методов амплификации и высокочувствитель�
ных методов детекции [137–138] создаёт плат�
форму для дальнейшего повышения чувстви�
тельности методов анализа миРНК.

Большое внимание специалистов привлека�
ют не только аналитические параметры методов
анализа миРНК, но также их технологичность,
стоимость производства и лёгкость автоматиза�
ции. Не последнее место среди этих требований
занимает и производительность метода анализа.
С учётом сказанного, в первую очередь проявля�
ется интерес к оптическим методам анализа
миРНК, основанным на применении МИА.

Все вышесказанное показывает актуальность
дальнейших интенсивных исследований в об�
ласти разработки методов определения миРНК и
их внедрения в аналитическую практику.
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2�Oксокислоты принимают участие в ряде важнейших метаболических процессов, в связи с этим они могут
быть использованы как биомаркеры для диагностики болезней человека. С учетом опубликованных мето�
дов и известных проблем определения содержания 2�оксокислот в тканях млекопитающих нами был разра�
ботан оптимизированный метод высокоэффективной жидкостной хроматографии 2,4�динитрофенилгид�
разиновых производных 2�оксокислот. Ввиду своей химической устойчивости 2,4�динитрофенилгидрази�
новые производные 2�оксокислот обладают рядом преимуществ по сравнению с ранее использовавшимися
производными фенилгидразина. В работе определено содержание пирувата, глиоксилата, 2�оксоглутарата,
2�оксомалоната и 4�метилтио�2�оксобутирата в метанол�уксусных экстрактах мозга крыс, обсуждены воп�
росы пробоподготовки при проведении анализов экстрактов мозга млекопитающих. Представленные вали�
дационные характеристики метода демонстрируют, что предел количественного определения достигает
2 нмоль/г ткани для каждой из пяти 2�оксокислот. Разработанный метод позволяет исследовать тонкие из�
менения содержания 2�оксокислот как (пато)физиологических индикаторов метаболизма в тканях млеко�
питающих.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ВЭЖХ, 2�оксокислоты, экстракты мозга крыс, 2,4�динитрофенилгидразин, валида�
ция метода.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ 2�ОКСОКИСЛОТ В ЭКСТРАКТАХ МОЗГА КРЫС
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ВВЕДЕНИЕ

2�Oксокислоты (или α�кетокислоты) пред�
ставляют собой органические соединения, со�
держащие в α�положении по отношению к кар�
боксильной группе карбонильную группу. Рас�
полагаясь на пересечении различных метаболи�
ческих путей, 2�оксокислоты, в частности пиру�
ват (Pyr), 2�оксоглутарат (2�OG) и оксалоацетат,
формируют узлы метаболических сетей, служа�

щих для взаимодействия между гликолизом,
циклом Кребса, глюконеогенезом и распадом
отдельных аминокислот [1]. Другие 2�оксокис�
лоты участвуют в метаболизме отдельных амино�
кислот в качестве интермедиатов (2�оксоизова�
лерат, 2�оксоизокапроат, 2�оксо�3�метилвалерат,
2�оксоадипат, 2�оксобутират и 4�метилтио�2�ок�
собутират (MTOB)) или побочных продуктов
(фенилпируват, глиоксилат (Glx)). В связи с этим
они могут служить прогностическими биомарке�
рами в диагностике и при анализе протекания
ряда болезней человека. Так, недостаточное или
избыточное содержание 2�оксокислот в организ�
ме обнаруживалось, например, при гиповитами�
нозе витаминов группы B, гипоксии, раке, голо�
дании, диабете, различных наследственных за�
болеваниях, в моделях нейродегенеративных за�
болеваний и при других нарушениях [2–8].

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : 2�ОМ – 2�оксомалонат;
2�ОG – 2�оксоглутарат; ОФ ВЭЖХ – обращенно�фазная
высокоэффективная жидкостная хроматография;
DNPH – 2,4�динитрофенилгидразин; Glx – глиоксилат;
LOD – нижний предел детекции; LOQ – нижний предел
количественного определения; MTOB – 4�метилтио�2�ок�
собутират; Pyr – пируват.

* Адресат для корреспонденции.



ТАШЛИЦКИЙ и др.

Разрабатываемые в последние годы высо�
копроизводительные масс�спектрометрические
методы LC�MS/MS/MS для анализа низкомоле�
кулярных метаболитов позволяют проводить
оценку нескольких сотен соединений (так назы�
ваемых метаболомов) для исследования ответов
на различные стрессы, а также изучать проявле�
ния различных заболеваний, таких как рак, диа�
бет и нейродегенерация. Так, при изучении те�
чения болезни Хантингтона на модели
Drosophila melanogaster изменения в уровнях Pyr
и 2�OG были идентифицированы на симптома�
тической стадии заболевания, что, ввиду узло�
вой роли этих 2�оксокислот, свидетельствует о
серьезных метаболических изменениях в ходе
развития болезни [7]. Описанные в литературе
изменения уровня 2�OG в плазме крови при го�
лодании трактуются авторами как имеющие
сигнальное значение, поскольку данное соеди�
нение способно служить модулятором тран�
скрипции. Так, 2�OG активирует 2�OG�зависи�
мые пролилгидроксилазы, за счет чего дестаби�
лизируются транскрипционные факторы, в ре�
зультате чего при продолжительном голодании
активируются процессы как глобального ката�
болизма, так и анаболизма [8]. В последнее вре�
мя отдельные 2�оксокислоты также интенсивно
изучаются в связи с онкологическими заболева�
ниями, поскольку могут регулировать экспрес�
сию генов, в частности, эпигенетически, влияя
на модификации ДНК и гистонов. Таким обра�
зом, данные об изменениях в содержании 2�ок�
сокислот в клетках могут свидетельствовать и о
возможных эпигенетических модификациях [9].

Большинство методов количественного оп�
ределения 2�оксокислот включает в себя ис�
пользование аналитической ВЭЖХ совместно с
дериватизацией анализируемых соединений.
Так, использование в качестве дериватизирую�
щего агента фенилгидразина позволило детек�
тировать полученные производные фенилгид�
разона спектрофотометрически для количест�
венного определения Glx, Pyr и 2�OG в моче
[10, 11]. При этом вне хроматографических ме�
тодов одним из наиболее ранних дериватизиру�
ющих агентов для количественной детекции
2�оксокислот можно считать его производное
2,4�динитрофенилгидразин (DNPH) [12]. Ввиду
того, что DNPH�производные разных 2�оксо�
кислот имеют разные максимумы поглощения в
диапазоне 380–520 нм, данный метод предла�
гался к использованию, в частности, для опре�
деления активностей трансаминаз [13]. В даль�
нейшем, благодаря высокой стабильности обра�
зующихся производных, дериватизация DNPH
с последующей ВЭЖХ и спектрофотометричес�
кой детекцией дериватов использовалась для

количественного определения различных альде�
гидов и кетонов [14, 15]. В случае 2�оксокислот
хроматографическое разделение их DNPH�про�
изводных использовалось лишь для сравнения
чувствительности с другим дериватизирующим
агентом, о�фенилендиамином [16].

Серьезный недостаток ранних работ, описы�
вающих применение разных агентов, деривати�
зирующих 2�оксокислоты, состоял в том, что
при узком спектре определяемых 2�оксокислот
все они были нацелены на решение чисто прак�
тических задач. При этом валидированных ме�
тодов количественного определения одновре�
менно нескольких биологически важных 2�ок�
сокислот в одном опыте просто не существова�
ло. Кроме того, несмотря на успешное исполь�
зование о�фенилендиамина в качестве дерива�
тизирующего агента [17], для эффективного
ВЭЖХ анализа 2�оксокислот в моче и плазме
крови требовалась предварительная очистка
2�оксокислот на колонке с гидразидным гелем и
экстракция их дериватизованных производных
этилацетатом.

В более поздних работах уже приводятся не�
которые валидационные параметры, такие как
предел чувствительности (LOD), предел количе�
ственного определения (LOQ) и соотношение
сигнал : шум. В случае использования о�фени�
лендиамина в качестве дериватизирующего
агента при флюориметрической детекции ми�
нимальное значение LOQ составило 1,2 мкМ
[18, 19] и LOD – порядка 0,25 [11] и 0,39 мкМ
[19]. При использовании в качестве дериватизи�
рующего агента 4,5�метилендиокси�1,2�диами�
нобензола был показан более низкий предел
чувствительности – 0,014 мкМ (сигнал : шум =
= 5 : 1) [6]. При использовании DNPH в качест�
ве дериватизирующего агента и спектрофото�
метрической детекции продукта дериватизации
проводилась валидация методики определения
формальдегида в кормах и пище животных [15],
при которой значение чувствительности дости�
гало ∼ 40 мкМ, но не для 2�оксокислот.

В большей части работ, где использованы
хроматографические методы определения 2�ок�
сокислот, применяется обращенно�фазная
(ОФ) ВЭЖХ. При этом во всех работах без ис�
ключения проведению непосредственного ана�
лиза предшествует стадия дериватизации. Среди
возможных дериватизирующих реагентов наи�
более используемыми оказались фенилгидразин
и его 2,4�динитро�производное (спектрофото�
метрическая детекция) либо о�фенилендиамин
и его 4,5�метилендиокси�производное (флюо�
риметрическая детекция).

В данной работе нами предложен метод
ОФ ВЭЖХ со спектрофотометрической детек�
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цией с предварительной химической деривати�
зацией DNPH 2�оксокислот в экстрактах голов�
ного мозга животных. Среди анализируемых
2�оксокислот Glx, 2�OG и Pyr ранее определя�
лись в крови и моче животных и человека, в то
время как данные по ВЭЖХ определению 2�ок�
сомалоната (2�OM) и MTOB в животных объек�
тах вовсе отсутствуют. Аналогично методу коли�
чественного определения формальдегида [15],
реакции DNPH с 2�оксокислотами также дают
соединения (гидразоны), поглощающие в види�
мом свете (380–520 нм). Применение этой мето�
дики позволило бы увеличить чувствительность
определения по сравнению с УФ�детекцией
(324 нм) этих производных при дериватизации с
фенилгидразином [10, 11]. Более того, DNPH�
производные карбонильных соединений имеют
высокую химическую стабильность [15] в отли�
чие от разрушающихся в течение нескольких
дней производных фенилгидразина, что особен�
но выражено для глиоксилата [11]. Нами полу�
чены валидационные характеристики метода,
которые показывают, что предел количествен�
ного определения достигает 1 мкМ для каждой
из пяти 2�оксокислот. Метод был использован
для оценки содержания 2�оксокислот в мета�
нол�уксусных экстрактах мозга крыс, что позво�
ляет расширить область применения ВЭЖХ оп�
ределения 2�оксокислот не только для биологи�
ческих жидкостей, но и в экстрактах тканей жи�
вотных. Мы полагаем, что тонкий анализ содер�
жания 2�оксокислот, являющихся низкомолеку�
лярными индикаторами отдельных узлов мета�
болизма, позволит прогнозировать пути продук�
ции энергии из углеводов и аминокислот в до�
полнение к ранее разработанным методам опре�
деления свободных аминокислот в гомогенатах
мозга [20–22].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Все использованные реактивы обладали наи�
высшей доступной чистотой. Они были приоб�
ретены у следующих производителей: 2,4�ди�
нитрофенилгидразина гидрохлорид (99%, кат.
№ 162325.1608, «PanReac», Испания), ацетонит�
рил (HPLC�gradient grade, кат. № 221881.1611,
«PanReac»), фосфорная кислота, концентриро�
ванная для ВЭЖХ (для HPLC, 85–90%, кат.
№ 79606�500ML, «Honeywell Fluka», США), ме�
танол (кат. № 106018, 99,8% чистоты, «Supelco»,
Германия), хлороформ (кат. № 102444, 99,8%
чистоты, «Supelco»), пируват (кат. № 106619,
99% чистоты, «Merck»), уксусная кислота (кат.
№ 161008, 99,5% чистоты, «Panreac»), KH2PO4

(#A1043, 99,5% чистоты, Biochimica, «PanReac»),

остальные органические соединения – «Sigma�
Aldrich» (США), включая стандарты 2�оксокис�
лот, в частности, 2�оксомалонат (кат. № K4625,
98% чистоты), 2�оксоглутарат (кат. № K1750,
98,5% чистоты), 4�метилтио�2�оксобутират
(кат. № K6000, 97% чистоты) и глиоксилат (кат.
№ G4627, 98% чистоты). Пируват и 4�метил�
тио�2�оксобутират использовались в виде нат�
риевых солей, 2�оксомалонат – в виде моногид�
рата динатриевой соли, 2�оксоглутарат – в виде
кислоты, а глио�ксилат – в виде моногидрата
кислоты. Для приготовления растворов исполь�
зовали деионизированную воду (Millipore
Milli�Q PLUS, R ≥ 18,2 MОм·cм).

Приготовление растворов. Для приготовле�
ния дериватизирующей смеси к 10 мл ацетонит�
рила добавляли 10 мкл 85%�ной фосфорной
кислоты, вносили навеску 10 мг 2,4�динитро�
фенилгидразина гидрохлорида. Для приготов�
ления исходного раствора стандартов 2�оксо�
кислот (2 мМ) в 1,5�миллитровые пробирки
помещали по 10 мкл концентрированных
(100 мМ) растворов Glx, Pyr, 2�OM, 2�OG
и MTOB, добавляли 450 мкл воды. Для приго�
товления раствора сравнения (50 мкМ) в про�
бирки помещали 10 мкл исходного раствора
стандартов 2�оксокислот (2 мМ) и добавляли
390 мкл воды. Для приготовления испытуемых
растворов в пробирки помещали 150 мкл раст�
вора образца, холостого раствора (вода) или
раствора сравнения, 150 мкл дериватизирующе�
го раствора и инкубировали при комнатной
температуре в течение 2 ч.

Хроматографический анализ DNPH�произ�
водных 2�оксокислот. Хроматографию осущест�
вляли с использованием ВЭЖХ�системы
Agilent 1200 с диодноматричным детектором
(«Agilent», США) и колонки Synergi Max�RP
250 мм × 4,6 мм («Phenomenex», США), с разме�
ром частиц сорбента 5 мкм при температуре
25 °С. Скорость потока составляла 1 мл/мин.
Детекцию проводили спектрофотометрически
при длине волны 360 нм. Остальные хромато�
графические условия определяли в процессе
разработки метода.

Получение метанол�уксусных экстрактов моз�
га крыс и удаление липидной фракции. Экстракты
коры головного мозга самцов крыс линии Wistar
готовили с использованием метанола и уксус�
ной кислоты согласно опубликованной методи�
ке [20]. Вкратце, хранившуюся при –70°С ткань
гомогенизировали в 8�кратном объеме ледяного
метанола. Полученный гомогенат разводили в
2,5 раза 0,2%�ной уксусной кислотой, переме�
шивали в шейкере Excella E24 («New Brunswick
Scientific», Германия) во льду в течение 30 мин
при 180 об./мин. Денатурированные белки уда�
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ляли центрифугированием в течение 20 мин при
21 500 g и 4 °С. Супернатант отбирали в чистые
охлажденные пробирки и хранили при –70 °С.
Перед анализом из экстрактов удаляли липид�
ную фракцию с помощью экстракции хлорофор�
мом [23] с модификациями, использовавшимися
для экстракции метаболитов из животных кле�
ток [24]. Так, метанол�уксусный экстракт сме�
шивали с одним объемом хлороформа, тщатель�
но встряхивали в течение 1 мин и центрифугиро�
вали в течение 5 мин при 3500 g. Верхнюю фрак�
цию, содержащую полярные соединения, акку�
ратно отделяли от нижней липидной фракции,
разделяли на 2 мл аликвоты и высушивали с по�
мощью вакуумного концентратора Eppendorf
Concentrator Plus («Хеликон», Россия) при ком�
натной температуре. Высушенные аликвоты по�
лярной фракции хранили при температуре
–70 °С до проведения анализа. Непосредственно
перед анализом аликвоты разводили в 200 мкл
50 мМ калий�фосфатного буфера, pH 6,0.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Разработка ВЭЖХ метода разделения DNPH�
производных 2�оксокислот. Для выбора опти�
мального значения рН подвижной фазы была
использована программа ACD/Phys Chem
History версия 2020.2.0 («ACD/Labs», Канада).
На основании структур химических соединений
программа рассчитывает для каждого соедине�
ния значения рК и logD – гидрофобность (рас�
пределение октанол/вода), определенную с уче�
том рН раствора. В результате при выбранном
значении рН, при котором все исследуемые
компоненты имеют одну доминирующую ион�
ную форму, различия в logD способствуют удов�
летворительному разделению компонентов в ус�
ловия ОФ ВЭЖХ. При этом нужно учитывать
рН�диапазон, в котором производителем допус�
кается использовать выбранную хроматографи�
ческую колонку. Распределения ионных форм
2�оксокислот в зависимости от рН для каждого
из шести соединений (5 производных 2�оксо�
кислот и свободный дериватизирующий агент)
приведены на рис. 1.

Расчётная зависимость содержания домини�
рующей ионной формы соединения от рН среды
для всех шести соединений представлена на
рис. 2, а. Показано, что максимальное содержа�
ние доминирующей ионной формы для всех
шести соединений наблюдается в диапазоне от
5,9 до 6,2. Зависимость гидрофобности (logD) от
рН среды всех компонентов (рис. 2, б) подтверж�
дает, что для достижения лучшего разделения
компонентов предпочтительное значение рН

около 6,0. Наибольшее значение logD имеет
свободный DNPH и можно предположить, что
пики всех оставшихся пяти анализируемых ком�
понентов будут иметь время удерживания мень�
ше, чем пик DNPH. Выбранная для анализа ко�
лонка Synergi Max�RP допускает использование
подвижной фазы с рН в диапазоне 1,5–10. Вы�
бранное значение рН 6,0 находится в допусти�
мом диапазоне. 

На основании представленных на рис. 2 дан�
ных была выбрана подвижная фаза А: 15 мМ ка�
лия фосфат, рН 6,0 в воде. В качестве сильного
элюента использовали 100% ацетонитрил. Для
оптимизации градиента ацетонитрила исполь�
зовали программу ACD/AutoChrom 2020.2.0
(«ACD/Labs»). Для построения моделей зависи�
мости удерживания каждого пика от концентра�
ции ацетонитрила были проведены 3 градиент�
ных разделения в условиях, указанных в табл. 1.
В таблице приведены рассчитанные и экспери�
ментальные времена удерживания пиков анали�
зируемых компонентов. Идентификацию пиков
осуществляли на основании анализа продуктов
дериватизации каждой отдельной 2�оксокисло�
ты (рис. 3, а). Видно, что большинство 2�оксо�
кислот образуют 2 пика производных с DNPH,
вероятно, по причине наличия цис�транс изо�
меров (далее обозначены как �1 и �2).

Из таблицы видно, что линейная двухпара�
метрическая модель lnk′ = a + b × X (где k′ – ко�
эффициент емкости, Х – содержание ацетонит�
рила в подвижной фазе, a и b – коэффициенты
регрессии) удовлетворительно описывает дан�
ные, полученные по 3 экспериментальным гра�
диентам. Предсказанный оптимальный гради�
ент 20–40% ацетонитрила за 15 мин был реали�
зован с модификацией подвижной фазы А: аце�
тонитрил/вода (20 : 80) и 12 мМ калия фосфат,
рН 6,0. Градиентная программа в этом случае
имеет вид, приведенный в табл. 2.

Результаты анализа модельной смеси
(рис. 3, б) с использованием этой градиентной
программы показывают достаточное разреше�
ние (> 1,0) компонентов: 2�OM (3,5), 2�OG
(9,8), MTOB (1,7), Glx�1 (13,1), Glx�2 (10,1) и
Pyr�1 (16,0).

Полученные валидационные характеристи�
ки подобранного метода разделения представ�
лены в табл. 3.

Оказалось, что для веществ, образующих 2
пика продуктов дериватизации, площади инди�
видуальных пиков обладают большей изменчи�
востью по сравнению с суммой площадей пи�
ков. На основании полученных валидационных
характеристик можно сделать вывод, что метод
позволяет с достаточно большой точностью оп�
ределять все исследованные 2�оксокислоты,
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кроме серосодержащей MTOB, обладающей не�
достаточными стабильностью и разрешимостью
второго пика с пиком дериватизирующего аген�
та (DNPH).

Анализ 2�оксокислот в образцах гомогенатов
мозга крыс. Несмотря на стабильность и надеж�
ность метода, количественное определение со�
держания 2�оксокислот в биологических жид�
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Рис. 1. рН�Зависимость распределения ионных форм 2�OM�DNPH (а), 2�OG�DNPH (б), MTOB�DNPH (в), DNPH (г),
Glx�DNPH (д) и Pyr�DNPH (е). Цифрами рядом с кривыми обозначен заряд ионных форм

Рис. 2. а – рН�Зависимость распределения доминирующих ионных форм шести соединений; б – рН�зависимость распреде�
ления октанол/вода (logD) шести соединений: 2�OM�DNPH (1), 2�OG�DNPH (2), MTOB�DNPH (3),
DNPH (4), Glx�DNPH (5) и Pyr�DNPH (6). Вертикальной линией обозначено выбранное рабочее значение рН среды. Участ�
ки за пределами рабочего диапазона отмечены красным цветом. Расчеты проведены с помощью ACD/Phys Chem History



ТАШЛИЦКИЙ и др.

костях и тканях методом ВЭЖХ далеко не всег�
да представляет собой простую задачу. Первая
проблема связана с корректной пробоподготов�
кой. Это, в первую очередь, полнота осаждения
белков с использованием специальных реаген�
тов и необходимость удаления примесных ком�
понентов, прежде всего липидной природы, ме�
шающих последующему анализу. И в этом отно�
шении подготовка проб из мозга животных
представляет особую сложность, связанную с
высоким содержанием липидов разной приро�
ды. Несмотря на подбор условий максимально
возможного удаления липидной составляющей
мозга, даже незначительное остаточное содер�
жание липидов в образцах для анализа, как по�
казал наш опыт работы, достаточно быстро сни�
жает хроматографические качества колонки.

Предложенные условия хроматографическо�
го разделения 2�оксокислот были использованы

для измерения содержания указанных соедине�
ний в метанол�уксусных экстрактах головного
мозга животных (пример хроматограммы для
одного из испытуемых образцов приведен на
рис. 4).

Усреднение результатов анализов экстрактов
из образцов мозга разных крыс (табл. 4) показа�
ло, что содержание 2�оксокислот дает сходимые
результаты: для исследованных образцов стан�
дартная ошибка среднего составляет: 8, 13, 17,
20 и 22% от среднего значения для 2�OM,
MTOB, Pyr, 2�OG и Glx соответственно. Наблю�
даемые высокие значения дисперсии для части
соединений (Glx, 2�OG и Pyr), предположитель�
но, обусловлены индивидуальными особеннос�
тями метаболизма в головном мозге.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Систематическое исследование метаболо�
мов, метаболомика, – безусловно, перспектив�
ное развивающееся направление, по влиянию в
мире претендующее на одинаковые позиции с
геномикой и протеомикой, однако банк данных
метаболомов еще сравнительно мал, а для коли�
чественного анализа конкретного аналита тре�
буется персональная аналитическая методика
количественного определения. Зачастую более
показательно использование таргетированного
подхода, такого как измерение небольшого чис�
ла 2�оксокислот.

Ранние методы, используемые для количест�
венного определения 2�оксокислот в клиничес�
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Таблица 1. Рассчитанные и экспериментальные времена удерживания пиков анализируемых компонентов, полученные по
исходным градиентным программам

* Приведены условия градиента ацетонитрила; подвижная фаза: 15 мМ калия фосфат, рН 6,0.

Условия
ОФ ВЭЖХ*

5–50%
(20 мин)

5–50% 
(40 мин)

20–60% 
(30 мин)

20–40% 
(1 мин);
40–60% 
(5 мин)

Тип

модель

опыт

модель

опыт

модель

опыт

модель

Pyr�1

16,5

17,1

24,5

24,6

11,4

11,2

11,4

MTOB�1

19,5

19,1

28,3

28,2

15,6

15,8

15,6

MTOB�2

24,1

24,1

35,9

35,9

22,2

21,8

DNPH

22,7

22,9

33,6

33,7

20,2

20,1

20,2

Glx�1

14,9

15,5

21,5

21,4

9,0

8,9

9,0

Glx�2

18,0

18,2

25,5

25,4

13,4

13,3

13,4

2�OG

13,4

14,2

19,6

19,5

6,7

6,6

6,7

2�OM

12,6

13,4

17,7

17,3

5,7

5,7

5,7

Pyr�2

19,8

19,9

30,3

30,4

16,3

16,2

16,3

Таблица 2. Оптимизированная градиентная программа

Состав подвижной фазы
Время,

мин

0 → 15

15 → 20

20 → 22

22 → 30

А, %

100 → 75

75

75 → 100

100

Б, %

0 → 25

25

25 → 0

0

Режим элюирования

линейный градиент

изократический режим

линейный градиент

изократический режим
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ких и научных лабораториях, были основаны на
ферментативных NADН�зависимых реакциях с
последующей регистрацией изменения погло�
щения или флюоресценции. Реакции этого типа
легко проводимы и достаточно надежны как ми�
нимум для одностадийных методик. Многоста�
дийные методы менее используемы; они зачас�
тую требуют дополнительных веществ и фер�
ментов и, следовательно, более дорогие и менее
надежные. Тем не менее большинство фермен�
тативных тестов применимо для количествен�
ного определения только одного вещества еди�
новременно. Вышеупомянутые трудности в де�
текции 2�оксокислот удавалось частично разре�
шить при использовании аналитической ВЭЖХ

совместно с дериватизацией анализируемых со�
единений [10, 11]. Так, в случае о�фенилендиа�
мина, 2�оксокислотные производные которого
могут быть детектированы спектрофотометри�
чески или флюорометрически [16], результаты
хроматографического анализа 2�оксокислот с
разветвленной цепью (2�оксоизовалерата, 2�ок�
сокизокапроата и 2�оксо�3�метилвалерата) в
плазме крови давали схожие результаты с тради�
ционным ферментативным методом [35], что
позволило использовать его для определения и
других 2�оксокислот [17, 36]. Производное
о�фенилендиамина, 4,5�метилендиокси�1,2�ди�
аминобензол, также зарекомендовал себя в ка�
честве дериватизирующего агента ввиду более
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Рис. 3. а – Хроматограммы для построения моделей зависимости удерживания смеси 2�оксокислот от концентрации аце�
тонитрила в подвижной фазе. Градиент 5–50% (Б) за 20 мин (1), градиент 5–50% (Б) за 40 мин (2), градиент 20–60% (Б)
за 30 мин (3). б – Хроматограмма модельной смеси 2�оксокислот, полученная с использованием оптимизированной гра�
диентной программы (условия представлены в табл. 2). Пик Y – побочный продукт дериватизации 2�оксокислот (не иден�
тифицирован)
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высокой чувствительности методик с его ис�
пользованием [6]. Однако, несмотря на наличие
исследований, использующих фенилгидразин
для ОФ ВЭЖХ определения 2�оксокислот в би�
ологических образцах [10, 11], работы с приме�
нением его более стабильного производного,
DNPH, отсутствуют.

Определенное в нашей работе с помощью
ОФ ВЭЖХ и DNPH среднее содержание пиру�
вата в головном мозге крысы близко к таковому,
определенному с помощью ферментативных
методов по данным литературы (табл. 4). Glx в
норме не детектируется в головном мозге
(табл. 4), как и в других тканях, за исключением
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Таблица 3. Валидационные характеристики разработанного метода

Параметр валидации

Линейность в анали�
тическом диапазоне
1�200 мкМ

Правильность в ана�
литическом диапазоне
1�200 мкМ

Предел количествен�
ного определения

Стабильность анали�
тических растворов
при комнатной тем�
пературе

Критерий приемлемости

коэффициент корреляции (R) ≥ 0,99

среднее значение восстановления
должно быть от 90,0 до 110,0%

коэффициент вариации (RSD) ≤ 15,0%

минимальная концентрация, при кото�
рой отношение сигнал/шум ≥ 10 

отклонение площадей, рассчитанное
для 24 ч относительно «нулевой» точки,
не должно превышать 10,0%

2�OM

0,99

98,7%

2,5%

141

2,3%

MTOB�1

0,99

107,6%

10,8%

89

−25,0%

Pyr�1 + Pyr�2

0,99

106,0%

8,5%

90 / 18

2,0%

Значения

2�OG

0,99

99,8%

3,3%

111

2,3%

Glx�1 + Glx�2

0,99

99,4%

2,5%

97 / 25

2,5%

Среднее отношение сигнал/шум пиков

2�оксокислот при концентрации 1 мкМ

Рис. 4. Хроматографическое разделение 2�оксокислот в экстракте головного мозга крысы с использованием разработан�
ной градиентной программы (рис. 3, б и табл. 2)
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почек, однако может определяться при тиами�
новом дефиците у животных [34]. Измерение
содержания 2�OM и MTOB в мозге животных не
описано в литературе, хотя концентрация по�
следнего в плазме здоровых людей составляет
порядка 0,15 мкМ [37]. Тем не менее при анали�
зе экстрактов мозга крыс измеряемая концент�
рация 2�OG была много ниже концентрации
Pyr, несмотря на их близкое содержание в мозге
согласно данным литературы (табл. 4). Эта осо�
бенность может свидетельствовать об исчезно�
вении 2�OG на разных стадиях анализа. Причи�
нами низких уровней данного метаболита в ана�
лизируемых экстрактах мозга могут быть низкое
содержание 2�OG в мозге по сравнению с други�
ми тканями, потери 2�OG при хранении и высу�
шивании экстрактов, быстрая деградации дан�
ного метаболита в промежутке между декапита�
цией и полной заморозкой коры больших полу�
шарий (не более нескольких минут). Так, одной
из причин низкого содержания 2�OG в экстрак�
тах мозга может быть его восстановительное
аминирование до глутамата, которое в том чис�
ле может идти неферментативно в метанол�
содержащих экстрактах тканей с использовани�
ем пиридоксамина, и в особенности мочевины,
в качестве доноров аминогруппы [38]. В некото�
рых работах наблюдали милимолярные конце�
нтрации мочевины в мозге млекопитающих

[39], что на порядок выше концентрации 2�ок�
соглутарата по данным литературы (табл. 4). Та�
ким образом, нельзя исключить нефермента�
тивное превращение 2�OG в глутамат при про�
боподготовке и хранении метанол�уксусных
экстрактов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе предложен новый метод ОФ
ВЭЖХ для измерения уровней 2�оксокислот,
Glx, 2�OG, 2�OM, Pyr и MTOB, использующий
спектрофотометрическую детекцию продуктов
химической дериватизации 2�оксокислот
2,4�динитрофенилгидразином. Определены ва�
лидационные характеристики метода и содер�
жание 2�оксокислот в метанол�уксусных
экстрактах мозга крыс. В дополнение к ранее
разработанным методам определения амино�
кислот [20, 21] данный метод количественного
определения 2�оксокислот может быть полезен
для определения маркерной роли 2�оксокислот
во взаимодействии путей метаболизма углево�
дов и аминокислот. Известно, что именно в та�
ких узлах пересечения метаболизма локализова�
ны полиферментные комплексы дегидрогеназ
2�оксокислот, которые являются основными ре�
гуляторами концентрации данных молекул в
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2�Оксокислоты

Pyr

2�OG

Glx

MTOB

2�OM

Таблица 4. Сравнение содержания 2�оксокислот в головном мозге крысы, полученных в настоящем исследовании, с ли�
тературными данными

Ссылки

данная работа

[25–27]

[28–32]

[33]

[34]

данная работа

[27]

[28, 29, 31]

данная работа

[34]

данная работа

данная работа

Значения, нмоль/г

86 ± 14

129 ± 22

115 ± 6

56

59

2,6 ± 0,5

190

115 ± 4

3,1 ± 0,7

<1

38 ± 5

5,0 ± 0,4

Метод

ВЭЖХ с DNPH

спектрофотометрия с ЛДГ

флюориметрия с ЛДГ

флюориметрия с пируватоксидазой и Amplex Red

экстракция производного с DNPH

ВЭЖХ с DNPH

спектрофотометрия с ГДГ

флюориметрия с ГДГ

ВЭЖХ с DNPH

бумажная хроматография с DNPH

ВЭЖХ с DNPH

ВЭЖХ с DNPH

Примечание. ЛДГ – лактатдегидрогеназа, ГДГ – глутаматдегидрогеназа.
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ANALYSIS OF THE 2�OXO ACIDS CONTENT IN RAT BRAIN EXTRACTS
USING HIGH�PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

V. N. Tashlitsky1, A. V. Artiukhov2,3, N. V. Fedorova2, M. A. Sukonnikov1,
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2�Oxo acids are involved in a number of important metabolic processes and can be used as biomarkers for a number
of human diseases. The paper analyzes the available methods for determining the content of 2�oxo acids in the mam�
malian brain according to the literature. An optimized method for high�performance liquid chromatography of
2,4�dinitrophenylhydrazine derivatives of 2�oxo acids has been developed. Due to their high chemical stability, the
2,4�dinitrophenylhydrazine derivatives have shown a number of advantages, in comparison with previously used
phenylhydrazine derivatives. The validation characteristics of the method are determined. The issues of sample prepa�
ration during the analysis of mammalian brain extracts are discussed. Using the derivatizing agent, the concentrations
of pyruvate, glyoxylate, 2�oxoglutarate, 2�oxomalonate, and 4�methylthio�2�oxobutyrate were measured in
methanol�acetic extracts of rat brain. The developed method facilitates studying of subtle changes in the cell and tis�
sue content of 2�oxo acids as indicators of metabolism.

Keywords: HPLC, 2�oxo acids, rat brain extracts, 2,4�dinitrophenylhydrazine, method validation
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Нонсенс�мутации представляют собой мутации, в результате которых появляется стоп�кодон. В то время
как продолжает оставаться общепринятым рассмотрение этих мутаций как одних из самых вредных, приво�
дящих к преждевременной терминации синтеза белка на рибосоме и, как следствие, к возникновению де�
фектного полипептида, накапливаются данные, согласно которым не все нонсенс�мутации вредны. Также
существуют молекулярные механизмы, которые позволяют нивелировать потенциальное неблагоприятное
воздействие данных мутаций. В представленном обзоре рассмотрены актуальные сведения о нонсенс�мута�
циях в геномах эукариот, характеристиках таковых мутаций и молекулярных механизмах предотвращения
или смягчения их неблагоприятных эффектов.
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ВВЕДЕНИЕ

Нонсенс�мутации – это мутации, в результа�
те которых появляется преждевременный стоп�
кодон. Их ещё часто называют «преждевремен�
ными стоп�кодонами», «преждевременными
терминирующими кодонами», а также они яв�
ляются подмножеством мутаций, называемых
«нуль�мутациями» или «нуль�аллелями». Пос�
ледние из указанных названий были определе�
ны ещё в XX веке, когда при проведении элект�
рофоретических исследований белки, кодируе�
мые генами, в которых произошла нонсенс�му�
тация, практически никогда не обнаружива�
лись.

В норме стоп�кодон обозначает конец тран�
скрипта и именно на нём останавливается
трансляция белка. Если в результате нонсенс�
мутации появляется преждевременный стоп�
кодон, то трансляция преждевременно останав�
ливается уже на нём, и в результате получается
укороченный полипептид. Влияние нонсенс�
мутации на фенотип может быть совершенно
разным, в зависимости от множества характе�
ристик, рассмотренных далее в данном обзоре.
Существуют молекулярные механизмы, способ�
ствующие деградации транскриптов генов с
нонсенс�мутацией и не допускающие её транс�
ляцию. В настоящем обзоре обсуждаются дан�

ные молекулярные механизмы, а также характе�
ристики нонсенс�мутаций, благодаря которым
возможно избежать проявления мутаций в фе�
нотипе. Стоит отметить, что и механизмы, и ха�
рактеристики взаимосвязаны друг с другом в
своём влиянии, и можно наблюдать, когда нон�
сенс�мутация не критична для организма, пото�
му что срабатывает сразу несколько молекуляр�
ных «защит». Далее в обзоре будут рассмотрены
конкретные примеры их сочетанного функцио�
нирования. 

Нонсенс�мутации и их влияние на фенотип
организма наиболее хорошо изучены для чело�
века и модельных организмов (например, мы�
ши, плодовой мушки), а также животных и рас�
тений, используемых в сельском хозяйстве. По�
этому в данном обзоре будут рассмотрены пре�
имущественно примеры для перечисленных ор�
ганизмов, но, при наличии информации для
других, она тоже будет представлена.

СТОПКОДОНЫ У РАЗНЫХ
ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ ЭУКАРИОТ

При анализе нонсенс�мутаций необходимо
знать генетический код исследуемых организ�
мов. Причина этому заключается в том, что,
несмотря на высокую схожесть генетического
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кода между представителями разных таксонов,
некоторые его вариации всё�таки обнаружива�
ются, в том числе и для стоп�кодонов, а соответ�
ственно, и того, что может считаться нонсенс�
мутациями. Но, в отличие от прокариот, у кото�
рых эта вариация достаточно заметна [1, 2], у эу�
кариот она слабее.

Например, известно, что кодоны UAA, UAG
и UGA являются стоп�кодонами у человека и
всех позвоночных; кодоны UAA и UAG кодиру�
ют глутамин у некоторых представителей амёб
(рода Tetrahymena, Paramecium, Stylonicia,
Oxytricus) [3, 4], дипломонад (например,
Hexamita inflata) [5] и оксимонад [6]. Это было
показано и для кодона UAA у кругоресничных
инфузорий Vorticella microstoma, Optisthoneca hen3
neguyi и O. matiensis. У некоторых трипаносом
можно наблюдать некоторый смешанный, либо
переходный, вариант, когда кодоны UAA и UAG
способны кодировать и глутамин, и глутамино�
вую кислоту, и непосредственно стоп�кодон, а
UGA кодирует триптофан [7]. Встречается похо�
жее явление и у представителей царства Расте�
ний: например, у представителей зелёных водо�
рослей, в том числе Acetabularia, кодоны UAA и
UAG кодируют глутамин [8, 9]. Причины того,
почему чаще всего стоп�кодон начинает кодиро�
вать глутамин, обсуждаются в работе [5]. С дру�
гими примерами можно ознакомиться в статьях
[10–14]. Исходя из перечисленных примеров,
становится понятно, насколько важно при ана�
лизе нонсенс�мутаций учитывать генетический
код изучаемого организма, а также насколько ге�
нетический код, касательно стоп�кодонов, мо�
жет отличаться внутри группы эукариот.

ЧИСЛО НОНСЕНСМУТАЦИЙ
В ГЕНОМАХ ЭУКАРИОТ

Как показывают исследования, в геномах, а
точнее, в кодирующих генах, может содержаться
разное число нонсенс�мутаций. Зависит это от
множества характеристик вида: и размера гено�
ма, и размера кодирующей части генома, и исто�
рии вида, и его популяционной структуры, и
размера популяции [15], и того, живут ли орга�
низмы, геномы которых были секвенированы, в
природных, либо лабораторных условиях [16], и
некоторых других характеристик.

Имеются сведения о среднем числе нонсенс�
мутаций в геномах различных видов, подсчи�
танные на популяционных выборках. Напри�
мер, у одного человека в генах в среднем имеют�
ся 21–27 нонсенс�мутаций [15, 17, 18], у бонобо
Pan paniscus – примерно 40 нонсенс�мутаций, у
восточного шимпанзе Pan troglodytes schwein3

furthii – 23, у гориллы Gorilla gorilla gorilla – 59, а
у калимантанского орангутана Pongo pygmaeus –
26 нонсенс�мутаций [15]. Геном свиньи Sus scro3
fa содержит около 30 нонсенс�мутаций [19], ге�
ном водоросли хламидомонады Chlamydomonas
reinhardtii – в среднем около 100 нонсенс�мута�
ций [16], у плодовой мушки Drosophila
melanogaster, в зависимости от того, находится
ли популяция на африканском континенте или
североамериканском, 35 и 18 нонсенс�мутаций
соответственно [20, 21], а каждое растение
Arabidopsis thaliana в среднем несёт 215 нонсенс�
мутаций [22]. Важным уточнением будет отме�
тить, что один ген может нести несколько нон�
сенс�мутаций, поэтому не всегда число нон�
сенс�мутаций является равным числу затрону�
тых генов. Подробный актуальный список чис�
ла различных мутаций, в том числе нонсенс�му�
таций, в популяциях живых организмов пред�
ставлен в работе [23].

Указанные числа нонсенс�мутаций подни�
мают логичный вопрос о том, насколько данные
мутации оказывают влияние на фенотип орга�
низма. Далее в данном обзоре будет рассмотре�
но, почему не все из нонсенс�мутаций, присут�
ствующих в геноме, проявляются в фенотипе и
какие причины лежат в основе этого.

НОНСЕНСМУТАЦИИ
И ИХ ВЛИЯНИЕ НА ФЕНОТИПЫ

Нонсенс�мутации относятся к так называе�
мым мутациям потери функции (LoF, loss�of�
function mutations или loss�of�function variants).
Кроме нонсенс�мутаций, к ним относятся ин�
серции и делеции, нарушающие рамку считыва�
ния; мутации в сайтах сплайсинга, а также более
крупные мутации, которые удаляют более поло�
вины гена или влияют на первый экзон [16, 24].
Преждевременные стоп�кодоны могут появ�
ляться преимущественно в результате следую�
щих мутаций: это может быть однонуклеотид�
ная замена; делеция или инсерция, длина кото�
рой не кратна трём и, соответственно, приводя�
щая к сдвигу рамки считывания и потенциаль�
ному появлению преждевременных стоп�кодо�
нов; а также мутация в сайте сплайсинга, влия�
ющая на интрон�экзонные границы.

Нонсенс�мутации могут по�разному влиять
на проявление признаков и, в том числе, на раз�
витие заболеваний. По подсчётам авторов рабо�
ты [25], данные мутации у человека составляют
примерно 20% от всех однонуклеотидных замен
в кодирующих генах, которые связаны с разви�
тием того или иного заболевания, и примерно
10% от мутаций, вызывающих моногенные за�
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болевания. В работе [26] самыми вредными му�
тациями были показаны нонсенс�мутации, за�
тем мутации в сайтах сплайсинга (48% от силы
отрицательного отбора, воздействующего на
нонсенс�мутации), потеря терминирующего ко�
дона, в результате которой происходит удлине�
ние белка (21% от силы отрицательного отбора,
воздействующего на нонсенс�мутации), а также
миссенс�мутации, при которых происходят за�
мены на аминокислоту, кардинально отличаю�
щуюся по свойствам от исходной (12% от силы
отрицательного отбора, воздействующего на
нонсенс�мутации).

По частоте в популяции аллеля, который не�
сёт нонсенс�мутацию, можно судить о вреднос�
ти данной мутации. Как было показано на мно�
жестве вредных мутаций в исследовании [27],
они встречаются в популяциях людей преиму�
щественно с частотой, равной или меньшей
0,01, и лишь небольшая часть мутаций может
наблюдаться с частотой между 0,01 и 0,05. Это
является последствием воздействия отрицатель�
ного отбора и, например, для плодовой мушки
D. melanogaster было показано его сильное воз�
действие на аллели с нонсенс�мутациями [28].
Если наблюдаемая частота мутаций выше, то
можно предположить о потенциальном нейт�
ральном или даже адаптивном воздействии этих
мутаций на организм, когда на такие аллели воз�
действует положительный отбор (см. в подраз�
деле «Адаптивные нонсенс�мутации»). При
этом важно заметить, что такие случаи не явля�
ются частыми.

Тем не менее важно иметь в виду, что эффект
данных мутаций на фенотип зависит от множе�
ства характеристик самой мутации, например,
расположения в гене, уровня экспрессии этого
гена в тканях, частоты использования экзона с
нонсенс�мутацией в альтернативно сплайсируе�
мых изоформах, и других причин (подробнее
см. в разделе «Характеристики нонсенс�мута�
ций, влияющие на их патогенность»). Поэтому
данные мутации могут быть как летальными,
так и проявляться в фенотипе как, по всей веро�
ятности, безвредный признак, например, вли�
ять на цвет плодов или окраску перьев (см. при�
меры подробнее в подразделе «Вредные и нейт�
ральные нонсенс�мутации»). Кроме этого, дан�
ные мутации могут быть адаптивными (см. в
подразделе «Адаптивные нонсенс�мутации») и
даже не проявляться в фенотипе каким�либо
отклонением от нормы реакции – именно поэ�
тому можно наблюдать у организмов десятки и
даже сотни нонсенс�мутаций (см. в разделе
«Число нонсенс�мутаций в геномах эукариот»).

Вредные и нейтральные нонсенсмутации. Ин�
формация о нонсенс�мутациях, которые влияют

на развитие заболеваний человека, обычно по�
является из публикуемых статей с описаниями
клинических случаев. Так, было показано, что
именно нонсенс�мутация в гене GDF2, кодиру�
ющем костный морфогенетический белок
BMP9, была причиной развития у пациента сис�
темной красной волчанки [29]. Нонсенс�мута�
ция в гене PRNP, судя по результатам секвени�
рования экзомов, связана с развитием болезни
Альцгеймера [30]. Также была описана нонсенс�
мутация в гене TITF1, которую обнаружили у
семьи с доброкачественной семейной хореей
[31], существуют и многие другие сходные по
масштабу последствий примеры. Известны слу�
чаи, когда преждевременный стоп�кодон влияет
на признак, но менее кардинально – например,
нонсенс�мутация в гене PAX9 оказалась причи�
ной олигодонтии [32]. Есть данные для пациен�
тов с синдромом удлиненного интервала QT
1 типа, который вызывается мутациями в гене
KCNQ1, кодирующем ключевую субъединицу
калиевого канала. Для исследованных пациен�
тов было показано, что нонсенс�мутации могут
быть менее вредными, чем мутации рамки счи�
тывания и миссенс�мутации [33], что, по всей
видимости, является редким исключением из
правила [26, 34]. Авторы данного исследования
предполагают, что полипептид с нонсенс�мута�
цией всё равно остаётся функциональным, хоть
и укороченным. В то же время белки с миссенс�
мутациями и мутациями сдвига рамки считыва�
ния, согласно предположению авторов, функ�
ционируют сильно иначе из�за изменения
структуры белка, которое отрицательно сказы�
вается на работе калиевого канала.

Мутации, укорачивающие белок (PTV, pro�
tein truncating variants), среди которых главное
место занимают нонсенс�мутации, изучаются
не только на индивидуальных случаях, но и на
целых популяциях, например, на данных почти
340 тысяч людей из базы UK Biobank [35], а так�
же популяционных данных жителей Китая [36].
Следует заметить, что в обоих исследованиях
некоторые из таких мутаций находились на вы�
сокой частоте в популяции, что означает их
нейтральное или даже положительное влияние
(подробнее см. в подразделе «Адаптивные нон�
сенс�мутации»). Так, в исследовании [36] в об�
щей выборке из 8720 мутаций в 1320 генах было
обнаружено всего 18 потенциально адаптивных
мутаций в 14 генах [37].

Для того чтобы более детально изучить эф�
фекты нонсенс�мутаций и найти потенциаль�
ные лекарства, которые могут помочь при выз�
ванных ими заболеваниях, преимущественно
используются исследования на клеточных куль�
турах (например, [38]) и модельных организмах
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(например, [39–41]), в том числе с применением
метода CRISPR/Cas9 (например, [42]).

Сведения о влиянии нонсенс�мутаций на
фенотип описаны и для других живых организ�
мов – по большей части это модельные организ�
мы и виды, используемые в сельском хозяйстве.
Данная информация важна для более грамотной
селекции, для понимания причин генетических
заболеваний, причин ранней смертности жи�
вотных и др.

Например, известны случаи, когда нонсенс�
мутации являются летальными или влияют на
фертильность и размер помёта у свиней [43, 44];
у крупного рогатого скота нонсенс�мутации
приводят к снижению фертильности, самопро�
извольным абортам [45], а также являются при�
чиной рецессивно наследуемого заболевания,
связанного с экспрессией дефектного тиреогло�
булина, несущего нонсенс�мутацию в гене Tg
[46]. Есть примеры, когда у линии кур с отсут�
ствующим оперением, описанной ещё в 1950�х
годах и активно используемой в качестве мо�
дельного объекта при изучении формирования
перьев, удалось обнаружить ген FGF20, влияю�
щий на отсутствие оперения и, более того, опре�
делить нонсенс�мутацию, которая и является
причиной этого [47]. Известны примеры и схо�
жих фенотипов при мутации в одном и том же
гене, примерно в одном и том же домене, у раз�
ных видов. Так, именно нонсенс�мутация в гене
TYR, кодирующем тирозинкиназу, была причи�
ной развития глазокожного альбинизма у одной
из пород азиатского буйвола Bubalus arnee [48].
Сходная по последствиям инсерция длиной 5
нуклеотидов в том же гене была обнаружена ра�
нее у людей с альбинизмом [49].

При исследовании джерсейской породы ко�
ров было показано, что нонсенс�мутация в гене
CWC15 играет роль в снижении выживаемости
[45]. Этот ген экспрессируется в 87 тканях ко�
ров, из чего можно заключить, что кодируемый
им белок – жизненно важный для организма.
Кроме того, ни одного организма из 749 изучен�
ных, который бы обладал двумя копиями дефект�
ного аллеля, не было обнаружено. Вследствие
мутации вместо белка длиной в 231 аминокис�
лотный остаток в процессе трансляции получа�
ется полипептид длиной всего в 54 аминокис�
лотных остатка, в котором отсутствует консер�
вативный домен Cwf_Cwc_15 (pfam04889).

Существуют и примеры, где преждевремен�
ные стоп�кодоны оказывают не столь масштаб�
ное воздействие на организм, но по своей сути
остаются мутациями потери функции. В таком
случае сила отрицательного отбора, который на
данные мутации воздействует, слабее, чем в пре�
дыдущих примерах. Например, плоды жёлтой

малины имеют таковой цвет вследствие инсер�
ции длиной 5 нуклеотидов в гене Ans, кодирую�
щем антоцианидин синтазу [50]. Данная мута�
ция вызывает сдвиг рамки считывания и появ�
ление преждевременного стоп�кодона.

Другой пример – нонсенс�мутация в гене
PMEL, кодирующем белок, необходимый для
морфогенеза меланосом, у немого, или японс�
кого, перепела Coturnix japonica, по всей види�
мости, влияет на окраску перьев – она изменя�
ется с коричневой на жёлтую [51]. Имеются све�
дения и о том, что нонсенс�мутация всего в од�
ном гене способна влиять и на уменьшение раз�
мера зерна у риса Oryza glaberrima Steud. [52], и
на потерю запаха цветков у растений рода Пету�
ния [53], и на продолжительность жизни у нема�
тоды Caenorhabditis elegans [54].

По всей видимости, некоторые из изученных
в работе [55] нонсенс�мутаций генов мушки
D. pseudoobscura тоже являются нейтральными,
либо же их вредный эффект сильно снижается
благодаря альтернативному сплайсингу, в ре�
зультате чего не все изоформы содержат экзон с
мутацией, а кроме того, его могут включать в се�
бя только редко используемые изоформы
(см. подробнее в подразделе «Включение экзона
с нонсенс�мутацией в альтернативно сплайси�
руемые изоформы»).

В научных публикациях описано множество
других примеров для различных видов, но тезис,
что нонсенс�мутация может быть как леталь�
ной, так и некритичной для развития признака
и даже практически не влиять на фенотип (та�
кие случаи обычно не описываются ввиду отсут�
ствия проявления мутации в фенотипе, см. раз�
дел «Вредные и нейтральные нонсенс�мута�
ции»), для них тоже сохраняется.

Адаптивные нонсенсмутации. Описаны слу�
чаи, когда нонсенс�мутации в генах являлись
адаптивными [56–61]. Получается, что в данных
случаях поломка гена и отсутствие транслируе�
мого белка помогают организму лучше приспо�
собиться к условиям среды, а потому мутация
фиксируется в популяции и не элиминируется
под действием отрицательного отбора. Данная
точка зрения называется «меньше значит боль�
ше» («less is more»), когда мутация потери функ�
ции является адаптивной, подробнее об этом
можно прочитать в оригинальной работе [62].
Такие случаи не распространены, гораздо боль�
ше описанных примеров, когда нонсенс�мута�
ция вызывает развитие заболевания или измене�
ние признака. Кроме того, такие аллели могут
находиться на довольно высокой по сравнению с
наблюдаемой для вредных мутаций частоте [27],
потому что работают механизмы, позволяющие
снизить отрицательное влияние нонсенс�мута�
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ций на организм (см. подробнее «Характеристи�
ки нонсенс�мутаций, влияющие на их патоген�
ность» и «Механизмы, позволяющие нивелиро�
вать патогенный эффект нонсенс�мутаций»).

Например, частота аллеля гена ACTN3 с нон�
сенс�мутацией в европейской популяции со�
ставляет около 0,5 [63], кроме того, было пока�
зано недавнее воздействие на него положитель�
ного отбора [56]. Моделирование этой мутации
в гомозиготном состоянии у мышей [56], кото�
рые были нокаутными по гену ACTN3, показало,
что нонсенс�мутация изменяет метаболизм в
мышцах, при котором начинает превалировать
медленный, но эффективный, аэробный путь
синтеза ATP. Кроме того, имеются исследова�
ния, где было показано, что у атлетов, которые
занимаются теми видами спорта, в которых не�
обходима выносливость, чаще в гомозиготном
состоянии встречается вариант этого гена с нон�
сенс�мутацией [64]. В связи с этим было выска�
зано предположение [56], что для некоторых по�
пуляций, как минимум европейцев и популяций
восточноазиатского региона, этот вариант
действительно является адаптивным.

Похожая история, связанная с положитель�
ным отбором, была отмечена и для варианта ге�
на CASP12, несущего нонсенс�мутацию [58].
Этот ген связан с силой иммунного ответа через
продукцию цитокинов, а аллель без нонсенс�
мутации может привести к потенциальным рис�
кам развития сепсиса и сверхактивации иммун�
ного ответа. Авторы предполагают, что неактив�
ная форма гена возникла в Африке примерно
100–500 тыc. лет назад и изначально была нейт�
ральной или почти нейтральной. Примерно
60–100 тыс. лет назад на неё начал действовать
положительный отбор, в результате чего сейчас
этот аллель преобладает в популяциях человека.
Подобная адаптивная потеря функции известна
ещё для двух паралогов MBL1 [64], как и CASP12
[58, 65], связанных с рисками развития сепсиса.
По всей видимости, положительный отбор в
данном случае может быть обусловлен измене�
ниями в окружающей среде, повлиявшими на
риски развития сепсиса и его последствий.

Имеются сведения о том, что мутации потери
функции, включая нонсенс�мутации, в гене
SLC30A8, который кодирует цинковый транс�
портер ZnT8, снижают риск развития диабета
второго типа [60, 61]. А нонсенс�мутации в гене
RDO5 у растения A. thaliana приводили к тому,
что у семян уменьшался период покоя, что в не�
которых регионах является адаптивным преиму�
ществом [66]. Похожее наблюдение, связанное с
преимуществом гетерозиготных особей, было
сделано и для свиней, у которых один из аллелей
гена MSTN несёт в себе нонсенс�мутацию [67].

В некоторых генах нонсенс�мутация может
находиться на популяционной частоте выше
ожидаемой для вредных мутаций [27], но пред�
положить какое�либо функциональное объяс�
нение, почему так произошло, не удаётся. На�
пример, для варианта гена CD36 с данной мута�
цией, который у некоторых африканских наро�
дов достигает частоты около 0,3, были показаны
признаки действующего на него положительно�
го отбора. Тем не менее функциональная связь
этого варианта гена с защитой организма от ма�
лярии находится под вопросом [59]. Тому может
быть ряд причин – не до конца изученная функ�
ция белка, кодируемого данным геном; возмож�
но, что на самом деле в этом гене наблюдается
след положительного отбора, действующего на
соседний ген (так называемый «генетический
автостоп», genetic hitchhiking), либо другие при�
чины.

С другими примерами мутаций потери
функции, в том числе нонсенс�мутациями, ко�
торые являются адаптивными, можно ознако�
миться в обзоре [23].

Базы данных, хранящие сведения об эффекте
нонсенсмутаций. Информация о влиянии нон�
сенс�мутаций в конкретном гене на признаки
организма полезна и необходима в прикладных
целях, например, в скрининге и определении
рисков развития того или иного заболевания; в
определении генетической причины уже имею�
щегося заболевания; в понимании того, как му�
тации в генах влияют на организм, на котором
моделируют заболевание человека; для живот�
ных и растений эта информация может быть
также важна для селекции. Существуют базы
данных, в которых агрегируются сведения, по�
лученные из научных исследований, о влиянии
различных мутаций в генах на признаки. Ввиду
того, что лучше всего изучено проявление мута�
ций в фенотипе человека, модельных объектов и
важных в сельском хозяйстве и животноводстве
видов, информации о них имеется больше. Пе�
речислим некоторые базы данных для человека:
NCBI ClinVar [68], а также сведения в других ба�
зах NCBI (например, NCBI dbVar, NCBI dbSNP
и NCBI Gene), gnomAD [69], HGMD [70],
COSMIC [71], OMIM [72], LOVD [73]. Сущест�
вуют похожие удобно организованные для рабо�
ты базы данных и для других видов, например,
для мышей [74], коров [75] и арабидопсиса [76].

РОЛЬ НОНСЕНСМУТАЦИЙ
В ЭВОЛЮЦИОННОМ ПРОЦЕССЕ

Отдельно стоит рассмотреть и то, что проис�
ходит с последовательностью гена, в котором
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случилась не критичная для организма нонсенс�
мутация. В случае, если она критична, организ�
мы будут элиминироваться под действием отри�
цательного отбора, и практически ничего о му�
тантном гене не получится узнать по причине
его крайней редкости или вообще отсутствия в
популяции. В случае некритичного влияния му�
тантного гена на приспособленность организ�
мов можно наблюдать за тем, как иначе эволю�
ционирует ген в связи с изменением действия
естественного отбора на его последователь�
ность.

Нонсенс�мутации использовались и продол�
жают использоваться как один из идентифика�
торов псевдогенов – генов, которые вследствие
мутации перестали кодировать функциональ�
ный белок [77]. Кстати, именно в этой класси�
ческой работе под названием «Pseudogenes as a
paradigm of neutral evolution» уже указывается на
то, что данные мутации являются псевдогенизи�
рующими. Так как нонсенс�мутация делает ген
нефункциональным, то на него перестаёт воз�
действовать отбор – скорость накопления мис�
сенс�мутаций становится равна таковой для си�
нонимичных мутаций. Это означает, что псевдо�
ген эволюционирует нейтрально, то есть – сог�
ласно нейтральной теории эволюции [77]. Дан�
ному наблюдению есть целый ряд описанных
доказательных примеров (например, [78–80]).

Тем не менее накапливаются доказательства
того, что нонсенс�мутация не обязательно ведёт
к псевдогенизации гена, то есть к одинаковой
скорости накопления миссенс�мутаций и сино�
нимичных (например, [81, 82]).

Например, если рассматривать гены плодо�
вой мушки D. melanogaster, состоящие из одного
экзона, то нонсенс�мутация, судя по всему,
действительно является псевдогенизирующей
[81]. С другой стороны, согласно аннотации ге�
нома [83], у плодовой мушки преобладают гены,
содержащие в себе несколько экзонов: в коли�
честве двух и более. И для таких генов оказыва�
ется, что в экзоне с нонсенс�мутацией отрица�
тельный отбор настолько ослаблен, что можно
предположить нейтральную эволюцию данного
экзона. Но в соседних экзонах его действие уже
становится сильнее. То есть можно предполо�
жить, что псевдогенизирующее воздействие
нонсенс�мутации ограничивается всего лишь
одним экзоном. В подтверждение этому можно
привести факт, что изоформы с экзонами, в ко�
торых были обнаружены нонсенс�мутации, бо�
лее чем вполовину реже экспрессируются, чем
изоформы, не включающие таковые экзоны.

Другим объяснением потенциально может
быть рекомбинация. Здесь в простом случае
нонсенс�мутация воздействует псевдогенизиру�

юще на весь ген и все экзоны, но наблюдаемый
эффект изменения силы отбора в экзонах явля�
ется последствием рекомбинации с геномами
дрозофил, у которых нонсенс�мутации в данном
гене нет. Соответственно, из�за рекомбинации
фрагменты генома, которые не накопили в себе
мутаций, произошедших вследствие псевдоге�
низации из�за нонсенс�мутации, оказываются
среди фрагментов гена, которые уже успели на�
копить мутации. Данное объяснение имеет мес�
то быть, но не объясняет факта сильно ослаб�
ленного воздействия отрицательного отбора
именно на экзон с нонсенс�мутацией.

Таким образом, концепция того, что нон�
сенс�мутации являются псевдогенизирующими,
не распространяется на всё множество нонсенс�
мутаций, и существуют альтернативные приме�
ры. Далее в данном обзоре будут обсуждаться ха�
рактеристики нонсенс�мутаций и механизмы,
которые, в том числе, позволяют аллелям с нон�
сенс�мутациями избежать участи стать псевдо�
генами.

ХАРАКТЕРИСТИКИ НОНСЕНСМУТАЦИЙ,
ВЛИЯЮЩИЕ НА ИХ ПАТОГЕННОСТЬ

Расположение нонсенсмутаций по длине гена.
При рассмотрении распределения частоты нон�
сенс�мутаций внутри генов отмечается два фак�
та: преобладание данных мутаций в самом нача�
ле транскрипта, в первых 2–3 кодонах, и в са�
мом конце транскрипта, особенно в предпос�
леднем кодоне, который предшествует настоя�
щему стоп�кодону [16, 28, 34, 81, 84]. Данный
факт объясняется довольно просто – если нон�
сенс�мутация локализована в самом начале, то
ближайший метионин (кодон AUG) будет иг�
рать роль старт�кодона (см. рис. 2 в [85]) и, в
случае если он находится близко к настоящему
старт�кодону и важные белковые домены в бел�
ке не затронуты данной мутацией, то её можно
считать безвредной. Если же нонсенс�мутация
расположена в самом конце, перед терминиру�
ющим стоп�кодоном, то она не будет играть ни�
какой роли, потому как в белковой последова�
тельности окажется на один аминокислотный
остаток меньше, что, исходя из наблюдаемых
для разных организмов (человек, шимпанзе,
плодовая мушка) распределений частот нон�
сенс�мутаций [28, 34, 81, 84], не повлияет на
функцию белка. К тому же преобладание этих
мутаций говорит и о том, что возле 5′� и 3′�кон�
цов гена воздействие отрицательного отбора на
них ослаблено. Это предположение было под�
тверждено для гена DMD у человека, для которо�
го показали, что нонсенс�мутации, расположен�
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ные у концов гена, несли более мягкие послед�
ствия для фенотипа [86]. Важно заметить, что
расположение нонсенс�мутаций возле 3′�конца
гена касается только нескольких самых послед�
них кодонов. В случае если мутация располага�
ется в последнем экзоне, она чаще всего прояв�
ляется в фенотипе, потому как транскрипт не
может быть деградирован системой NMD (см. в
разделе «Механизмы, позволяющие нивелиро�
вать патогенный эффект нонсенс�мутаций»).

Включение экзона с нонсенсмутацией в аль
тернативно сплайсируемые изоформы. Другим из
возможных вариантов сглаживания эффекта
данных мутаций является их влияние не на все
изоформы [87]. В данном случае в общем при�
ближении это можно рассматривать следующим
образом: нонсенс�мутации, которые находятся
в важных и часто включаемых в изоформы экзо�
нах, вредны, и организмы с ними обладают низ�
кой приспособленностью и подвергаются отри�
цательному отбору. С другой стороны, нонсенс�
мутации в редко используемых экзонах не так
существенно сказываются на фенотипе и не на�
ходятся под действием сильного отрицательно�
го отбора. Именно поэтому мы их наблюдаем в
живых организмах. Например, было показано,
что у D. pseudoobscura некоторые нонсенс�мута�
ции не приносят вреда организму благодаря ме�
ханизму альтернативного сплайсинга [55]. По�
хожая идея включения не во все изоформы эк�
зона с нонсенс�мутацией обсуждалась и была
показана на данных в нескольких работах на
D. melanogaster (например, [28, 81]), а также для
шимпанзе [84].

Гаплонедостаточность гена с нонсенсмутаци
ей. Важную роль играет и способность, либо от�
сутствие таковой, организма нормально функ�
ционировать при наличии всего одного вариан�
та аллеля без нонсенс�мутации. Например, для
β�талассемии было показано, что нонсенс�му�
тации в первом и втором экзоне в аллеле гена,
кодирующего β�глобин, даже при наличии вто�
рого аллеля без таковой мутации всё равно будут
приводить к развитию заболевания вследствие
гаплонедостаточности [88]. Существует множе�
ство похожих примеров и для других генов чело�
века, среди них, например, мутации в генах
WDR26 [89] и NFKB2 [90].

Уровень экспрессии гена с нонсенсмутацией в
различных тканях и на разных этапах развития
организма. Из�за того, что нонсенс�мутации
преимущественно отрицательно влияют на
приспособленность организма, можно было бы
ожидать, что гены, в которых они произошли и
в которых они наблюдаются у живых существ,
не будут критически жизненно важными, не бу�
дут экспрессироваться на ранних этапах эмбрио�

генеза и не будут экспрессироваться во всех тка�
нях. К таким выводам приходили при изучении
экспрессии генов с нонсенс�мутациями на пло�
довых мушках [45, 55]. В данных наблюдениях
исследователи исходят обычно из следующей
логики – если бы гены экспрессировались во
всех или почти всех тканях, то эффект от нон�
сенс�мутации был бы сильнее и, соответствен�
но, такие организмы обладали бы низкой при�
способленностью и изымались бы под действи�
ем отрицательного отбора ещё на стадии эмбри�
она или в раннем возрасте [45].

Данное ожидание является логичным, но в
значительной степени обобщающим, потому
как экспрессия во всех тканях не обязательно
связана с важностью функции гена, есть гены,
экспрессирующиеся во всех тканях и не жиз�
ненно важные. А есть те, которые экспрессиру�
ются в конкретной ткани в определённый мо�
мент времени и являются важными. Например,
известны гены, которые вызывают раннюю
смерть эмбрионов и экспрессируются специ�
фично в сердце [91]. Кроме того, важны и раз�
личные характеристики гена, например, воз�
можности компенсации его функции в случае
мутации в одном или обоих аллелях, и другие.

Некоторые из описанных общих предполо�
жений оказались верны – у мушек D. pseudoob3
scura гены, в которых содержатся нонсенс�мута�
ции, преимущественно экспрессируются не во
всех тканях [55]. Другое наблюдение было сде�
лано на данных D. melanogaster, для которой бы�
ло показано, что гены, несущие нонсенс�мута�
ции, реже экспрессируются и, как заявляют ав�
торы исследования, вовлечены в менее важные
биологические функции [28]. Реже экспресси�
руются не только гены, несущие нонсенс�мута�
ции у отдельного изучаемого вида, но это на�
блюдение распространяется и на ортологичные
гены – это было проверено и показано для
D. pseudoobscura и D. melanogaster [55], что даёт
возможность ожидать наличие некоторых
«кластеров» генов, в которых будут обнаружены
нонсенс�мутации у близких видов.

Перечисленные выше примеры описывают
основные характеристики, влияющие на пато�
генность нонсенс�мутаций, тем не менее суще�
ствуют и иные, например, наличие паралогов и
сходных по функциям генов, потенциально спо�
собных при определённых обстоятельствах дуб�
лировать ген с нонсенс�мутацией [92]; полипло�
идия, также потенциально позволяющая в неко�
торых случаях «подменять» аллель с нонсенс�
мутацией; «устойчивость» кодонов к мутации в
стоп�кодоны, когда превращение кодона в стоп�
кодон за один шаг, то есть одну мутацию, невоз�
можно [93, 94], и некоторые другие.
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МЕХАНИЗМЫ, ПОЗВОЛЯЮЩИЕ
НИВЕЛИРОВАТЬ ПАТОГЕННЫЙ
ЭФФЕКТ НОНСЕНСМУТАЦИЙ

Несмотря на то что нонсенс�мутации присут�
ствуют в генах живых организмов и есть гены,
оба аллеля которых несут такие мутации, не
всегда наблюдается их отрицательное влияние
на фенотип. Тому есть множество причин, неко�
торые из которых уже были перечислены в дан�
ном обзоре в разделе «Характеристики нонсенс�
мутаций, влияющие на их патогенность». Тем не
менее существуют более глобальные молекуляр�
ные механизмы, которые позволяют нивелиро�
вать патогенный эффект аллелей с нонсенс�му�
тациями, которые a priori являются патогенны�
ми. В данном разделе перечислены молекуляр�
ные механизмы, которые наиболее хорошо изу�
чены. Тем не менее есть вероятность, что не все
возможные пути избежать патогенного воздей�
ствия нонсенс�мутации наблюдались, и некото�
рые ещё предстоит обнаружить и изучить.

Генетическая компенсация. Не так давно был
обнаружен механизм генетической компенса�
ции (genetic compensation response, GCR), кото�
рый позволяет восполнять отсутствие трансли�
руемого белка с гена, в котором произошла нон�
сенс�мутация, и является эволюционно консер�
вативным для многоклеточных [95]. Для запуска
механизма генетической компенсации необхо�
димо наличие в клетке мРНК гена с нонсенс�
мутацией. Генетическую компенсацию могут
выполнять гены того же семейства, что и мутант�
ный ген [96, 97], при этом их нуклеотидные пос�
ледовательности должны быть схожи с мутант�
ным геном. В результате экспрессия данных ге�
нов�компенсаторов повышается, и в фенотипе
организма не проявляется ожидаемый эффект
от нонсенс�мутации.

Данный механизм активно изучается и вы�
сказываются предположения, что генетическая
компенсация может быть использована в лече�
нии заболеваний, вызываемых нонсенс�мутаци�
ями [96]. Подробнее о данном явлении можно
прочитать в обзорах [95, 97, 98]. Генетическая
компенсация тесно связана с нонсенс�опосре�
дованным распадом мРНК, который будет об�
суждаться далее.

Деградация мРНК, содержащей нонсенсму
тацию. Нонсенс�опосредованный распад мРНК
(nonsense�mediated mRNA decay, NMD) – про�
цесс, при котором транскрипты, содержащие в
себе нонсенс�мутацию, подвергаются деграда�
ции и, следовательно, не транслируются, и де�
фектный полипептид в клетке не присутствует.
Этот важный процесс известен для всех изучен�
ных эукариотических организмов [99], в том

числе и растений [100]. Мутации в генах, кото�
рые кодируют белки, необходимые для работы
NMD, у дрожжей и нематод не важны для жиз�
ни, но для плодовых мушек, мыши, рыбы да�
нио�рерио таковые мутации летальны [100].
Подробно о NMD рассказано в обзорах, посвя�
щенных самому процессу [99, 101–103], его взаи�
мосвязи с проявлением заболеваний у человека
[104–106], а NMD и некоторые другие схожие
механизмы (nonsense�associated alternative splic�
ing – нонсенс�ассоциированный альтернатив�
ный сплайсинг, nonsense�mediated translational
repression – нонсенс�опосредованная трансля�
ционная репрессия, nonsense�mediated transcrip�
tional gene silencing – нонсенс�опосредованное
подавление экспрессии генов) рассмотрены в
обзоре [107].

Насчёт эффективности NMD у человека све�
дения отличаются: так, известно, что либо око�
ло 10% [103], либо до 25% [108] или до 50% [34]
транскриптов, содержащих нонсенс�мутации,
подвергается данному процессу. Для дрожжей
S. cerevisiae тоже были указаны значения при�
мерно 10–15% [109]. Для A. thaliana были полу�
чены примерно похожие значения – 13% от чис�
ла генов, содержащих интроны (необходимые
для функционирования NMD) [110].

Как было показано в работе [34], где авторы
проанализировали все известные полиморфиз�
мы в кодирующих генах человека, чаще всего
подвергаются деградации через NMD тран�
скрипты мутантных генов, участвующих в фос�
форилировании, взаимодействии между клетка�
ми, передаче сигнала и транспорте. Для мутант�
ных генов, которые были рассмотрены как не
попадающие под NMD, подобного смещения
относительно участия в молекулярных процес�
сах не было отмечено. Авторы предполагают, что
видимо, для организма менее вредно совсем не
иметь таковых белков, чем иметь укороченные
их варианты, способные в данном случае при�
нести больше вреда. Стоит отметить, что в дан�
ном исследовании остаётся не совсем ясным,
почему именно гены, кодирующие белки с ука�
занными функциями, чаще подвергаются воз�
действию NMD. Год публикации (2008), общий
объём имеющихся на тот момент данных и то,
что влияние или отсутствие влияния NMD на
транскрипт предсказывалось, может заставить
усомниться в полученных результатах. С другой
стороны, подобных работ найти не получается, а
значит вопрос остаётся открытым и ждёт даль�
нейших исследований для своего ответа.

У растений, на примере A. thaliana, поломка
генов, кодирующих белки, которые участвуют в
работе NMD, влияет не только на то, что такие
транскрипты остаются не деградированными,
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но и на другие признаки [100, 111, 112], тем са�
мым демонстрируя и множество функций, кото�
рые несут данные гены, и сложность взаимосвя�
зей внутри организмов. Для плодовой мушки
D. melanogaster, рыбы Danio rerio, мыши такие
мутации летальны ещё на эмбриональной ста�
дии [100].

Об эффективности NMD для различных
клеток и тканей организма имеются противоре�
чивые сведения. Например, при исследовании
NMD в отдельных клетках было показано, что
ответ на этот процесс и деградация мРНК с нон�
сенс�мутацией в двух генах, кодирующих β�гло�
бины, в каждой из клеток отличается, то есть
спектр эффективности NMD широк и зависит
от множества деталей [113]. Подобное различие
в эффективности NMD было ранее показано
для разных тканей мышей [114]. Но совершенно
противоположные результаты были получены в
работе [115], где было показано, что во всех тка�
нях человека NMD работает примерно одинако�
во.

В уже описанном ранее примере изменения
окраски перьев у перепела C. japonica было пред�
положено, что на деградацию мРНК с нонсенс�
мутацией в гене PMEL может влиять NMD, так
как нет никаких ограничений для работы дан�
ного процесса, которые будут описаны далее в
обзоре – мутация находится в четвертом (не
последнем и не предпоследнем) экзоне [51].
С другой стороны, авторы не исключают, что
причина может быть ещё более простая – у ор�
ганизма может быть меньше меланоцитов, кото�
рые экспрессируют этот ген, как раз ввиду дан�
ной мутации.

Но у данного механизма есть свои ограниче�
ния, для которых, тем не менее, имеются и при�
меры�исключения. Основными ограничениями
считаются следующие: если преждевременный
стоп�кодон расположен либо в последнем экзо�
не, либо в предпоследнем экзоне менее чем за
50–55 нуклеотидов до его границы с интроном,
то NMD не срабатывает и в результате происхо�
дит трансляция мутантной мРНК [116]. С одной
стороны, как уже было отмечено выше (см. раз�
дел «Характеристики нонсенс�мутаций, влияю�
щие на их патогенность»), если нонсенс�мута�
ция располагается прямо перед терминирую�
щим стоп�кодоном или в двух�трёх позициях до
него, то отрицательный отбор на неё не воздей�
ствует. Поэтому в том, что NMD для них не ра�
ботает, нет проблемы – в белке не будет одного
или нескольких аминокислотных остатков на
конце, но его функция не пострадает. С другой
стороны, есть примеры, когда нонсенс�мутации
в последнем экзоне, будучи в гетерозиготном
состоянии, влияют на развитие у человека забо�

левания β�талассемии [88]. А у одной из пород
азиатских буйволов, которые стали альбиноса�
ми вследствие мутации в гене TYR, кодирующем
тирозинкиназу [48], по всей видимости, NMD
не работает. Причина этому заключается в том,
что мутация располагается в последнем экзоне,
а NMD в них, как прежде было отмечено, не
срабатывает.

Известны случаи, когда транскрипты с нон�
сенс�мутацией и в первом экзоне обходили
NMD (например, [117–119]), а разнообразные
способы избежать этот процесс для транскрипта
рассмотрены подробно в работе [120].

Чтение сквозь стопкодон. Так называемое
«чтение сквозь стоп�кодон» (stop codon
readthrough, stop codon suppression, либо transla�
tional readthrough) – это явление, при котором
стоп�кодон, в обсуждаемом случае – преждевре�
менный, распознаётся не как стоп�кодон, а как
кодирующий, и трансляция на нём не останав�
ливается, а продолжается в той же рамке считы�
вания. Данный процесс распространен не толь�
ко у вирусов и бактерий, но и у эукариот [121].
Так, у дрожжей S. cerevisiae UAA и UAG могут
кодировать серин и треонин, а UGA – тирозин
и фенилаланин [122]. При этом важную роль иг�
рает контекст – сам стоп�кодон и нуклеотиды
вокруг него [123, 124]. Например, кодон UGA (в
генетическом коде человека) наиболее вероятно
подвергается данному процессу при наличии
после него динуклеотида CU [125], следующий
за ним по «лёгкости» чтения сквозь стоп�ко�
дон – UAG, а затем – кодон UAA [121]. Также
для всех стоп�кодонов повышает вероятность
данного процесса наличие вторичных структур
после них [121].

Чтение сквозь стоп�кодон было обнаружено
у видов рода Drosophila для 283 генов [121]. При
этом, как было показано на D. melanogaster, эф�
фективность процесса зависит от стадии жиз�
ненного цикла особи и отличается между тканя�
ми. Наиболее эффективно и быстро чтение
сквозь стоп�кодон проходит у взрослых особей
[126]. Кроме того, стоп�кодоны, которые под�
вергаются данному процессу, можно обнару�
жить при анализе популяционных данных, по�
тому как они встречаются с частотой выше, чем
наблюдается для вредных мутаций, то есть выше
0,05 [27]. Например, частота таких кодонов бы�
ла выше 0,3 в североамериканской и замбийс�
кой популяциях плодовых мушек [81].

Имеются сведения о наличии данного меха�
низма обхода патогенного эффекта нонсенс�му�
таций и для нематоды C. elegans, и для различных
мушек рода Drosophila, и для человека [122]. А для
мушки Drosophila sechellia было показано [82], что
несмотря на нонсенс�мутацию в локусе Ir75a, ко�
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дирующем один из обонятельных рецепторов,
этот локус продолжает экспрессироваться благо�
даря механизму чтения сквозь стоп�кодон.

Одним из своеобразных вариантов чтения
сквозь стоп�кодон является определение стоп�
кодона как кодирующего селеноцистеин [127].
Селеноцистеиновая тРНК может интерпрети�
ровать кодон UGA как селеноцистеин, если в
3′�UTR имеется специальный мотив, так назы�
ваемый SECIS�элемент. Данный механизм был
показан для многих эукариот, например, для
видов рода Drosophila [122], млекопитающих,
птиц, рыб.

Были предприняты попытки, в том числе ус�
пешные, для того чтобы использовать данный
механизм в лечении пациентов, причина забо�
левания которых – нонсенс�мутация, напри�
мер, при миодистрофии Дюшенна или муковис�
цидозе [128]. Так, вещество аталурен использу�
ется в лечении миодистрофии Дюшенна [129].
Если рассматривать механизм его работы в са�
мом общем виде, то аталурен связывается с ри�
босомой и, по достижении мутантного стоп�ко�
дона, позволяет не останавливать трансляцию, а
использовать тРНК кодирующих аминокис�
лот – для UAA и UAG это тРНК для глутамина,
лизина и тирозина, а для UAG – тРНК трипто�
фана, аргинина и цистеина [130]. Также гента�
мицин используется в лечении одного из гипо�
трихозов у человека, вызванного нонсенс�мута�
цией в гене CDSN [131], а для лечения муковис�
цидоза проходит вторую фазу клинических ис�
пытаний вещество ELX02 [132]. Подробнее об
использовании данного метода в лечении забо�
леваний можно прочитать в обзорах (напри�
мер, [128, 133, 134]).

Многие авторы сходятся во мнении, что бла�
годаря наличию и NMD, и чтению сквозь стоп�
кодон достигается больший контроль за качест�
вом транслируемых транскриптов [126].

Методы геномного редактирования. Ещё од�
ним потенциальным способом избежать вред�
ного влияния нонсенс�мутаций может стать ме�
тод геномного редактирования CRISPR. Неко�
торые пациенты с диагностированным муко�
висцидозом являются гомозиготами по нон�
сенс�мутации в гене CFTR, либо же компаунд�
ными гетерозиготами. В работе [135] было пока�
зано, что использование метода CRISPR/

dCas13b позволяет редактировать мутантную
мРНК в различных клеточных линиях (IB3�1,
HeLa, FRT) и может быть хорошей альтернати�
вой, например, аталурену, который позволяет
осуществлять чтение сквозь стоп�кодон.

Нонсенс�мутации рассматривались на про�
тяжении долгого времени в качестве патоген�
ных, кардинально влияющих на организм и
приводящих к синтезу белков, лишённых пол�
ноценной функциональности. В настоящее вре�
мя нонсенс�мутации продолжают рассматри�
ваться научным сообществом преимущественно
в данном ключе, но появляется всё больше ин�
формации о том, что не всегда такие мутации
приводят к полной потере функции гена: влияет
и важность затрагиваемого мутацией гена для
организма, и расположение мутации по длине
гена, и статус гаплонедостаточности, и другие
варианты. Кроме того, существует множество
способов, которые позволяют клетке избежать
накопления дефектных полипептидов, либо же
дают возможность рибосоме не останавливаться
на нонсенс�мутации, а продолжить синтез бел�
ка, развивается и терапия заболеваний, вызван�
ных данными мутациями. При этом обсуждае�
мые характеристики нонсенс�мутаций, влияю�
щие на их проявление в фенотипе, а также моле�
кулярные механизмы, способные позволить из�
бежать проявления в фенотипе, взаимосвяза�
ны – и часто сразу несколько из них оказывают
сочетанное влияние. В данном обзоре подробно
освещаются перечисленные выше подходы к
пониманию характеристик и влияния нонсенс�
мутаций в геномах эукариот.
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NONSENSE MUTATIONS IN EUKARYOTES
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127051 Moscow, Russia; e3mail: nadezhdalpotapova@gmail.com

Nonsense mutations are a type of mutations which result in a premature termination codon occurrence. In general,
these mutations have been considered to be among the most harmful ones which lead to premature protein transla�
tion termination and result in shortened nonfunctional polypeptide. However, there is evidence that not all nonsense
mutations are harmful as well as some molecular mechanisms exist which allow to avoid pathogenic effects of these
mutations. This review addresses relevant information on nonsense mutations in eukaryotic genomes, characteristics
of these mutations and different molecular mechanisms preventing or mitigating harmful effects thereof.
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В исследовании на клетках линии Сaco�2 изучены механизмы регуляции белка�транспортёра Р�гликопро�
теина (Pgp) под действием оксида азота (NO). В качестве донора NO использовали S�нитрозоглутатион
(GSNO), который добавляли к клеткам в концентрациях 1, 10, 50, 100 и 500 мкМ и инкубировали в течение
3, 24 или 72 ч. Относительное количество Pgp анализировали методом вестерн�блот, активность – по транс�
порту его субстрата фексофенадина. В ходе исследования было показано, что кратковременное воздействие
GSNO в течение 3 ч в концентрации 500 мкМ вызывало в клетках линии Caco�2 повышение уровня перок�
синитрита, что снижало активность, но не относительное количество Pgp. Увеличение длительности экспо�
зиции до 24 ч повышало уровень и активность Pgp при концентрации GSNO 10 и 50 мкМ, увеличивало от�
носительное количество без роста активности при концентрации 100 мкМ и снижало содержание белка�
транспортёра при концентрации 500 мкМ. При длительности воздействия 72 ч GSNO в концентрации
10 мкМ повышал относительное количество и активность Pgp, а в концентрациях 100 и 500 мкМ снижал со�
держание белка�транспортёра. С помощью применения специфических ингибиторов было показано, что
повышение относительного количества Pgp при воздействии низких концентраций GSNO реализовалось
через NO�цГМФ�сигнальный путь, а при повышении концентрации GSNO, развитии нитрозативного
стресса – через Nrf2 и конститутивный андростановый рецептор.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Р�гликопротеин, АВСВ1�белок, оксид азота, гуанилатциклаза, клеточная линия
Сасо�2.
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МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ
БЕЛКА�ТРАНСПОРТЁРА Р�ГЛИКОПРОТЕИНА

ПОД ДЕЙСТВИЕМ ОКСИДА АЗОТА
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ВВЕДЕНИЕ

Р�гликопротеин (Pgp, ABCB1, MDR1) –
АТФ�зависимый белок�транспортёр, относя�
щийся к суперсемейству АВС�транспортёров и

обеспечивающий выведение субстратов из кле�
ток во внеклеточное пространство и биологи�
ческие жидкости. Pgp экспрессируется на апи�
кальной поверхности энтероцитов кишечника,
билиарной поверхности гепатоцитов, поверх�
ности почечного эпителия, обращенной в про�
свет канальцев, эндотелии гистогематических
барьеров, а также в опухолевых клетках [1]. Учи�
тывая указанную локализацию, принято счи�
тать, что основными функциями данного белка�
транспортёра являются: участие в фармакоки�
нетике (всасывании, распределении и выведе�
нии) лекарственных веществ и развитии резис�
тентности опухолей к химиотерапии [2].

Активность Pgp может изменяться под воз�
действием различных факторов и веществ. При
этом индукторы (рифампицин, карбамазепин)
повышают активность белка�транспортёра [3], а
ингибиторы (кетоконазол, верапамил) её сни�
жают [4].

Pgp обладает низкой субстратной специфич�
ностью, то есть его субстратами является широ�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : клетки линии Caco�2 –
клетки аденокарциномы ободочной кишки человека;
МТТ – 3�(4,5�диметилтиазол�2�ил)�2,5�дифенил�2Н�
тетразолий бромид; AEM1 – ингибитор транскрип�
ционного фактора Nrf2 (N�(1,3�бензодиоксол�5�
илметил)�5�(4�фторфенил)�тиено[2,3�d]пиримидин�4�
амин); CAR – конститутивный андростановый рецептор;
CINPA1 – ингибитор CAR (5�[(диэтиламино)ацетил]�
10,11�дигидро�5Н�дибензо[b,f]азепин�3�ил]этиловый
эфир карбаминовой кислоты); GSNO – S�нитрозо�
глутатион; NO – оксид азота (II); NOх – метаболиты
оксида азота; Nrf2 – транскрипционный фактор, NF�E2�
related factor 2; ODQ – ингибитор растворимой гуанил�
атциклазы (1H�[1,2,4]оксадиазоло�[4,3�а]хинокса�лин�1�
он); Papp – коэффициент кажущейся проницаемости
(apparent permeability coefficient); Pgp – P�глико�протеин;
PXR – прегнан Х рецептор; SNAP – S�нитрозо�N�ацетил�
пеницилламин.

* Адресат для корреспонденции.
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кий спектр лекарственных веществ: противо�
опухолевые препараты, новые пероральные ан�
тикоагулянты, сердечные гликозиды, блокато�
ры кальциевых каналов и т.д. [5]. Изменение ак�
тивности Pgp может повлиять на эффективность
и безопасность терапии данными веществами.

NO (оксид азота II) – сигнальная молекула,
обладающая разнообразными физиологически�
ми эффектами. В многочисленных исследова�
ниях было показано, что NO играет важную
роль в межклеточных коммуникациях, регуля�
ции сосудистого тонуса, синаптической плас�
тичности, в развитии воспаления и поврежде�
нии клеток [6].

Данные научной литературы показывают,
что NO также может влиять и на активность Pgp.
На изолированных мембранах клеток, содержа�
щих Pgp, донор NO пропиламин�пропиламина
ноноат (propylamine propylamine nonoate,
PPNO) в концентрациях 0,02–200 мкМ при дли�
тельности воздействия 30 мин снижал АТФаз�
ную активность Pgp. На клетках рака яичника
NCI/ADR�RES, обладающих множественной
лекарственной устойчивостью, PPNO в концен�
трациях 50, 100 и 200 мкМ и экспозиции 1 ч вы�
зывал увеличение накопления в клетках
субстрата Pgp адриамицина (Adriamycin), что
свидетельствует об ингибировании белка�транс�
портёра [7]. Аналогичные результаты были по�
лучены и с другим донором NO – [О2�(2,4�ди�
нитрофенил)�1�[(4�этоксикарбонил)�пипера�
зин�1ил]�диазен�1�иум�1–2�диолат] (JS�K) [8].

На клетках аденокарциномы ободочной
кишки человека Caco�2 было показано, что до�
нор NO S�нитрозо�N�ацетилпеницилламин
(SNAP) в концентрациях 0,1–5 мМ с длитель�
ностью воздействия 6 ч снижал накопление
циклоспорина А (субстрата Pgp) не менее чем
на 30% (р = 0,05), что свидетельствует о повыше�
нии активности белка�транспортёра. При кон�
центрации SNAP 1 мМ также отмечалось и по�
вышение количества Pgp, оценённое методом
вестерн�блот [9].

На клеточной линии GPNT, представляю�
щей собой иммортализованную линию эндоте�
лиальных клеток головного мозга крысы, было
выявлено, что донор NO SNAP в концентрации
1 мМ повышал уровни мРНК генов mdr1a
и mdr1b, кодирующих Pgp у грызунов, а также
количество самого белка через 24 ч воздей�
ствия [10].

В исследовании на клетках линии Caco�2
было выявлено, что нитропруссид натрия – до�
нор NO, в концентрациях 0,1 или 2 ммоль/литр
при краткосрочном воздействии (4 ч) снижал
активность и количество Pgp, а 24�часовая экс�
позиция, напротив, повышала активность и ко�

личество белка�транспортёра. В данном иссле�
довании также было высказано предположение,
что повышение активности Pgp (количество при
этом не оценивалось) связано с влиянием NO на
протеинкиназу С (PKC), фосфоинозитид�3�ки�
назу/протеинкиназу В (PI3K/Akt), митоген�ак�
тивируемую протеинкиназу p38 (p38 MAPK)
[11].

Таким образом, на данный момент получен�
ные результаты о влиянии NO на количество и
активность Pgp носят противоречивый характер
и механизм данного влияния не установлен, что
и послужило целью настоящего исследования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток. Исследование вы�
полнено на линии клеток аденокарциномы обо�
дочной кишки человека Caco�2 (ЦКП «Коллек�
ция культур клеток позвоночных», Санкт�Пе�
тербург, Россия). Клетки культивировали при
37 °С, в атмосфере 5% CO2 в инкубаторе WS�
189C («World Science», Корея), в модифициро�
ванной по способу Дульбекко среде Игла
(DMEM) с высоким содержанием глюкозы
(4500 мг/л), с добавлением L�глутамина (4 мМ),
15% эмбриональной бычьей сыворотки,
100 Ед./мл и 100 мкг/мл пенициллина и стреп�
томицина (все составляющие производства
«Sigma�Aldrich», Германия) соответственно.
Клетки культивировали в течение 21 сут., по�
скольку при данном сроке происходит их спон�
танная дифференцировка в энтероцитоподоб�
ные клетки, гиперэкспрессирующие Pgp [12].

В качестве донора NO использовали S�нит�
розоглутатион (GSNO, «Sigma Aldrich»), кото�
рый добавляли к клеткам до получения конеч�
ной концентрации 1, 10, 50, 100 и 500 мкМ и ин�
кубировали в течение 3, 24 или 72 ч (n = 3 для
каждой концентрации и временной точки).
К контрольным клеткам в эквивалентном объё�
ме прибавляли воду для инъекций (раствори�
тель GSNO).

При оценке механизма индукции Pgp под
действием GSNO в питательную среду за 30 мин
до добавления донора NO вносили: ингибитор
растворимой гуанилатциклазы – 1H�[1,2,4]ок�
садиазоло�[4,3�а]хиноксалин�1�он (ODQ,
«Sigma Aldrich») в концентрации 10 мкМ [13],
ингибитор ядерного фактора эритроидного про�
исхождения 2 (Nrf2) – N�(1,3�бензодиоксол�5�
илметил)�5�(4�фторфенил)�тиено[2,3�d]пири�
мидин�4�амин (AEM1, «Sigma Aldrich», Герма�
ния) в концентрации 5 мкМ [14], ингибитор
прегнан Х рецептора (PXR) – кетоконазол,
10 мкМ («Sigma Aldrich») [15], ингибитор конс�
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титутивного андростанового рецептора (CAR) –
5�[(диэтиламино)ацетил]�10,11�дигидро�5Н�
дибензо[b,f]азепин�3�ил]этиловый эфир карба�
миновой кислоты (CINPA 1, «TOCRIS», Вели�
кобритания) в концентрации 10 мкМ [16].
GSNO использовался в концентрациях, кото�
рые вызывали повышение относительного ко�
личества Pgp.

Для исследования цитотоксичности GSNO
клетки высевали в 96�луночный планшет
(«Сorning», США); для изучения влияния GSNO
на относительное количество Pgp, концентра�
цию метаболитов оксида азота (суммарная кон�
центрация нитратов и нитритов, NOх), перок�
синитрита и битирозина клетки культивировали
в 6�луночных планшетах («Сorning»), а для
оценки действия донора NO на активность
Pgp – в специальной трансвелл�системе (12 mm
Transwell® with 0,4 μm Pore Polycarbonate
Membrane Insert, Sterile, «Сorning») [17].

Цитотоксический тест (МТТ�тест). Клетки
засевали в 96�луночный планшет из расчета
104 клеток на каждую лунку и культивировали в
течение 21 сут., затем добавляли питательную
среду с GSNO. После окончания инкубации в
каждую лунку добавляли по 20 мкл 0,5%�ного
раствора 3�(4,5�диметилтиазол�2�ил)�2,5�дифе�
нил�2Н�тетразолий бромида (МТТ) и инкуби�
ровали в течение 2 ч, затем раствор МТТ удаля�
ли и добавляли 200 мкл 1%�ного раствора диме�
тилсульфоксида («ПанЭко», Россия) [18]. По�
глощение измеряли через 10 мин при 530 нм на
спектрофотометре для планшетов Stat Fax 2100
(«Awareness Technology», США).

Жизнеспособность клеток Сасо�2 в присут�
ствии GSNO рассчитывали по формуле: 

, (1)

где ОП – оптическая плотность.
Получение тотальных клеточных лизатов.

После окончания экспозиции с GSNO клетки
снимали с лунок 6�луночных планшетов раство�
ром трипсин�ЭДТА (0,25% трипсина и 0,2% ЭДТА,
«Sigma�Aldrich»), трижды промывали раствором
фосфатного буфера («BioRad», США) и лизиро�
вали в NP40 Cell Lysis Buffer Thermo («Thermo
Fisher Scientific», США) c добавлением смеси
ингибиторов протеиназ: 2 мМ (4�(2 аминоэтил�
бензенсульфонил флуорида гидрохлорида
(AEBSF), 0,3 мкМ апротинина, 130 мкМ беста�
тина, 1 мМ ЭДТА, 14 мкМ транс�эпоксисукци�
нил�L�лейциламидо(4гуанидино)бутана (Е�64),
1 мкМ лейпептина, («Sigma�Aldrich») в течение
30 мин при +4 °С и постоянном перемешивании
из расчета 107 клеток на 100 мкл буфера. Полу�

ченный лизат центрифугировали при
5000 g (CM�50, «Eppendorf», Германия). Супер�
натант использовали для выполнения биохими�
ческих анализов.

Количество белка в пробах анализировали
методом Бредфорда (Pierce Coomassie Plus
(Bradford) Assay Kit, «Thermo Fisher
Scientific») [19].

Определение относительного количества Pgp в
клетках линии Сасо�2 проводили методом вес�
терн�блот. 20 мкг белков супернатанта подверга�
ли электрофорезу с использованием 7,5%�ного
TGX Stain�Free FastCast Acrylamide Kit («Bio�Rad»,
США) в буферной системе Laemmli («BioRad»).
Образцы смешивали с буфером Laemmli («Bio�
Rad»), содержащим 50 мМ β�меркаптоэтанола
(«Bio�Rad») в соотношении 1 : 3, инкубировали
10 мин при температуре 70 °C. Гели прогоняли
при 100 В в течение 90 мин.

Белки переносили на нитроцеллюлозную
мембрану «Trans�Blot Turbo Mini�Size nitrocellu�
lose» («Bio�Rad») с использованием Mini Trans�
Blot («Bio�Rad») в течение 10 мин при 25 В и 1,3 А.

Белки на мембране блокировали 1%�ным
раствором Casein Blocker («Bio�Rad»), содержа�
щим 0,1% (v/v) Tween 20 («Sigma�Aldrich»), при
инкубации в течение 1 ч и комнатной темпера�
туре.

Детекцию белка Pgp проводили с использо�
ванием первичных мышиных моноклональных
антител (P�Glycoprotein Antibody MA5�13854,
«Invitrogen», США) в разведении 1 : 200 в блоки�
рующем растворе Casein blocker («Bio�Rad») в
течение 2 ч при 37 °C. Визуализацию первичных
антител осуществляли с использованием вто�
ричных кроличьих антител (Rabbit�anti�Mouse
IgG (H + L) Secondary Antibody, HRP,
«Invitrogen») в разведении 1 : 4000 и инкубацией
в течение 1 ч при комнатной температуре. Хеми�
люминесценцию фиксировали с помощью
ChemiDocXRS+ («Bio�Rad»). Интенсивность
полученных полос (бэндов) анализировали ден�
ситометрически с помощью программного
обеспечения ImageLab («Bio�Rad»).

Молекулярная масса Pgp была подтверждена
путём сравнения с маркёрами молекулярной
массы (Precision plus protein standards Dual Color,
«Bio�Rad»).

Содержание Pgp оценивали относительно
уровня белка домашнего хозяйства GAPDH
(первичные антитела GAPDH Loading Control
Monoclonal Antibody (GA1R), DyLight 68
(«Invitrogen»), разведение 1 : 1000, вторичные
антитела – вторичные кроличьи антитела к пер�
вичным антителам GAPDH – Rabbit�anti�Mouse
IgG (H+L) Secondary Antibody, HRP
(«Invitrogen»), разведение 1 : 4000).
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Определение концентрации битирозина. Об�
разование битирозина регистрировали по ин�
тенсивности флуоресценции в фосфатном бу�
фере (рН 7,4) при длине волны возбуждения
(λExt) 325 нм и длине волны испускания
(λEm) 415 нм на спектрофлуориметре Shimadzu
RF�6000 («Shimadzu Corporation», Япония)
[20].

Определение концентрации пероксинитрита.
Уровень пероксинитрита анализировали по ин�
тенсивности светопоглощения при 302 нм (СФ
2000, «ОКБ Спектр», Россия). Концентрацию
рассчитывали с использованием молярного ко�
эффициента 1670 М–1 × см–1 [21].

Определение уровня метаболитов оксида азота
(суммарная концентрация нитратов и нитри�
тов NOх) проводили спектрофотометрическим
методом по окраске в реакции диазотирования
нитритом сульфаниламида, входящего в состав
реактива Грисса («Нева Реактив», Россия). Ин�
тенсивность окраски определяли в видимой об�
ласти спектра на микропланшетном анализато�
ре Stat Fax 2100 («Awareness Technology», США)
при длине волны 540 нм [22].

Концентрацию битирозина, пероксинитри�
та и NOх выражали в нмоль на мг белка.

Оценка активности Pgp. Активность Pgp оце�
нивали по транспорту субстрата белка�транс�
портёра Н1�гистаминолитика – фексофенадина
(«Sigma�Aldrich») через монослой клеток ли�
нии Caco�2 в специальных трансвелл�систе�
мах [23].

Трансвелл�система представлена двумя ка�
мерами: апикальной и базолатеральной. Дно
апикальной камеры является полупроницаемой
мембраной, на которую высевали клетки линии
Caco�2 с плотностью 105/см2 и культивировали в
течение 21 сут.

Целостность клеточного монослоя оценива�
ли по величине трансэпителиального сопротив�
ления, которое определяли с помощью вольт�
метра Millicell ERS�2 («Millipore», США). При
его значении выше 500 мОм × см2 к клеткам до�
бавляли тестируемые концентрации GSNO в
питательной среде. После окончания инкуба�
ции питательную среду заменяли на транспорт�
ную среду, представляющую собой раствор
Хэнкса («Sigma�Aldrich») с 25 мМ Hepes
(«Sigma�Aldrich») и 1% диметилсульфоксида.
Затем добавляли субстрат Pgp – фексофенадин,
в базолатеральную камеру в концентрации
150 мкМ [24]. Через 1, 2 и 3 ч забирали образцы
из апикальной камеры�реципиента для опреде�
ления концентрации субстрата (b–a�транспорт,
обусловленный работой транспортёра).

Транспорт фексофенадина рассчитывали по
формуле, предложенной Elsby et al. [25]:

,                (2)

где Рарр – коэффициент кажущейся проницае�
мости (apparent permeability coefficient, см/с),
dQ/dt – изменение количества субстрата в каме�
ре реципиенте за время инкубации (мкМ × мл/с),
A – площадь полупроницаемой мембраны лунки
в трансвелл�системе (см2), C0 – начальная кон�
центрация субстрата в камере�доноре (мкМ).

Концентрации фексофенадина в транспорт�
ной среде определяли методом высокоэффек�
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с
УФ�детектированием при длине волны 220 нм.
Исследование выполняли на хроматографе
«Стайер» («Аквилон», Россия) по оригинальной
методике [26]. Полученную пробу транспорт�
ной среды (50 мкл), содержащую фексофена�
дин, разводили в 150 мкл подвижной фазы, и
100 мкл полученного раствора вводили в хрома�
тограф.

При анализе использовали хроматографи�
ческую колонку Phenomenex Synergi 4u Polar�
RP 80A (250 × 4,6) («Phenomenex», США) с зер�
нением 4 мкм. Температура разделения – 45 °С.
Скорость потока – 1 мл/мин. Состав подвиж�
ной фазы: 128 мл ацетонитрила, 267,4 мл деио�
низированной воды, 6,33 мл ледяной уксусной
кислоты, с добавлением триэтиламина до pH 6,7
(все составляющие производства «PanReac
AppliChem», Испания). Время удерживания
фексофенадина в данных условиях составляло
12,8 мин. Количественное определение прово�
дили методом абсолютной калибровки по пло�
щади пиков. Аналитический диапазон методики
составлял 1,2–57,4 мкМ.

Статистический анализ. Полученные резуль�
таты анализировали с помощью программ
«StatSoft Statistica 13.0» и Microsoft Excel. Резуль�
таты представлены в виде среднего значе�
ния ± стандартное отклонение (M ± SD). Для
оценки статистической значимости различий
использовали дисперсионный анализ (ANOVA),
попарные сравнения выполняли с помощью
критерия Ньюмена–Кейлса. Статистически
значимыми считали различия при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Развитие нитрозативного стресса под действи�
ем GSNO в клетках линии Caco�2. Уровень мета�
болитов оксида азота возрастал при всех концен�
трациях GSNO (1–500 мкМ) и всех сроках экс�
перимента, максимально – при концентрации
500 мкМ: на 51,8% (р = 0,0002) при инкубации
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3 ч; на 58,9% (р = 0,0002) при инкубации 24 ч и
на 68,5% (р = 0,0002) при инкубации 72 ч
(рис. 1).

Выраженность нитрозативного стресса оце�
нивали по уровню битирозина и пероксинитри�
та (рис. 2). Концентрация битирозина не изме�
нялась при воздействии GSNO в концентрациях
1–500 мкМ в течение 3 ч, а также при концен�
трации 1 мкМ и длительности экспозиции 24 и
72 ч по сравнению с контролем.

Содержание битирозина статистически зна�
чимо возрастало при действии GSNO в концен�
трациях 10–500 мкМ и сроках инкубации 24
и 72 ч. При концентрации 10 мкМ увеличение
отмечалось на 18,3% (р = 0,006) и 30,3%
(р = 0,001); при 50 мкМ – на 22,1% (р = 0,003)
и 27,3% (р = 0,007), при 100 мкМ – на 29,4%
(р = 0,001) и 32,6% (р = 0,005) по сравнению с
контролем соответственно. При этом макси�
мальное возрастание уровня битирозина отме�
чалось при концентрации 500 мкМ – на 34,9%
(р = 0,0002) при инкубации 24 ч и на 38,3%
(р = 0,0003) при инкубации 72 ч (рис. 2, а).

При длительности эксперимента 3 и 24 ч и
концентрации GSNO 100 мкМ содержание пе�
роксинитрита увеличивалось на 68,1% (р = 0,001)
и 92,6% (р = 0,0002) по сравнению с контролем, а

при концентрации 500 мкМ – на 34,0% (р = 0,01)
и 53,6% (р = 0,001) соответственно.

При увеличении длительности экспозиции
до 72 ч содержание пероксинитрита возрастало
при концентрациях GSNO 1–500 мкМ, макси�
мально – на 84,4% (р = 0,0002) при концентра�
ции 500 мкМ (рис. 2, б).

Цитотоксическое действие GSNO оценива�
лось по результатам МТТ�теста. В контрольной
группе жизнеспособность клеток состави�
ла 100%. GSNO в концентрациях 1–500 мкМ и
длительности инкубации 3 ч достоверно не вли�
ял на жизнеспособность клеток. Данный пока�
затель составил в среднем 102,4 ± 5,6%. При
воздействии GSNO в концентрациях 1–50 мкМ
и длительности экспозиции 24 ч жизнеспособ�
ность клеток также не изменялась, а при концен�
трациях 100 и 500 мкМ – снижалась до
79,9 ± 6,7% (р = 0,02) и 78,8 ± 7,2% (р = 0,03) со�
ответственно. Увеличение длительности экспо�
зиции до 72 ч приводило к снижению жизне�
способности клеток до 68,4 ± 11,4% (р =
0,0004), 69,5 ± 6,1% (р = 0,0004) и 50,9 ± 7,5%
(р = 0,0003) при концентрации GSNO 50, 100
и 500 мкМ соответственно и не влияло на дан�
ный показатель при концентрациях GSNO
1–10 мкМ (рис. 3).

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  4  2022

527

Рис. 1. Изменение концентрации метаболитов оксида азота (NOх, М ± SD, n = 3) при воздействии S�нитрозоглутатиона
в течение 3 (1), 24 (2) и 72 (3) ч. Определение метаболитов оксида азота проводили в лизате клеток линии Сасо�2 фото�
метрическим методом. * р < 0,05 (достоверное отличие от контроля)
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Таким образом, полученные данные свиде�
тельствуют о том, что GSNO является доно�
ром NO, причём концентрации 100 и 500 мкМ с
длительностью экспозиции 24 ч и 50, 100,

500 мкМ с длительностью воздействия 72 ч
вызывают развитие нитрозативного стресса и
являются токсичными для клеток линии
Caco�2.
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Рис. 2. Изменение показателей нитрозативного стресса: а – битирозина (М ± SD, n = 3), б – пероксинитрита (М ± SD,
n = 3) при воздействии S�нитрозоглутатиона в течение 3 (1), 24 (2) и 72 (3) ч. Определение битирозина проводили в лиза�
те клеток линии Сасо�2 флуориметрическим методом. Определение пероксинитрита проводили в лизате клеток линии
Сасо�2 фотометрическим методом. * р < 0,05 (достоверное отличие от контроля)
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Влияние GSNO на относительное количест�
во Pgp в клетках линии Caco�2. При воздействии
GSNO во всех изученных концентрациях на
клетки линии Сaco�2 в течение 3 ч относитель�
ное количество Pgp достоверно по сравнению с
контролем не изменялось (рис. 4, а).

При увеличении длительности эксперимен�
та до 24 ч относительное количество Pgp увели�
чивалось при концентрациях GSNO 10, 50
и 100 мкМ на 46,2% (p = 0,01), 38,1% (p = 0,02)
и 25,8% (p = 0,045) соответственно по сравне�
нию с контролем. При повышении концентра�
ции GSNO до 500 мкМ отмечалось снижение
уровня Pgp на 54,9% (p = 0,002) (рис. 4, б).

При длительности воздействия 72 ч GSNO в
концентрации 10 мкМ повышал относительное
количество Pgp на 23,1% (р = 0,0002), в концен�
трациях 1 и 50 мкМ – не влиял на его уровень, а
в концентрациях 100 и 500 мкМ – вызывал его
снижение на 37,0% (р = 0,0002) и 47,1%
(р = 0,0002) соответственно (рис. 4, в).

Влияние GSNO на активность Pgp в клетках
линии Caco�2. Активность Pgp оценивали по
транспорту его маркёрного субстрата через мо�
нослой клеток Caco�2.

GSNO при воздействии в течение 3 ч в кон�
центрациях 1–100 мкМ достоверно не влиял на
активность Pgp, а в концентрации 500 мкМ –
вызывал её уменьшение, о чем свидетельствует
снижение коэффициента кажущейся проницае�
мости Papp b–a фексофенадина на 30,4%
(р = 0,05) по сравнению с контролем.

При длительности эксперимента 24 ч
GSNO в концентрациях 10 и 50 мкМ повышал
коэффициент кажущейся проницаемости Papp
b–a фексофенадина на 429,4% (p = 0,0009)
и 266,9% (p = 0,02) соответственно по сравне�
нию с показателями контроля (таблица). Дан�
ные результаты свидетельствуют о повышении
активности Pgp. Увеличение концентра�
ции GSNO до 100 и 500 мкМ приводило к нор�
мализации коэффициента кажущейся проница�
емости Papp b–a фексофенадина (он достоверно
не отличался от значений контроля) (таблица).

Инкубация клеток линии Caco�2 с GSNO в
течение 72 ч приводила к повышению коэффи�
циента кажущейся проницаемости Papp b–a
фексофенадина при концентрации донора ок�
сида азота 10 мкМ на 138,9% (p = 0,014) по срав�
нению со значением контроля, а в остальных
концентрациях достоверного эффекта не оказы�
вала.

Изучение механизмов повышения относитель�
ного количества Pgp под действием GSNO. Для
изучения механизмов повышения содержания
Pgp под действием GSNO выполнены экспери�
менты с ингибитором растворимой гуанилат�
циклазы – ODQ, ингибитором транскрипцион�
ного фактора Nrf2 – AEM1, с ингибиторами
транскрипционных факторов PXR – кетокона�
золом и CAR – CINPA1, стимулирующих
экспрессию гена MDR1, кодирующего Pgp.

Ингибитор растворимой гуанилатцикла�
зы ODQ при совместном инкубировании с
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Рис. 3. Жизнеспособность клеток линии Сасо�2 (%) в зависимости от концентрации S�нитрозоглутатиона при инкубации
3 (1), 24 (2) и 72 (3) ч. Определение жизнеспособности клеток проводили по МТТ�тесту (n = 3). * р < 0,05 (достоверное от�
личие от контроля)
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GSNO в течение 24 ч предотвращал повышение
относительного количества Pgp при концентра�
ции донора NO 10–50 мкМ и не оказывал влия�
ния при концентрации GSNO 100 мкМ
(рис. 5, а), относительное количество Pgp пре�
вышало показатели контроля на 24,9%,
(р = 0,03).

При длительности эксперимента 72 ч ODQ
также предотвращал повышение уровня Pgp при
концентрации GSNO 10 мкМ, данный показа�
тель не отличался от значений контро�
ля (рис. 5, б).

Ингибитор Nrf2 – AEM1, не оказывал влия�
ния на уровень Pgp при воздействии GSNO в
концентрации 10 мкМ и экспозиции
24 ч (рис. 6, а) и 72 ч (рис. 6, б), относительное
количество Pgp превышало показатели контро�
ля на 41,5% (р = 0,001) и 19,5% (р = 0,0004) соот�
ветственно.

В то же время AEM1 предотвращал повыше�
ние относительного количества Pgp при воздей�
ствии GSNO в концентрациях 50 и 100 мкМ и
длительности инкубации 24 ч (рис. 6, а).

Кетоконазол – ингибитор PXR, не предот�
вращал повышения относительного количества
Pgp под действием GSNO во всех концентраци�
ях и длительности инкубации 24 ч (рис. 7, а) и
72 ч (рис. 7, б). Так, относительное количество
Pgp при воздействии GSNO в концентрации 10,
50 и 100 мкМ при инкубации 24 ч возрастало
на 17,5% (р = 0,02), 22,9% (р = 0,009) и 25,6%
(р = 0,008) соответственно относительно значе�
ний контроля и на 22,9% – при инкубации 72 ч
и концентрации GSNO 10 мкМ (р = 0,03).

CINPA1 – ингибитор CAR, не влиял на из�
менение относительного количества Pgp при
воздействии GSNO в концентрациях
50–100 мкМ в течение 24 ч, которое превышало
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Рис. 4. Относительное количество P�гликопротеина в клетках линии Сасо�2 при воздействии S�нитрозоглутатиона в те�
чение 3 (а), 24 (б) и 72 (в) ч (M ± SD, n = 3). Относительное количество Pgp определяли методом вестерн�блот с последу�
ющим денситометрическим анализом с помощью программного обеспечения ImageLab. 1 – контроль, 2–6 – S�нитрозо�
глутатион в концентрациях 1, 10, 50, 100 и 500 мкМ; * р < 0,05 (достоверное отличие от контроля)
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значения контроля на 23,6% (р = 0,03)
и на 25,4% (р = 0,03) соответственно (рис. 8, а).
При концентрации GSNO 10 мкМ и экспози�
ции 24 и 72 ч CINPA1 предотвращал повышение
уровня Pgp (рис. 8, а и б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ходе настоящего исследования оценива�
лось влияние NO на функционирование белка�
транспортёра Pgp. В качестве источника NO ис�
пользовали GSNO, который представляет собой
S�нитрозированное производное глутатиона и
считается важным медиатором последующих
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Влияние GSNO на активность Pgp (Papp b–a, ×10–6 см/с
фексофенадина) в клетках линии Caco�2 (M ± SD, n = 3)

Papp b–a, ×10–6 см/с фексофенадинаСерии
эксперимента

Контроль

1 мкМ GSNO

10 мкМ GSNO

50 мкМ GSNO

100 мкМ GSNO 

500 мкМ GSNO

3 ч

1,25 ± 0,12

0,98 ± 0,27

1,19 ± 2,24

1,27 ± 0,23

0,98 ± 0,15

0,87 ± 0,22*

24 ч

1,09 ± 0,08

1,77 ± 0,38

5,77 ± 0,69*

4,00 ± 0,21*

2,43 ± 1,64

2,55 ± 1,53

72 ч

1,18 ± 0,66

1,07 ± 0,13

2,82 ± 0,91*

2,24 ± 0,48

1,50 ± 0,20

1,30 ± 0,19

Примечание: * p ≤ 0,05 по сравнению с контролем (крите�
рий Ньюмена–Кейлса).

Рис. 5. Относительное количество P�гликопротеина в клетках линии Сасо�2 при воздействии S�нитрозоглутатиона в со�
четании с ингибированием растворимой гуанилатциклазы (ODQ, 10 мкМ) в течение 24 (а) и 72 (б) ч. Относительное ко�
личество Pgp определяли методом вестерн�блот с последующим денситометрическим анализом с использованием прог�
раммного обеспечения ImageLab. 1 – контроль (без добавления тестируемых веществ), 2, 3 и 4 – S�нитрозоглутатион в
концентрациях 10, 50 и 100 мкМ соответственно в сочетании с ODQ в концентрации 10 мкМ; * р < 0,05 (достоверное от�
личие от контроля)
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сигнальных эффектов оксида азота [27]. Сам
GSNO напрямую в клетки не проникает, однако
его добавление в культуральную среду вызывает
повышение внутриклеточных уровней S�нитро�
зотиолов. Предполагается, что GSNO разлагает�
ся во внеклеточном пространстве с высвобожде�
нием NO, который затем может диффундиро�
вать через клеточную мембрану и нитрозилиро�
вать белки�мишени [28].

Кроме того, описан NO�независимый меха�
низм проникновения GSNO внутрь клеток. При
этом нитрозогруппа от GSNO переносится на
другую тиолсодержащую аминокислоту – цис�

теин. Образующийся в ходе данной реакции
S�нитрозо�1�цистеин проникает внутрь клеток
через систему транспортёра аминокислот [29].
S�нитрозо�1�цистеин внутри клеток может либо
нитрозилировать глутатион с образованием
GSNO, либо непосредственно взаимодейство�
вать с сульфгидрильными группами белков и за�
пускать сигнальные каскады.

Нами было показано, что добавление GSNO
к клеткам линии Caco�2 вызывает повышение
содержания метаболитов оксида азота в лизате
клеток, что свидетельствует об адекватности ис�
пользуемой модели.
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Рис. 6. Относительное количество P�гликопротеина в клетках линии Сасо�2 при воздействии нитрозоглутатиона в соче�
тании с ингибированием транскрипционного фактора Nrf2 (AEM1, 5 мкМ) в течение 24 (а) и 72 (б) ч. Относительное ко�
личество Pgp определяли методом вестерн�блот с последующим денситометрическим анализом с использованием прог�
раммного обеспечения ImageLab. 1 – контроль (без добавления тестируемых веществ), 2, 3 и 4 – S�нитрозоглутатион в
концентрациях 10, 50 и 100 мкМ соответственно в сочетании с AEM1 в концентрации 5 мкМ; * р < 0,05 (достоверное от�
личие от контроля)
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Концентрации GSNO 1–10 мкМ оказались
безопасными для клеток, в то время как 100
и 500 мкМ при длительности экспозиции 24 ч и
50, 100, 500 мкМ при экспозиции 72 ч снижали
выживаемость клеток, определяемую в ходе
МТТ�теста.

Токсическое действие GSNO может быть
связано с образованием пероксинитрита в ре�
зультате реакции между оксидом азота и супер�
оксидным анион�радикалом (О�

2 ), что было по�
казано в данном исследовании. Пероксинитрит,
взаимодействуя с биомакромолекулами, может
вызывать их повреждение и развитие нитроза�
тивного стресса [30], что подтверждалось увели�
чением уровня битирозина. В условиях действия

активных форм азота (АФА) нитрозилирование
тирозина представляет собой наиболее специ�
фичную окислительную модификацию. Нитро�
тирозин частично диссоциирует до фенолята, но
основное его количество конденсируется до 3,3�
дитирозина (битирозина) [31]. Доказано, что
образование битирозина превалирует над нит�
ротирозином при длительном воздействии
и/или более высоком уровне АФА, что позволя�
ет рассматривать его в качестве маркёра нитро�
зативного стресса [32].

Относительное количество и активность Pgp
под действием донора NO изменялись следую�
щим образом. При воздействии GSNO на клет�
ки линии Caco�2 в течение 3 ч относительное
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Рис. 7. Относительное количество P�гликопротеина в клетках линии Сасо�2 при воздействии S�нитрозоглутатиона в со�
четании с ингибированием прегнан Х рецептора (кетоконазол, 10 мкМ) в течение 24 (а) и 72 (б) ч. Относительное коли�
чество Pgp определяли методом вестерн�блот с последующим денситометрическим анализом с использованием програм�
много обеспечения ImageLab. 1 – контроль (без добавления тестируемых веществ), 2, 3 и 4 – S�нитрозоглутатион в кон�
центрациях 10, 50 и 100 мкМ соответственно в сочетании с кетоконазолом в концентрации 10 мкМ; * р < 0,05 (достовер�
ное отличие от контроля)
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количество Pgp достоверно не изменялось, од�
нако в то же время отмечалось снижение его ак�
тивности. Полученные результаты согласуются
с данными литературы, в которых установлено,
что NO может снижать АТФазную активность
Pgp [7], что, в свою очередь, приводит к сниже�
нию транспортной функции данного белка.

При повышении длительности эксперимен�
та до 24 ч относительное количество и актив�
ность Pgp увеличивались при концентрациях
GSNO 10 и 50 мкМ, при концентрации 100 мкМ
рос уровень белка�транспортёра, но активность
не изменялась, а при повышении концентрации

GSNO до 500 мкМ отмечалось снижение содер�
жания Pgp.

При длительности воздействия 72 ч GSNO в
концентрации 10 мкМ повышал относительное
количество и активность Pgp, а в концентрациях
100 и 500 мкМ он вызывал снижение уровня
белка�транспортёра. Уменьшение относитель�
ного количества Pgp наблюдалось при макси�
мальных концентрациях GSNO и совпадало с
максимальной степенью выраженности нитро�
зативного стресса, поэтому можно предполо�
жить, что снижение уровня белка�транспортёра
связано с повреждением его молекулы. Сниже�
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Рис. 8. Относительное количество P�гликопротеина в клетках линии Сасо�2 при воздействии S�нитрозоглутатиона в со�
четании с ингибированием конститутивного андростанового рецептора (CINPA1, 10 мкМ) в течение 24 (а) и 72 (б) ч. От�
носительное количество Pgp определяли методом вестерн�блот с последующим денситометрическим анализом с исполь�
зованием программного обеспечения ImageLab. 1 – контроль (без добавления тестируемых веществ), 2, 3 и 4 – S�нитро�
зоглутатион в концентрациях 10, 50 и 100 мкМ соответственно в сочетании с CINPA1 в концентрации 10 мкМ; * р < 0,05
(достоверное отличие от контроля)
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ние относительного количества Pgp, в свою оче�
редь, приводило к уменьшению его активности.
Помимо этого, активность Pgp может снижаться
в результате нитрозилирования его молекулы по
тиоловым группам в остатках цистеина. Указан�
ные реакции обычно протекают при повыше�
нии концентрации NO выше физиологичес�
ких [33]. По данным литературы, молекула Pgp
богата SH�группами [34].

На заключительном этапе исследования бы�
ли изучены механизмы повышения относитель�
ного количества и активности Pgp под действи�
ем NO.

На настоящий момент описаны следующие
механизмы регуляции функционирования Pgp:
изменение экспрессии гена MDR1, кодирующе�
го белок�транспортёр, посредством влияния на
его промотор; полиморфизм гена MDR1; увели�
чение дозы гена – амплификация участка гено�
ма, содержащего ген MDR1; стабилизация
мРНК гена MDR1; влияние микроРНК на
экспрессию Pgp; передача Pgp между клетками;
изменение активности синтезированного бел�
ка�транспортёра; влияние на гидролиз АТФ; из�
менение свойств цитоплазматических мембран.
При этом основную роль играет регуляция
экспрессии гена MDR1 [35].

В ходе настоящего исследования с помощью
специфических ингибиторов был изучен вклад
NO�цГМФ�сигнального пути, транскрипцион�
ных факторов Nrf2, PXR и CAR в повышение
относительного количества Pgp под действи�
ем GSNO.

Ингибиторы использовались в дозах, в кото�
рых они, согласно данным литературы, прояв�
ляли свою активность в аналогичных экспери�
ментах [13–16].

NO�цГМФ�сигнальный путь является ос�
новным механизмом реализации физиологичес�
ких эффектов NO. NO активирует растворимую
гуанилатциклазу, которая превращает ГТФ
в цГМФ. цГМФ, в свою очередь, активирует ни�
жестоящие элементы сигнального пути, вклю�
чая протеинкиназу G (PKG I и II), цГМФ�уп�
равляемые катионные каналы и фосфодиэсте�
разы, регулируемые цГМФ. Данный физиологи�
ческий путь реализуется при низких, наномо�
лярных концентрациях NO [36]. В качестве ин�
гибитора NO�цГМФ�сигнального пути приме�
нялся специфический блокатор растворимой
гуанилатциклазы – ODQ. Показано, что ODQ
окисляет молекулу гема в гуанилатциклазе без
влияния на каталитический домен, тем самым
снижая её активность [37].

В ходе исследования было установлено, что
ODQ при совместном инкубировании с GSNO
(концентрации 10–50 мкМ при экспозиции 24 ч

и концентрация 10 мкМ при экспозиции 72 ч)
предотвращал повышение относительного ко�
личества Pgp.

Nrf2 – редокс�чувствительный транскрип�
ционный фактор. Его экспрессия повышается
при развитии окислительного и нитрозативно�
го стресса и направлена на защиту клетки от
воздействия свободных радикалов [38]. В усло�
виях нормы данный транскрипционный фак�
тор находится в комплексе с белком�репрессо�
ром Keap 1 (их связывание регулируется рядом
протеинкиназ), который, с одной стороны,
способствует убиквитированию и протеосо�
мальной деградации Nrf2 (необходимым усло�
вием для этого процесса является наличие двух
остатков цистеина в молекуле Keap 1), а с дру�
гой – предотвращает его проникновение из ци�
топлазмы в ядро. После активации комплекс
Keap 1–Nrf2 диссоциирует, и Nrf2 транслоциру�
ется в ядро, где связывается с антиоксидантны�
ми элементами (antioxidant�response elements,
ARE) и активирует транскрипцию защитных
ферментов [39].

Ранее нами было показано, что Nrf2 прини�
мает участие в повышении активности и коли�
чества Pgp при развитии окислительного стрес�
са [40].

Для ингибирования Nrf2 применялся AEM1,
блокирующий взаимодействие Nfr2 с ARE и по�
давляющий экспрессию генов, контролируемых
данным транскрипционным фактором [14].

Нами показано, что AEM1 предотвращал по�
вышение относительного количества Pgp при
воздействии GSNO в концентрации 50
и 100 мкМ и длительности инкубации 24 ч.

PXR (ядерный рецептор подсемейство 1,
группа I, член 2) и CAR (ядерный рецептор под�
семейство 1, группа I, член 3) – члены суперсе�
мейства ядерных рецепторов, которое в основ�
ном включает факторы транскрипции [41, 42].

Данные рецепторы локализуются преиму�
щественно в печени и кишечнике и регулируют
экспрессию ферментов I�фазы биотрансформа�
ции, таких как изоферменты цитохрома P450
CYP3A и CYP2B, а также белков�транспортёров,
в частности Pgp.

Показано, что накопление продуктов окис�
лительного и нитрозативного стресса приводит
к повышению количества PXR [43, 44]
и CAR [45].

Ингибирование PXR и CAR осуществляли с
помощью кетоконазола и CINPA1 соответ�
ственно. Кетоконазол (противогрибковый пре�
парат группы азолов) связывается с областью
AF�2 лиганд�связывающего домена PXR и та�
ким образом подавляет его активацию [46].
CINPA1 блокирует лиганд связывающий до�
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мен CAR, а также подавляет его взаимодействие
с коактиваторами [16].

В настоящей работе CINPA1 предотвращал
повышение уровня Pgp при концентра�
ции GSNO 10 мкМ и экспозиции 24 и 72 ч, а ке�
токоназол – не влиял на действие GSNO.

Полученные данные свидетельствуют о том,
что GSNO в низких концентрациях повышает
относительное количество Pgp через NO�
цГМФ�сигнальный путь, при развитии нитроза�
тивного стресса – через Nrf2, при накоплении
продуктов нитрозативного стресса – через тран�
скрипционный фактор (CAR).

Таким образом, нами показано, что кратко�
временное воздействие донора NO GSNO в тече�
ние 3 ч в концентрации 500 мкМ вызывает повы�
шение в клетках линии Caco�2 метаболитов ок�
сида азота и пероксинитрита, что приводит к
снижению активности, но не содержания Pgp.
Увеличение длительности экспозиции до 24 ч
приводит к увеличению относительного количе�
ства и активности Pgp при концентрации GSNO
10 и 50 мкМ, повышению содержания без увели�
чения активности транспортёра в концентрации
100 мкМ и снижению относительного количест�
ва изучаемого белка при 500 мкМ. При длитель�
ности воздействия 72 ч GSNO в концентрации
10 мкМ повышает содержание и активность Pgp,
а в концентрациях 100 и 500 мкМ он вызывает

снижение относительного количества белка�
транспортёра.

При этом повышение относительного коли�
чества Pgp при воздействии низких концентра�
ций GSNO реализуется через NO�цГМФ�сиг�
нальный путь, а при увеличении концентрации
GSNO, развитии и прогрессировании нитроза�
тивного стресса – через Nrf2 и конститутивный
андростановый рецептор.

Полученные данные объясняют разнонап�
равленные и потому противоречивые результа�
ты предшествующих исследований других авто�
ров и раскрывают механизмы регуляции Pgp под
действием NO.
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MECHANISMS OF REGULATION OF THE FUNCTIONING
OF THE P�GLYCOPROTEIN TRANSPORTER PROTEIN

UNDER THE ACTION OF NITRIC OXIDE
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Ryazan State Medical University, 390026 Ryazan, Russia; e)mail: alekseyshulkin@rambler.ru

In a study on Caco�2 cells, the mechanisms of regulation of the transport protein P�glycoprotein (Pgp) under the
action of nitric oxide (NO) were studied. The NO donor was S�nitrosoglutathione (GSNO), which was added to cells
at concentrations of 1; 10; 50; 100 and 500 μM and incubated for 3, 24, or 72 h. The amount of Pgp was analyzed by
Western blot, activity was determined by the transport of its substrate fexofenadine. The study showed that a short�
term exposure to GSNO for 3 hours at a concentration of 500 μM caused an increase in the concentration of perox�
ynitrite in Caco�2 cells, which reduced the activity, but not the amount of Pgp. An increase in the duration of expo�
sure to 24 h increased the amount and activity of Pgp at GSNO concentrations of 10 and 50 μM, increased the
amount without increasing activity at a concentration of 100 μM, and decreased the amount of the transporter pro�
tein at 500 μM. At an exposure duration of 72 h, GSNO at a concentration of 10 μM increased the amount and activ�
ity of Pgp, while at a concentration of 100 and 500 μM, it decreased the amount of the transporter protein. At the
same time, using specific inhibitors, it was shown that an increase in the amount of Pgp under the influence of low
concentrations of GSNO was realized through the NO�cGMP signaling pathway, and with an increase in the con�
centration of GSNO, the development of nitrosative stress, through Nrf2 and the constitutive androstane receptor.

Keywords: P�glycoprotein, ABCB1�protein, nitric oxide, guanylate cyclase, Caco�2 cell line
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Несмотря на высокую эффективность химиотерапии в современной онкологии, быстрое развитие резистен�
тности опухолей к большинству химиопрепаратов и высокая частота системных побочных эффектов от
проводимой химиотерапии являются основными факторами неблагоприятного прогноза для большинства
пациентов с неоперабельными, метастатическими и рецидивирующими формами злокачественных новооб�
разований. Следовательно, поиск новых молекулярных мишеней в опухолях и разработка подходов к уси�
лению действия уже имеющихся химиопрепаратов являются чрезвычайно актуальными для практической
онкологии. Целью исследования явилось изучение способности синтезированного нами пиррол�содержа�
щего гетероциклического соединения, именуемого в дальнейшем как 2�АПК, вызывать сенситизацию опу�
холевых клеток к действию химиопрепарата доксорубицина, являющегося ингибитором ДНК�топоизоме�
разы типа II. Исследования проводились на опухолевых клеточных линиях, культивированных в присут�
ствии 2�АПК, паклитаксела и доксорубицина. Уровень экспрессии белков репарации повреждений ДНК, а
также апоптоза оценивали методом иммуноблоттинга, а белковые взаимодействия – методом коиммуно�
преципитации. Синергизм действия химиопрепаратов оценивался с помощью компьютерной программы
Synergy Finder. Было установлено, что доксорубицин оказывал умеренное цитотоксическое действие в от�
ношении опухолевых клеток (например, остеосарком), в то время как его использование в комбинации с
2�АПК (в нетоксичных концентрациях) приводило к значимому усилению цитотоксического эффекта док�
сорубицина и вызывало гибель опухолевых клеток по механизму апоптоза. Молекулярным механизмом
2�АПК�индуцированной сенситизации к доксорубицину явилось ослабление процессов репарации пов�
реждений ДНК по механизму гомологичной рекомбинации, что подтверждалось снижением уровня
экспрессии рекомбиназы Rad51 за счёт усиления скорости её протеасом�зависимой деградации. Помимо
2�АПК данная способность была также отмечена в отношении паклитаксела, также влияющего на процес�
сы полимеризации тубулина. Таким образом, лекарственные химиопрепараты и химические соединения,
влияющие на динамическое состояние микротрубочек веретена деления, способны усиливать цитотокси�
ческое действие ДНК�повреждающих химиопрепаратов за счёт ослабления процессов репарации повреж�
дений ДНК в опухолевых клетках.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: пиррол�содержащие гетероциклические соединения, полимеризация тубулина, пак�
литаксел, доксорубицин, сенситизация, апоптоз.
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2�АМИНО�ПИРРОЛ�КАРБОКСИЛАТ ОСЛАБЛЯЕТ ПРОЦЕССЫ
ГОМОЛОГИЧНОЙ РЕКОМБИНАЦИИ ДНК И ВЫЗЫВАЕТ

СЕНСИТИЗАЦИЮ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК К ДОКСОРУБИЦИНУ

© 2022 С.В. Бойчук1,2*, Ф.Ф. Бикиниева1, И.Г. Мустафин1,
С.С. Зыкова3, С.А. Рыжкин2, А.Р. Галембикова1

ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на успехи химиотерапии в лечении
пациентов с онкологическими заболеваниями,

неуклонное развитие резистентности злокачест�
венных новообразований к большинству совре�
менных химиопрепаратов, а также большое ко�
личество системных побочных эффектов про�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : 2�АПК – 2�амино�пиррол�карбоксилат; ДМСО – диметилсульфоксид; клетки линии
HeLa – клетки аденокарциномы шейки матки человека; клетки лини U�2 OS и U�2 OS DR GFP – клетки остеосаркомы
человека; ПАРП – поли�(АДФ�рибоза)�полимеразa; GFP – зелёный флюоресцентный белок; MG�132 – ингибитор про�
теасом.

* Адресат для корреспонденции.
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должают оставаться одними из главных вызовов
в современной онкологии [1–3]. Эти факторы
диктуют необходимость поиска новых терапев�
тических мишеней, направленных на увеличе�
ние терапевтического индекса химиопрепаратов
и снижение токсичности от проводимой химио�
терапии [4–8]. Одним из таких подходов являет�
ся снижение способности опухолевых клеток ре�
парировать повреждения ДНК, возникающие
вследствие воздействия ДНК�повреждающих
факторов (химиопрепараты и лучевая терапия).

Результаты настоящего исследования иллю�
стрируют способность синтезированного нами
пиррол�содержащего гетероциклического со�
единения, 2�амино�пиррол�карбоксилата (2�
АПК), повышать чувствительность опухолевых
клеток (например, остеосарком) к ингибитору
ДНК�топоизомеразы II типа, доксорубицину.
Данный эффект был обусловлен способностью
2�АПК снижать уровень экспрессии рекомби�
назы Rad51 в опухолевых клетках путём усиле�
ния процессов её протеасом�зависимой деграда�
ции, что приводило к снижению эффективнос�
ти репарации повреждений ДНК по механизму
гомологичной рекомбинации. Полученные дан�
ные свидетельствуют о перспективности комби�
нированного использования ингибиторов ДНК
топоизомеразы типа II в комбинации с лекар�
ственными препаратами, влияющими на про�
цессы репарации повреждений ДНК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Химические соединения. Синтез и цитостати�
ческая активность (E)�этил�2�амино�5�(3,3�ди�
метил�4�оксобутилиден)�4�оксо�1�(2�фенил�
аминобензамидо)�4,5�дигидро�1H�пиррол�3�
карбоксилата были описаны ранее [9, 10]. Ус�
ловное обозначение данного соединения –
2�АПК (2�амино�пиррол�карбоксилат). Для ис�
следований были также использованы химио�
препараты доксорубицин («Selleck Chem»,
США), паклитаксел («Sigma», CША), а также
ингибиторы белкового синтеза циклогексемид и
ингибитор протеасом MG�132 («Sigma»). Все
исследуемые соединения и препараты растворя�
ли в диметилсульфоксиде (ДМСО) в соответ�
ствии с рекомендациями производителя.

Клеточные линии и условия культивирования.
Исследования были проведены на опухолевых
клеточных линиях аденокарциномы шейки мат�
ки HeLa и остеосаркомы U�2 OS, которые были
получены из Американской коллекции типовых
культур («ATCC», США). Клеточная линия
U�2 OS DR GFP, содержащая зелёный флюорес�
центный белок (GFP), была любезно предостав�

лена доктором Maria Jasin из Ракового Центра
Memorial Sloan�Kettering, Нью�Йорк, США.
Клеточные линии культивировали в среде
RPMI�1640 с добавлением 15% эмбриональной
бычьей сыворотки, 1% L�глутамина, 50 Ед/мл
пенициллина, 50 мкг/мл стрептомицина и в
стандартных условиях инкубатора (5% CO2,
37 °C, «ЛамСистемс», Россия).

Антитела. Первичные антитела (АТ), исполь�
зуемые для вестерн�блоттинга, были следующи�
ми: актин («Gene Script», США), Rad51 («Cell
Signaling», США), γ�H2AX (Ser139) («Cell
Signaling»), убиквитин («Santa Cruz
Biotechnology», США), расщеплённые формы
каспазы�3 («Cell Signaling») и поли�(АДФ�рибо�
за)�полимеразы (ПАРП) («Life Technologies»,
США). В качестве вторичных антител использо�
вали АТ, конъюгированные с пероксида�
зой (HRP) («Santa Cruz Biotechnology»).

Вестерн�блоттинг. Для вестерн�блоттинга
клетки подвергали лизису с помощью буфера
RIPA (1% NP�40, 50 мМ Tris�HCl (pH 8,0), с до�
бавлением ингибиторов протеаз и фосфатаз).
Полученную суспензию инкубировали в течение
1 ч при 4 °C, а затем центрифугировали
(«Eppendorf», Германия) в течение 30 мин при
13 000 об./мин при 4 °C. Концентрацию белка в
суспензии измеряли с помощью BCA Protein
Assay Kit («Thermo Fisher», США). В лунки
4–12%�ного градиентного Tris�ацетатного ге�
ля NuPAGE («Invitrogen», США) добавляли по
30 мкг белковой суспензии, затем осуществляли
перенос разделённых электрофорезом белков на
нитроцеллюлозную мембрану («Bio�Rad»,
США). Далее мембрану последовательно инку�
бировали с первичными, затем вторичными АТ в
растворе 5%�ного обезжиренного молока. Детек�
цию проводили с помощью усиленной хемилю�
минесценции (реагент Western Lightning Plus�
ECL, «Perkin Elmer», США) в гель�документиру�
ющей системе FUSION Solo («Vilber», Франция).
Программное обеспечение NIH ImageJ
(«Bethesda», США) использовали для денсито�
метрического анализа полученных изображений.

Для коиммунопреципитации клетки подвер�
гали лизису в TEB�буфере (50 мМ Tris�HCl
(pH 7,5), 150 мМ NaCl, 1% NP�40, 10% глицери�
на) в присутствии коктейля ингибиторов протеаз
и фосфатаз («Sigma»). Лизаты были инкубирова�
ны со специфическими АТ в течение 12 ч при
4 °C на орбитальном шейкере («BioSan», Латвия).
Далее к исследуемым образцам добавляли сефа�
розу A/G («Santa Cruz Biotechnology») и инкуби�
ровали в течение 1 ч при 4 °C на орбитальном
шейкере. После 5�кратного отмыва образцов
TEB�буфером осуществляли детекцию сигнала
методом вестерн�блоттинга, как указано выше.
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Анализ клеточной выживаемости. Опухоле�
вые клетки засевали в 96�луночные плоскодон�
ные планшеты («Corning Inc.», США) и культи�
вировали в присутствие исследуемых соедине�
ний или ДМСО (контроль) в течение 72 ч. Для
оценки жизнеспособности клеточных культур
вносили реагент (MTS) 3�(4,5�диметилтиазол�
2�ил)�5�(3�карбоксиметоксифенил)�2�(4�суль�
фофенил)�2H�тетразолий («Promega», США).
Спустя 1 ч проводили анализ жизнеспособности
клеточных культур на планшетном спектрофо�
тометре MultiScan FC («Thermo Fisher
Scientific», США) при длине волны 492 нм.

Анализ эффективности гомологичной рекомби�
нации ДНК. Оценку способности 2�AПК влиять
на процессы гомологичной рекомбинации оце�
нивали методом проточной цитофлюориметрии
с использованием репортёрной клеточной ли�
нии остеосаркомы U�2 OS DR GFP. Трансфек�
цию pCbA SceI�содержащей плазмиды в «инди�
каторную» клеточную линию U�2 OS DR GFP
осуществляли с использованием набора для
трансфекции Lipofectamine RNAiMAX Reagent
(«Invitrogen») в соответствии с протоколом про�
изводителя. Плазмида pCbA SceI была любезно
предоставлена Maria Jasin. Трансфекция в клет�
ки pCbA SceI�содержащей плазмиды приводит к
образованию двунитевых разрывов ДНК, репа�
рация которых приводит к восстановлению
функциональной активности гена GFP (green
fluorescent protein). Соответственно, количество
GFP�положительных клеток после трансфекции
отражает эффективность процессов гомологич�
ной рекомбинации ДНК. Количество GFP�по�
ложительных клеток подсчитывали на проточ�
ном цитофлюориметре («FACS Canto», США).
Для каждой выборки было зарегистрировано не
менее 10 000 событий.

Статистический анализ проводили с исполь�
зованием t�критерия Стьюдента. Результаты
представлены как среднее значение ± стандарт�
ное отклонение (M ± SD) для каждой группы.
Показатель синергизма оценивали количествен�
но с помощью R�пакета программы Synergy
Finder. Модель HSA (highest single agent) была ис�
пользована для расчёта синергизма [11]. Значе�
ния HSA > 10 свидетельствуют о синергизме
действия исследуемых препаратов, значения
HSA в диапазоне от –10 до 10 иллюстрируют их
аддитивный эффект, а значения HSA < –10 ука�
зывают на антагонизм исследуемых соединений.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

На начальном этапе исследований нами было
показано, что химиопрепарат доксорубицин в

субтоксичных концентрациях ингибирует ско�
рость пролиферации опухолевых клеток линии
остеосаркомы U�2 OS. Аналогичная способность
была обнаружена у синтезированного нами пир�
рол�содержащего гетероциклического соедине�
ния 2�АПК. Использование данных соединений
в комбинации друг с другом приводило к выра�
женному цитотоксическому эффекту и значи�
тельному снижению степени конфлюэнтности
опухолевой культуры (рис. 1). Аналогичные дан�
ные были получены с использованием других
опухолевых клеточных линий, например HeLa.
Дальнейшие исследования показали, что основ�
ным механизмом гибели опухолевых клеток при
сочетанном влиянием доксорубицина и 2�АПК
являлся апоптоз. В пользу этого свидетельствова�
ло значительное повышение уровней экспрессии
расщеплённых форм ПАРП и каспазы�3 (рис. 2).

На основании вышеизложенного было вы�
двинуто предположение о синергизме действия
вышеуказанных соединений, для подтвержде�
ния которого были проведены расчёты показа�
телей синергизма в опухолевых клетках линии
U�2 OS, культивированных с различными кон�
центрациями доксорубицина (0,125; 0,25;
0,5 мкМ) и 2�АПК (0,625; 1,25; 2,5; 5 мкМ). Ре�
зультаты исследования, представленные на
рис. 3, показывают наличие синергизма между
данными веществами (показатель синергии сос�
тавлял 12,523 (>10)).

Одним из механизмов, обусловливающих
способность 2�АПК усиливать цитотоксичес�
кую активность доксорубицина, могло явиться
ослабление в опухолевых клетках процессов ре�
парации повреждений ДНК, индуцируемых
данным химиопрепаратом. Анализ уровня
экспрессии белков, участвующих в процессах
репарации двунитевых разрывов ДНК, выявил
значительное повышение уровня экспрессии
рекомбиназы Rad51 в опухолевых клетках, под�
вергнутых воздействию доксорубицина (рис. 2).
Этот факт свидетельствовал об активации спа�
сательных путей репарации повреждений ДНК,
что могло обусловливать низкую эффектив�
ность данного химиопрепарата. В то же время
культивирование опухолевых клеток с доксору�
бицином в комбинации с 2�АПК приводило к
значительному снижению уровня экспрес�
сии Rad51. Данный факт коррелировал с повы�
шением уровней экспрессии маркёров апопто�
за (рис. 2), что свидетельствовало о запуске про�
цессов программированной клеточной гибели в
опухолевых клетках вследствие несостоятель�
ности процессов репарации повреждений ДНК,
индуцированных доксорубицином.

Данный факт мог быть обусловлен способ�
ностью 2�АПК влиять на уровень экспрес�
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Рис. 1. Микроскопия (10×) клеток U�2 OS под влиянием доксорубицина (0,5 мкМ), 2�АПК (10 мкМ), а также их комби�
нации в течение 48 ч

Рис. 2. Уровень экспрессии расщеплённых форм ПАРП, каспазы�3, а также γ�H2AX (Ser139) и рекомбиназы Rad51 в клет�
ках HeLa (а) и U�2 OS (б). Актин использовали в качестве контроля белковой нагрузки в образцах



МЕХАНИЗМЫ СЕНСИТИЗАЦИИ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК К ДОКСОРУБИЦИНУ

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  4  2022

543

сии Rad51 как на транскрипционном, так и на
посттрансляционном уровнях. Поэтому на пер�
вом этапе исследований был проведён анализ
уровня экспрессии Rad51 в опухолевых клетках,
культивированных с 2�АПК в присутствии цик�
логексимида, блокирующего синтез белка. Ре�
зультаты, представленные на рис. 4, а, не выяви�
ли различий в уровне экспрессии Rad51 в опухо�
левых клетках U�2 OS в присутствии циклогек�
семида и без него. Аналогичные результаты бы�
ли получены и на другой опухолевой клеточной
линии HeLa (рис. 4, б). Эти данные свидетель�
ствовали об отсутствии способности 2�АПК
влиять на уровень экспрессии Rad51 на тран�
скрипционном уровне.

На следующем этапе исследований была
изучена способность данного соединения вли�
ять на процессы протеасом�зависимой деграда�
ции рекомбиназы Rad51. С этой целью был ис�
пользован препарат MG�132, являющийся ин�
гибитором протеасом. Результаты, представлен�
ные на рис. 4, в, убедительно показывают повы�
шение уровня экспрессии Rad51 в опухолевых
клетках U�2 OS на фоне действия данного инги�
битора. Аналогичные данные были получены с
использованием клеточной линии HeLa
(рис. 4, г). Результаты денситометрического ана�
лиза полученных данных показывают способ�
ность MG�132 статистически значимо повы�
шать уровень экспрессии Rad51 в данных опухо�
левых клеточных линиях практически на всех
сроках культивирования с 2�АПК (рис. 4, д и е).

Способность 2�АПК усиливать процессы
протеасом�зависимой деградации в обоих опу�
холевых клеточных линиях была подтверждена
результатами коиммунопреципитации реком�
биназы Rad51 c убиквитином (рис. 5). Важно от�
метить, что химиопрепарат паклитаксел также
повышал уровень экспрессии убиквитиниро�
ванной формы Rad51, что свидетельствовало о
способности препаратов, влияющих на динами�
ческое состояние микротрубочек веретена деле�
ния, влиять на уровень экспрессии Rad51 на
посттрансляционном уровне, усиливая процес�
сы их протеасом�зависимой деградации.

На заключительном этапе исследований бы�
ла изучена способность 2�АПК непосредствен�
но влиять на процессы гомологичной рекомби�
нации ДНК в клетках остеосаркомы U�2 OS
(рис. 6). С этой целью нами была использована
репортёрная клеточная линия, содержащая ин�
тегрированную в геном единичную копию ге�
на GFP. Важно отметить, что GFP приобретает
свою функциональную активность только в ре�
зультате успешной репарации двунитевых раз�
рывов ДНК, индуцированных в результате
трансфекции в клетки pCbA SceI�содержащей
плазмиды. Следовательно, уменьшение или уве�
личение количеств GFP�положительных клеток
после образования в них SceI�индуцированных
двунитевых разрывов ДНК являлось свидетель�
ством ослабления или усиления процессов го�
мологичной рекомбинации ДНК. Трансфекция
в опухолевые клетки SceI�содержащей плазми�

Рис. 3. Двухмерный (а) и трёхмерный (б) графики (surface�plots), отражающие оптимальные дозы доксорубицина и
2�АПК, которые обусловливают наибольший синергизм у клеток U�2 OS. Синергия доксорубицина и 2�АПК получена с
помощью программы Synergy Finder. Показатель синергии доксорубицина и 2�АПК составил 12,523
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ды приводила к появлению GFР�положитель�
ных клеток, что свидетельствовало о восстанов�
лении последовательности GFP в результате ак�
тивации процессов гомологичной рекомбина�
ции (рис. 6, б). Было обнаружено значитель�
ное (почти 6�кратное) снижение количеств
GFP�позитивных клеток, культивированных с
2�АПК в течение 24 ч после индукции двуните�
вых разрывов ДНК в результате трансфекции в
данные клетки SceI�содержащей плазми�
ды (рис. 6, г).

Таким образом, основной механизм 2�АПК�
индуцированной сенситизации опухолевых кле�
ток к химиопрепарату доксорубицину был обус�
ловлен способностью данного соединения вли�

ять на уровень экспрессии рекомбиназы Rad51,
снижая тем самым эффективность процессов
гомологичной рекомбинации ДНК и запуская
процессы апоптоза вследствие несостоятель�
ности вышеуказанных репаративных процессов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Химиотерапия является одним из общеприз�
нанных методом лечения пациентов со многими
злокачественными новообразованиями, в том
числе, остеосарком [12–14] и некоторых опухо�
лей эпителиального происхождения [15, 16].
Несмотря на эффективность большинства со�

Рис. 4. Уровень экспрессии рекомбиназы Rad51 в клетках HeLa (а) и U�2 OS (б) под влиянием 2�АПК в сочетании с ин�
гибитором белкового синтеза циклогексимида и без него в динамике (0, 6, 12 и 24 ч). Уровень экспрессии рекомбиназы
Rad51 в клетках HeLa (в) и U�2 OS (г) под влиянием 2�АПК в сочетании с MG�132 и без него в динамике (0, 6, 12 и 24 ч).
Актин использовали в качестве контроля белковой нагрузки в образцах. Денситометрический анализ уровня экспрессии
рекомбиназы Rad51 под влиянием 2�АПК в сочетании с MG�132 и без него в динамике (0, 6, 12 и 24 ч) в клеточных лини�
ях HeLa (д) и U�2 OS (е). M ± SD, *** p < 0,001
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временных химиопрепаратов, наличие большо�
го количества системных побочных эффектов от
проводимой химиотерапии и быстрое развитие
химиорезистентности опухоли являются основ�
ными факторами, оказывающими негативное
влияние на прогноз заболевания у пациентов с
неоперабельными, рецидивирующими и мета�
статическими формами заболевания [17–19].
Разработка и внедрение в практическую онко�
логию протоколов комбинированной химиоте�
рапии, безусловно, повышает эффективность
используемых химиопрепаратов, влияющих на
большее количество опухолевых клеток, разли�
чающихся друг от друга по своей способности
репарировать повреждения ДНК, индуцируе�
мые химиопрепаратами. Очевидно, что эффек�
тивность комбинированной химиотерапии мо�
жет быть обусловлена как синергическими, так
и аддитивными эффектами противоопухолевых
препаратов [20, 21]. Используемые в настоящее
время схемы полихимиотерапии довольно часто
включают в себя химиопрепараты антрацикли�
нового ряда, алкилирующие агенты, препараты
платины, а также митотические препара�
ты [20–24]. Несмотря на очевидные клиничес�
кие преимущества современных схем комбини�
рованной химиотерапии по сравнению со схе�
мами терапии, основанными на использовании
этих же химиопрепаратов в монорежиме, моле�
кулярные механизмы их комбинированного
взаимодействия являются не изученными.

Предыдущие исследования нашей научной
группы были посвящены синтезу и изучению
механизма противоопухолевого действия пир�

рол�содержащих гетероциклических соедине�
ний [9, 10, 25–35]. Был установлен молекуляр�
ный механизм их действия, который обусловлен
способностью этих соединений влиять на про�
цессы полимеризации тубулина, что, в свою
очередь, приводило к их гибели по механизму
апоптоза.

Исходя из вышеизложенного, было пред�
принято настоящее исследование, посвящённое
изучению способности ранее синтезированного
нами пиррол�содержащего гетероциклического
соединения 2�АПК [9, 10] влиять на чувстви�
тельность опухолевых клеток к ДНК�поврежда�
ющим агентам, например доксорубицину.

Было показано, что использование 2�АПК в
комбинации с доксорубицином приводило к
выраженному цитотоксическому эффекту и
значительному снижению степени конфлюэнт�
ности опухолевой культуры (рис. 1). Уровень
экспрессии маркёров апоптоза (расщеплённых
форм ПАРП и каспазы�3) в опухолевых клетках
был значительно выше при сочетанном приме�
нении доксорубицина и 2�АПК по сравнению с
использованием этих соединений по отдель�
ности (рис. 2). На следующем этапе было обна�
ружено, что данный эффект обусловлен синер�
гическим влиянием 2�АПК и доксорубици�
на (рис. 3).

Способность пиррол�содержащего гетеро�
циклического соединения усиливать цитоток�
сичность ДНК�повреждающего агента могла
быть обусловлена влиянием 2�АПК на репара�
цию двунитевых повреждений ДНК, вызванных
доксорубицином. Это предположение основы�

Рис. 5. Лизаты клеток HeLa (а) и U�2 OS (б) иммунопреципитировали с помощью антител к Rad51 и детектировали убик�
витин с помощью иммуноблоттинга, чтобы продемонстрировать образование эндогенного комплекса. Для эксперимен�
тов по коиммунопреципитации клетки обрабатывали 2�АПК (10 мкМ) и паклитакселом (1 мкМ)
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валось на результатах иммуноблоттинга, иллю�
стрировавших значительные колебания уровня
экспрессии рекомбиназы Rad51 в опухолевых
клетках (рис. 2). Действительно, доксорубицин
индуцировал повреждения ДНК в опухолевых
клетках, о чём свидетельствовало повышение
уровня экспрессии маркёра двунитевых разры�
вов – γ�H2AX (Ser139). Это, в свою очередь, соп�
ровождалось активацией процессов репарации

данных повреждений ДНК, проявлявшейся в
усилении уровня экспрессии рекомбина�
зы Rad51. Тем не менее мы наблюдали значи�
тельное снижение экспрессии данного фактора
репарации повреждений ДНК в опухолевых
клетках, культивированных с доксорубицином в
присутствии 2�АПК (рис. 2).

Способность 2�АПК ингибировать экспрес�
сию Rad51 могла быть реализована как на тран�

Рис. 6. Точечная (dot�plot) гистограмма клеточной линии U�2 OS DR GFP. По вертикали отображен параметр бокового
светорассеяния (side scattering или SSC�А); по горизонтали – интенсивность флюоресценции GFP (Fluorescein isothio�
cyanate или FITC�А), которая отражает долю GFP�положительных клеток в процентах (выделено прямоугольником – Р8).
Клетки подвергали трансфекции контрольной (а и в) и SceI�содержащей (б и г) плазмидой и по истечении 12 ч инкуби�
ровали с 2�АПК (в и г) в течение 72 ч
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скрипционном, так и на посттрансляционном
уровнях. В уровнях экспрессии Rad51 опухоле�
выми клетками, культивированных в присут�
ствии ингибитора белкового синтеза – цикло�
гексемида и без него, не было обнаружено раз�
личий (рис. 4, а), что свидетельствовало об от�
сутствии способности данного соединения
влиять на экспрессию Rad51 на транскрипци�
онном уровне. В свою очередь, результаты, по�
лученные при сочетанном использовании ин�
гибитора протеасом – MG�132 и 2�АПК (рис. 4,
в–е), а также коиммунопреципитации реком�
биназы Rad51 c убиквитином (рис. 5) свиде�
тельствовали о способности 2�АПК влиять на
уровень экспрессии Rad51 на посттрансляци�
онном уровне, усиливая процессы протеасом�
зависимой деградации рекомбиназы Rad51.

На заключительном этапе исследований бы�
ла подтверждена способность 2�АПК ингибиро�
вать эффективность процессов гомологичной
рекомбинации ДНК с помощью репортёрной
клеточной линии U�2 OS DR, имеющую еди�
ничную копию гена GFP. Данная клеточная ли�
ния могла экспрессировать GFP (зелёный флюо�
ресцентный белок) только при успешной репа�
рации двунитевых разрывов ДНК, вызванных
трансфекцией в клетки SceI�содержащей плаз�
миды. Таким образом, количество GFP�поло�
жительных клеток отражало эффективность го�
мологичной рекомбинации ДНК, в частности,
2�АПК почти 6�кратно снижало количество
клеток, позитивных по уровню экспрессии GFP
(рис. 6, г), относительно положительного конт�
роля – индукция SceI�индуцированных разры�

вов ДНК в клетках, культивированных с ДМСО
(рис. 6, б).

Таким образом, результаты проведённого ис�
следования свидетельствуют о способности
пиррол�содержащего гетероциклического сое�
динения – 2�АПК, ослаблять процессы гомоло�
гичной рекомбинации ДНК и вызывать сенси�
тизацию опухолевых клеток к ингибитору ДНК�
топоизомеразы типа II, доксорубицину. Эти
данные коррелируют с результатами исследова�
ний, показавших способность ингибиторов по�
лимеризации тубулина влиять на транспорт бел�
ков репарации повреждений ДНК к месту по�
вреждений, вызванных как ДНК�повреждаю�
щими химиопрепаратами [36], так и ионизиру�
ющим излучением [37], что раскрывает меха�
низмы химио� и радиосенситизации опухоле�
вых клеток под действием уже известных хими�
опрепаратов, а также соединений, обладающих
способностью влиять на динамическое состоя�
ние микротрубочек веретена деления посред�
ством нарушения процессов полимериза�
ции/деполимеризации тубулина.
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2�APC ATTENUATES HOMOLOGY�MEDIATED DNA REPAIR
AND SENSITIZES CANCER CELLS TO DOXORUBICIN

S. V. Boichuk1,2*, F. F. Bikinieva1, I. G. Mustafin1,
S. S. Zykova3, S. A. Ryzkin2, and A. R. Galembikova1

1 Kazan State Medical University, 420012 Kazan, Russia; E-mail: boichuksergei@mail.ru
2 Russian Medical Academy of Continuous Professional Education, 125993 Moscow, Russia

3 Perm State Academy of Pharmacy, 614990 Perm, Russia

Besides high efficiency of the chemotherapeutic agents in cancer therapy, rapid development of tumor resistance and
systemic adverse effects are considered as the major negative prognostic factors, especially for the patients with
metastatic, unresectable and recurrent malignancies. Thus, identification of the novel molecular targets and develop�
ment of the approaches to sensitize the tumors to the current chemotherapeutic regimens are important.  The study
was aimed to determine the ability of the pyrrole�based heterocyclic compound 2�APC that was synthesized in our
lab, to synthesize cancer cells to the chemotherapeutic agent doxorubicin, a well�known topoisomerase II inhibitor.
The experiments were performed on tumor cell lines, cultured with 2�APC, doxorubicin and paclitaxel. Expression
of DNA repair proteins and markers of apoptosis was examined by western blotting. Protein�protein interactions were
examined by co�immunoprecipitation. Synergism between the chemotherapeutic agents was assessed by using the
computer program Synergy Finder. Results. Doxorubicin (Dox) exhibited the moderate cytotoxic activities against
tumor cells in vitro, whereas combination of Dox and 2�APC significantly potentiated cytotoxic activity of Dox and
induced apoptosis of cancer cells. This was due to 2�APC’s ability to impair DNA damage repair mechanisms in can�
cer cells, which was evidenced by decreased expression of Rad51 recombinase as an outcome of its proteasome�based
degradation. Besides 2�APC, similar activity was observed for paclitaxel, a well�known tubulin�binding agent.
Chemotherapeutic agents and chemical compounds interfering with the microtubules dynamic state might potenti�
ate cytotoxic activity of DNA�damaging chemotherapeutic agents in cancer cells due to the impairment of DNA
repair mechanisms.

Keywords: pyrrole�based heterocycles compounds, tubulin polymerization, paclitaxel, doxorubicin, sensitization,
apoptosis
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тРНК�Гуанинтрансгликозилаза, катализирующая замену гуанина на кьюин в тРНК человека и участвую�
щая в механизме трансляции, вовлечена в развитие рака, однако информация о низкомолекулярных инги�
биторах, способных подавлять активность данного фермента, весьма ограничена. С помощью молекуляр�
но�динамических симуляций определены аминокислотные остатки, обеспечивающие эффективное свя�
зывание ингибиторов в активном центре тРНК�гуанинтрансгликозилазы. На примере молекулы 7�метил�
гуанина продемонстрировано, что ключевую роль в комплексообразовании играет способность ингибито�
ра переходить в заряженную форму в окружении остатков Asp105 и Asp159, являющихся акцепторами во�
дородных связей. Также имеет значение формирование водородных связей и гидрофобных контактов с ос�
татками Gln202, Gly229, Phe109 и Met259. Предсказано, что введение заместителей будет по�разному вли�
ять на способность ингибировать тРНК�гуанинтрансгликозилазу, а также белок репарации ДНК по�
ли(ADP�рибозо)полимеразу 1, что может способствовать созданию более эффективных и селективных со�
единений.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: тРНК�гуанинтрансгликозилаза, кьюин, ингибитор, 7�метилгуанин, молекулярная
динамика, докинг.
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МОДЕЛИРОВАНИЕ СТРУКТУРЫ КОМПЛЕКСА
тРНК�ГУАНИНТРАНСГЛИКОЗИЛАЗЫ ЧЕЛОВЕКА

С 7�МЕТИЛГУАНИНОМ И ВЫЯВЛЕНИЕ ФАКТОРОВ,
ОПРЕДЕЛЯЮЩИХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ФЕРМЕНТА

С ИНГИБИТОРАМИ*

© 2022 С.В. Пушкарев1, В.А. Винник2, И.В. Шаповалова1,
В.К. Швядас1,3, Д.К. Нилов3**

ВВЕДЕНИЕ

тРНК�Гуанинтрансгликозилаза (ТГТ) ката�
лизирует замену гуанина на кьюин (производ�
ное 7�деазагуанина, рис. 1) в тРНКAsn, тРНКAsp,
тРНКHis и тРНКTyr в позиции 34 (первый нуклео�
тид антикодона) [1–4]. Данная модификация,
предположительно, оказывает влияние на эф�
фективность аминоацилирования тРНК, рас�

познавание кодон–антикодон, скорость и точ�
ность трансляции [5–7]. Эукариотический бе�
лок ТГТ представляет собой гетеродимер, сос�
тоящий из каталитической субъединицы
QTRT1 и некаталитической субъединицы
QTRT2 [8]. Для QTRT1 была определена крис�
таллическая структура комплекса с субстратом
кьюином [4]. Согласно предложенной кинети�
ческой схеме действия эукариотического фер�
мента, первой в активном центре ТГТ связыва�
ется молекула кьюина, второй – тРНК, и затем
происходит отщепление гуанина с образовани�
ем интермедиата, в котором тРНК ковалентно
связана с остатком Asp279. Дальнейшее превра�
щение интермедиата приводит к образованию
конечного продукта реакции – модифициро�
ванной кьюином тРНК [9].

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : 7�МГ – 7�метилгуанин;
МД – молекулярная динамика; ПАРП�1 – поли(ADP�
рибозо)полимераза 1; ТГТ – тРНК�гуанинтрансгликози�
лаза.

* Приложение к статье опубликовано на сайте журнала
«Биохимия».

** Адресат для корреспонденции.
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В недавних экспериментах была продемон�
стрирована важная роль ТГТ в развитии рака мо�
лочной железы [10, 11]. Оказалось, что при не�
достатке ТГТ существенно снижается пролифе�
рация и миграция опухолевых клеток in vitro (ли�
нии MCF7 и MDA�MB�231) и in vivo (голые мы�
ши BALB/c с соответствующими перевитыми
опухолями). В частности, нокаут/нокдаун гена
ТГТ в раковых клетках приводит к уменьшению
числа и объема опухолей в ксенографтной моде�
ли заболевания. Также следует упомянуть, что
повышенная экспрессия ТГТ была обнаружена у
пациентов с диагностированным раком легких,
причем уровень экспрессии коррелирует с вы�
живаемостью [12, 13]. Вовлеченность ТГТ чело�
века в патологические процессы свидетельствует
о необходимости разработки и тестирования се�
лективных ингибиторов данного белка.

Подавление активности ТГТ человека с по�
мощью низкомолекулярных соединений на дан�
ный момент мало изучено. Основным источни�
ком информации о потенциальных ингибиторах
является работа, посвященная исследованию

структурных аналогов субстрата с использова�
нием ТГТ из ретикулоцитов кролика [14]. 7�Ме�
тилгуанин (7�МГ, природное азотистое основа�
ние) оказался одним из наиболее эффективных
ингибиторов, конкурентным в отношении кью�
ина (рис. 1, Ki = 1 мкМ) [14, 15]. В ряде других
работ было показано, что 7�МГ также способен
подавлять активность бактериальной ТГТ
[16, 17]. Выравнивание последовательностей
ТГТ различных организмов, демонстрирующее
консервативность аминокислотных остатков
активного центра, представлено на рис. S1 в
Приложении. Интересно, что 7�МГ подавляет
активность белка человека поли(ADP�рибо�
зо)полимеразы 1 (ПАРП�1, Ki = 60 мкМ)
[18–21], играющего важную роль в патологиях
сердечно�сосудистой, нервной, дыхательной
систем, а также в онкологических заболеваниях
[22–25]. Для клинического применения инги�
биторов ТГТ может требоваться более селектив�
ное воздействие на мишень, поэтому большой
интерес представляет структурная оптимизация
7�МГ и его аналогов.

Рис. 1. Химические структуры субстрата и известных ингибиторов ТГТ



В представленной работе осуществлено мо�
делирование взаимодействия ТГТ человека с
ингибитором 7�МГ и даны рекомендации по
дальнейшей разработке более эффективных и
селективных ингибиторов.

МAТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для молекулярно�механического описания
7�МГ в заряженной форме использовали пара�
метры Amber�совместимого поля ff99 [26] за
исключением частичных зарядов. Подбор заря�
дов на атомах осуществляли методом RESP
(рис. S2) [27, 28]. Для этого предварительно рас�
считывали молекулярный электростатический
потенциал на HF/6�31G* уровне теории с по�
мощью GAMESS [29]. Параметры незаряжен�
ной молекулы 7�МГ были получены аналогич�
ным образом в нашей предыдущей работе [18].
Для описания аминокислотных остатков белка
использовали силовое поле ff14SB c улучшенны�
ми торсионными параметрами [30].

Молекулярную модель ТГТ человека
конструировали на основе кристаллической
структуры фермент�субстратного комплекса,
содержащего молекулу кьюина (PDB ID 6h45,
цепь A) [4]. Координаты участков структуры
Arg68–His93 и Asn101–Asp105 перенесли из
структуры 7nq4 [31]. Координаты ингибитора
7�МГ в активном центре получили путем нало�
жения конденсированных колец 7�МГ и кьюи�
на. Далее структуру фермент�ингибиторного
комплекса оптимизировали и исследовали мето�
дом молекулярной динамики (МД) с помощью
AmberTools 20 и Amber 20 [32–34]. Атомы водо�
рода добавляли с учетом ионизационных
свойств аминокислотных остатков, при прото�
нировании боковых цепей гистидинов рассмат�
ривали их молекулярное окружение. Структуру
помещали в усеченную октаэдрическую ячейку
воды TIP3P (минимальное расстояние от белка
до грани ячейки составляло 12 Å), для нейтрали�
зации суммарного заряда добавляли ионы Cl−.

На первой стадии минимизации энергии по�
лученной системы (2500 шагов по методу наи�
скорейшего спуска + 2500 шагов по методу соп�
ряженных градиентов) координаты белка и
7�МГ фиксировали позиционными ограниче�
ниями 2 ккал/(моль⋅Å2) на тяжелых атомах. Вто�
рую стадию минимизации (5000 шагов наиско�
рейшего спуска + 5000 шагов по методу сопря�
женных градиентов) проводили без каких�либо
ограничений. Затем систему разогревали от 0 до
300 К с использованием позиционных ограни�
чений 1 ккал/(моль⋅Å2) на атомах белка и 7�МГ
(250 пс, постоянный объем) и уравновешивали

при 300 K (25 нс, постоянное давление). Дости�
жение равновесной конформации комплекса
подтверждали путем анализа среднего квадра�
тичного отклонения атомов остова белка от на�
чального положения (подвижные петли и кон�
цевые остатки белка при этом не рассматрива�
лись). Далее рассчитывали и анализировали тра�
екторию равновесной симуляции МД длиной
100 нс. Более подробные протоколы симуляций
приведены в табл. S1 в Приложении. Расчеты
проводили на суперкомпьютере «Ломоносов�2»
с использованием графических ускорителей
Nvidia Tesla K40M.

Докинг молекулы 7�МГ в активный центр
ТГТ осуществляли с помощью программы Lead
Finder 1708 в режиме «extra precision» [35, 36],
потенциальная решетка охватывала участок свя�
зывания молекулы кьюина. Для визуализации
полученных структур использовали программу
VMD 1.9 [37].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Модель ТГТ человека была сконструирована
на основе кристаллической структуры 6h45,
описывающей взаимодействие каталитической
субъединицы QTRT1 с субстратом кьюином. В
целом данный комплекс с разрешением 2,4 Å
хорошо подходил для подготовки стартовой мо�
дели, однако некоторые участки белковой цепи
было решено заимствовать из структуры 7nq4,
полученной теми же авторами. Первый участок,
Arg68–His93, менее упорядочен в 6h45 по срав�
нению с другими структурами ТГТ, что может
быть связано с условиями кристаллизации. Че�
рез сеть водородных связей остатки Arg68–His93
оказывают влияние на конформацию еще одно�
го участка, Asn101–Asp105, который был также
взят из структуры 7nq4.

При моделировании связывания 7�МГ в ак�
тивном центе ТГТ учитывали ионизационные
свойства данного ингибитора. Ранее исследова�
лось взаимодействие структурно похожих сое�
динений с бактериальной ТГТ с применением
методов изотермической калориметрии, сайт�
направленного мутагенеза и рентгеноструктур�
ного анализа. Было сделано предположение о
том, что наличие в активном центре двух отри�
цательно заряженных остатков аспартата,
Asp105 и Asp159 (нумерация ТГТ человека), спо�
собствует переходу ингибиторов в положитель�
но заряженную форму при связывании [38, 39].
Соответствующий переход для 7�МГ (протони�
рование атома N3) представлен на рис. 2. Поло�
жительно заряженный ингибитор способен бо�
лее эффективно взаимодействовать с Asp105 и
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Asp159, поэтому 7�МГ было решено моделиро�
вать как в заряженной форме, так и нейтраль�
ной форме (в качестве контроля).

7�МГ является конкурентным ингибитором
ТГТ и структурным аналогом субстрата кьюина,
поэтому его связывание должно происходить
схожим образом. Стартовое положение 7�МГ в
активном центре модели ТГТ соответствовало
координатам 7�деазагуанинового фрагмента кью�
ина. Далее осуществили уравновешивание фер�
мент�ингибиторного комплекса и расчет 100 нс
траектории симуляции МД, анализ которой
позволил охарактеризовать межмолекулярные
взаимодействия (таблица, рис. 3). Прежде всего
следует упомянуть образование водородных
связей 7�МГ с Asp159 и Asp105, поскольку взаи�
модействие делокализованного положительного
заряда ингибитора с отрицательно заряженны�
ми карбоксильными группами может вносить
существенный вклад в энергию связывания.
При этом одна из связей с Asp105 реализуется

через протонированный атом азота N3. Допол�
нительные водородные связи формируются с
остатками Gln202 и Gly229. Пуриновые кольца
7�МГ образуют π�стэкинг с Phe109, а также гид�
рофобный контакт с боковой цепью Met259.
Метильная группа 7�МГ контактирует с бен�
зольным кольцом Phe109.

Моделирование комплексообразования ТГТ
с нейтральной формой 7�МГ показало сущест�
венное снижение устойчивости взаимодействий
с остатками активного центра по сравнению с за�
ряженной формой. Водородные связи с остатка�
ми Asp159 и Gly229 носили эпизодический ха�
рактер, что сказалось на среднем расстоянии
между атомами, а связи с Asp105 и Gln202 факти�
чески были утрачены (табл. S2 в Приложении).
При этом боковая цепь Asp105 оказалась отвер�
нутой от молекулы ингибитора (рис. S3 и S4 в
Приложении), что, очевидно, связано с отсут�
ствием протона на N3�атоме. Примечательно,
что у родственного соединения 3�деазагуанина, в
котором N3�атом заменен на углерод (рис. 1), ин�
гибиторная активность на два порядка ниже, чем
у 7�МГ [14]. Таким образом, можно заключить,
что эффективное связывание молекулы 7�МГ в
активном центре ТГТ возможно благодаря ее пе�
реходу в положительно заряженную форму.

Поскольку 7�МГ ингибирует также белок ре�
парации ДНК ПАРП�1, который не обладает
сходством с ТГТ по последовательности, необ�
ходимо определить структурные факторы, обус�
ловливающие возможность его связывания с
двумя разными мишенями, а также возможные
пути модификации ингибитора для более селек�
тивного действия. Ранее было эксперименталь�
но показано, что важным условием для эффек�
тивного связывания пуриновых производных и
аналогов с ТГТ и ПАРП�1 является наличие
аминогруппы в положении 2 и оксогруппы в по�
ложении 6 [14, 18]. В случае ТГТ аминогруппа
образует упомянутые выше водородные связи с
Asp105 и Asp159 (рис. 3), а в случае ПАРП�1 –

Рис. 2. Предполагаемый переход 7�МГ в заряженную форму при связывании в активном центре ТГТ

Взаимодействие

7�МГ:N1:H ⋅⋅⋅ Asp159:OD2

7�МГ:N2:H ⋅⋅⋅ Asp159:OD1

7�МГ:N2:H ⋅⋅⋅ Asp105:OD1

7�МГ:N3:H ⋅⋅⋅ Asp105:OD2

7�МГ:O6 ⋅⋅⋅ Gln202:NE2:H

7�МГ:O6 ⋅⋅⋅ Gly229:N:H

С(7�МГ конд. кольца)* ⋅⋅⋅ C(Phe109 бенз. кольцо)**

С(7�МГ конд. кольца) ⋅⋅⋅ Met259:SD

Взаимодействия заряженной формы 7�МГ в активном
центре ТГТ человека, обнаруженные в результате 100 нс
симуляции МД. Приведены средние значения расстояний
вместе со стандартным отклонением

Расстояние,
Å

1,8 ± 0,1

1,8 ± 0,1

1,9 ± 0,1

1,9 ± 0,1

2,7 ± 0,7

2,5 ± 0,5

3,8 ± 0,2

3,7 ± 0,3

* Геометрический центр конденсированных колец 7�МГ.
** Геометрический центр бензольного кольца Phe109.



взаимодействует с ключевым остатком Gly863
(рис. 4). Оксогруппа образует водородные связи
с остатками Gln202 и Gly229 ТГТ и c остатками
Gly863 и Ser904 ПАРП�1. Отдельно следует об�
ратить внимание на высокое сходство взаимо�
действия типа π�стэкинг: в случае ТГТ оно реа�
лизуется боковой цепью Phe109, а в случае
ПАРП�1 – боковой цепью Tyr907. Совокупность
данных взаимодействий обусловливает возмож�
ность связывания ингибиторов как с ТГТ, так и
с ПАРП�1.

Подходящими путями для оптимизации
структуры 7�МГ и его аналогов является моди�
фикация аминогруппы в положении 2 или ме�
тильной группы в положении 7. Первый вари�
ант подходит для конструирования ингибиторов
ПАРП�1, поскольку введенный заместитель
ориентируется в направлении дополнительного
участка связывания адениновой группы NAD+

(рис. 4, а). В случае ТГТ аминогруппа образует
водородные связи с Asp105 и Asp159, поэтому
любая ее модификация приведет к нарушению
данных взаимодействий [40]. Второй вариант
(модификация метильной группы), напротив,
не подходит для ПАРП�1, поскольку соответ�
ствующий связывающий карман, образованный
с участием остатка Ala898 (рис. 4, б), весьма ог�
раничен по размеру. В случае ТГТ метильная
группа 7�МГ направлена в сторону участка свя�
зывания циклопентенового фрагмента кьюина,

образованного остатками Val161–Ser164 и
Gly229–Gly232. Данный участок способен взаи�
модействовать с разнообразными группами ато�
мов, что подтверждается широкой субстратной
специфичностью ТГТ человека, продемонстри�
рованной с использованием синтетических про�
изводных 7�деазагуанина [41].

Молекулярная модель ТГТ человека позво�
ляет осуществлять поиск ингибиторов с исполь�
зованием методов докинга и компьютерного
скрининга. Наиболее перспективные соедине�
ния могут быть отобраны из обширной библио�
теки в результате оценки энергии связывания и
анализа взаимодействий с наиболее важными
аминокислотными остатками [42–44]. В качест�
ве иллюстративного примера нами был осущест�
влен докинг молекулы 7�МГ в отношении анса�
мбля структур ТГТ, полученного в результате
МД�симуляции. Для этой цели из 100 нс траек�
тории равновесной симуляции ТГТ извлекли
структуры с шагом 10 нс и удалили из них моле�
кулы воды и ингибитора. Далее 7�МГ докирова�
ли в область, охватывающую участок связыва�
ния субстрата кьюина, и таким образом получи�
ли ансамбль фермент�ингибиторных комплек�
сов (рис. S5 в Приложении). Анализ получен�
ных моделей показал, что докинг хорошо вос�
производит описанные выше взаимодействия
7�МГ с аминокислотными остатками ТГТ. Сред�
нее по ансамблю значение свободной энергии
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Рис. 3. Позиция 7�МГ в активном центре ТГТ человека, определенная с помощью МД�моделирования. А – Взаимодей�
ствие с полярными остатками; б – взаимодействие с гидрофобными остатками. Оранжевым цветом показана молекула
кьюина, перенесенная из структуры 6h45 после наложения по Cα�атомам
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связывания ΔGcalc составило −7,4 ккал/моль.
Согласно формуле ΔG = RT ln(Ki), такое значе�
ние энергии соответствует константе ингибиро�
вания 4 мкМ, что хорошо согласуется с экспери�
ментальными данными (Ki = 1 мкМ) [14].

Проведенное исследование позволило сде�
лать ряд выводов, важных для разработки инги�
биторов ТГТ человека – перспективной мише�
ни для лечения онкологических заболеваний.
(1) Ингибитор может переходить в заряженную
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ных связей и гидрофобных контактов с остатка�
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Рис. 4. Позиция 7�МГ в активном центре ПАРП�1 человека, определенная в предыдущей работе [19]. а – Взаимодействие
с полярными остатками; б – взаимодействие с гидрофобными остатками. Оранжевым цветом показана молекула NAD+,
перенесенная из структуры 6bhv после наложения по Cα�атомам
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tRNA�guanine transglycosylase, which catalyzes the replacement of guanine with quinine in human tRNA and par�
ticipates in the translation mechanism, is involved in the development of cancer. However, information on small�
molecule inhibitors that can suppress the activity of this enzyme is very limited. Molecular dynamics simulations were
used to determine the amino acid residues that provide efficient binding of inhibitors in the active site of tRNA�gua�
nine transglycosylase. Using a probe 7�methylguanine molecule, it was demonstrated that the ability of the inhibitor
to transit into a charged form in the environment of hydrogen bond acceptors Asp105 and Asp159 plays a key role in
complex formation. The formation of hydrogen bonds and hydrophobic contacts with Gln202, Gly229, Phe109, and
Met259 residues is also important. It has been predicted that the introduction of substituents will have a different
effect on the ability to inhibit tRNA�guanine transglycosylase, as well as the DNA repair protein poly(ADP�
ribose)polymerase 1, which can contribute to the development of more efficient and selective compounds.

Keywords: tRNA�guanine transglycosylase, queuine, inhibitor, 7�methylguanine, molecular dynamics, docking
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Одним из наиболее распространённых заболеваний во всём мире является рак, лечение которого сопряже�
но со многими проблемами, такими как лекарственная и радиорезистентность, а также образование мета�
стазов. Эти трудности связаны с гетерогенностью опухоли, которая имеет много причин. Одной из них мо�
жет быть слияние клеток – механизм, который имеет отношение как к физиологическим (например, зажив�
ление ран), так и к патофизиологическим (рак и вирусная инфекция) процессам. Настоящий обзор литера�
туры направлен на обобщение имеющихся данных о гибридных/атипичных формах циркулирующих опу�
холевых клеток (CHC) и их роли в опухолевой прогрессии. Для этого был проведён биоинформационный
поиск в универсальных базах данных PubMed, NCBI и Google Scholar с применением ключевых слов для по�
иска «hybrid cancer cells», «cancer cell fusion» и др. В данном обзоре представлена последняя информация о
гибридных/атипичных опухолевых клетках (CAML), теории образования гибридных опухолевых клеток, их
разновидности и характеристики с приведением данных собственных исследований. Многие аспекты изу�
чения гибридных клеток сейчас всё ещё находятся на зачаточной стадии. Однако при уже накопленном
уровне знаний такие циркулирующие гибриды как CAML и CHC показывают себя как многообещающий
биомаркёр опухолевых заболеваний и даже больше – как новый подход к лечению рака.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гибридные/атипичные клетки, клеточное слияние, рак, опухолевая прогрессия,
циркулирующие опухолевые клетки.
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ГИБРИДНЫЕ/АТИПИЧНЫЕ ФОРМЫ
ЦИРКУЛИРУЮЩИХ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК:

СОВРЕМЕННОЕ СОСТОЯНИЕ ПРОБЛЕМЫ

Обзор

© 2022 Е.В. Кайгородова1,2*, А.В. Козик2, И.С. Заваруев2, М.Ю. Грищенко3

ВВЕДЕНИЕ

Раковые заболевания являются лидирующей
причиной смерти в большинстве стран. За
2020 г. было зарегистрировано 19,3 млн случаев
рака, из которых около 10 млн окончились
смертельным исходом [1]. В России выявлен
591 371 случай злокачественных новообразова�
ний c 312 122 смертельными случаями [2], что

ставит это заболевание на второе место по час�
тоте возникновения и смертности в стране сре�
ди всего населения [1]. Высокая смертность от
данной патологии обусловлена множеством
особенностей течения рака, включая метастати�
ческий процесс [3] и химиорезистентность [4], и
является крайне актуальной проблемой миро�
вой онкологии. Уже известно, что в данных про�
цессах может участвовать принципиально иная
группа клеток – гибриды между раковыми и
нормальными клетками пациента. В настоящем
обзоре представлена последняя информация по
данной форме злокачественных клеток, вызвав�
ших пристальное внимание среди учёных в пос�
леднее время. Показаны теории образования
гибридных опухолевых клеток, их разновиднос�
ти и характеристики с приведением данных
собственных исследований.

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : MSC – мезенхимальные
стволовые клетки; РМЖ – рак молочной железы; EMT –
эпителиально�мезенхимальный переход; CSC – раковые
стволовые клетки; CAML – атипичные гибридные опухо�
левые клетки, похожие на макрофаги; CHC – циркулиру�
ющие гибридные клетки; CTC – циркулирующие опухоле�
вые клетки.

* Адресат для корреспонденции.
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ИСТОРИЯ ОТКРЫТИЯ
ГИБРИДНЫХ ФОРМ КЛЕТОК

Слияние клеток является процессом, обрат�
ным клеточному делению – объединение мемб�
ран и внутриклеточного содержимого двух кле�
ток. В норме с помощью данного механизма в
организме человека образуются остеокласты,
миоциты скелетной мускулатуры и синцитио�
трофобласт. Слияние играет роль в регенерации
внутренних органов. Таким образом, образова�
ние гибридов участвует в ряде важных процес�
сов в организме человека [5].

В 1911 г. Otto Aichel предположил, что рако�
вые клетки способны к слиянию с лейкоцитами,
образуя злокачественные гибридные клетки [5].
Его гипотеза была подтверждена в 1974 г.
Goldenberg et al. [6], обнаруживших в клетках
астроцитарной глиомы человека, выращенной в
золотистом хомяке, хромосомы как донора, так
и реципиента. Гибридные клетки обладают как
свойствами раковых клеток (способность к бес�
контрольному росту и размножению), так и лей�
коцитов (хемотаксис) [5]. Совокупность этих
характеристик делает гибриды крайне склонны�
ми к образованию метастазов, что было подтверж�
дено рядом исследователей [7]. Стоит отметить
противоположные результаты, полученные
в 1969 и 1989 гг. Harris et al. [8, 9]. Исследования
показали, что слияние нормальных фиброблас�
тов мыши с различными линиями злокачествен�
ных клеток мыши привело к образованию ста�
бильных гибридов, которые имели хромосом�
ные маркёры обеих родительских клеточных ли�
ний и не образовывали опухолей у гистосовмес�
тимых животных. И хотя современные данные
говорят скорее об озлокачествлении опухолевых
клеток после слияния [10–12], исследова�
ние Harris позволило предположить наличие ге�
нов�супрессоров опухолевого роста.

ТЕОРИИ ОБРАЗОВАНИЯ
ГИБРИДНЫХ КЛЕТОК

Существует множество теорий образования
гибридных клеток. Наиболее хорошо изучен
синцитин�зависимый механизм слияния (рису�
нок, а). Вкратце, данный процесс можно разде�
лить на 3 стадии. Первая подразумевает сближе�
ние клеток до состояния, при котором между
цитоплазматическими мембранами не остаётся
молекул воды. Кроме того, наблюдается перерас�
пределение отрицательно заряженных фосфо�
липидов, включая фосфатидилсерин, с внутрен�
ней на внешнюю мембрану в месте контакта.
В таких условиях наружные липидные слои обе�

их клеток начинают смешиваться между собой,
сигнализируя о втором этапе процесса – полу�
слиянии (hemifusion). Наконец, формируется
стебель слияния (fusion stalk), стенки которого
образованы объединённым билипидным слоем
обеих клеток. Внутри же он наполнен цитоплаз�
мой двух клеток. Стебель расширяется, завер�
шая процесс слияния. Задачу сближения и ини�
циации слияния выполняют белки фузоге�
ны (fusogenes), такие как синцитин�1 и �2 [13].
Их роль в гибридизации клеток была уже неод�
нократно подтверждена, например, в 2018 г. в
эксперименте Mezler et al. [14] проводилось сли�
яние мезенхимальных стволовых клеток
(Mesenchymal Stem Cells, MSC) и клеток рака
яичников SK�OV�3. Данные гибриды экспрес�
сировали синцитин�2 и MFSD�2A, в норме ха�
рактерные для клеток синцитиотрофобласта
плаценты. Гены, отвечающие за синтез синци�
тинов в клетках, были внесены в геном эукари�
от ретровирусами миллионы лет назад. Поэтому
инфекции, вызываемые разнообразными виру�
сами, включая SARS�CoV�2 [15], также приво�
дят к гибридизации [16]. Кроме того, клеточное
слияние вызывают и некоторые виды бакте�
рий [17].

Другие теории образования гибридных кле�
ток включают в себя теорию прямого взаимо�
действия (direct interaction) (рисунок, б), подра�
зумевающую обмен РНК, факторами роста и
цитокинами между раковыми клетками и MSC.
Непрямое взаимодействие (indirect interaction)
(рисунок, с) объясняет генез гибридов тем же
механизмом, но передача молекул осуществля�
ется на расстоянии при помощи везикул, выпус�
каемых клетками во внеклеточную среду. Теория
же фагоцитоза (рисунок, г) описывает приобре�
тение лейкоцитами элементов раковых клеток
через их фагоцитоз [18]. Разновидностью этой
теории можно назвать энтоз – полное поглоще�
ние одной клетки другой (рисунок, д). В экспе�
рименте in vitro на MSC и эмбриональных ство�
ловых клетках последние способны поглотить
мезенхимальные стволовые клетки с сохранени�
ем их жизнеспособности [19]. Другой разновид�
ностью фагоцитоза является трогоцитоз – «над�
кусывание» живой раковой клетки с дальней�
шей презентацией антигенов клетки�донора на
поверхности клетки�реципиента (рисунок, е).
Клетка�донор при этом зачастую теряет свои
функции, передавая их реципиенту, или погиба�
ет. Клеточная гибель в ходе трогоцитоза несёт
название трогоптоза [20]. Трогоцитоз был опи�
сан между MSC и клетками рака яичников, при�
водя к хеморезистентности клеток [21]. Вполне
возможно, что материал раковых клеток переда�
ётся MSC не через их прямое взаимодействие, а



доставкой с макрофагами, предварительно зах�
ватившими компоненты злокачественных кле�
ток посредством трогоцитоза. Такой способ
межклеточного взаимодействия имеет название
драгоцитоз (рисунок, е), и на данный момент
доказано выживание некоторых бактерий через
данный механизм [22]. В обзоре Manjunath et al.
[10] авторы предполагают, что процесс передачи
ионов, молекул, везикул и органелл между клет�

ками может происходить через формирование
так называемых «туннельных нанотрубочек»
(рисунок, ж). Это тонкие образования
20–500 нм в диаметре, содержащие F�актин и
микротрубочки, и формируемые клетками в
стрессовых условиях – нехватка питательных
веществ, вирусная инвазия, оксидативный
стресс и др. Формирование данных структур и
подключение к окружающим клеткам способ�
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Теории клеточного слияния. а – Синцитин�зависимый механизм: максимальное сближение мембран клеток (1); полу�
слияние, при котором происходит смешение липидов внешнего слоя билипидов плазматической мембраны (2); образо�
вание стебля слияния (3). б – Прямое взаимодействие клеток с непосредственным обменом молекул. в – Непрямое взаи�
модействие с обменом веществами на расстоянии. г – Приобретение материала раковых клеток посредством фагоцитоза.
д – Энтоз (поглощение живой клетки с сохранением её жизнеспособности). е – Трогоцитоз (слева) – «надкусывание» жи�
вой клетки с приобретением антигенов клетки�донора. Передача полученных таким образом элементов цитоплазмы
третьим клеткам носит название драгоцитоз (справа). ж – Обмен материалом с помощью «туннельных нанотрубочек»
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ствует их выживанию в неблагоприятных усло�
виях. Возможно, таким образом, раковые клет�
ки подключаются к оказавшимся рядом макро�
фагам, что может окончиться необратимым сли�
янием двух клеток. Наконец, Notch�сигналинг и
щелевые соединения также могут быть вовлече�
ны в процесс клеточного слияния [21].

После слияния клетки претерпевают про�
цесс пост�гибридизационной селекции (Post�
Hybrid Selection Process, PHSP), включающий в
себя спонтанные переходы из гетеро� в синка�
рион (Hetero� to Synkarion Transition, HST) – пе�
реход от многоядерности к клетке с единым яд�
ром; хромосомные перестройки и нарушения
митоза. PHSP – весьма неустойчивый процесс и
чувствителен к сигналам извне. Неудавшееся
слияние ядра или геномная перестройка приво�
дит к прекращению процесса и терминации
клетки путём апоптоза или некроза. По этой
причине жизнеспособные гибриды образуются
редко, но в случае успешного завершения селек�
ции они получают способность к неконтролиру�
емому росту, вкупе с механизмами ускользания
от клеточного иммунитета и повышенной ус�
тойчивости к противоопухолевым препаратам.
Такие клетки способны стремительно размно�
жаться и быстро образовывать метастазы [23].

ХАРАКТЕРИСТИКА ГИБРИДНЫХ
ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК

За всё время исследования гибридных кле�
ток был выделен ряд гибридов, отличающихся
друг от друга клетками, с которыми они вступи�
ли в слияние. В таблице систематизированы
данные о различных популяциях гибридных
клеток.

Гибриды «Опухолевая клетка + здоровая клет<
ка». Данная группа отличается наибольшим раз�
нообразием среди всех гибридных кле�
ток [30–34, 43–45]. Описана возможность слия�
ния опухолевой клетки с эпителиальной клет�
кой [30–33, 45], фибробластами [34, 43] и остео�
кластами [44]. Объединяют их лишь повышен�
ная резистентность к противоопухолевым пре�
паратам и темпы деления по сравнению со сво�
ими раковыми клетками�предшественниками.
Все остальные свойства, такие как поверхност�
ные маркёры и характерные генетические мута�
ции каждого гибрида, зависят от родительских
клеток. Часто описывается наследование от ро�
дительских опухолевых клеток свойств стволо�
вых клеток, таких как появление транскрипци�
онных факторов, характерных для стволовых
клеток – Oct4, Sox2, Nanog, Kif4, Bmi1 и CD133,
и повышение метастатического потенциала с

образованием маммосфер при раке молочной
железы (РМЖ). В большинстве случаев клетки
сохраняют морфологию родительской раковой
клетки. В нескольких работах по скрещиванию
клеток эпителия молочной железы с разными
клеточными линиями РМЖ [31, 32] каждый
гибрид показывал отличные друг от друга спо�
собности к росту и размножению. Следователь�
но, вполне возможно, что гибридные клетки
вносят значительный вклад в опухолевую гете�
рогенность.

Клиническая важность выявления гибрид�
ных клеток обусловлена отличиями в биохими�
ческих процессах и действии сигнальных путей
от обычных раковых клеток. Например, клетки,
полученные в результате слияния клеток, при�
надлежащих к двум разным линиям РМЖ, обла�
дали изменённой активностью пути RAF�AKT.
Это привело к парадоксальной реакции гибри�
дов на ингибитор PI3K – добавление препарата
вело к значительному повышению подвижности
злокачественных клеток, когда простые клеточ�
ные линии опухолевых клеток РМЖ реагирова�
ли блокировкой миграции. По этой причине
имеет смысл проводить поиск таких гибридов у
пациентов для проведения эффективной тера�
пии [45].

Гибриды «Опухолевая клетка + стволовая
клетка». Группа гибридов стволовых клеток с ра�
ковыми клетками также весьма разнообраз�
на [11, 41, 42, 46–49], аналогично предыдущей
группе. Существует мнение, что именно про�
цесс слияния опухолевых клеток с MSC и мак�
рофагами лежит в основе метастазирования кле�
ток, поскольку опухолевые клетки приобретают
их свойства, способны отрываться и циркулиро�
вать в крови. Так, в исследованиях Li et al. [46]
было показано, что при слиянии опухолевых
клеток со cтромальными клетками сальника, по
своим характеристикам схожими с MSC, гиб�
ридные формы увеличивали свою подвижность
по сравнению с родительскими клетками. Авто�
ры предполагают, что это связано с подавлением
экспрессии E�кадгерина и стимуляцией – ви�
ментина. Это также подтверждается в ряде ис�
следований [41, 42], где после слияния раковой
клетки и MSC гибриды претерпевают эпители�
ально�мезенхимальный переход (Epithelial�
Mesenchymal Transition, EMT) с повышением их
миграционных и пролиферативных способнос�
тей. При этом новообразованный гибрид спосо�
бен как сохранить морфологию раковой эпите�
лиальной клетки [42, 50], так и перейти к более
мезенхимальному виду, близкому к фибробласт�
ному [51], однако во всех случаях гибриды име�
ют мезенхимальный генный и молекулярный
профили. Учитывая стремление гибридов к



КАЙГОРОДОВА и др.

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  4  2022

562

Тип гибридной клетки

Остеокласты

Синцитиотрофобласт

Мышечные волокна
скелетной мускула�
туры

Гибрид «Опухолевая
клетка + эпителиоцит»

Гибрид «Опухолевая
клетка + фибробласт»

Гибрид «Опухолевая
клетка + макрофаг»

Гибрид «Опухолевая
клетка + лимфоцит»

Характеристика типов гибридных клеток

Источник

[24–26]

[27, 28]

[29]

[30–33]

[8, 34]

[35–37]

[38]

Роль в опухолевой прогрессии
(«+» – усиливают;
«–» – ингибируют;
«?» – неизвестно)

«+»

«?»

«?»

«+»

«+»/«–»

«+»

«?»

Основные характеристики

крупные многоядерные клетки неправильной
формы, обеспечивающие ремоделинг кости; рас�
полагаются преимущественно в зонах лизиса/син�
теза костей; остеокласты становятся таковыми пу�
тём слияния с малыми одноядерными пре�остео�
кластами – последовательно по одной клетке за
раз, тем самым клетки увеличивают остеолитичес�
кую активность; (аналогичный эффект возможен
при слиянии с клетками миеломы)

клетки цитотрофобласта сливаются в структуры с
множеством удлинённых ядер, хорошо развитым
эндоцитозным аппаратом и множеством микро�
ворсин на свободной поверхности; многоядерные
синцитиальные структуры обеспечивают обмен�
ную функцию плаценты и продукцию плацентар�
ных гормонов; поддержание многоядерного син�
цитиотрофобласта происходит за счёт постоянно�
го поступления одноядерных цитотрофобластов

многоядерная структура цилиндрической формы,
в среднем достигающая в длину 10 см, образуется в
результате слияния множества миобластов; основ�
ная действующая единица скелетной мышцы

морфология в большинстве случаев заимствуется у
раковой клетки�предшественницы; поверхност�
ные маркёры зависят от родительских клеток; гиб�
риды демонстрируют повышенную колониеобра�
зующую способность и устойчивость к терапии
(по сравнению с родительскими клетками); зачас�
тую приобретает свойства стволовых клеток

клетки имеют различную морфологию, многоядер�
ны, но имеют сниженную выживаемость и проли�
феративную активность: в 97% случаев клетки оста�
навливают деление и погибают из�за "митотичес�
кой катастрофы"; однако единичные выжившие
клетки приобретают одинаковое строение, похожее
на родительские раковые клетки, начинают быст�
рее расти, не поддаются классическому лечению

к данной группе принадлежат атипичные гибрид�
ные опухолевые клетки, похожие на макрофаги
(Cancer�Associated Macrophage�Like Cells, CAML)
и циркулирующие гибридные клетки (Circulating
Hybrid Cells, CHC); средние размеры 43,5 мкм,
имеют овальную, аморфную или головастикопо�
добную форму; обнаруживаются в большинстве
биологических жидкостей пациентов по маркёрам
CD45 и EpCAM; большая часть гибридов приобре�
тает повышенный метастатический потенциал и
куда более подвижны под действием хемоаттрак�
тантов, чем родительские клетки

представлены гибридомами � искусственно полу�
чаемыми гибридами между раковой и плазмати�
ческой клеткой, способной быстро синтезировать
моноклональные антитела; присутствие подобных
гибридов у онкологических больных не было
подтверждено
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анеу� и полиплоидии, а также обнаружение это�
го феномена в метастатических клетках, при том
что появление тетраплоидов не характерно в хо�
де прогрессии негибридных раковых клеток, да�
лее поддерживает вышеописанную теорию [42].

Не исключена возможность генеза раковых
стволовых клеток (Cancer Stem Cells, CSC) в ре�
зультате слияния раковой и нормальной стволо�
вой клетки. CSC – субпопуляция опухолевых
клеток, обладающих низким пролиферативным
потенциалом, но исключительно высокой жиз�
неспособностью. Этому содействуют нечувстви�
тельность к апоптотическим сигналам и устой�
чивость к противоопухолевым препаратам. Им
отводится роль «спящих клеток», способных
приступить к делению даже после полного
уничтожения первичной опухоли, приводящих
к рецидивам рака. В многочисленных опытах по
скрещиванию MSC и раковых клеток были по�
лучены гибриды, обладающие свойствами CSC.
Гибридная теория вполне может решить пробле�
му образования данной малоизвестной субпопу�
ляции, но она требует дальнейших исследова�
ний и подтверждений [5].

Гибриды «Опухолевая клетка + макрофаг».
Несмотря на повышенный метастатический по�
тенциал вышеперечисленных гибридов, не су�
ществует данных, подтверждающих их циркуля�
цию в крови и других биологических жидкостях.
Это делает их труднодоступными для получе�
ния, тем самым серьёзно снижая их диагности�
ческую ценность. Вместо них обнаруживается
другой, более однородный тип гибридных кле�
ток – гибриды опухолевых клеток с макрофага�

ми. На данный момент можно сказать, что это
наиболее активно исследуемый тип гибридных
клеток. Уже описано несколько подтипов таких
гибридов, однако стоит отметить их сходство
между собой. Не исключено, что исследователи
дали несколько названий одному и тому же типу
клеток. Так, Adams et al. [52] в 2014 г. описали
CAML в крови пациентов с раком молочной и
поджелудочной железы. Ряд других исследова�
телей [10] дали подобным клеткам название
«Macrophage�Tumor cell Fusion cells» (MTF).
Морфологически это высокодифференциро�
ванные клетки миелоидного ряда, способные к
фагоцитозу, с большим атипичным ядром или
множеством более мелких ядер [52]. Размеры
CAML варьируют от 21 до 300 мкм (со средним
значением 43,5 мкм), в то время как циркулиру�
ющие раковые клетки и лейкоциты имеют раз�
мер 18,8 и 12,4 мкм соответственно [35].
CAML способны принимать овальную, аморф�
ную или головастикоподобную форму [36]. Дан�
ные клетки присутствуют у широкого спектра
онкобольных в крови (8,2 клеток/7,5 мл) и в ра�
зы больше – в асцитической жидкости
(~600 000 клеток/мл – при раке яичников), но
не обнаруживаются у здоровых людей [53].
CAML исходят из ткани первичной опухоли
(до 13% от всех клеток) [54]. Такие клетки
экспрессируют CD45, характерный для всех ви�
дов лейкоцитов человека [55]; EpCAM – моле�
кулы клеточной адгезии эпителия, обнаружива�
ющиеся у большинства раковых эпителиальных
клеток [56], и цитокератины (CK) [57]. Кайгоро�
дова с соавт. [58] в исследовании асцитической

Тип гибридной клетки

Гибрид «Опухолевая
клетка + дендритная
клетка»

Гибрид «Опухолевая
клетка + стволовая
клетка»

Окончание таблицы

Источник

[39, 40]

[5, 41, 42]

Роль в опухолевой прогрессии
(«+» – усиливают;
«–» – ингибируют;
«?» – неизвестно)

«–»

«+»

Основные характеристики

искусственно выведенные многоядерные клетки
неправильной формы с короткими отростками;
гибриды способны представлять опухолевые анти�
гены T�клеткам; гибриды лучше стимулируют ак�
тивность цитотоксических лимфоцитов в сравне�
нии с опухолевыми или дендритными клетками;
рассматриваются в качестве «вакцин от рака»

могут как сохранить морфологию раковой клетки,
так и принять фибробластоподобный вид; сохра�
няют мезенхимальный генный и молекулярный
профили; поверхностные маркёры различны и за�
висят от клеток�предшественниц; гибридные фор�
мы увеличивают свою подвижность, пролифера�
тивную активность и резистентность к терапии;
предполагается генез CSC в ходе данного слияния



жидкости больных раком яичников выделили
12 популяций EpCAM�положительных клеток.
Было установлено, что самой многочисленной
группой являлись атипичные клетки гибридно�
го фенотипа с признаками стволовости и EMT
(EpCAM+, CD45+, CD44+, CD24+/–, CD133+/–,
N�кадхерин+/–), причём эти данные неодно�
кратно подтверждались. Кроме этого, в наших
исследованиях было показано, что количество
атипичных/гибридных форм опухолевых клеток
EpCAM+CD45+ в асцитической жидкости боль�
ных раком яичников имеет прямую корреляци�
онную связь со степенью канцероматоза [59].
Sukhbaatar et al. [60] в ходе поиска мутаций TP53
в клетках рака яичников также обнаружили
клетки EpCAM+CD45+, но не обнаружил в них
каких�либо мутаций этого гена. Авторами пока�
зано, что в CAML по сравнению с нормальными
макрофагами в 10–170 раз повышена экспрес�
сия таких генов, как ZEB1, SNAIL, TWIST,
INMB1, THNSB и COL11, что приводит к уве�
личению количества N�кадгерина и виментина.

Помимо CAML, выделяют также неболь�
шие (5–20 мкм) клетки округлой формы с
1–2 круглыми ядрами, имеющие маркёры, ана�
логичные CAML. Этим клеткам было дано наз�
вание «циркулирующие гибридные клет�
ки» (CHC). Они также наблюдаются в крови
большинства онкологических больных в коли�
чествах куда больших, чем имеющие только
маркёры раковых клеток циркулирующие опу�
холевые клетки (Circulating Tumor Cells, CTC) –
в среднем примерно 5–70 клеток на 500 000 жи�
вых клеток в зависимости от онкологического
заболевания, вплоть до тысяч – при увеальной
меланоме [61]. Предполагается, что именно
CHC являются продуктом клеточного слияния,
когда CAML образуются в результате поглоще�
ния содержимого раковых клеток [57]. Ряд работ
подтверждает метастатический потенциал
CHC – в исследованиях Gast et al. [12] скрещи�
вание макрофагов с клетками аденокарциномы
и меланомы привело к образованию гибридных
форм с увеличенным пролиферативным потен�
циалом и усиленной способностью давать ме�
тастазы. Интересно, что в условиях in vitro клет�
ки со временем прекращают деление. In vivo же
наблюдается повышенный пролиферативный
потенциал гибридов, что говорит о том, что на
гибриды «опухолевая клетка + макрофаг» поло�
жительно влияют сигналы от микроокружения.
Ещё более интересным является тот факт, что
CHC встречаются даже в образцах крови здоро�
вых пациентов, что принципиально отличает
данные клетки от CAML [7]. Неоднократно под�
черкивалась гетерогенность CHC в экспрессии
генов белков, отвечающих за мезенхимальные

(виментин, N�кадгерин), стволовые (CD44,
CD133, ALDH1) свойства, а также некоторых
рецепторов (рецепторы андрогенов). При этом
только CHC с выраженными свойствами ство�
ловых и мезенхимальных клеток участвуют в ме�
тастатическом процессе, а повышенное количе�
ство андрогеновых рецепторов при РМЖ гово�
рит о повышенной резистентности к тера�
пии [62–64].

Неоднократно среди гибридов «опухолевая
клетка + макрофаг» обнаруживались клетки с
такими маркёрами, как CD163 [65–67], CD204
и CD206 [68]. Они характерны для M2�макрофа�
гов. В отличие от провоспалительных M1,
M2 угнетают воспаление и стимулируют про�
цессы опухолевого роста и прогрессии. Установ�
лено, что именно при слиянии раковой клетки с
M2�макрофагом получаемый гибрид приобре�
тает черты макрофага и стволовой клетки, полу�
чая повышенную способность к метастазирова�
нию [69]. Более того, наблюдается избиратель�
ное слияние M2�макрофагов с раковыми клет�
ками [70]. Скорее всего, все гибриды «опухоле�
вая клетка + макрофаг» образованы при участии
опухоль�ассоциированных макрофагов (tumor�
associated macrophages, TAM) – клеток, находя�
щихся в составе солидной опухоли и поддержи�
вающих её жизнеспособность. Они имеют M2�
характерный фенотип, и считается, что TAM и
M2�макрофаги являются одними и теми же
клетками, хотя последние исследования говорят
о некорректности данной теории [71].

Именно гибриды «опухолевая клетка + мак�
рофаг» вызывают крайне высокий интерес сре�
ди научного сообщества вследствие своего зна�
чительного присутствия в крови даже на самых
ранних этапах прогрессирования заболева�
ния [10] и лёгкости получения, что потенциаль�
но делает их эффективным и надёжным биомар�
кёром солидных опухолей. Огромный размер
CAML серьёзно упрощает задачу выделения
клеток из крови, позволяя применять такие тех�
нически простые методы, как микрофильтра�
ция [35].

В исследованиях последних лет предполага�
ется, что клетки CD45+EpCAM+ обладают ус�
тойчивостью к химиотерапии повышенной зло�
качественностью. В частности, считается, что
клетки CD45+EpCAM+ чрезмерно экспрессиру�
ют на своей поверхности HLA I и HLA II, что
также позволяет им уходить от цитотоксическо�
го воздействия NK�клеток. Касательно химио�
резистентности, CAML демонстрируют увели�
ченную устойчивость, например, к цисплатину
и паклитакселу (более 27 мкг/мл, по сравнению
с 8–12 и 7–10 мкг/мл соответственно для кле�
ток CD45–EpCAM+) [52, 72, 73], и к радиотера�
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пии, показывая возросшую способность к репа�
рации ДНК [66, 74].

Сам факт злокачественности опухоли также
может быть подтверждён с помощью обнаруже�
ния CAML. В исследовании Adams et al. [75]
гибриды обнаруживались у 88% пациентов с ин�
вазивной карциномой молочной железы и толь�
ко у 26% – с доброкачественными новообразо�
ваниями. Многими авторами ставится прямая
зависимость между концентрацией гибридных
клеток и неблагоприятностью прогноза для па�
циента. Однако, несмотря на значительное по�
вышение количества клеток CD45+EpCAM+ на
поздних стадиях заболевания, их присутствие
отмечается и на более ранних этапах прогресси�
рования рака [57]. Описано обнаружение дан�
ных клеток задолго до появления метастазов,
что потенциально делает их предвестником ско�
рого распространения опухоли [10]. Так, в про�
ведённом нами исследовании было показано,
что в крови больных раком эндометрия T1�ста�
дии наблюдаются атипичные/гибридные фор�
мы клеток CD45+EpCAM+, концентрация кото�
рых коррелировала с риском возникновения ре�
цидивов после лечения [76]. На основе исследо�
ваний пациентов с раком пищевода [35], лёг�
ких [77], поджелудочной железы [78] и рядом
других онкологий [53] показано, что размер
CAML ≥ 50 мкм и их количество в крови
≥ 5–6 клеток/7,5 мл говорит о низкой выживае�
мости и о высоком риске рецидива после прове�
дённой терапии. При проведении совместного
исследования количества CAML с CTC паци�
енты с повышенными концентрациями цирку�
лирующих опухолевых клеток (≥5 клеток/
7,5 мл) и гибридов в крови имели сниженные
показатели выживаемости по сравнению с боль�
ными с высокими значениями CTC, но без
CAML [79].

CHC также показывают себя как хороший
биомаркёр для диагностики и мониторинга ра�
ковых заболеваний, не в последнюю очередь
вследствие большой концентрации в крови он�
кобольных [80–82]. В ряде работ [80, 82] наблю�
дали снижение концентрации гибридов в крови
больных различными онкологическими заболе�
ваниями органов желудочно�кишечного трак�
та (ЖКТ) после проведённой терапии. А повы�
шение количества CHC в крови больных карци�
номами полости рта позволило Henn et al. [81]
предсказывать появление скрытых метастазов в
лимфатических узлах, что даёт возможность из�
бегать высокоинвазивной операции лимфодис�
секции шеи, приводящей к осложнениям в
25% случаев.

Важной проблемой, мешающей становле�
нию CHC в качестве клинических биомаркёров,

является их сходство с нормальными лейкоци�
тами пациента. По этой причине быстрое, прос�
тое и эффективное выделение и их последую�
щий анализ затруднителен. Одним из разраба�
тываемых методов для решения данной пробле�
мы является использование диэлектрофорети�
ческого метода в специально разработанном
микрофлюидном чипе. Разделение клеток про�
исходит за счёт различий в поляризации каждой
клетки и тока жидкости. В эксперименте на об�
разцах крови пациента с аденокарциномой под�
желудочной железы удалось добиться исключе�
ния 96,5% лейкоцитов, увеличив концентрацию
CHC в образце в 18,6 раз [83].

ГИБРИДНЫЕ КЛЕТКИ И ТЕРАПИЯ РАКА

Доказательство роли гибридов в процессах
метастазирования и резистентности рака пока�
зывает возможность разработки эффективных
методов терапии раковых заболеваний посред�
ством воздействия на гибридные клетки. Самым
очевидным подходом здесь выглядит препят�
ствование процессу клеточного слияния. Изве�
стно, что гипоксия и TNFα стимулируют про�
цессы объединения клеток [84]. Они также во�
влечены в старт процесса апоптоза. Исследова�
тели подтвердили и роль данного процесса
программируемой клеточной гибели в форми�
ровании гибридов. Поэтому угнетать гибриди�
зацию клеток можно и через ингибирование тех
или иных элементов сигнальных путей, запуска�
ющих апоптоз. Разработок в этой сфере доста�
точно много. Например, возможно нарушить
работу рецептора TNFα с помощью малых ин�
терферирующих РНК [85] или антибиотика ми�
ноциклина [86]. Достаточно известным и актив�
но разрабатываемым подходом прекращения
созревания TNFα из про�TNFα является подав�
ление фермента ADAM17 [87]. Весьма популяр�
на разработка моноклональных антител как к
самому TNFα, так и к элементам сигнальных
путей, активируемым этим фактором [88]. Дру�
гими целями для подавления апоптоза выступа�
ют фосфатидилсерин [89], матриксная метал�
лопротеиназа 9 [90], каспазы [91], и др. Некото�
рые из представленных методик противо�
TNFα�терапии уже давно известны мировой ме�
дицине, но исследование роли этого фактора в
клеточном слиянии может увеличить их попу�
лярность среди онкологов.

Роль стимулирующих факторов также под�
тверждается тем, что они характерны для воспа�
лительной реакции, всегда возникающей как
при процессе регенерации ткани, так и при
опухолевом росте. В обоих случаях наблюдается



клеточное слияние [92]. Поэтому, противовос�
палительная терапия также может быть исполь�
зована для предотвращения слияния раковых
клеток как это сделали, например, Li et al. [93],
успешно заблокировав рецепторы интерлей�
кина�4 клеток рабдомиосаркомы, тем самым
предотвратив опухолевый рост и прогрессию
in vivo.

Ещё одним подходом к предотвращению
клеточного слияния является нарушение рабо�
ты синцитинов. Существуют работы по приме�
нению антисенс�олигонуклеотидов и коротких
последовательностей РНК, образующих шпиль�
ки (shRNA), снижающих экспрессию генов, от�
вечающих за синтез синцитинов�1 и �2 соответ�
ственно. В то же время экспрессия синцитинов
связана с положительным прогнозом у пациен�
тов с РМЖ, поэтому целесообразность данной
терапии требует подробных исследований [94].

Разумеется, если существуют вещества, спо�
собствующие слиянию клеток, то должны быть
и физиологические ингибиторы клеточной гиб�
ридизации. Установлено, что TGFβ в больших
концентрациях ингибирует процессы клеточно�
го слияния, хотя рассматривать его в качестве
противоопухолевого препарата не стоит из�за
стимуляции пролиферации клеток, включая
злокачественные [95].

Отдельно стоит выделить гибриды между
дендритными и раковыми клетками [40, 96, 97].
Это искусственно выведенные клетки, имею�
щие антигены как раковой, так и антиген�
представляющей клетки, что позволяет им эф�
фективно стимулировать собственный противо�
опухолевый иммунитет пациента. Уже достаточ�
но давно было выдвинуто предположение о воз�
можности применения гибридов раковой клет�
ки с дендритной в качестве противоопухолевых
вакцин [40]. Множество методик применения
таких гибридов сейчас находятся в разработке.
Например, плазматические мембраны гибрид�
ных клеток были использованы для покрытия
наночастиц, образованных циркониевыми ме�
талл�органическими каркасными структурами,
обычно применяемыми для фотодинамической
терапии. При введении в организм онкобольно�
го такие наночастицы накапливаются в опухо�

ли, согласно эффекту повышенной проницае�
мости и удерживания (EPR), а также за счёт на�
личия у частиц поверхностных белков, харак�
терных для опухолевых клеток. При облучении
наночастиц лазером происходит быстрое обра�
зование активных форм кислорода, а антигены
раковых и дендритных клеток в оболочке частиц
стимулируют мощный иммунный ответ со сто�
роны Т�киллеров. Эксперименты in vivo на мы�
шах с привитыми опухолями показали значи�
тельное замедление роста опухолевой массы на
28�й день после начала терапии по сравнению с
другими наночастицами для фотодинамической
терапии, а на 62�й день – 40%�ную выживае�
мость среди животных, когда во всех остальных
группах все мыши погибли [97].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на то что явление клеточного сли�
яния было открыто уже более 100 лет назад, всё
это время оно оставалось вне поля зрения учё�
ных – все внимание мировой науки уделялось
теории раковых стволовых клеток. Именно по
этой причине многие аспекты исследования
гибридных клеток сейчас всё ещё находятся на
зачаточной стадии. Однако при уже накоплен�
ном уровне знаний такие циркулирующие гиб�
риды, как CAML и CHC, показывают себя как
многообещающий биомаркёр опухолевых забо�
леваний, и даже больше – как новый подход к
лечению рака. Развитие таких методик приме�
нения гибридных раковых клеток говорит об ог�
ромном, ещё нераскрытом потенциале гибри�
дов, требующем подробных исследований.
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HYBRID/ATYPICAL FORMS OF CIRCULATING TUMOR CELLS:
CURRENT STATE OF THE PROBLEM

Review

Е. V. Kaigorodova1,2*, A. V. Kozik2, I. S. Zavaruev2, and M. Yu. Grishchenko3

1 Cancer Research Institute, Tomsk National Research Medical Center,
Russian Academy of Sciences, 634050 Tomsk, Russia; E�mail: zlobinae@mail.ru

2 Siberian State Medical University, 634050 Tomsk, Russia
3 Tomsk Regional Oncological Dispensary, 634050 Tomsk, Russia

Cancer is one of the most common diseases worldwide, and treatment bears many challenges such as drug and
radioresistance and formation of metastases. These difficulties are due to tumor heterogeneity, which has many ori�
gins. One may be cell fusion, a process that is relevant in both physiological (e.g., wound healing) and pathophysio�
logical (cancer and viral infection) processes. This literature review aimed to generalize the existing data about
hybrid/atypical forms of circulating cancer cells and their role in tumor progression. For that, the bioinformatical
search in universal databases, such as PubMed, NCBI and Google Scholar was conducted by using the keywords
“hybrid cancer cells”, “cancer cell fusion”, etc. In this review the latest information related to hybrid tumor cells,
their genesis theories, characteristics of different variants with data from our own researches were presented. Many
aspects of hybrid cell research are still in their infancy. However, with the level of knowledge already accumulated, cir�
culating hybrids such as CAML and CHC show themselves as a promising biomarker for tumor diseases, and even
more as a new approach to cancer treatment.

Keywords: hybrid cells, cell fusion, cancer, circulating tumor cells
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1. Общие положения

1.1. Ежемеcячный междунаpодный жуpнал
«Биохимия»/Biochemistry (Moscow), учредите�
лем которого является Pоccийcкая академии на�
ук, издается и pаcпpоcтpаняетcя одновpеменно
на pуccком и английском языках.

1.2. Журнал «Биоxимия» публикует pаботы
по вcем pазделам биоxимии, а также концепту�
ально важные работы по биохимическим аспек�
там смежных областей (молекулярной биоло�
гии, биофизики, биоорганической химии, мик�
робиологии, иммунологии, физиологии, нейро�
биологии, геронтологии, биомедицинских наук и
др.), направленные на понимание молекуляр�
ных и клеточных основ биологических процес�
сов. Тематика журнала также охватывает новые
экспериментальные методики в области биохи�
мии, теоретические достижения, имеющие зна�
чение для биохимии, обзоры современных био�
химических тем исследования и мини�обзоры.
Журнал не рассматривает чисто феноменологи�
ческие работы, которые описывают изменения
биохимических параметров или маркеров био�
логических процессов без связи с механизмами,
вызвавшими эти изменения или являющимися
следствием таких изменений, а также работы по
клонированию и экспресиии (в том числе в
трансгенных животных и растениях) индивиду�
альных генов и материалы по анализу геномных
полиморфизмов.

1.3. К публикации пpинимаютcя закончен�
ные оpигинальные pаботы, cодеpжащие новые
экcпеpиментальные pезультаты; методичеcкие
pаботы, включающие опиcание новыx методов
биоxимичеcкиx иccледований; матеpиалы теоpе�
тичеcкого xаpактеpа c изложением новыx пpин�
ципов, подxодов для pешения теx или иныx
биоxимичеcкиx задач. Не принимаются статьи с
результатами, новизна которых заключается
только в том, что изучаемый хорошо известный
объект получен из другого источника.

Pаздел «Кpаткие cообщения» публикует ко�
pоткие экспериментальные cтатьи заявочного,
пpиоpитетного xаpактеpа, тpебующие cкоpейшей
публикации. В cопpоводительном пиcьме в pе�
дакцию автоpам cледует мотивиpовать необxоди�
моcть уcкоpенного пpоxождения матеpиала.
Срок публикации таких сообщений 1–2 месяца.

Жуpнал печатает заказанные pедколлегией
(или пpедлагаемые автоpами и одобpенные pед�

коллегией) обзоpы по наиболее актуальным
пpоблемам биоxимии и cмежныx наук. К обзор�
ным статьям предъявляются следующие требо�
вания: 1) у авторов должны быть свои работы по
теме обзора; 2) список цитированной литерату�
ры должен включать работы, опубликованные
по данной теме в течение последних 5 лет; 3) об�
зор не должен быть пересказом и, подчас, дос�
ловным цитированием кусков ранее опублико�
ванных работ, в нем должен быть критический
разбор цитируемых материалов и своя концеп�
ция, свое видение проблемы, побудившее авто�
ров написать данный обзор. Редакция и рецен�
зенты строго следят за плагиатом.

Pаздел «Диcкуccии» пpедоcтавляет автоpам
возможноcть опубликовать комментаpии, кpи�
тичеcкие замечания и иные cообpажения по по�
воду напечатанныx pанее на cтpаницаx жуp�
нала pабот, выcтупить c новой гипотезой. Pаз�
дел ноcит полемичеcкий xаpактеp и печатает
ответные pеплики затpонутыx в публикацияx
cтоpон.

1.4. Журнал индексируется и включен в биб�
лиографические базы данных Web of Sciences,
Biochemistry and Biophysics Citation Index, Biolo�
gical Abstracts, BIOSIS Database, Chemical Abstracts,
Chemical Titles, Current Contents/Life Science,
Excerpta Medica, Index Internacional de Cardiolo�
gia, Index Medicus (MEDLINE/Pubmed), Interna�
tional Abstracts of Biological Sciences, The ISI
Alerting Service, Science Citation Index, Science
Citation Index Expanded, SCOPUS, Compendx;
РИНЦ. Журнал включен в Перечень рецензиру�
емых научных изданий ВАК.

1.5. Правила для авторов и информацию о
журнале можно найти на сайтах журнала
http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya и https://
biochemistrymoscow.com, а также на порталах из�
дательств Pleiades https://pleiades.online/ru/
journal/biochmsc/ и Springer https://www.springer.
com/journal/10541. На сайте журнала на анг�
лийском языке представлены содержания всех
выпусков, начиная с 1996 г., с резюме статей,
ключевыми словами и адресами авторов, а так�
же в полном объеме – тематические выпуски
журнала, посвященные наиболее актуальным
проблемам биохимии.

1.6. Импакт�фактор Biochemistry (Moscow) в
2020 г. составил 2.487, импакт�фактор РИНЦ для
«Биохимии» – 3.038. По данным Scopus журнал
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находится во 2�й квартили (Q2) среди журналов
биохимического и медико�биологического про�
филей.

1.7. Для увеличения охвата читательской ау�
дитории и повышения цитируемости своей ра�
боты вы можете опубликовать статью в Bio�
chemistry (Moscow) в режиме открытого доступа
(Open Access). Всю информацию о публикации
статьи в свободном доступе можно найти на сай�
те издательства: https://pleiades.online/ru/authors/
openaccess/ или обратившись в редакцию.

2. Порядок подачи рукописей

2.1. Редакция принимает на рассмотрение
рукописи, присланные по электронной почте в
форме присоединенных файлов (attachment) на
адреса редакции: editorial@biochemistrymoscow.com
или ozrina@bio.chem.msu.ru, а также поданные
через Авторский портал издательства: https://
publish.sciencejournals.ru.

2.2. Матеpиал cтатьи – текст, включая резю�
ме на русском и английском языках, cпиcок ли�
теpатуpы, рисунки с подписями и таблицы –
оформляется одним файлом; каждый pиcунок
дополнительно оформляется отдельным фай�
лом. Если пересылаемый материал велик по
объему, следует использовать программы для ар�
хивирования.

Вcе cтpаницы pукопиcи, в том числе содер�
жащие список литературы, таблицы и подпиcи
к ним, cледует пpонумеpовать; строки также
следует последовательно пронумеровать.

На отдельной cтpанице пpилагаютcя cведе�
ния об автоpаx c указанием адpеcов, контактных
телефонов, факcа и электpонной почты, а также
указываетcя автоp, ответcтвенный за пеpепиcку
c pедакцией и работу с корректурой.

2.3. Одновременно с русским желательно
представить аутентичный английский вариант
рукописи.

2.4. При подаче рукописи авторам следует
прислать в редакцию сопроводительное письмо,
в котором надо указать, что: 1) представленный
материал (или его части) не был ранее нигде
опубликован и не находится на рассмотрении на
предмет публикации в других изданиях; 2) авто�
ры ознакомились с этическими нормами, пред�
писанными международными соглашениями о
публикациях научных статей, и соблюдают их;
3) авторами представлена информация о потен�
циальных конфликтах интересов; 4) авторы оз�

накомились с правилами проведения исследо�
ваний с участием человека и/или животных и
соблюдают их; 5) каждый соавтор сообщает о
своем согласии на авторство в статье (см. соот�
ветствующие Положения на сайтах журнала и на
порталах Springer и Pleiades).

3. Тpебования к офоpмлению pукопиcей

3.1. Текст статьи должен быть изложен по
возможноcти cжато и тщательно отpедактиpован,
но без ущеpба для ее понимания и воcпpоизве�
дения pезультатов.

3.2. Рукопись должна быть построена следу�
ющим образом: 1) индекс УДК; 2) заглавие; 3)
инициалы и фамилии авторов; 4) полные назва�
ния учреждений, индекс, город и электронная
почта (аффилиация); 5) резюме на русском язы�
ке; 6) ключевые слова; 7) краткое заглавие
статьи (колонтитул); 8) текcт cтатьи, включаю�
щий список цитированной литературы, табли�
цы, подписи к рисункам; 9) резюме на английс�
ком языке (с переводом названия статьи, фами�
лий авторов, аффилиации и ключевых слов).

Индекс УДК (уникальной десятичной клас�
сификации) выделяется курсивом и ставится в
верхнем левом углу первой страницы.

Заглавие должно быть максимально крат�
ким, информативным и без сокращений.

Если авторы статьи являются сотрудниками
разных учреждений, то учреждения следует про�
нумеровать и после каждой фамилии надстроч�
ным знаком указать соответствующий номер;
звездочкой справа от цифры необходимо отме�
тить автора, ответственного за переписку с ре�
дакцией. Для каждого из авторов приводится
полное название учреждения с индексом, горо�
дом и страной; для автора, ответственного за пе�
реписку, указывается также адрес электронной
почты. Авторы, внесшие равный вклад в работу,
обозначаются знаком решётки (#).

Резюме должно быть кратким (не более 250
слов), сжато и ясно описывающим основные
конкретные результаты работы и вытекающие
из них выводы.

Ключевых слов – не более 15.
При использовании нестандартных сокра�

щений должен быть добавлен раздел Принятые
сокращения.

Текcт экспериментальной cтатьи следует
разбить на pазделы: 1) Введение, 2) Материалы
и методы, 3) Pезультаты иccледования, 4) Об�
cуждение pезультатов (объединенный pаздел
«Pезультаты и иx обcуждение» допуcкаетcя в теx
cлучаяx, когда обcуждение невелико по объему),
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5) Заключение,  6) Список литературы, 7) Резю�
ме на английском языке.

Во введении кpатко излагаетcя иcтоpия
вопpоcа c обязательным pаccмотpением pабот, в
котоpыx аналогичные или близкие иccледова�
ния уже пpоводилиcь, и фоpмулиpуетcя цель
иccледования.

Оcновное тpебование к изложению методов
иccледования cоcтоит в том, чтобы процедуры
были описаны максимально кратко, но по
опиcанию можно было воcпpоизвеcти экспери�
менты; cюда же должны быть включены иcполь�
зованные в pаботе матеpиалы, pеактивы и при�
боры c указанием фиpмы и cтpаны�пpоизводи�
теля, например: глицерин («Sigma�Aldrich», США),
электронный микроскоп JEM 100C («JEOL»,
Япония). Только новые методы следует детально
описывать; на ранее опубликованные и общеиз�
вестные достаточно сослаться в списке литера�
туры, указав автора и/или название метода (на�
пример, концентрацию белка определяли по ме�
тоду Бредфорда [7]). Еcли метод извеcтен не
cлишком шиpоко, желательно изложить его
пpинцип и указать автоpа. Не допуcкаютcя ccыл�
ки на методы по типу «нуклеазу измеpяли мето�
дом [7]» или «по [7]» (ссылка не может быть са�
мостоятельным членом предложения).

Результаты исследования обычно представ�
лены рисунками и таблицами; те эксперименты,
которые не нуждаются в документации, описы�
ваются в тексте. В этом разделе не следует при�
водить обсуждение результатов, можно ограни�
читься объяснением причинно�следственных
связей между описываемыми экспериментами.

Pаздел «Обcуждение pезультатов» должен
cодеpжать интеpпpетацию pезультатов (но не иx
повтоpение) и сравнение с ранее опубликован�
ными результатами. Желательно оcновные
pезультаты иллюcтpиpовать пpоcтой и нагляд�
ной cxемой.

В случае необходимости рукопись заверша�
ется заключением, которое отделяется от раздела
«Обсуждение результатов» отбивкой.

В связи с участием журнала в международ�
ном Комитете по этике публикаций (Committee
on Publication Ethics – COPE) авторам следует
внести в конце статьи несколько фраз, демон�
стрирующих приверженность международным
этическим стандартам. Ниже приведены образ�
цы представления соответствующих разделов в
заключительной части статьи.

1) Следует описать вклад каждого из авторов
в работу и подготовку рукописи (раздел «Вклад
авторов»). Например: А.Б. Иванов и В.Г. Пет�
ров – концепция и руководство работой;
Д.Е. Сидоров и З.И. Дроздов – проведение экс�
периментов; А.Б. Семенов и В.Г. Петров – об�

суждение результатов исследования; С.И. Холо�
дов и В.Г. Антонов – написание текста;
А.Б. Иванов, В.Г. Петров, А.Б. Семенов –
редактирование текста статьи.

2) Если работа выполнена при поддержке ка�
кой�либо организации, в разделе «Финансиро�
вание» следует указать, каким фондом и грантом
поддержано данное исследование и каждая часть
работы в отдельности, если источники финанси�
рования разные. Следует приводить полные наз�
вания институтов и организаций�спонсоров.

3) В разделе «Благодарности» по желанию
авторов сообщается информация о любой помо�
щи в проведении работы и подготовке статьи: о
полезных обсуждениях и дискуссиях, благодар�
ности коллегам; о предоставлении материалов,
научных данных, компьютерного оборудования,
приборов; о проведении исследований в цент�
рах коллективного пользования; о помощи в
технической подготовке текста.

4) В разделе «Конфликт интересов» авторы
заявляют о наличии или отсутствии конфликта
интересов в финансовой или какой�либо иной
сфере. Данный раздел является обязательным.

5) Обязательным является также раздел
«Соблюдение этических норм». Если исследова�
ния проводились на животных, то в данном раз�
деле указывается: «Все процедуры, выполнен�
ные в исследованиях с участием животных, со�
ответствовали этическим стандартам учрежде�
ния, в котором проводились исследования, и ут�
вержденным правовым актам РФ и междуна�
родных организаций».

Если исследования проводились с участием
людей, то в разделе «Соблюдение этических
норм» указывается: «Все процедуры, выполнен�
ные в исследованиях с участием людей, соответ�
ствуют этическим стандартам национального
комитета по исследовательской этике и Хель�
синкской декларации 1964 года и ее последую�
щим изменениям или сопоставимым нормам
этики. От каждого из включенных в исследова�
ние участников было получено информирован�
ное добровольное согласие».

Если в статьях не содержится описания ис�
следований с участием людей или использова�
нием животных и выполненных кем�либо из ав�
торов, в разделе «Соблюдение этических норм»
указывается: «Настоящая статья не содержит
описания выполненных авторами исследований
с участием людей или использованием живот�
ных в качестве объектов».

6) Если статья содержит персональную ин�
формацию об участниках исследования, то не�
обходимо включить следующее положение в
раздел «Информированное согласие»: «От всех
участников, чья персональная информация со�
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держится в этой статье, получено дополнитель�
ное письменное добровольное согласие».

Cпиcок цитиpуемой литеpатуpы должен
быть макcимально кpатким (не более 150 ссы�
лок), но cодеpжащим ccылки на вcе пpинципи�
ально важные поcледние публикации по данно�
му вопpоcу. В жуpнале пpинята поcледователь�
ная нумеpационная cиcтема цитиpования, т.е.
по xоду изложения указываетcя поpядковый
номеp пpоцитиpованного иcточника (в квад�
pатныx cкобкаx), cоответcтвующий номеpу в
Спиcке литеpатуpы. Авторам следует очень
внимательно проверить последовательность ну�
мерации ссылок в тексте и соответствие номера
каждой ссылки в тексте и списке литературы.
Не допускается включение в список литературы
ссылок на веб�сайты, необходимо ссылаться
на публикации авторов, предлагающих эти
электронные ресурсы (программы/базы дан�
ных). Если такие публикации отсутствуют,
ссылкадается в тексте так же, как на другие не�
опубликованные материалы (например, База
данных структур бактериальных углеводов,
http://csdb.glycoscience.ru/bacterial).

Ссылки на неопубликованные данные не до�
пускаются. Можно сослаться на личное сооб�
щение кого�либо, в таком случае необходимо
указать инициалы и фамилию источника, а так�
же место работы.

Следует избегать появления дублированных
ссылок в списке литературы, а также ссылок на
отозванные статьи.

Cпиcок литеpатуpы печатаетcя как отдельный
раздел рукописи c указанием фамилий и иници�
алов вcеx автоpов, названия цитируемой статьи и
выходных данных. Кроме этого, желательно дать
DOI статьи. Ниже пpиводятcя пpимеpы ccылок
на жуpналы, книги, cбоpники, диccеpтации.
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Для авторов, использующих систему EndNote,
редакция предоставляет стиль, который поддер�
живает форматирование цитат в тексте и список
литературы. Стилевой файл можно найти на
сайтах журнала http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya
и  https://biochemistrymoscow.com в разделах для
авторов.

В конце статьи дается резюме на английском
языке, являющееся аутентичным переводом заг�
лавия cтатьи, инициалов и фамилий авторов в
английской транскрипции, названий учpежде�
ний c индексами, названиями городов и адpеcами
электронной почты, текcта аннотации и ключе�
вых слов.

3.3.1. Объем экспериментальной статьи,
включая список литературы, таблицы, рисунки
(3 рисунка считаются за 1 страницу) и подписи к
ним, резюме на английском языке, не должен
превышать 20 машинописных страниц, количе�
ство рисунков – не более 8; краткое сообщение –
не более 12 страниц (включая не более 4 рисун�
ков и/или таблиц); мини+обзор – не более 16 стра�
ниц (включая не более 5 рисунков); обзор – не
более 35 страниц (включая не более 8 рисунков);
сообщения в разделе «Дискуссии» – до 4 cтpаниц.

3.3.2. Текстовые файлы следует представлять
в формате Microsoft Word (версия 6.0 и более
поздние), шрифты для основного текста –
Times New Roman и Symbol, размер букв 12,
полтора интервала, в одну колонку без вырав�
нивания по правому краю, без пеpеноcа cлов, c
полями 3 cм c левой cтоpоны, на cтpанице – не
более 30 cтрок.

Для оформления текста можно иcпользовать
куpcив, полужиpные начеpтания, подcтpочные
и надcтpочные индекcы, гpечеcкие и математи�
чеcкие cимволы (шрифт Symbol) в соответствии
со стилевым офоpмлением жуpнала.

Стиль оформления текстового материала
должен быть простым: без запрограммированных
заголовков, вставок, шаблонов, ссылок на литера+
турные источники (гиперссылок); без увеличения
межстрочных и межбуквенных интервалов; без
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использования шаблонов – в окне «стиль»
должно быть «обычный»). Особенно это отно�
сится к «Списку литературы», т.к. запрограмми�
рованные порядковые номера при переносе в
издательскую программу исчезают.

Авторы не должны использовать такие функ�
ции программы Word, как «Закладка», «Приме�
чание», «Сноска», «Концевая сноска», потому
что они неправильно интерпретируются изда�
тельской программой. Если в тексте встречается
сноска (или концевая сноска), то сразу после
предложения или абзаца с ее номером, следует
набрать «{Footnote}», т.е. «{Сноска}», и далее не�
посредственно текст сноски.

Если при подготовке статьи была использо�
вана функция «Рецензирование», то перед со�
хранением файла нужно отменить функцию
«Рецензирование» и затем использовать функ�
цию «Принять все изменения в документе».

3.3.3. Таблицы следует приводить в тех случаях,
когда данные не могут быть приведены в тексте.

Каждая таблица оформляется на отдельной
cтpанице и имеет cвой заголовок. Колонки в
таблице должны быть озаглавлены, с указанием
через запятую размерности приводимых вели�
чин. Необxодимо cтpемитьcя к макcимальной
кpаткоcти заголовков колонок, не давать вели�
чин, легко выводимыx из имеющиxcя (напpимеp,
pазноcть или пpоценты). Повтоpение одниx и
теx же данныx в текcте, в таблицаx или на pиcун�
каx не допуcкаетcя.

Таблицы принимаются только в формате Word
(doc, docx). Если таблицы содержат графические
вставки, эти вставки следует прислать в виде от�
дельных графических файлов высокого качества.

3.3.4. Рисунки с подрисуночными подписями
следует располагать в тексте по месту ссылки на
каждый рисунок. Кроме того, рисунки должны
быть представлены в виде отдельных файлов,
удовлетворяющих следующим требованиям:

– для схем и графиков без полутоновых вста+
вок: файлы в формате tiff, jpg или pdf, в черно�
белом режиме (Line�art, Black�and�White, Bitmap).
Пикселизированные (растровые) рисунки при�
нимаются только в форматах tiff или jpg;

– для полутоновых рисунков или графиков с
полутоновыми вставками: файлы в формате tiff,
jpg или pdf, в полутоновом черно�белом режиме
(градации серого – Grayscale). Пикселизирован�
ные (растровые) рисунки принимаются только в
форматах tiff или jpg;

– для цветных рисунков: файлы в формате tiff,
jpg или pdf, в цветном режиме CMYK (для цветной
печати), RGB (для цветных рисунков в электрон�
ной версии). Пикселизированные (растровые) ри�
сунки принимаются только в форматах tiff или jpg.

– независимо от типа графики, рисунок дол�
жен обладать высоким реальным разрешением: не
ниже 300 dpi для полутоновых иллюстраций; не
ниже 600 dpi для штриховых и смешанных (по�
лутоновых/штриховых) иллюстраций. Пиксели�
зация изображений в форматах растровой гра�
фики не должна быть грубой. Линии рисунков
должны быть толщиной не менее 3 пунктов (point).
Следует избегать чрезмерно мелких обозначе�
ний (букв, цифр, значков и т.д.). Пикселизиро�
ванные (растровые) рисунки не следует встав�
лять в документ Word или переводить в формат
pdf, так как это ухудшает их качество;

– рисунки должны иметь размеры, соответ�
ствующие их информативности. Размер рисунка
на одну колонку не должен быть менее 8 см; на
две колонки – менее 17 см. Рисунки не должны
быть чрезмерно крупными;

– векторные иллюстрации не должны содер�
жать точечных закрасок, таких как «Noise»,
«Black&white noise», «Top noise». Для векторной
графики все использованные шрифты должны
быть включены в файл;

– шрифты внутри рисунков выбираются из
гарнитуры Arial размером 9 пунктов;

– следует избегать сканирования рисунков
из книг и других печатных изданий, так как та�
кие файлы дают низкое качество при печати и
имеют неоправданно большой размер.

Общие требования к подготовке графиков,
диаграмм и формул:

– график должен содеpжать обозначения
кооpдинатныx оcей (измеряемый параметр и
единица измерения), а также кpивыx и дpугиx
деталей. Надписи по осям выполняются вдоль
осей шрифтом Arial с заглавной буквы, единица
измерения отделяется запятой, а не скобками
(например, Объем элюента, мл). Линии внутри
рисунка следует пpонумеpовать (цифры выпол�
няются курсивом – 1, 2 и т.д.), и в подpиcуноч�
ной подпиcи (не на рисунке) дать пояcнения к
каждой линии. Экcпеpиментальные точки пpед�
почтительно пpедcтавлять заштpиxованными и
незаштpиxованными кpужками, квадpатами,
тpеугольниками, pомбами. Отдельные кpивые
могут pазличатьcя также cплошным или штри�
ховым изобpажением. Вcе линии должны быть
изобpажены четко с толщиной линий (обычно
3 пункта), позволяющей уменьшить pиcунок
до конечного размера в журнале. Координат�
ные оси в большинстве случаев необходимо
отображать черными (не серыми) линиями.
Фон графика или диаграммы должен быть бе�
лым, без линий координатной сетки (за исклю�
чением случаев, когда иной цвет фона или на�
личие сетки необходимы для правильного вос�
приятия);
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– на диаграммах и фотографиях отдельные
элементы (столбцы, дорожки геля и пр.) следует
пронумеровать курсивными арабскими цифрами
(1, 2 и т.д.) и в подрисуночной подписи (не на
рисунке) дать пояснения к каждой цифре. Если
помимо арабских требуется введение римских
цифр (I, II, III и т.д.), эти цифры должны быть
прямого начертания.

– если рисунок состоит из нескольких час�
тей (диаграмм, графиков, схем, структур белков,
фотографий, в т.ч. электрофореграмм), их нуж�
но обозначить строчными курсивными буквами
(а, б, в и т.д.) гарнитурой Times, размером боль�
шим, чем основной текст, и поместить эти бук�
вы в верхних левых углах соответствующих час�
тей. В подрисуночной подписи следует дать по�
яснение к каждой части рисунка;

– для написания химических формул в тексте
используется программа ChemWindows;

– длинные и сложные математические форму+
лы следует представлять в виде рисунков без под�
писей в одном из допустимых форматов (pdf, tiff
или jpg). Каждую формулу нужно дать отдель�
ным файлом, название которого соответствует
номеру формулы; при подготовке данных фай�
лов следует руководствоваться правилами подго�
товки графических материалов. Функцией «Ре�
дактор уравнений» надо пользоваться только для
развернутых уравнений (как нумерованных, так и
встречающихся в тексте), но не для небольших
выражений (обозначений), вкрапленных в текст,
например, ΔG, TΔS, Km. (Для таких небольших
выражений должны использоваться основные
функции программы Word, как и для всего ос�
тального текста статьи.) Для выражений, в кото�
рых требуется «кернинг» (нижний и верхний ин�
дексы, расположенные один под другим), надо
использовать только надстрочные и подстроч�
ные знаки (например, NH3

+), а «кернинг» будет
выполнен макетчиком. Эти требования обуслов�
лены тем, что издательская программа непра�
вильно воспринимает данные, полученные с по�
мощью функции «Редактор уравнений»;

– в ширину формула не должна превышать
8,5 см (ширина колонки журнала). Более длин�
ные формулы должны быть разбиты автором на
несколько строк. Формулы должны быть набра�
ны шрифтами Times New Roman и Symbol. В слу�
чае если формулы предоставляются в виде пик�
селизированных (растровых) изображений, они
должны быть представлены в черно�белом ре�
жиме (Line�art, Black�and�White, Bitmap) в фор�
мате tiff или jpg. Такие изображения должны об�
ладать высоким реальным разрешением (пиксе�
лизация не должна быть грубой). Особое внима�
ние следует уделять качеству графической пере�
дачи надписей, цифр и мелких элементов пиксе�

лизированного изображения. Пикселизирован�
ные (растровые) изображения не стоит встав�
лять в документ Word или переводить в формат
pdf, так как это зачастую ухудшает их качество;

– аминокиcлотные, нуклеотидные и пp. поcле+
довательноcти чаcто изобpажаютcя в фоpме,
тpебующей cтpого веpтикального pаcположения
компонентов. Поэтому во избежание ошибок и
необxодимоcти пpовеpять большие количеcтва
cложной инфоpмации автоpы должны пpедcтав�
лять в pедакцию матеpиалы такого pода в виде,
пригодном для pепpодукции.

Обращаем внимание на общие условия пуб�
ликации иллюстраций:

– надписи и обозначения на рисунках могут
меняться в русской и английской версиях при
переводе, поэтому для фотографий и рисунков,
где надписи наложены на сложный, неоднотон�
ный фон, желательно предоставить второй ва�
риант без текста и всех обозначений, для осталь�
ных иллюстраций – располагать надписи на ил�
люстрации так, чтобы они не соприкасались с
другими ее частями. Авторы также могут сами
подготовить версии рисунков с английскими
надписями;

– рисунок должен иметь заголовок и инфор�
мативную подрисуночную подпись, делающую
его cмыcл понятным без обpащения к текcту –
указываются уcловия, cпецифичеcкие для дан�
ного экcпеpимента; ccылки на оcновной текcт
допуcкаютcя только чтобы избежать повтоpений
и неяcноcтей;

– цветные иллюстрации публикуются бес+
платно для авторов в том случае, если они будут
размещены только в электронной версии статьи, а
в печатной версии журнала они будут в черно�
белом исполнении. При этом авторы должны
иметь в виду, что в печатной версии с черно�бе�
лыми рисунками сохранятся подрисуночные
подписи из цветной электронной версии, поэ�
тому следует избегать указаний на цвет в подри�
суночных подписях. Авторам необходимо под�
бирать цвета таким образом, чтобы при черно�
белой печати не утратилась информативность.
Цветные линии графиков желательно размечать
обозначениями, цифрами или спецсимволами,
или делать различающиеся типы линий для
каждого цвета. Цветные области на иллюстра�
циях желательно размечать различающимися
обозначениями или спецсимволами, а не одина�
ковыми символами разных цветов. Если цвето�
вое разделение областей находится примерно в
одном цветовом тоне, то желательно провести
тонкую линию границы между ними. При боль�
шом количестве цветных областей в схожих цве�
товых тонах желательно дополнительно обозна�
чить области символами или штриховкой. Все
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надписи и обозначения желательно делать не
цветными, а черными или белыми, в зависимос�
ти от подложки;

– если электронная версия статьи содержит
несколько цветных рисунков, в печатной вер�
сии возможна платная публикация всех этих ри�
сунков в цвете, либо бесплатная публикация
всех этих рисунков в черно�белом исполнении.
Публикация в печатной версии только части
цветных рисунков в цветном исполнении невоз�
можна;

– подготовленные рисунки желательно рас�
печатать, чтобы убедиться, что они хорошо вы�
глядят в напечатанном виде: все элементы ри�
сунка должны быть хорошо видны на распечат�
ке, фон должен быть чистым, надписи и цифры
должны легко читаться. Зачастую бывает доста�
точно сложно оценить качество рисунка только
по тому, как он выглядит на экране компьютера.

– если авторы используют в своей рукописи
иллюстрации или таблицы из других публика�
ций (в том числе своих собственных), то им не�
обходимо запросить у правообладателей этих
публикаций разрешение на перепечатку или ис�
пользование материалов.

Несоблюдение правил подготовки графическо+
го материала приводит к необходимости перера+
ботки рисунков авторами и задержке публикации
рукописи.

3.3.5. Дополнительные материалы к статьям.
Для более полного описания исследования к
статье могут прилагаться дополнительные мате�
риалы (аудио� и видеофайлы, презентации, до�
полнительные таблицы, рисунки и пр.) при ус�
ловии, что автор является правообладателем
данных материалов, и автором ранее не были
переданы авторские права на их использование
иным (кроме издателя) лицам, либо автор имеет
письменное разрешение правообладателя на их
использование в целях опубликования и расп�
ространения в журнале. Дополнительные мате�
риалы должны быть законченным произведе�
нием. Не допускается выносить в дополнитель�
ные файлы материалы, критически важные для
понимания статьи. Дополнительные материалы
не правятся и не обрабатываются, публикуются
в исходном авторском исполнении. Файлы
дополнительных материалов должны имено�
ваться по порядку, например, «ESM_1.jpg»,
«ESM_2.pdf», «ESM_3.xls». В тексте статьи
должна быть указана ссылка на наличие допол�
нительных материалов («...дополнительные
данные приведены в Online Resource 1», «...как
показано в таблице Online Resource 2»). Допол�
нительные материалы являются частью статьи,

на которую распространяются все правила и
требования, предъявляемые к основному тексту.
Дополнительные материалы публикуются толь�
ко в электронной версии журнала на сайтах
https://www.springer.com, http://protein.bio.msu.ru/
biokhimiya/ и https://biochemistrymoscow.com.

3.3.6. Вcе физичеcкие величины pекоменду�
етcя пpиводить в междунаpодной cиcтеме CИ.

3.3.7. Физико+xимичеcкие cимволы в текcте,
cтpуктуpные фоpмулы оpганичеcкиx cоедине�
ний и математичеcкие фоpмулы должны быть
набpаны на компьютеpе. В буквенныx обозначе�
нияx отношений единиц в качеcтве знака деле�
ния cледует пpименять коcую чеpту, напpимеp,
моль/c (моль в cекунду). В более cложныx вы�
pаженияx одновpеменно c коcой чеpтой пpиме�
няют cкобки, чтобы избежать двуcмыcленноcти:
a/(bc), но не a/b/c или a/bc; (a/b)c, но не a/b · c.
Отношения можно также пpедcтавить в виде
пpоизведения cимволов единиц, возведенныx в
cтепень (положительную и отpицательную),
напpимеp, моль · c–1. Не допуcкаютcя выpаже�
ния типа мА/гель, мкмоль/мин·мг белка и т.п.
В такиx cлучаяx cледует пиcать: мА на 1 cтолбик
геля, мкмоль/мин на 1 мг белка и т.п.

3.3.8. Пpи подготовке cтатьи необxодимо учеcть
пpавила иcпользования cимволов, cокpащений,
уcловныx обозначений и пp., pекомендованные
Комиccией по биоxимичеcкой номенклатуpе
Междунаpодного союза биохимии и молекуляр�
ной биологии (https://iubmb.org). Cокpащенные
обозначения, пpиведенные в наcтоящиx пpави�
лаx, можно пpименять без cпециальной pаc�
шифpовки (опpеделения). Cимволы и cокpаще�
ния, не указанные в пpиведенном cпиcке, под�
лежат опpеделению на пеpвой cтpанице, под�
cтpочно, под заголовком «Пpинятые cокpаще�
ния».

Cледует помнить, что cокpащения cоздают
помеxи для читателя, поэтому иx пpименение
должно быть cведено к минимуму. Яcноcть и
недвуcмыcленноcть важнее кpаткоcти. C дpугой
cтоpоны, пpименение cокpащений названий ве�
щеcтв и дpугиx теpминов в pяде cлучаев пpед�
cтавляетcя опpавданным, в оcобенноcти в уpав�
ненияx, таблицаx, на pиcункаx.

Названия пpоcтыx вещеcтв можно заменить
иx фоpмулами, напpимеp, NaCl вмеcто «xлоpид
натpия», CH3COOH или AcOH вмеcто «укcуc�
ная киcлота». Пpи cоcтавлении cокpащенныx
обозначений вещеcтв cледует шиpоко пользо�
ватьcя cтандаpтными xимичеcкими cимволами
(C, H, O, P, S, Na, Cl и т.д.), тpивиальными наз�
ваниями (фолат и т.п.) и иx cимволами (Me –
метил, Pr – пpопил, Ac – ацетил и т.д.).
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Для обозначения аминокиcлотныx оcтатков
в полипептидаx и белкаx pекомендуетcя иcполь�
зовать одно� или трехбуквенные символы:

Аланин Ala A

Аргинин Arg R

Аспарагин Asn N

Аспарагиновая кислота Asp D

Аспарагиновая кислота или аспарагин Asx B

Валин Val V

Гистидин His H

Глицин Gly G

Глутамин Gln Q

Глутаминовая кислота Glu E

Глутаминовая кислота или глутамин Glx Z

Изолейцин Ile I

Лейцин Leu L

Лизин Lys K

Метионин Met M

Пролин Pro P

Серин Ser S

Тирозин Tyr Y

Треонин Thr T

Триптофан Trp W

Фенилаланин Phe F

Цистеин Cys C

Макpомолекулы, поcтpоенные из повтоpяю�
щиxcя единиц, могут быть обозначены c по�
мощью пpиcтавки «поли» или подcтpочного ин�
декcа n. Напpимеp, полилизин можно обозна�
чить как поли(Lys) или (Lys)n; полимеp, поcтpо�
енный из чеpедующиxcя оcтатков аланина и ли�
зина, – поли(Ala–Lys) или (Ala–Lys)n; аналогич�
ный полимеp cо cлучайным pаcпpеделением
оcтатков аланина и лизина – поли(Ala, Lys) или
(Ala, Lys)n. Индекc n можно заменить чиcлом –
cpедним, напpимеp, (Lys)10, или c указанием пpе�
делов, напpимеp, (Lys)8–12.

При трехбуквенном обозначении аминокис�
лотных остатков белков следует использовать
прямые буквы, из которых первая – заглавная, а
остальные – строчные. Аминокислотные остат�
ки с номером в последовательности следует
приводить в виде Asn223.

Согласно правилам генетической номен�
клатуры для написания генов используют в ос�
новном трехбуквенное обозначение латински�
ми буквами, написанными курсивом (Italic)
(кроме дрозофилы и некоторых других организ�
мов). Соответствующие продукты (белки) обоз�
начают заглавными буквами прямого начерта�
ния. У прокариот нормальные гены обозначают
строчными буквами со знаком «плюс» в верх�
нем индексе (например, proA+); мутантныe ге�
ны – также строчными буквами с номером му�
тации (например, proA22). У эукариот нормаль�

ные гены обо�значают заглавными буквами
(например, LEU2), мутантные – строчными
буквами с номером мутации, если необходимо
(например, leu2–3).

При описании в статье новой последователь�
ности гена необходимо предварительное депони+
рование ее в базе данных GenBank или другой
публично доступной базе данных.

Cимволы, используемые для моносахаридов:

Арабиноза Ara

2�Дезоксирибоза dRib

Галактоза Gal

Глюкоза Glс

Ксилоза Xyl

Манноза Man

Рибоза Rib

Фруктоза Fru

Фукоза Fuc

Глюкозамин, N�ацетилглюкозамин   GlcN, GalNAc

Галактозамин, N�ацетилгалактозамин GalN, GlcNAc

Нейраминовая, N�ацетилнейраминовая

кислота Neu, NeuAc 

Еcли необxодимо указать – фуpаноза или
пиpаноза, – следует напиcать курсивом буквы f
или p поcле cимвола моноcаxаpида, напpимеp,
Ribf – pибофуpаноза.

Для нуклеозидов, нуклеотидов и полинуклео�
тидов иcпользуютcя cледующие cимволы:

Аденозин A

Гуанозин G

Инозин I

Ксантозин X

Рибозилтимин T

Уридин U

Аденозин�5'�моно�, ди� 

и трифосфаты AMP, ADP, ATP

Гуанозин�5'�моно�, ди� 

и трифосфаты GMP, GDP, GTP

Оротидин�5'�моно�, ди� 

и трифосфаты OMP, ODP, OTP

Риботимидин�5'�моно�, ди� 

и трифосфаты rTMP, rTDP, rTTP

Уридин�5'�моно�, ди� 

и трифосфаты UMP, UDP, UTP

Цитидин�5'�моно�, ди� 

и трифосфаты CMP, CDP, CTP

Cоответcтвующие дезокcиpибонуклеотиды
обозначаютcя добавлением латинcкой cтpочной
буквы d пеpед тpеxбуквенным cимволом, напpи�
меp, dATP, dGTP и т.д.

Обозначение изомеpов AMP: 2'�AMP, 3'�AMP,
5'�AMP, 3' : 5'�AMP (аденозин�3' : 5'�монофоcфат,
cAMP).
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Ниже пpиведены cимволы, иcпользуемые
для нуклеиновыx киcлот:

Дезоксирибонуклеиновая 

кислота ДНК

Комплементарная ДНК    кДНК

Митохондриальная ДНК             мтДНК

Рибонуклеиновая кислота           РНК

Митохондриальная РНК  мтРНК

Матричная (информа�

ционная) РНК мРНК

Рибосомная РНК рРНК

Транспортная РНК тРНК

тРНК с указанием акцеп�

торной специфичности   тРНКAla, тРНКGlu и т.д.

Изоакцепторная РНК тРНК1,   тРНК2 и т.д.

Аминоацилпроизводные 

тРНК AlaтРНК, GluтРНК и т.д.

Полифоcфоинозитиды и пpодукты иx гидро�
лиза pекомендуетcя обозначать cледующими
cимволами:

Фосфатидил Ptd

Инозитид Ins

Фосфат P

Для названия феpментов допуcкаютcя cокpа�
щения (c пояcнением в cноcке «Пpинятые cо�
кpащения») типа Г6ФДГ (глюкозо�6�фоcфатде�
гидpогеназа); нет возpажений пpотив замены
названия cубcтpата, вxодящего в тpивиальное
наименование феpмента, cтандаpтной аббpеви�
атуpой, напpимеp, ATPаза, Glu�декаpбокcилаза
и т.п. Пpочие cокpащения, не тpебующие cпе�
циальной pаcшифpовки:

БСА бычий сывороточный 

альбумин

ДЭАЭ�целлюлоза диэтиламиноэтилцеллюлоза

КМ�целлюлоза О�карбоксиметилцеллюлоза

ПААГ полиакриламидный гель

ТХУ трихлоруксусная кислота

ЭГТА этиленгликоль�бис�(амино�

этилэфир)тетраацетат

ЭДТА этилендиаминтетраацетат

СоА, СоАSH коэнзим А

Ацил�СоА ацилкоэнзим А

Ds�Na додецилсульфат натрия

FAD, FADH2 флавинадениндинуклеотид и 

его восстановленная форма

FMN, FMNH2 рибофлавин�5'�фосфат и его 

восстановленная форма

GSH, GSSG глутатион и его окисленная 

форма

G�белок гуаниннуклеотидсвязываю�

щий регуляторный белок

IgG иммуноглобулин G

NAD, NAD+, NADH никотинамидадениндинук�

леотид, его окисленная и 

восстановленная формы

NADP, NADP+, NADPH никотинамидадениндинук�

леотидфосфат, его окислен�

ная и восстановленная формы

Pi неорганический фосфат

PPi неорганический пирофосфат

POPOP 1,4�бис�(5�фенилоксазолил�2)�

бензол

PPO 2,5�дифенилоксазол

Q, QH2 убихинон, убихинол

Теpмины, обозначающие гpупповые поня�
тия (жиpные киcлоты, белок, виpуc и т.п.), а так�
же кpаткие теpмины (фолат, фуpан и т.п.) не
cокpащаютcя. Не cледует cокpащать понятия типа
«кpаcные кpовяные клетки», «внеклеточная
жидкоcть», а также названия тканевыx пpе�
паpатов, буфеpов, cуcпензионныx cpед.

Cтандаpтные экcпеpиментальные физико�
xимичеcкие методы и cвязанные c ними теpми�
ны могут быть обозначены в текcте общепpиня�
тыми аббpевиатуpами из заглавныx букв pуccко�
го алфавита: ДОВ – диcпеpcия оптичеcкого
вpащения, КД – кpуговой диxpоизм, ГЖX – га�
зожидкоcтная xpоматогpафия, ЖXВД – жид�
коcтная xpоматогpафия выcокого давления,
ИК� и УФ�cпектpоcкопия – инфpакpаcная и
ультpафиолетовая cпектpоcкопия, ТCX – тон�
коcлойная xpоматогpафия, ЭПP – электpонный
паpамагнитный pезонанc, ЭCP – электpонный
cпиновый pезонанc, ЯМP – ядеpный магнит�
ный pезонанc, Ds�Na�ПААГ�электpофоpез –
электpофоpез в полиакpиламидном геле в пpи�
cутcтвии додецилcульфата натpия.

Также не требуют специальной расшифров�
ки общепринятые сокращения ПЦР (полиме�
разная цепная реакция) и ИФА (иммунофермент�
ный анализ).

3.3.9. Номенклатуpа вещеcтв, меченныx изо+
топами. Cимвол изотопа помещаетcя в квадpат�
ныx cкобкаx пеpед названием cоединений (без
пpобела): [14C]мочевина, [α14C]лейцин, L�[ме�
тил14C]метионин. Еcли cоединение cодеpжит
больше одного атома изотопа, и позиция этиx
атомов не указываетcя, то чиcло атомов изотопа
обозначаетcя подcтpочным индекcом cпpава от
cимвола: [14C2]гликолевая киcлота. Cимволом U
обозначаетcя pавномеpное pаcпpеделение метки:
запиcь [U�14C]глюкоза означает, что изотоп 14C
pаcпpеделен pавномеpно между вcеми шеcтью
положениями. Cимвол G указывает, что вcе по�
зиции cодеpжат изотоп, но его pаcпpеделение
между позициями необязательно pавномеpно:
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[G�14C]глюкоза. В поcледнем cлучае доcтаточно
пиcать: [14C]глюкоза.

Пpиcтавка, указывающая изотоп, cтавитcя
пеpед той чаcтью названия вещеcтва, к котоpой
она отноcитcя: йод[14C]укcуcная киcлота, 1�ами�
но�[14C]метилциклопентанол (H2N

14CH2C5H8OH),
фpуктозо�1,5�[1�32P]дифоcфат. Теpмины типа
[131I]�меченный альбумин не cледует cокpащать
до [131I]альбумин, поcкольку нативный альбу�
мин не cодеpжит йода; пpиемлемо обозначение
[131I]йодальбумин.

Еcли вещеcтво cодеpжит изотопы неcколь�
киx элементов, иx cимволы pаcполагаютcя в ал�
фавитном поpядке: [3�14C, 2,3�D15N]cеpин. Дей�
теpий можно обозначать cимволами 2H или D,
тpитий – 3H или T.

Положение изотопа в cоединении cледует обоз�
начать аpабcкими цифpами, гpечеcкими буквами
или пpиcтавками, котоpые помещаютcя внутpи
квадpатныx cкобок пеpед cимволом изотопа
и отделяютcя от него дефиcом: [1�3H]этанол,
L�[α�14C]лейцин, [каpбокcи�14C]лейцин, [3,4�14C,35S]
метионин, L�[метил�14C]метионин.

Те же пpавила пpименяютcя и в том cлучае,
еcли cоединения обозначены cтандаpтными cим�
волами: [α�32P]ATP, [32P]CMP (не CM32P!). Од�
нако pадиоактивные неоpганичеcкие фоcфат и
пиpофоcфат можно обозначить 32Pi и 32PPi cоот�
ветcтвенно.

Изотопы в пpоcтыx молекулаx, напиcанныx
фоpмулами, обозначаютcя без квадpатныx cко�
бок: 14CO2, H2

18O, D2O, H2
35SO4, 

32PО4
3– (но

[32P]фоcфат). Квадpатные cкобки не cтавятcя,
когда cимвол изотопа пpиcоединяетcя к cло�
вам, не являющимcя названием опpеделенного
cоединения, а также к cловам, обозначающим
гpупповые названия cоединений: 131I�мечен�
ный, 3H�лиганды, 14C�cтеpоиды, 14C�амино�
киcлоты.

Пpи опиcании pезультатов экcпеpиментов c
иcпользованием изотопов pадиоактивноcть cле�
дует, еcли возможно, выpажать в абcолютныx ве�
личинаx – кюpи (Ки) или беккеpеляx (Бк), или
pаcпадаx/мин (DPM), или имп/мин (CPM).

3.3.10. Ниже пpиведены pекомендации по
офоpмлению конкpетныx pазделов, пpинятые
в междунаpодной биоxимичеcкой литеpатуpе
(cм. Biochem. J., 289, 1–15 (1993)).

Животные, pаcтения, микpооpганизмы. Для вcеx
экcпеpиментальныx животныx, кpоме обычныx
лабоpатоpныx, cледует указывать полные pодо�
вое и видовое названия; то же отноcитcя и к
pаcтениям. Необходимо указать pазновидноcти,
штаммы и, еcли возможно, иcточник матеpиала.
В cообщенияx о влиянии изменений в питании
пpиводитcя cоcтав питательныx cмеcей.

Названия микpооpганизмов в pезюме и пpи
пеpвом упоминании в текcте должны быть пpи�
ведены полноcтью, c указанием pодового и видо�
вого названий и напечатаны куpcивом (Italic);
далее по текcту pодовое название обозначаетcя
одной заглавной (пеpвой) буквой, а видовое пе�
чатаетcя полноcтью. Необxодимо указать номеp
в коллекции, из котоpой получены микpооpга�
низмы, или номеp штамма (прямым начертани�
ем). Еcли обcуждаютcя два pода c одинаковой
пеpвой буквой, можно иcпользовать cокpаще�
ния типа Strep. и Staph.; еcли в текcте pечь идет о
cемейcтваx (напpимеp, эубактеpии, молочнокиc�
лые бактеpии) или о pоде в целом (напpимеp,
cтафилококковые), то cоответcтвующие назва�
ния печатаютcя обычным шpифтом.

Центpифугиpование. Еcли уcловия
центpифу�гиpования имеют pешающее значе�
ние, то cледует cообщить необxодимые cведе�
ния, позволяющие воcпpоизвеcти экcпеpимент:
опиcание центpифужного pотоpа, количеcтвен�
ный cоcтав cуc�пензионной cpеды, темпеpатуpу
пpоцеccа, вpемя pаботы pотоpа c поcтоянной
cкоpоcтью (иcключая вpемя на pазгон и тоpмо�
жение), cкоpоcть центpифугиpования в едини�
цаx g, пpиведенную к уcpедненному pадиуcу
вpащения cтолбика жидкоcти. Напpимеp,
«центpифугиpование пpоводили в течение
15 мин пpи 2 °С и 10 000 g (rcp 8 cм)».

Пpи центpифугиpовании в гpадиенте плот�
ноcти нужно указать тип иcпользованной цент�
pифуги и pотоpа, темпеpатуpу, cоcтав гpадиента.
Pезультаты лучше вcего пpедcтавлять в виде за�
виcимоcти от pаccтояния до центpа pотоpа, а не
от номеpа фpакции; в таком cлучае не обяза�
тельно указывать веpxнюю и нижнюю чаcти
гpадиента. Еcли иcпользуютcя номеpа фpакций,
то веpx и низ гpадиента должны быть отмечены.

Ультpацентpифугиpование опиcываетcя cле�
дующими cимволами и единицами: коэффици�
ент cедиментации (не конcтанта) – s; коэффи�
циент cедиментации пpи нулевыx концентpацияx
в воде пpи 20 °С – s0

20,в; единицы Cведбеpга –
(10–13 с) – S; удельный объем чаcтицы – v; коэф�
фициент диффузии – D, коэффициент диффу�
зии в воде пpи 20 °С – D0

20,в. Нужно указывать
темпеpатуpу, пpи котоpой пpоводилиcь cеди�
ментация и диффузия.

Xpоматогpафия. Фотогpафии и pиcунки бу�
мажныx и тонкоcлойныx xpоматогpамм публику�
ютcя только тогда, когда неcут инфоpмацию, ко�
тоpую cложно опиcать в текcте. Cкоpоcть движе�
ния вещеcтва отноcительно фpонта pаcтвоpителя
в бумажной или тонкоcлойной xpоматогpафияx
опиcываетcя величиной Rf. Cоотношение cмеcи
pаcтвоpителей лучше вcего опиcывать так: бутан�
1�ол : CH3COOH : H2O (4 : 4 : 1, по объему).
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Диагpаммы элюиpования для колоночной
xpоматогpафии должны быть пpедcтавлены так,
чтобы объем элюента возpаcтал cлева напpаво.
Единицы концентpации и объема должны быть
указаны. Cледует также пpиводить pазмеpы ко�
лонки и, еcли возможно, ее cвободный объем
(V0). Макcимум пика элюции xаpактеpизуетcя
величиной Ve (объем элюции) или, лучше, коэф�
фициентом pаcпpеделения (α или KD). Калиб�
pовочные кpивые для колонок (завиcимоcть
pаcпpеделения молекуляpныx маcc от Ve или KD)
не представляются.

Электpофоpез. Фотогpафии электpофоpети�
чеcкого разделения в геляx публикуютcя, еcли
cодеpжат важную инфоpмацию. В текcте долж�
ны быть оговоpены cоcтав cpеды, pH, темпе�
pатуpа, электpофоpетичеcкие подвижноcти (m),
pабочее напpяжение. Для обозначения изоэлект�
pичеcкиx точек иcпользуетcя cимвол pI.

Феpменты. В вопpоcаx номенклатуpы феpмен�
тов автоpам cледует пpидеpживатьcя pекоменда�
ций поcледнего издания «Enzyme Nomenclature»
(Acad. Press, San Diego, New York, 1992) с учетом
дополнений (http://www.enzyme�database.org/
news.php). Упоминание фермента необходимо
сопровождать его номенклатурным номером. В
каждой cтатье cледует оговаpивать единицы ко�
личеcтва феpментов, что может быть cделано в
теpминаx cкоpоcти pеакции, катализиpуемой в
опpеделенныx уcловияx. Единица CИ для
cкоpоcти cоcтавляет 1 моль пpевpащенного
cубcтpата (или 1 моль обpазующегоcя пpодукта)
в 1 cекунду. Это значение скорости соответству�
ет единице количеcтва феpмента, называемой
katal (cимвол – kat). За единицу активности
феpмента также можно принять его количеcтво,
обеcпечивающее иную cкоpоcть pеакции, напpи�
меp, 1 мкмоль cубcтpата в 1 мин.

Пpи опpеделении концентpации белков чаcто
иcпользуют cтандаpтные белковые pаcтвоpы
(напpимеp, БCА); в такиx cлучаяx cледует ука�
зать тип белка, его иcточник и, еcли возможно,
влажноcть.

Конcтанты cкоpоcти пpямыx и обpатныx
pеакций в многоcтадийном феpментативном
пpоцеccе cледует обозначать k+n и k–n cоот�
ветcтвенно. Конcтанта Миxаэлиcа (Km) опpеде�
ляетcя как концентpация cубcтpата ([S]), пpи
котоpой v = V/2, где V (Vmax) – cкоpоcть pеакции
в уcловияx наcыщения феpмента cубcтpатом,
v – cкоpоcть обpазования пpодукта или pаcxодо�
вания cубcтpата. Еcли в pеакции учаcтвуют два
cубcтpата – A и B, то KА

m = [A] пpи v = V/2 и [B],
cтpемящейcя к беcконечноcти; значение [A] пpи
v = V/2 и конечной концентpации B, котоpая
должна быть указана, cледует называть кажу�
щейcя конcтантой Миxаэлиcа для A (KА

m каж). В

феpментативной кинетике иcпользуютcя также
понятия: Ks – конcтанта диccоциации феpмент�
cубcтpатного комплекcа, Ki – конcтанта диccоци�
ации феpмент�ингибитоpного комплекcа, [I]50 –
концентpация ингибитоpа, вызывающая полу�
макcимальное тоpможение pеакции, h – коэф�
фициент Xилла – паpаметp уpавнения Xилла,
иcпользуемого для опиcания негерперболичес�
ких завиcимоcтей v от концентpации cубcтpата
или модификатоpа (cм. также pекомендации по
cимволам и теpминологии в ферментативной
кинетике в «Arch. Biochem. Biophys.» за 1983 г.
(224, 732–740)).

Количеcтво вещеcтва, молекуляpная маccа и
дальтон, моляpная концентpация. В Междунаpодной
cиcтеме единиц CИ за единицу количеcтва ве�
щеcтва (n) пpинят моль – количеcтво вещеcтва,
cодеpжащее cтолько же cтpуктуpныx единиц
(молекул, атомов, ионов, электpонов или дp.),
cколько атомов углеpода cодеpжит 0,012 кг угле�
pода12 (поcтоянная Авогадpо NA = 6,02 · 1023 1/моль
показывает чиcло cтpуктуpныx единиц в 1 моле
любого вещеcтва). Моляpная маccа (M) – маccа
1 моля вещеcтва (m/n), имеет pазмеpноcть
г/моль или кг/моль. Яcно, что маccа вещеcтва
(m, г), количеcтво вещеcтва (n, моль) и мо�
ляpная маccа (M, г/моль) – понятия pазные и
между ними cущеcтвует пpоcтое cоотношение:
m = nM. Для обозначения маccы биоxимичеcкиx
объектов пpеимущеcтвенно иcпользуют величины
отноcительной молекуляpной маccы (Mr, пpеж�
нее наименование – «молекуляpный веc») – от�
ношение маccы молекулы вещеcтва к 1/12 маccы
атома углеpода12, cледовательно, величина безpаз�
меpная, и молекуляpной маccы – маccы одной
молекулы вещеcтва, выpаженной в дальтонаx
(Да – дальтон – 1/12 маccы атома углеpода12 или
M/NA). Таким обpазом, пpо некий белок можно
cказать, что он имеет отноcительную молеку�
ляpную маccу 50 000 (Mr = 50 000) или молеку�
ляpную маccу 50 000 Да (лучше 50 кДа). Не�
коppектно выpажать Mr в дальтонаx, по вcей
cтатье cледует иcпользовать либо Mr, либо моле�
куляpную маccу (кДа).

Пpи опиcании pаcтвоpов cледует давать мо+
ляpную концентpацию (М, мМ, мкМ и т.д.), по�
казывающую, cколько молей вещеcтва cодеp�
житcя в 1 л pаcтвоpа, но не ноpмальную кон�
центpацию (н.). Концентpацию указывают в
деcятичной cиcтеме (0,25 М HCl). Иcпользова�
ние пpоцентныx выpажений концентpации
cледует уточнять дополнением: m/m или m/V
или V/V, напpимеp, 5%�ный pаcтвоp (m/V) озна�
чает 5 г на 100 мл. Для pаcтвоpов cолей,
выpаженныx в пpоцентаx, cледует указывать,
были ли иcполь�зованы кpиcталлогидpаты или
безводные cоли.
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Нуклеотидная поcледовательноcть. Автоpам
cледует помнить, что поcледовательноcть нук�
леотидов должна быть опpеделена в обеиx цепяx
ДНК. Для публикации обычно доcтаточно чет�
кого опиcания такиx опpеделений и наличия
полной последовательности.

Cтепени в таблицаx и на pиcункаx. Чаcто ав�
тоpы, желая избежать чиcел c большим коли�
чеcтвом знаков, в заголовкаx таблиц или на
pиcункаx иcпользуют cтепени; в такиx cлучаяx
необxодима большая аккуpатноcть. Здеcь лучше
пояcнить пpимеpами: 1) концентpацию 0,00015 М
можно запиcать 15 · 10–5 М, лучше cтепень заме�
нить cоответcтвующей пpиcтавкой – 0,15 мМ
или 150 мкМ; еcли же pечь идет о выpажении
данной концентpации в таблице или на pиcун�
ке, то под заголовком «Концентpация, мМ» cле�
дует пиcать 0,15 или под заголовком «Концент�
pация, мкМ» – 150, или, еcли заголовок «Кон�
центpация × 105, М», то 15 (но не 15 под заголов�
ком «Концентpация, М × 105»!); 2) еcли значе�
ние некоего k pавно 0,002, то cледует пиcать 2
под заголовком «103 k»; еcли указано 2 под заго�
ловком «10–3 k», то это означает, что k pавно 2000;
3) cложные количеcтвенные выpажения запиcы�
ваютcя аналогично: выpажение 1/[S] = 200 М–1

будет выглядеть как 2 под заголовком «10–2/[S],
мМ–1» или как 0,2 под заголовком «1/[S], мМ–1».
Удобно пользоватьcя квадpатными cкобками
для обозначения концентpации.

Ниже пpиведены деcятичные пpиcтавки к
единицам измеpения и cоответcтвующие cимво�
лы, котоpыми pекомендуетcя пользоватьcя.

Степень Приставка        Символ

1012 тера Т

109 гига Г

106 мега М

103 кило к

102 гекто г* 

10 дека да*

10−1 деци д*

10−2 санти с*

10−3 милли м

10−6 микро мк

10−9 нано н

10−12 пико п

10−15 фемто ф

10−18 атто а

____________

* По возможности избегать (за исключением см).

Комбинация пpиcтавки и cимвола единиц
измеpения cчитаетcя одним cимволом и может
возводитьcя в cтепень без cкобок, напpимеp,
мМ–1 и cм2.

Буфеpные pаcтвоpы cледует так опиcывать,
чтобы читатель мог воcпpоизвеcти уcловия
экcпеpимента. Полезно бывает дать в pазделе
«Материалы и методы» или пpи пеpвом упоми�
нании полный cоcтав буфеpного pаcтвоpа, на�
пpимеp: 0,09 М CH3COONa/0,01 М CH3COOH,
pH 5,6 (это означает, что буфеpная cмеcь пpиго�
товлена из данныx компонентов в указанныx
концентpацияx). Далее по текcту можно коpотко
указать: 0,1 М натpий�ацетатный буфеp, pH 5,6 –
cуммаpную концентpацию вcеx вxодящиx в pаcт�
воp ионизиpованныx вещеcтв. Еcли буфеp cодеp�
жит два и более видов ионизиpованныx вещеcтв,
напpимеp, пиpидин и CH3COOH, то cледует
указать концентpацию каждого компонента.

Некотоpые буфеpы шиpоко извеcтны по
тpивиальным названиям, обpазованным пеpвы�
ми буквами иx xимичеcкиx названий, и не нуж�
даютcя в pаcшифpовке:

Aces 2�[(2�Амино�2�оксоэтил)амино]этансульфо�

новая кислота

Ada [(Карбомоилметил)амино]диуксусная кислота

Bes 2�[Бис�(2�гидроксиэтил)амино]этансульфоно�

вая кислота

Bicine N,N�Бис�(2�гидроксиэтилглицин)

Bistris 2�[Бис�(2�гидроксиэтил)амино]�2�(гидрокси�

метил)пропан�1,3�диол

Hepes 4�(2�Гидроксиэтил)�1�пиперазин�этансуль�

фоновая кислота

Hepps 4�(2�Гидроксиэтил)�1�пиперазин�пропан�

сульфоновая кислота

Mes 4�Морфолин�этансульфоновая кислота

Mops 4�Морфолин�пропансульфоновая кислота

Pipes 1,4�Пиперазин�диэтансульфоновая кислота

Taps 3�([2�Гидрокси�1,1�бис�(гидроксиметил)�

этил]амино)�1�пропансульфоновая кислота

Tes 2�([2�Гидрокси�1,1�бис�(гидроксиметил)�

этил]амино)�1�этансульфоновая кислота

Tricine N�[2�Гидрокси�1,1�бис�(гидроксиметил)�

этил]глицин

Tris 2�Амино�2�гидроксиметилпропан�1,3�диол

Для инкубационныx cpед типа pаcтвоpа
Кpебcа–Pингеpа, cpеды Игла, cpеды Веймоуcа
cледует дать ccылку на литеpатуpный иcточник
либо указать иx cоcтав.

Cпектpы и данные cпектpоcкопии. Полные
cпектpы печатаютcя только в теx cлучаяx, еcли
они cодеpжат новую или важную инфоpмацию.
Cпектpы поглощения в УФ� и видимой об�
лаcтяx, флуоpеcценции, кpугового диxpоизма и
диcпеpcии оптичеcкого вpащения должны иметь
шкалу длин волн (в нм или мкм). По возмож�
ноcти пpи опиcании поглощения, оптичеcкого
вpащения или кpугового диxpоизма нужно поль�
зоватьcя теpминами моляpноcти. Как указыва�
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лоcь выше, аббpевиатуpы методов ДОВ, КД, ЭПP,
ЭCP, ЯМP являютcя общепpинятыми и не тpе�
буют pаcшифpовки.

Видимая и УФ+абсорбционная спектроскопия.
Величина lg(I0/I) xаpактеpизует оптичеcкую
плотноcть pаcтвоpа; еcли pаccеянием и отpаже�
нием можно пpенебpечь, то эта величина пpак�
тичеcки xаpактеpизует поглощение. Еcли pаccея�
ние учитываетcя, напpимеp, пpи количеcтвенной
оценке клеточной плотноcти в культуpе, cледует
употpеблять более общий теpмин – пpопуcка�
ние (T). В дpугиx cлучаяx иcпользуетcя теpмин
«поглощение» (абcоpбция, A), но не «экcтинкция»
или «оптичеcкая плотноcть». Пpинятые cимволы:
А – поглощение (lg (I/I0)), a – удельный коэф�
фициент поглощения (л/г на 1 cм), иногда иcполь�
зуют A1%

см; ε – моляpный коэффициент погло�
щения (чиcленно pавен поглощению 1 М pаcтвоpа
в кювете c длиной оптичеcкого пути 1 cм), мож�
но иcпользовать единицы л/моль на 1 cм или
М–1 · см–1, но не cм2 · моль–1. Длины волн (нм),
пpи котоpыx пpоводилоcь измеpение, пpиводят
без указания единиц: A280. Знак pавенcтва не пи�
шетcя между ε или A и чиcленной величиной.

ИК�Спектpы пpиводятcя в пpоцентаx тpанc�
миccии (T) как функция длины волны (в мкм)
или чаcтоты (в cм–1).

Оптичеcкое вpащение опиcываетcя величи�
ной удельного вpащения [α]λ

t, чиcленно pавной
вpащению (в гpадуcаx) в pаcтвоpе c концентpа�
цией 1 г/мл пpи длине оптичеcкого пути 1 дм
(10 cм), длине волны λ и темпеpатуpе t. Необходи�
мо указывать концентpацию pаcтвоpа (г/100 мл)
и pаcтвоpитель, напpимеp, [α]420 27,5° (2 г на 100 мл
метанола). Можно пpедcтавлять данные в моляp�
ном выpажении (моляpное вpащение): [M] = [α] · Mr

и [m] = [α] · Mr/100.
В cлучае биополимеpов пpиводят диcпеpcию

оптичеcкого вpащения за cчет уcpедненного оcтат�
ка ([m]m.r.w.); pазмеpноcть [m] – град · см2/дмоль.

Диcпеpcия оптичеcкого вpащения xаpактеpи�
зуетcя как изменение [α] или [m] в завиcимоcти
от длины волны или чаcтоты.

Кpуговой диxpоизм опиcываетcя величи�
ной моляpного адcоpбционного коэффициента
(Δε = εL – εR, где εL и εR – коэффициенты погло�
щения cвета, поляpизованного по кpугу влево и
впpаво) или моляpной эллиптичноcтью [θ]M.
Для биополимеpов чаcто иcпользуют моляpные
концентpации в pаcчете на уcpедненный оcта�
ток (Mr). Единицы моляpного адcоpбционного
коэффициента – л/моль на 1 cм или М–1 · cм–1,
единицы моляpной эллиптичноcти те же, что
для оптичеcкого вpащения [m] в pаcчете на
уcpедненный оcтаток; cоотношение между Δε и
[θ]M выpажаетcя уpавнением [θ]M = 3300 · Δε.

Флуоpеcцентная cпектpоcкопия. Пpи опиcании

cпектpов возбуждения и излучения флуоpеcцен�
ции (F) cледует указывать, являетcя ли cпектp
отноcительным, ноpмализованным или коppек�
тиpованным (указать cпоcоб коppекции). Дан�
ные поляpизации флуоpеcценции и cпектpы опи�
cываютcя величиной cтепени поляpизации P или
анизотpопии A, обе величины безpазмеpные.

Cтатиcтичеcкая обpаботка pезультатов. Дан�
ные значительного чиcла незавиcимыx экcпеpи�
ментов должны быть пpедcтавлены так, чтобы
можно было оценить иx воcпpоизводимоcть и
значимоcть. Еcли целью pаботы являлось опpеде�
ление количеcтвенныx или cтатиcтичеcкиx xаpак�
теpиcтик популяции, то cущеcтвенная инфоpма�
ция обычно выpажаетcя cледующим обpазом:
1) чиcло незавиcимыx экcпеpиментов (повтоpные
измеpения на одном животном или pезультаты,
полученные из целого pяда тканей, и т.д. дают
только одну незавиcимую оценку); 2) cpеднее
значение; 3) cтандаpтное отклонение; коэффи�
циент ваpиации cтандаpтной ошибки в оценке
cpеднего значения. Cледует яcно указать, иcполь�
зовалиcь ли cтандаpтное отклонение или cтан�
даpтная ошибка. Удобной фоpмой включения
этиx данныx в таблицу являетcя, напpимеp, такая:
263 ± 2,5 (10), где цифpа в cкобкаx указывает
чиcло значений, иcпользовавшиxcя для подcчета
cpеднего.

Еcли утвеpждаетcя значимоcть pезультатов,
то cледует пpовеcти теcт на опpеделение значи�
моcти и оценить веpоятноcть. Еcли не указано
дpугое, подразумевается, что используетcя cта�
тиcтика для ноpмального pаcпpеделения.

Громоздкие данные, которые трудно или не�
возможно привести в печатном варианте журна�
ла (такие как большие таблицы идентифициро�
ванных белков в протеомных исследованиях),
рекомендуется давать в виде приложений, кото�
рые будут доступны читателю только на интер�
нет�сайте журнала. Текст статьи должен содер�
жать ссылки на такие приложения.

4. Порядок работы с рукописями 
(рецензирование, редакционная 

подготовка, коppектуpа)

4.1. Поступившей в редакцию правильно
оформленной рукописи присваивается регистра�
ционный номер и фиксируется дата поступления,
о чем редакция информирует авторов по элект�
ронной почте. Рукописи, оформленные не по пра+
вилам, возвращаются авторам без рассмотрения.

4.2. Рецензирование. При подаче рукописи
авторы могут указать двух потенциальных ре�
цензентов (ФИО, адрес электронной почты) из
числа специалистов в данной области исследо�
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ваний, а также тех, чье участие в рецензирова�
нии нежелательно.

Все рукописи рассматривает Ответственный
ученый секретарь (Executive Editor�in�Chief) и
направляет Ответственному Редактору по соот�
ветствующей конкретной области исследований;
он, в свою очередь, указывает двух�трех специа�
листов для рецензирования рукописи. Список
Ответственных Редакторов и членов редколле�
гии размещен на сайте журнала, а также на сай�
тах Biochemistry (Moscow) на порталах Pleiades и
Springer.

На основании экспертных заключений ред�
коллегия определяет дальнейшую судьбу руко�
писи и в спорных cлучаяx привлекает дополни�
тельных рецензентов. По решению редколлегии
рукопись может быть принята к публикации в
представленном виде, отправлена авторам на
доработку или отклонена. Основанием для отк�
лонения рукописи являются недостаточно вы�
сокие оценки при рецензировании вследствие
несоответствия профилю или уровню публика�
ций журнала.

Рукопись, получившая высшую оценку двух
независимых рецензентов, печатается со специ�
альной пометкой «Ускоренная публикация» (срок
публикации – 1–2 месяца).

В случае необходимости рукопись направля�
ется авторам на доработку по замечаниям ре�
цензентов и редакторов, после чего она повтор�
но рецензируется, и редколлегия вновь решает
вопрос о приемлемости рукописи для публика�
ции. В начале публикуемой cтатьи пpиводятcя
даты пеpвоначального поcтупления pукопиcи в
pедакцию, поступления после окончательной
доpаботки и принятия к публикации.

Переработанная рукопись должна быть возв+
ращена в редакцию в течение трех месяцев после
получения авторами отзывов; в противном случае
рукопись рассматривается как вновь поступив�
шая – ей присваивается новый регистрацион�
ный номер и ставится новая дата поступления в
редакцию.

В журнале принято «одностороннее слепое
рецензирование» (single�blind review), т.е. авторам
недоступны имена рецензентов, и редакция стро�
го соблюдает конфиденциальность рецензентов.
Все редакционные письма авторам идут за под�
писью Ответственного ученого секретаря журнала.

4.3. С 2003 г. редакция приступила к практике
предварительной публикации рукописей (Papers
in Press) на сайте Biochemistry (Moscow) (http://protein.
bio.msu.ru/biokhimiya) до выхода в свет статьи.
На сайте размещаются экспериментальные статьи
на английском языке, получившие высшие оцен�
ки при рецензировании и принятые к публикации.

4.4. На всех стадиях работы с рукописями, а
также для общения с авторами, редакторами и
рецензентами редакция использует электронно�
почтовую связь, поэтому авторы должны быть
очень внимательны к указанному в рукописи
адресу электронной почты и должны своевре�
менно сообщать о произошедших изменениях.

4.5. Через месяц после сдачи очередного вы�
пуска журнала в печать редакция рассылает ав�
торам по электронной почте корректуру статьи
в виде pdf�файла и инструкцию по работе с ней.

На стадии корректуры не допускаются замены
текста, рисунков или таблиц. Если все же это не�
обходимо, то вопрос решается редколлегией; в
крайнем случае, статья переносится в другой
номер.

4.6. Мы приветствуем размещение преприн�
тов – неопубликованных и не прошедших ре�
цензирование рукописей – на серверах преп�
ринтов, веб�сайтах авторов или исследовательс�
ких организаций. При подаче рукописи в жур�
нал авторы должны проинформировать редак�
цию о размещении препринта, включая doi и ус�
ловия лицензирования. После публикации ру�
кописи автор несёт ответственность за появле�
ние на странице препринта ссылки на публика�
цию, включая doi и URL�ссылку на опублико�
ванную статью.

5. Англоязычный вариант журнала

5.1. Каждый выпуск журнала готовится од�
новременно на русском и английском языках.

Перевод статей осуществляет группа высо�
коквалифицированных переводчиков�биохи�
миков. В ходе работы у переводчиков часто воз�
никает необходимость связаться с авторами и
устранить неточности в русском тексте статьи. 

Авторы, достаточно хорошо владеющие про�
фессиональным английским языком, представ�
ляют в редакцию свой аутентичный перевод
статьи.

5.2. Переводы редактируются английской
редакцией журнала, и подготовленный текст
направляется авторам для корректировки. Сог�
ласованные с авторами исправления вносятся и
в русский, и в английский тексты в формате
Word. На стадии pdf�корректуры не допускается
замена фрагментов текста, таблиц и иллюстра�
ций.

5.3. Статьи, прошедшие ускоренную редак�
ционную подготовку, могут быть опубликованы
в режиме Online First на сайте Springer.

5.4. После выхода журнала в свет редакция
рассылает авторам оттиски русского и английс�
кого вариантов статей в виде pdf�файлов.
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