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Для большинства эукариотических генов свойственны сплайсосомные интроны – некодирующие последо!
вательности, которые вырезаются из пре!мРНК генов с помощью специального комплекса сплайсосомы в
процессе сплайсинга мРНК. Интроны бывают как в белок!кодирующих, так и в РНК!кодирующих генах,
причем могут встречаться как в кодирующей области, так и в нетранслируемых областях генов. В связи с вы!
соким уровнем полиморфизма последовательности интронов крайне изменчивы, поэтому долгое время
функции интронов связывали только с альтернативным сплайсингом, а эволюцию интронов обычно рас!
сматривали не как эволюцию отдельной единицы генома, а в рамках эволюции экзон!интронной структу!
ры гена. В представленном обзоре рассмотрены теории происхождения интронов; эволюционные события
в экзон!интронной структуре, такие как приобретение, потеря и слайдинг (смещение) интронов; функции
интронов, известные к настоящему моменту; а также как изменение таких свойств интрона, как длина и фа!
за, могут влиять на регуляцию процессов с участием генов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: сплайсосомные интроны, фаза интрона, длина интрона, эволюция, слайдинг, экзон!
интронная структура.
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ВВЕДЕНИЕ

Интроны были открыты в 1977 году в двух
независимых исследованиях [1, 2], в которых
было показано, что гены эукариот, в отличие от
генов прокариот, содержат вставочные последо!
вательности, которые удаляются из пре!мРНК
вскоре после транскрипции во время дозрева!
ния мРНК. Такие вставочные последователь!
ности было предложено назвать интронами (от
английского «INTRagenic regiON» – «внутри!
генный регион»), а разделяемые ими фрагменты
гена – экзонами («EXpressed regiON» – «экс!
прессирующийся регион») [3].

Так как интроны относятся к некодирующей
ДНК (нк!ДНК), которую раньше называли «му!

сорной», и считали, что она не несет особой
смысловой нагрузки, то долгое время стоял воп!
рос о функциональной значимости интронов.
Сейчас возможные функции интронов принято
разделять на три категории: 1) функции, связан!
ные со сплайсингом; 2) общие функции нк!
ДНК; 3) хранение регуляторных элементов и бе!
лок!кодирующих генов внутри себя [4]. В пер!
вом случае, кроме участия интронов в альтерна!
тивном сплайсинге (АС) и их вклада в разнооб!
разие и мультидоменность белковых структур,
важна также регуляторная роль сплайсинга в
других молекулярно!биологических процессах.
Например, известно, что мРНК, из которых уже
были вырезаны интроны, лучше экспортируют!
ся из ядра, чем их копии без вырезанных интро!
нов [5]. Важным механизмом регуляции экс!
прессии генов, по!видимому, является скорость
сплайсинга. Более того, само наличие интронов
в гене влияет на регуляцию его экспрессии [6,
7]. Расположение интронов также важно: хотя

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ЭИС – экзон!интронная
структура; нк – некодирующие последовательности; АС –
альтернативный сплайсинг; ППИ – параллельное приоб!
ретение интронов.

* Адресат для корреспонденции.



ПОВЕРЕННАЯ, РОЙТБЕРГ

большинство интронов локализованы в кодиру!
ющей последовательности, точно установлено,
что некоторые интроны расположены в 5′!не!
транслируемой области, где участвуют в регуля!
ции экспрессии генов у животных и растений
[8]. Помимо всего, интроны, видимо, являются
энхансерами мейотического кроссинговера
между белок!кодирующими последовательнос!
тями, поскольку вероятность кроссинговера
между экзонами, разделенными длинными ин!
тронами, гораздо больше, чем между такими же
последовательностями, но без интронов [9]. И
наконец, в качестве примера для третьей катего!
рии функций интронов можно привести следу!
ющее наблюдение: почти во всех эукариотичес!
ких геномах в 5′!областях генов, кодирующих
рибосомальные белки, есть интроны, содержа!
щие регуляторные элементы [10].

В настоящий момент известно три типа ин!
тронов: интроны группы I и группы II, а также
сплайсосомные интроны. Интроны групп I и II
были обнаружены в ДНК некоторых бактерий и
клеточных органелл. Интроны группы I были
также найдены в рибосомальных РНК простей!
ших и в ядрышках некоторых грибов. Для ин!
тронов групп I и II характерно наличие особых
РНК структур, благодаря которым они способ!
ны к автосплайсингу (то есть, самовырезанию
из незрелой мРНК). Основное отличие между
интронами обеих групп заключается в разных
механизмах автосплайсинга. У таких интронов
также есть собственные открытые рамки считы!
вания, содействующие как их удалению из РНК,
так и распространению интронов по геному че!
рез процесс обратной транскрипции. В настоя!
щий момент идентифицировано ~1500 интро!
нов группы I и 200 представителей группы II
[11].

Третий и самый многочисленный тип интро!
нов – сплайсосомные интроны – были найдены
в ядерных геномах почти всех известных эука!
риот (исключение составляет нуклеоморф) [12].
В отличие от интронов группы I и II, сплайсо!
сомные интроны не имеют способностей к авто!
сплайсингу, и для их вырезания из пре!мРНК
нужен специальный аппарат – сплайсосома, ко!
торая представляет из себя сложный биомолеку!
лярный комплекс, состоящий из 5 цепей малой
ядерной РНК и сотни белков.

Несмотря на важные различия между разны!
ми типами интронов, сходство механизмов
сплайсинга интронов группы II и сплайсосом!
ных интронов указывает на возможность эволю!
ционного родства между ними [13, 14].

Последовательность сплайсосомных интро!
нов обычно квази!случайная и не имеет откры!
той рамки считывания, хотя внутри очень длин!

ных интронов могут быть вложенные гены,
иногда на обратной цепи (подробнее в разделе
«Функции интронов»). Длина данных интронов
широко варьируется между видами: от несколь!
ких десятков (у простейших) до сотен тысяч
нуклеотидов у млекопитающих. Плотность ин!
тронов (то есть количество интронов на ген) в
эукариотах также сильно варьируется: от не!
скольких интронов на геном до десятков интро!
нов на ген [4]. Вследствие такого разброса плот!
ности и длин интронов эукариотов условно ста!
ли разделять на интрон!бедные (большинство
одноклеточных эукариот) и интрон!богатые
(животные, растения и т.д.) геномы. Было пока!
зано [15], что для организмов с плотностью <3
интронов на 1000 п.н. в среднем характерна не!
большая длина интронов и нет значимой корре!
ляции между плотностью и длиной интронов, в
то время как для более интрон!богатых геномов
можно наблюдать сильную положительную кор!
реляцию. Тем не менее даже среди интрон!бога!
тых организмов выделяются позвоночные, ко!
торые имеют значительное количество очень
длинных интронов. Несмотря на найденные
корреляции, исключения были обнаружены как
среди интрон!богатых, так и среди интрон!бед!
ных геномов. Интрон!бедные и интрон!богатые
организмы различаются не только разной плот!
ностью интронов, но и распределением интро!
нов в геноме: для интрон!богатых геномов ха!
рактерно относительно равномерное распреде!
ление интронов по геному, в то время как в ин!
трон!бедных геномах интроны перепредставле!
ны в 5′!областях генов [16].

Интересно, что многочисленные интроны
были также найдены в длинных нк!РНК. Срав!
нительный анализ более чем 3000 последова!
тельностей РНК такого типа показал, что, воз!
можно, для длинных нк!РНК свойственно сох!
ранение экзон!интронной структуры (ЭИС)
[17].

ИНТРОНЫ И СПЛАЙСИНГ

Сплайсосомные интроны можно разделить
на две группы в зависимости от того, какая
сплайсосома принимает участие в вырезании
интрона из пре!мРНК. Большая часть интронов
вырезается с помощью U2 сплайсосомы, остав!
шаяся часть – с помощью U12 сплайсосомы.
Для правильного распознавания и дальнейшего
удаления интрона крайне важны консенсусные
последовательности на экзон!интронных гра!
ницах. Наиболее распространенные интроны
U2 типа, то есть интроны, вырезаемые U2
сплайсосомой, содержат GT динуклеотид на
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5′!донорном сайте сплайсинга (далее ДСС) и
AG динуклеотид на 3′!акцепторном сайте
сплайсинга (далее АСС).

Поскольку сайты сплайсинга с |GT в ДСС и
AG| в АСС встречаются повсеместно, их стало
принято называть каноническими. Среди нека!
нонических сайтов самыми частыми являются
|GC!AG| и |AT!AC| пары конечных динуклеоти!
дов в интронах U2 типа и U12 типа соответ!
ственно. У человека такие сайты сплайсинга
встречаются в ~0,9 и ~0,09% интронов [18]. У
растений было показано схожее распределение
сайтов сплайсинга (в среднем): 98,7% для |GT!
AG|, 1,2% для |GC!AG|, 0,06% для |AT!AC| и
0,09% для всех остальных [19]. В геномах млеко!
питающих доля интронов с другими неканони!
ческими вариантами, которые, как считается,
имеют U2!U12!подобные сайты сплайсинга,
например |GT!TG| или |AT!AG|, занимает всего
порядка 0,02%, хотя, вероятно, их число сильно
недооценено из!за несовершенства геномных
аннотаций [20].

Катализ вырезания интронов с неканони!
ческими сайтами сплайсинга осуществляет U12
сплайсосома, в то время как интроны с |GT!AG|
обычно вырезаются U2 сплайсосомой (хотя из!
вестны случаи сплайсинга и U12 сплайсосо!
мой). Вопрос о том, какая сплайсосома была
первой, все еще остается актуальным. В данный
момент наибольшую поддержку имеет гипотеза,
что ранние интроны вырезались с помощью U2
сплайсосомы, тем не менее, согласно данным
последних реконструкций, обе сплайсосомы
были представлены в последнем общем предке
эукариот (last common eukaryotic ancestor –
LECA).

В настоящее время известны 2 основных ме!
ханизма распознавания сигнала сплайсинга: оп!
ределение по экзону и определение по интрону.
Эффективность сплайсинга в первом случае за!
висит от длины экзонов и не зависит от длины
интронов. Обратное верно для второго случая
[21]. Можно предположить, что определение по
экзону в какой!то момент замещается определе!
нием по интрону, так как в исследовании
Sverdlov et al. [22] было показано, что в новых
интронах сигнал сплайсинга базируется на кон!
цах соседних экзонов, но со временем он сме!
щается на концы самого интрона.

В качестве сайта протосплайсинга, т.е. сайта,
в который может встроиться интрон, была при!
знана консенсусная последовательность
(A/C)AG||G. Выбор сайта протосплайсинга для
de novo интронов, по!видимому, происходит
случайным образом, при этом скорость измене!
ния сайта протосплайсинга не отличается от
скорости изменения случайного сайта.

Подверженный ошибкам сплайсинг (вслед!
ствие слабого донорного сайта) мог в конечном
итоге привести к функциональному альтерна!
тивному сплайсингу. Считается, что АС возник
еще на ранних этапах эволюции эукариот путем
накопления аберрантных сплайс!форм в усло!
виях слабого отрицательного отбора. По!види!
мому, все альтернативные транскрипты в начале
были неработающими, и функциональные АС!
формы развивались постепенно и независимо в
разных таксонах. При этом считается, что АС в
значительной степени способствовал повыше!
нию уровня фенотипической сложности у мле!
копитающих, и что активное накопление ин!
тронов дало эволюционное преимущество, так
как позволило увеличить потенциально воз!
можное число белковых изоформ. [23].

ПРОИСХОЖДЕНИЕ ИНТРОНОВ

Происхождение сплайсосомных интронов
представляет большой интерес как в изучении
интронов, как самостоятельных элементов ге!
нома, так и в изучении эволюции всего генома в
целом. Эволюция экзон!интронной организа!
ции эукариотических генов до сих пор является
предметом долгого ожесточенного спора между
сторонниками двух теорий: раннего и позднего
происхождения интронов. Теория раннего про!
исхождения интронов утверждает, что уже на са!
мых ранних этапах эволюции жизни белок!ко!
дирующие последовательности содержали мно!
гочисленные интроны, и что эти интроны игра!
ли ключевую роль в создании новых белков пу!
тем рекомбинации последовательностей, коди!
рующих отдельные маленькие белковые или
пептидные элементы. Теория позднего проис!
хождения интронов гласит, что интроны образо!
вались только в эукариотах и непрерывно на!
капливались в ходе эволюции эукариот. Недав!
ние открытия показали несостоятельность тео!
рии ранних интронов (по крайней мере, в ее из!
начальной формулировке) [24], хотя, по всей
видимости, самосплайсирующиеся интроны су!
ществовали уже на ранних стадиях, и, вероятно,
именно они стали предками сплайсосомных
интронов в эукариотах [4]. Теория поздних ин!
тронов стала профилирующей, однако также
претерпела некоторые изменения, так как было
показано, что общий предок эукариот содержал
значительное число интронов, и со временем
происходило не только накопление интронов,
но и их потеря [4].

Rogozin et al. [4] сформулировали синтети!
ческую гипотезу, в основе которой лежит пред!
положение, что заселение древнего эукариоти!
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ческого генома интронами было запущено ми!
тохондриальным эндосимбиозом. Согласно
этой гипотезе, альфа!протеобактериальный
предок митохондрии содержал много интронов
группы II (что согласовывается с данными о пе!
репредставленности таких интронов в некото!
рых альфа!протеобактериях), которые мигриро!
вали в ДНК хозяина, где стали сплайсосомными
интронами. Эта гипотеза подтверждается дан!
ными реконструкции последнего общего эука!
риотического предка (LECA), которые показа!
ли, что ранние эукариотические геномы на 80%
состояли из последовательностей, полученных
из интронов группы II [15, 25]. Помимо этого,
результаты реконструкции LECA показали, что
плотность интронов в LECA сравнима с плот!
ностью интронов в современных умеренно ин!
трон!богатых геномах (предки, как минимум, 3
из 5 таксономических супергрупп – Chromalve!
olata, Plantae и Unikonts (животные, растения и
амебоподобные) – вероятнее всего, имели ин!
трон!богатые геномы, хотя геномных данных об
оставшихся супергруппах недостаточно для ка!
ких!либо выводов). По всей вероятности, зак!
реплению интронов в геноме должен был способ!
ствовать эффект бутылочного горлышка – со!
кращения генофонда популяции (т.е. ее генети!
ческого разнообразия) вследствие прохождения
периода, во время которого по различным при!
чинам происходит критическое уменьшение ее
численности, в дальнейшем восстановленное.
Бутылочное горлышко, в свою очередь, могло
быть вызвано симбиозом пре!эукариотической
клетки с альфа!протеобактерией [25]. Рекон!
струкция LECA позволила сделать авторам вы!
вод о том, что эволюция эукариотических генов
в основном шла по пути потери интронов, зна!
чительное приобретение интронов происходило
лишь на некоторых этапах разветвления эволю!
ционного дерева. При этом силы отрицательно!
го отбора для потери большинства интронов
достаточно только для популяций больших раз!
меров, таких как одноклеточные (Ne, ~ 107–108),
а не для высших растений и позвоночных жи!
вотных (Ne, ~ 105–106) и (Ne, ~ 104–105) соответ!
ственно) [26], поэтому первые потеряли почти
все интроны, в то время как у вторых большин!
ство интронов все же сохранилось.

ЭВОЛЮЦИЯ ИНТРОНОВ В РАМКАХ
ЭКЗОН+ИНТРОННОЙ СТРУКТУРЫ

Позиция интрона – место между конкрет!
ными экзонами, в которое встраивается ин!
трон, – также называется сайтом протосплай!
синга. Различные эволюционные анализы выя!

вили, что позиция многих интронов является
консервативной: в ортологичных генах живот!
ных, грибов и растений позиции интронов сов!
падают в 25–30% случаев [27]. Консерватив!
ность позиций интронов говорит о том, что ли!
бо сами интроны являются ортологичными, ли!
бо интроны любят встраиваться конкретно в
этот сайт протосплайсинга. Второй вариант на!
зывается параллельным приобретением интро!
нов (ППИ) и обычно наблюдается у эволюци!
онно далеких организмов (например, между
растениями и животными доля ППИ может до!
ходить до 20% от всех позиций интронов) [28].
Надо отметить, что в 2016 г. вышла работа Roy
[29], в которой опровергались раннее показан!
ные случаи ППИ в геномах Daphnia и поддержи!
валась гипотеза, что одинаковая позиция интро!
нов в ортологичных генах означает, что данные
интроны произошли от общего предка. Так или
иначе, значительное большинство интронов,
находящихся в одной и той же позиции ортоло!
гичных генов, по!видимому, действительно яв!
ляются наследственными.

Но несмотря на консервативность позиций,
плотность интронов в эукариотах сильно варьи!
руется, и расположение интронов в ортологич!
ных генах не всегда совпадает даже в близких
видах [30]. Различные реконструкции ЭИС при!
вели к выводам, что в процессе эволюции генов
и интронов происходили как значительные по!
тери, так и значительные приобретения интро!
нов (последние тяжело детектировать), но если
процесс потери интронов преобладает на корот!
ких эволюционных расстояниях, то массовые
вставки интронов, скорее всего, происходили во
время больших эволюционных событий (напри!
мер, при возникновении царства Животных).

Тем не менее необходимо учитывать, что по!
лученные выводы были сделаны по результатам
реконструкции эволюции ЭИС высоко!консер!
вативных генов, так как для других областей ге!
нома реконструкцию делать сложнее, и резуль!
таты часто получаются не очень точными. А в
консервативных белок!кодирующих последова!
тельностях приобретение интронов происходит
редко, в то время как для слабо!консервативных
белок!кодирующих последовательностей и ге!
нов, образованных из мобильных элементов и
нетранслируемых регионов, приобретение ин!
тронов является довольно частым явлением
[31].

Исследования генов!паралогов показали
значительное численное превосходство ново!
приобретенных интронов над потерянными, что
приводит к предположению, что дупликация ге!
нов усилила вставку интронов. Сравнение ЭИС
у ранних эукариотических генов!паралогов вы!
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явило, что позиции интронов в этих генах не
консервативны, что, по всей видимости, гово!
рит о том, что эти гены образовались в начале
эволюции эукариот, когда происходили интен!
сивная дупликация генов и активное заселение
генов самосплайсирующимися интронами
группы II [32].

Молекулярные механизмы приобретения и по+
тери интронов. Как было упомянуто выше, в эво!
люции эукариотических организмов потери
интронов происходили чаще, чем их приобрете!
ния [28]. Молекулярные механизмы этих двух
основных эволюционных событий, связанных с
интронами, остаются не до конца изученными,
хотя в настоящий момент уже существуют не!
сколько частично подтвержденных моделей.
Основным предложенным механизмом потери
интрона считается гомологичная рекомбинация
между кДНК, полученными в итоге обратной
транскрипции, и геномными копиями соответ!
ствующих генов, в результате чего образуется
новая аллель без интрона. Этот механизм назы!
вают ретротранспозицией или RTMIL (Reverse
Transcriptase-Mediated Intron Loss – в буквальном
переводе потеря интрона через обратную тран!
скрипцию). Экспериментально потеря интрона
была показана в геноме дрожжей еще в 1991 го!
ду [33].

Среди моделей для приобретения интрона
выделяют вставку интрона во время восстанов!
ления разрывов двухцепочечной ДНК, вставку
интрона группы II, вставку интрон!подобного
мобильного элемента, интронизацию (часть эк!
зона становится интроном), перенос интрона из
гена!паралога, а также транспозицию интро!
нов – модель с обратным сплайсингом, где ин!
трон, не успевший полностью покинуть сплай!
сосому, включается в мРНК, не содержащую
интронов (при этом данный интрон может быть
из другой пре!мРНК). Последние две модели
также предполагают гомологическую рекомби!
нацию, как один из этапов. Lee и Stevens [34]
удалось экспериментально подтвердить два слу!
чая приобретения интрона через транспозицию
интронов в генах дрожжей (до этого события
приобретения интрона были только предсказа!
ны с помощью филогенетического анализа).
При этом, согласно исследованиям Sverdlov et al.
[35] и Tarr�o et al. [36], транспозиция интронов не
является единственным механизмом вставки
интрона для других организмов. Следует отме!
тить, что механизмы массовых вставок интронов
(например, у самых ранних эукариот) вполне
могут отличаться от механизмов относительно
медленного процесса приобретения интронов у
ныне существующих эукариот, что усложняет
определение точных механизмов вставок.

Интересно, но интронные потери являются
наиболее частыми вариациями количества ко!
пий генов (CNV), кодирующих белки у челове!
ка: 12 986 интронных делеций были обнаружены
в 4147 генах (включая 1154 основных генов и
1638 генов, связанных с болезнью) [37]. В итоге
можно наблюдать чрезвычайную вариабель!
ность популяции по размеру, где у 40 генов было
найдено от 10 до 150 аллелей разной длины.
Интронные потери нередки у эволюционно
древних генов, которые высоко консервативны
на уровне белковой последовательности. Судя
по всему, изменчивость экзон!интронной
структуры генов, кодирующих белки, вносит
важный вклад в изменчивость экспрессии и
сплайсинга генов в популяциях человека [37].

Слайдинг интронов. Помимо потери и приоб!
ретения существует еще такое событие эволю!
ции интронов, как смещение (слайдинг) – фак!
тически это перемещение интрон!экзонных гра!
ниц на небольшие расстояния (1–60 п.н.). Суще!
ствует предположение, что слайдинг возникает
посредством альтернативного сплайсинга: в гене
появляется новый сайт сплайсинга рядом со ста!
рым, что приводит к АС, а затем по каким!то
причинам старый сайт сплайсинга исчезает [36].

Вследствие крайней редкости слайдинг ин!
тронов долгое время не рассматривался как от!
дельный объект изучения, а шел в дополнение к
другим эволюционным событиям. Например,
Yenerall et al. [38] в процессе изучения возмож!
ных механизмов приобретения и потери интро!
нов среди 11 видов Drosophila обнаружили 189
случаев приобретения интрона, 297 случаев по!
тери и 1 случай слайдинга. Lehmann et al. [39]
выдвинули предположение, что некоторые но!
вые позиции интронов в консервативных генах
Drosophila появились благодаря слайдингу ин!
тронов или дупликации экзонов. Возможные
случаи слайдинга были также описаны в работах
Krauss et al. [40] и Поверенной и соавт. [41]. По!
веренная и соавт. [41] также подняли вопрос о
связи слайдинга интронов с присутствием нека!
нонических сайтов сплайсинга.

Надо отметить, что само существование
слайдинга интрона, как явления, долго было
предметом многочисленных споров. Впервые
слайдинг постулировался сторонниками гипоте!
зы о раннем происхождении интронов для объ!
яснения удивительного открытия: позиции ор!
тологичных интронов иногда варьируются у ор!
тологичных генов [42]. В то же время сторонни!
ки гипотезы о позднем происхождении интро!
нов утверждали, что слайдинг интронов, если и
происходит, то мало влияет на разнообразие по!
зиций интронов [43]. Более того, Bocco и Csűrös
[44] оспаривали ранее показанные случаи слай!
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динга, найденные в оомицетах, и заключали, что
почти всегда слайдинг интрона является всего
лишь артефактом аннотации. Но, согласно ре!
зультатам статистического анализа позиций ин!
трона в разных семействах генов по методу Мон!
те!Карло, смещение интрона на одну позицию
является достоверным эволюционным событи!
ем, даже несмотря на свою относительную ред!
кость (встречается менее чем у 5% всех интро!
нов). А вот доказательств о слайдинге интронов
на большие расстояния получено не было [45].

Tarr�o et al. [36] выдвинули предположение,
что позиционное разнообразие интронов об!
условлено двумя пересекающимися процессами:
фоновым процессом непрерывного перемеще!
ния интронов путем слайдинга и вспышками об!
ширного приобретения или потери новых ин!
тронных последовательностей. Таким образом,
слайдинг является важным источником возник!
новения новых интронов (по крайней мере в не!
которых филогенетических линиях), что подтвер!
ждается сравнительным анализом близкораспо!
ложенных интронов из 12 геномов рода
Drosophila, где было показано, что слайдинг ин!
тронов является относительно частой причиной
новых позиций интронов в данном виде [39].

Возникновение и фиксация случаев слай!
динга в процессе эволюции, вероятно, происхо!
дит через АС [36]. Согласно данной гипотезе,
слайдинг интрона часто встречается в низко!
консервативных регионах белок!кодирующих
генов, где повышена частота АС (например, 5′!
и 3′!областей многих генов), но редко в консер!
вативных участках белок!кодирующих генов.
Для слайдинга интрона на 1 нуклеотид Fekete et
al. [46] предложили возможный молекулярный
механизм, связанный с участием альтернативно
сплайсированного промежуточного соедине!
ния: так называемого «stwintron» (в буквальном
переводе, сплайсосомные близнецы!интро!
ны) – структуры, в которой один интрон факти!
чески представляет собой два вложенных друг в
друга интрона. Пример сдвига интрона на 1 нук!
леотид был описан для гена глобина в геномах
амфибий и рыб [47].

Фактическое влияние слайдинга на эволю!
цию эукариотических генов будет точно опреде!
лено только тогда, когда будут доступны много!
численные наборы близкородственных геномов
и разработаны строгие методы статистического
анализа.

СВОЙСТВА ИНТРОНОВ

Фаза интрона. Одной из важных характерис!
тик интрона является его фаза – положение

интрона относительно рамки считывания. Как
известно, интрон, расположенный в кодирую!
щей последовательности, может прерывать рам!
ку считывания гена в любой позиции: между
двумя кодонами, между первым и вторым нук!
леотидами одного кодона и между вторым и
третьим нуклеотидом кодона. В первом случае,
если интрон расположен между двумя кодона!
ми, ему присваивается фаза 0. Интроны, распо!
ложенные между первым и вторым или вторым
и третьим нуклеотидами, имеют фазу 1 или 2 со!
ответственно.

В ходе целого ряда научных работ, посвящен!
ных распределению фаз интронов, выяснилось,
что почти во всех изученных организмах наблю!
дается количественное преобладание интронов
фазы 0 над интронами других фаз (исключе!
ние – оболочник Oikopleura с равномерным
распределением интронов разных фаз); более
того, если фазу 0 имеют ~50% интронов, то фазу
1 и фазу 2 – 30 и 20% соответственно [42, 48].
Описанная закономерность получила название
«правило 50/30/20» или «соотношение 5 : 3 : 2» и
объяснялась процессом «перетасовки» экзонов
[49], корреляцией интронов фазы 1 и 2 с консер!
вативными участками последовательности [50],
и даже особой структурой белка [51]. В рамках
теории о раннем происхождении интронов пре!
обладание интронов фазы 0 объяснялось тем,
что часть существующих в настоящий момент
интронов была представлена еще в последнем
общем предке эукариот и прокариот и соединя!
ла близлежащие мини!гены, которые позднее
превратились в экзоны. Таким образом, данные
интроны должны были иметь нулевую фазу. Од!
нако данная теория никак не объясняла факт
большей частоты интронов фазы 1 над интрона!
ми фазы 2. А вот, согласно теории поздних ин!
тронов, неравномерность распределения фаз
интронов отражает неслучайность приобретения
интронов в ходе эволюции [52]. Для некоторых
видов было показано преобладание сайтов про!
тосплайсинга в фазе 0, тем не менее этим нельзя
полностью объяснить преобладание интронов
фазы 0, т.к. предполагается, что интроны встра!
иваются в случайные сайты протосплайсинга.

Еще одно возможное объяснение «правила
50/30/20» было дано Long и Deutsch [53] в 1999
году. Они предложили использовать фазы
сплайсосомных интронов для изучения эволю!
ции экзон!интронной организации. Авторы об!
наружили сильную корреляцию между распре!
делением фаз интронов и консервативностью
последовательности сигналов сплайсинга в
близлежащих экзонах: наиболее представленная
фаза 0 соответствовала высокому уровню кон!
сервативности, в то время как фаза 2, характер!
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ная для меньшей части интронов, обычно встре!
чалась в случаях с низким уровнем консерватив!
ности. Интроны фазы 1 занимали промежуточ!
ное положение. С учетом экспериментально по!
казанного пагубного влияния мутаций в экзонах
недалеко от сайтов сплайсинга авторами был
предложен возможный генетический механизм
эволюции экзон!интронной структуры, предпо!
лагающий, что недопредставленность интронов
фазы 2 может являться результатом направлен!
ной потери интрона, вызванной наличием вред!
ных мутаций [53].

Помимо количественного распределения
фаз интронов было обнаружено, что интроны
фазы 1 чаще всего встречаются в 5′!концевых
участках гена, и их частота существенно снижа!
ется к 3′!концу. Строго обратная ситуация была
показана для интронов фазы 0 [54].

Астахова и соавт. [55] показали нарушение
«золотого правила» распределения фаз в генах с
большим содержанием длинных интронов: та!
кие интроны предпочитают иметь фазу 1, а не
обычно перепредставленную фазу 0. Надо отме!
тить, что перепредставленность фазы 0 также
часто объясняется тем, что интроны фазы 0 со!
здают большую гибкость для процесса кодиро!
вания белка, поскольку они не затрагивают кон!
цевые нуклеотиды экзонов, где обычно распо!
ложены сайты сплайсинга [56].

Длина интрона. Еще одним немаловажным
свойством интрона является его длина. Соглас!
но данным Halligan и Keightley [57], последова!
тельности длиной <40 п.н. не могут сформиро!
вать полноценный интрон. Средняя длина ин!
трона варьирует в разных организмах, но расп!
ределение длин интронов в интрон!богатых ор!
ганизмах имеет правый тяжелый хвост, показы!
вающий наличие очень длинных интронов [55].

Одним из наиболее известных фактов про
длины интронов является повышенная длина
1!го интрона [58]. Farlow et al. [59] и Shepard et
al. [60] анализировали время протекания сплай!
синга в зависимости от длины интрона. Особен!
ности сплайсинга длинных интронов были опи!
саны Sibley et al. [61]. Vinogradov [62] показал,
что интроны в конститутивных генах короче,
чем в тканеспецифичных. Также было показано,
что альтернативные кассетные экзоны фланки!
руются более длинными, чем конститутивные,
интронами; хотя это не наблюдается в случаях
альтернативных акцепторного или донорного
сайтов сплайсинга [23]. В исследовании Астахо!
ва и соавт. [55] была найдена корреляция между
длинами соседних интронов в генах животных.
Seoighe и Korir [63] показали консервативность
суммарной длины интронов в генах эмбрио!
нального развития у млекопитающих.

Длина интрона может оказывать влияние
как на регуляцию экспрессии гена, так и на ско!
рость эволюции данного гена. Щепеткова и
Гельфанд [64] исследовали корреляцию между
сигналами сплайсинга и длинами прилегающих
экзонов и интронов. Было показано, что инфор!
мационное содержание сайтов сплайсинга в ге!
нах Caenorabditis elegans и Drosophila melanogaster
зависит от длины прилегающего интрона.
Marais et al. [65] и Wu и Hurst [66] исследовали
негативную корреляцию между длиной интрона
и строгостью эволюционного отбора на уровне
аминокислотных последовательностей. Суще!
ствование негативной корреляции между внут!
ривидовой дивергенцией и длиной интрона у
Drosophila melanogaster и Drosophila simulans было
показано Haddrill et al. [67], подтвердившими,
что длинные интроны эволюционируют мед!
леннее, чем короткие. Коэволюцию длины ин!
тронов можно наблюдать в коэкспрессирую!
щихся генах и в генах, чьи продукты образуют
единый белковый комплекс. Наиболее наглядно
это можно увидеть в генах, участвующих в кле!
точном цикле [68].

По утверждению Pozzoli et al. [69] длина ин!
трона и межгенных участков, сама по себе, не
играет адаптивной роли в регуляции экспрессии
генов, а отражает необходимость сохранения
консервативных интронных элементов. Хотя
количество некодирующих функциональных
элементов может объяснить изменение размера
генома, было показано, что на высоко экспрес!
сированные интроны воздействует дополни!
тельное давление, снижающее стоимость их
транскрипции. С другой стороны, факт того, что
в высоко экспрессируемых генах находятся ма!
ленькие интроны, подтверждает гипотезу о
транскрипционной эффективности и/или эко!
номии [70, 71]. Косвенным свидетельством мо!
жет являться исследование [72], в котором было
показано, что рептилии и птицы имеют более
короткие интроны, чем млекопитающие, и что
длина интрона у нелетающих птиц длиннее, чем
у летающих, которые тратят большое количест!
во энергии на полет.

Связь между длиной интрона и GC!составом
впервые была упомянута Duret et al. [73], про!
анализировавшими несколько геномов позво!
ночных: было замечено, что в GC!богатых генах
интроны короче. Это наблюдение также подтвер!
ждается Versteeg et al. [74]. В то же время в гено!
мах костистых рыб не обнаружили никакую ли!
нейную корреляцию между длиной интрона и
его GC составом [75].

Интересная теория о механизме эволюции
длины интрона была предложена Zhang et al.
[76]. Авторы показали, что интроны могут ока!
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зывать влияние на экспрессию и регуляцию ге!
на посредством взаимодействия с соответствую!
щими последовательностями мРНК. При этом
интрон состоит из, как минимум, двух субъеди!
ниц (downstream и upstream части), соединен!
ных между собой линкерами. Длина субъедини!
цы довольно консервативна – ~60 п.н., а вот
длина линкера может сильно варьировать. Дли!
на всего интрона увеличивается не постепенно,
а путем добавления новых структурных субъеди!
ниц и линкеров между ними. При этом 5′!об!
ласть интрона или первая структурная субъеди!
ница – это уже зрелая последовательность, в то
время как 3′!область – незрелый, т.е. еще эво!
люционирующий регион. Таким образом, эво!
люция длины интрона идет от 5′ к 3′! концу, со!
здавая новые субъединицы, посредством посте!
пенного умножения фрагментов 3′!области.
Интересно, что распределение длины и степень
совпадения оптимальных фрагментов согласу!
ются с особенностями последовательностей
микроРНК и малой интерферирующей РНК.
Эти результаты указывают на то, что взаимодей!
ствие между интронами и последовательностя!
ми мРНК является разновидностью функцио!
нального взаимодействия РНК–РНК [77]. В то
же время интроны и мРНК, по!видимому, вмес!
те коэволюционируют для успешного выполне!
ния своих биологических функций.

ФУНКЦИИ ИНТРОНОВ

Наличие интронов в геноме является энерге!
тическим бременем для многих клеток, ведь для
транскрипции интронов и их дальнейшего вы!
резания из пре!мРНК с помощью сложных
сплайсосомных механизмов клеткам может по!
требоваться много энергии. Сохранение интро!
нов в ходе эволюции может быть объяснено
только при условии, что преимущества наличия
интронов превосходят их негативное влияние на
энергетические затраты. Однако, согласно ис!
следованию Lynch [78], интроны – это просто
эгоистичные ДНК, заселившие белок!кодирую!
щие гены в эукариотических геномах и сумев!
шие сохраниться из!за эффекта бутылочного
горлышка в популяциях. Тем не менее интроны
все же могут давать некоторые преимущества в
качестве мутационного буфера в эукариотичес!
ких геномах, защищая кодирующие последова!
тельности от воздействия случайно возникаю!
щих вредных мутаций. Так как интроны в сред!
нем гораздо длиннее экзонов, большинство слу!
чайно встречающихся мутаций в генах попада!
ют в интроны и не влияют на последовательнос!
ти и функции белка. Надо признать, что остает!

ся неясным, насколько буферный эффект по!
следовательностей интрона более выигрышен с
точки зрения эволюционного преимущества над
энергетическим бременем.

В последнее время во многих исследованиях
описываются свидетельства преимуществ, при!
носимых интронами в эукариотические клетки,
для оправдания всех энергетических затрат. В
обзоре Jo и Choi [79] функциональные роли
интронов разделены на две категории: прямые
(такие как регуляция АС, усиление экспрессии
генов, контроль транспорта мРНК или сборки
хроматина) и непрямые (например, наличие в
интронах связанных с признаком однонуклео!
тидных полиморфизмов или разных генов неко!
дирующих функциональных РНК; изменение
длины интрона в вопросе эффективности есте!
ственного отбора).

Основную функцию интронов часто связы!
вают с возникновением АС: хотя интроны не
вносят непосредственного вклада в протеом, од!
но их присутствие позволяет увеличить потен!
циально возможное количество продуктов бе!
лок!кодирующих генов благодаря альтернатив!
ному сплайсингу.

У многих эукариот, включая млекопитаю!
щих, растения, дрожжи и насекомых, интроны
могут влиять на экспрессию генов даже при от!
сутствии сайта связывания для транскрипцион!
ных факторов. Этот феномен был назван «ин!
трон!опосредованным усилением экспрессии»
[80]. Само присутствие интронов влияет не
только на скорость транскрипции, но также на
стабильность мРНК и на ее экспорт из ядра. Бо!
лее того, интроны также могут увеличить эф!
фективность трансляции мРНК [80]. Например,
Lim et al. [81] предсказали эффективность
трансляции по наличию экзон!интронной
структуры в 5′!нетранслируемой области гена.

Вырезанные из пре!мРНК последователь!
ности интронов, по сути, являются нк!РНК, ко!
торые быстро разрушаются. Однако, согласно
последним исследованиям [82, 83], такие выре!
занные интроны успевают быть задействован!
ными в TOR связанной сети сигнала роста в
Saccharomyces cerevisiae. Систематическое удале!
ние всех известных интронов в генах почкую!
щихся дрожжей указывает на то, что в большин!
стве случаев клетки с делецией интронов разру!
шаются при истощении питательных веществ
быстрее, чем нормальные клетки. Таким обра!
зом, интроны оказываются медиаторами кле!
точного ответа при голодании.

Длинные интроны, особенно в 5′!области,
часто обогащены регуляторными элементами и,
таким образом, могут являться предметом отбо!
ра [42, 84]. Некоторые интроны содержат не
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только различные регуляторные элементы, но и
последовательности, участвующие в формирова!
нии структуры хроматина, хотя остается неяс!
ным, есть ли существенные отличия в таком обо!
гащении регуляторных и структурных элементов
между последовательностью интрона и другими
нк!ДНК [85]. В состав многих интронов также
часто входят разнообразные гены нк!РНК, осо!
бенно много генов малой ядрышковой РНК [86]
и генов – предшественников микроРНК [87].

В 2013 г. Vakhrusheva et al. [88] на ортологич!
ных интронах человека, мыши и рыб, иглобрю!
ха и фугу, рассматривали связь длины интрона,
его возможных функций и эволюции. Было по!
казано, что если у интрона есть некий консерва!
тивный или регуляторный участок, то его орто!
лог тоже, скорее всего, будет иметь консерва!
тивный или регуляторный участок, даже если
последовательности совершенно различаются.
Также интроны с сохранившимися консерва!
тивными участками имеют большую длину, чем
те их ортологи, которые эти участки потеряли.

Известны случаи, когда внутри последова!
тельности интрона находятся отдельные белок!
кодирующие гены. Такие вложенные гены были
найдены у многих эукариотических организмов
и встречаются относительно часто: у человека
известно, как минимум, 158 белок!кодирующих
генов, расположенных внутри интронов [89], а у
плодовой мухи количество вложенных генов
составляет почти 10% от общего числа генов [89].
При этом функционально ген!хозяин и вложен!
ный ген могут быть совсем не связаны, их
экспрессионные профили также могут мало кор!
релировать [90]. Сравнительный анализ вложен!
ных генов у нематод, плодовых мух и позвоноч!
ных показал, что в ходе эволюции таких генов
становится все больше, и их накопление увели!
чивает сложность организации геномов [91].

Суммируя вышенаписанное, сплайсосом!
ные интроны, исторически относящиеся к «му!
сорной» ДНК, играют важную роль в жизни
многих эукариотических клеток, и их закрепле!
ние в генах в ходе эволюции больше не вызыва!
ет удивления. Эволюция сплайсосомных интро!
нов неразрывно связана с эволюцией экзон!

интронной структуры эукариотических генов,
которая была предметом длительных и интен!
сивных научных споров. Наиболее актуальная
теория происхождения сплайсосомных интро!
нов предполагает, что они образовались из са!
мосплайсирующихся интронов группы II, со!
держащихся в альфа!протеобактериальном
предке митохондрии при заселении древнего
предка эукариотических организмов, и с тех пор
происходит как постепенная потеря интронов,
так и их появление. При этом молекулярные ме!
ханизмы потери и приобретения интронов мо!
гут отличаться у разных организмов. Третье эво!
люционное событие – слайдинг интронов –
случается столь редко, что все еще есть сомне!
ния в его достоверности.

Несмотря на то, что последовательность
интрона крайне изменчива в связи со слабым
действием отрицательного отбора, такие его ха!
рактеристики, как фаза и длина, могут обладать
неожиданной консервативностью и, в случае
длин, могут даже влиять на регуляцию тран!
скрипции.

Хотя основной функцией интронов считает!
ся создание потенциала для появления новых
вариантов белка, интроны также могут влиять
на скорость и эффективность экспрессии гена.
Присутствие интронов в генах значительно ус!
ложняет не только структуру генома, но и регу!
ляцию связанных с ним процессов, что в итоге
создает большую гибкость для адаптации орга!
низма и дает достаточно преимуществ над всеми
энергическими затратами, потраченными на со!
держание интронов и их сохранение в ходе эво!
люции.
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Spliceosomal introns contained in most eukaryotic genes are non!coding sequences excised from pre!mRNA by a
special complex called spliceosome during mRNA splicing. Introns occur in both protein!coding and RNA!coding
genes, and even more, can be found in the coding and untranslated regions of genes. Due to a high rate of polymor!
phism, the intron sequences may vary greatly and intron function used to be associated only with its presence for alter!
native splicing. Therefore, intron evolution has been seen not as the evolution of an individual genome element, but
rather as the evolution of a gene intron!exon structure. Here we review the intron origin theories: evolutionary events
in the exon!intron structure such as intron gain, loss, and sliding; intron functions known to date; and how changes
of such intron features as length and phase can affect the regulation of processes involving genes.
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Основные события канцерогенеза связаны с соматическими мутациями в онкогенах и генах�супрессорах –
событиями, представляющими собой изменение нуклеотидной последовательности ДНК. Не меньшую
роль в развитии новообразований играют эпигенетические изменения, выражающиеся в аберрантном ме�
тилировании ДНК, модификациях гистоновых белков и перестройке структуры хроматина. В связи с этим
особый интерес вызывают мутации в генах, которые кодируют ключевые участники эпигенетической регу�
ляции: ферменты, метилирующие/деметилирующие ДНК; ферменты, ковалентно присоединяющие или
снимающие регуляторные метки с гистонов; компоненты мультипротеиновых комплексов ремоделирова�
ния нуклеосомы; вспомогательные белки и кофакторы указанных выше типов молекул. В настоящем обзо�
ре описаны как герминальные, так и в большей мере соматические мутации основных эпигенетических ре�
гуляторов в солидных опухолях у человека, а также рассмотрены функциональные последствия этих мута�
ций на клеточном уровне. Отдельно охарактеризованы клинические ассоциации соматических мутаций в
эпигенетических регуляторах, ДНК�диагностика врожденных онкологических синдромов при герминаль�
ных мутациях SMARC�белков, а также препараты для химиотерапии солидных новообразований, прямо
воздействующие на измененные эпигенетические регуляторы. Обзор ориентирован на широкий круг моле�
кулярных биологов, генетиков, онкологов и смежных специалистов.
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ВВЕДЕНИЕ

Злокачественные новообразования состав�
ляют существенную часть социально�значимых
заболеваний, а также причин инвалидизации и
смертности у человека. Согласно обобщенным
статистическим данным, в 2018 г. в мире зареги�
стрировали ∼18,1 млн впервые выявленных слу�
чаев онкозаболеваний и 9,6 млн смертей от них
[1]. В России эти показатели в 2018 г. составили

624 тыс. и 293 тыс. соответственно [2]. Остаются
актуальными исследования механизмов канце�
рогенеза и поиск новых диагностических и
прогностических молекулярных маркеров, ко�
торые позволили бы расширить возможности
лабораторной диагностики и лечения в онколо�
гии, в том числе с применением молекулярно�
генетических методов.

В основе канцерогенеза лежат генетические
и эпигенетические изменения, которые приво�
дят к изменениям в функционировании основ�
ных протоонкогенов и генов�супрессоров, мо�
дифицируют работу ключевых внутриклеточ�
ных сигнальных путей, регулирующих в норме
клеточную пролиферацию. В большинстве гене�
тических работ исследователи фокусируются на
изучении онкогенов и генов�супрессоров, как
основных регуляторов клеточной пролифера�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ВПС – высокопроизводи�
тельное секвенирование, миРНК – малые интерферирую�
щие РНК, нкРНК – длинные некодирующие РНК,
НМРЛ – немелкоклеточный рак легкого, РМЖ – рак мо�
лочной железы, РМП – рак мочевого пузыря, РПЖ – рак
предстательной железы.

* Адресат для корреспонденции.



НЕМЦОВА и др.

ции, идентифицируют и характеризуют мутации
в этих генах [3, 4]. Вместе с тем во многих типах
опухолей описаны драйверные мутации в генах,
отвечающих за дифференцировку клеток, орга�
низацию внеклеточного матрикса и опухолевого
микроокружения, энергетический метаболизм и
другие функции, не относящиеся непосред�
ственно к регуляции прохождения клеточного
цикла [5–8]. Отдельного внимания заслуживают
гены, кодирующие участников эпигенетической
регуляции генной экспрессии. Часть из них не
охарактеризованы как классические онкогены
или гены�супрессоры, и на протяжении пред�
шествующих десятилетий исследователи уделя�
ли им меньше внимания. Однако в последние
годы показано, что 20–50% генов ремоделиро�
вания хроматина, метилирования ДНК, моди�
фицирования гистонов и других эпигенетичес�
ких регуляторов мутируют в процессе канцеро�
генеза [9–11]. Изучение функций этих генов в
норме и значение обнаруженных в них мутаций
для канцерогенеза может привести к более глу�
бокому пониманию развития солидных опухо�
лей у человека и формированию новых групп
диагностических и прогностических молекуляр�
ных маркеров.

МЕХАНИЗМЫ ЭПИГЕНЕТИЧЕСКОЙ
РЕГУЛЯЦИИ ПРИ КАНЦЕРОГЕНЕЗЕ

В общем виде эпигенетическими модифика�
циями называют такие молекулярные измене�
ния, которые приводят к изменению экспрес�
сии генов без нарушения кодирующей последо�
вательности ДНК. Это довольно широкое опре�
деление с некоторой долей условности; напри�
мер, регулирование экспрессии генов конечны�
ми эффекторными звеньями в сигнальных путях
факторов роста или воздействие на гормоночув�
ствительные элементы в промоторе традицион�
но не рассматривают в качестве эпигенетичес�
ких событий. В основном к эпигенетическому
уровню регуляции относят изменения, которые
влияют на конденсацию и структуру хроматина.
Эти модификации хроматина определяют до�
ступность энхансеров, промоторов и других
важных для транскрипции участков гена для ре�
гуляторных белков. Выделяют четыре механиз�
ма эпигенетической регуляции: метилирова�
ние/деметилирование ДНК, модификация гис�
тонов, ремоделирование нуклеосом и действие
некодирующих РНК [12]. Несмотря на обрати�
мый характер эпигенетических модификаций,
все эти механизмы регулируют структуру хрома�
тина и создают устойчивые закономерности
экспрессии генов в клетках, причем паттерн ме�

тилирования ДНК может наследоваться в ряду
митотических делений. С точки зрения патоло�
гии человека и значимости для медицинской ге�
нетики нарушения эпигенетической регуляции
представляют наибольший интерес при болез�
нях импринтинга (синдромах Прадера–Вилли,
Ангельмана и Видемана–Беквита) и других ано�
малиях развития, проявляющихся в раннем
детском возрасте и возникающих вследствие
ошибок время� и тканеспецифического паттер�
на экспрессии генов [13], а также при канцеро�
генезе. В последние годы показано, что наруше�
ние всех четырех эпигенетических механизмов
(аномальное метилирование ДНК, ковалентные
модификации гистонов, изменение профиля
некодирующих РНК, ремоделирование нуклео�
сом) часто происходит в солидных опухолях раз�
личных патоморфологических типов. Наруше�
ние эпигенетической регуляции играет значи�
тельную роль в развитии первичной опухоли, ее
прогрессии и метастазировании [14].

Если рассматривать регуляцию экспрессии
на уровне РНК, то эпигенетические механизмы
представлены в этом отношении малыми интер�
ферирующими РНК (миРНК) и действием
длинных некодирующих РНК (нкРНК). Первые
из них – миРНК – являются короткими РНК
длиной 19–25 н., которые специфическим обра�
зом подавляют экспрессию генов посредством
связывания с таргетной мРНК и ее последую�
щей деградации. Гены миРНК локализованы
преимущественно в интронах структурных ге�
нов, реже – в их кодирующих последовательнос�
тях. Причем 98 из 186 ассоциированных с канце�
рогенезом генов миРНК локализованы в неста�
бильных участках генома, подверженных ам�
плификации, делеции, разрывам и воссоедине�
ниям – все это вносит вклад в изменение пат�
терна экспрессии миРНК наряду с влиянием
функциональных регуляторов [15]. В частности,
амплификация miR�30d и делеция miR�200b ас�
социированы с немелкоклеточным раком легко�
го (НМРЛ) [16]. Такие комплексные изменения
экспрессионного ландшафта миРНК при нарас�
тании нестабильности генома описаны в трой�
ном негативном раке молочной железы (РМЖ),
опухолях головы и шеи, гепатоцеллюлярной
карциноме и других опухолях [15, 17, 18].

Второй класс регуляторных РНК, осущес�
твляющих эпигенетическую регуляцию, пред�
ставлен длинными нкРНК – молекулами РНК
длиной более 200 н., которые не кодируют бе�
лок. В цитоплазме нкРНК препятствуют дегра�
дации мРНК, а в ядре осуществляют свои функ�
ции через механизмы посттрансляционной мо�
дификации белков – эпигенетических регулято�
ров, участвуют в модификации гистонов и мети�
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лировании ДНК, ремоделировании хроматина.
В частности, длинная нкРНК HOTAIR, тран�
скрибируемая с локуса HOXC, взаимодействует с
PRC2, способствует метилированию гистона Н3
(H3K27me3) и эпигенетическому сайленсингу
локуса HOXD в РМЖ. Аналогичным образом че�
рез H3K27me3 действует длинная нкРНК
LUCAT1 в отношении промоторов генов�суп�
рессоров при НМРЛ и нкРНК TUG1 – в глио�
мах. Локализованная внутри третьего СpG�ост�
ровка гена�супрессора TCF21 длинная нкРНК
TARID участвует в деметилировании ДНК.
TARID транскрибируется в обратном направле�
нии, затем связывается с фактором репарации
GADD45A, обладающим деметилирующей ак�
тивностью, белками TDG и ТЕТ, после чего
сформировавшийся комплекс узнает промотор
TCF21 и снимает его гиперметилированное со�
стояние, что может снижать способность опухо�
ли к прогрессии; эти исследования были выпол�
нены на плоскоклеточных карциномах головы и
шеи. Другой пример негативной регуляции –
конкуренция за связывание с энхансером про�
моторов гена длинной нкРНК PVT1 и онкогена
MYC при РМЖ. Измененные профили экспрес�
сии длинных нкРНК показаны при многих со�
лидных опухолях: РМЖ, раке предстательной
железы (РПЖ), НМРЛ, опухолях головы и шеи,
колоректальном раке, раке пищевода и других
опухолях у человека [19–22]. Однако нарушения
эпигенетической регуляции на уровне миРНК и
длинных нкРНК характеризуются в большей
мере измененным паттерном экспрессии с раз�
ной воспроизводимостью у различных исследо�
вателей, а не точковыми мутациями в кодирую�
щих их генах. Иным образом обстоит дело со
структурными генами, кодирующими белки –
эпигенетические регуляторы, реализующие свое
действие непосредственно на уровне геномной
ДНК и ее упаковки в хромосомах.

Использование высокопроизводительного
секвенирования (ВПС) для анализа опухолевого
экзома позволило выявить точковые мутации в
генах, кодирующих эпигенетические факторы и
хроматин�модифицирующие ферменты, в со�
лидных опухолях у человека с частотой, которая
сопоставима с онкогенами и генами�супрессо�
рами. Поскольку эпигенетические нарушения
являются ключевыми событиями канцерогенеза
и возникают уже в предраковых изменениях и
на ранних стадиях развития первичной опухоли,
вопрос о механизмах, приводящих к этим изме�
нениям, остается одним из наиболее актуальных
в молекулярной онкогенетике [3]. Точковые со�
матические мутации в кодирующей последова�
тельности генов эпигенетических регуляторов
могут приводить к эпигенетическим изменени�

ям в геноме в целом и оказывать существенное
влияние на инициацию развития новообразова�
ний. С помощью ВПС опухолевых экзомов об�
наружены мутации в генах метилирования/де�
метилирования ДНК, регуляторов структуры
хроматина SMARCA4, PBRM1, ARID1A, ARID2,
ARID1B, DNMT3A, TET2, MLL1/2/3, NSD1/2,
SETD2, EZH2, BRD4 [23]. С точки зрения функ�
циональных последствий мутаций можно услов�
но выделить следующие группы генов эпигене�
тической регуляции: метилирования CpG�ост�
ровков геномной ДНК, ковалентной модифика�
ции гистоновых белков, комплексов ремодели�
рования нуклеосом.

МУТАЦИИ В ГЕНАХ, РЕГУЛИРУЮЩИХ
МЕТИЛИРОВАНИЕ ДНК

Метилированием ДНК у человека называют
присоединение метильной группы к цитозину в
5′�положении пиримидинового кольца. Эта мо�
дификация может быть осуществлена по отно�
шению к цитозину, входящему в CpG�динуклео�
тид. В 5′�регуляторных районах и промоторах
70% генов у человека находятся скопления
CpG�динуклеотидов, называемые CpG�остров�
ками (участок длиной не менее 200 п.н. с отно�
шением наблюдаемого к ожидаемому количест�
ву CG�пар, превышающему 60%) [24]. Метили�
рование CpG�островков – основной механизм
эпигенетического сайленсинга генов. Гимерме�
тилированные последовательности привлекают
метилцитозин�связывающие белки, затем гис�
тоновые деацетилазы и их корепрессоры, кото�
рые вместе формируют конденсированную,
транскрипционно не активную структуру хро�
матина. При метилировании ДНК донором ме�
тильной группы служит S�аденозилметионин, а
саму реакцию осуществляют ферменты ДНК�
метилтрансферазы; при этом метилирование
ДНК в клетках носит обратимый характер. Му�
тации в генах, являющихся ключевыми участ�
никами процессов метилирования или демети�
лирования ДНК, могут влиять на активность
онкогенов и генов�супрессоров как через изме�
нение доступности их промоторов для тран�
скрипционных факторов, так и посредством
конденсации/деконденсации хроматина на бо�
лее протяженных участках, включающих эти ге�
ны. В целом, при канцерогенезе наблюдают ло�
кальное гиперметилирование CpG�островков в
промоторах генов�супрессоров и тотальное ги�
пометилирование генома, что повышает его
нестабильность [25]. Гиперметилирование ге�
нов�супрессоров описано практически при всех
солидных опухолях человека (табл. 1), для неко�
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торых генов – с частотой более 90%, что позво�
ляет использовать их в качестве диагностичес�
ких маркеров заболевания [26–39]. Вместе с тем
использование профилей метилирования для
диагностики имеет ограничения в силу разного
уровня метилирования различных участков 5′�
регуляторных районов и невысокой специфич�
ности метилирования генов�супрессоров по от�
ношению к конкретному патоморфологическо�
му типу опухоли.

ДНК�метилтрансферазы кодируются семей�
ством генов DNMT. Продукты генов DNMT3A и
DNMT3B осуществляют метилирование de novo,
тогда как основным ферментом, ответственным
за поддержание паттерна метилирования ДНК
после репликации, является ДНК�метилтранс�
фераза 1, которая связывается с гемиметилиро�
ванными молекулами ДНК и кодируется геном
DNMT1 [40]. Первоначально соматические му�
тации в генах ДНК�метилтрансфераз были из�
учены не в солидных опухолях, а при онкогема�
тологических заболеваниях. Так, 11% пациентов
с Т�клеточной лимфомой несут мутации

DNMT3A, которые в 70% случаев сосуществуют
с мутациями ТЕТ2, участвующими в окислении
метилцитозина и деметилировании ДНК; такие
случаи сочетанных мутаций могут быть чувстви�
тельны к деметилирующим агентам [41]. При
остром миелолейкозе мутации DNMT3A встре�
чались в 23% случаев и были ассоциированы со
снижением общей выживаемости [42]. Онко�
генная роль мутаций DNMT3A подтверждена на
модельных организмах: мыши с нокаутом гомо�
логичного гена Dnmt3a имели нарушения диф�
ференцировки гемопоэтических клеток, что
вместе с мутациями с�Kit приводило к их уси�
ленной пролиферации (предлейкемическому
фенотипу) [43].

В это же время были получены результаты,
свидетельствующие о гиперэкспрессии фермен�
тов DNMT1, DNMT3A и DNMT3B в различных
солидных опухолях у человека, ассоциирован�
ной с прогрессией новообразований. Например,
гиперэкспрессия DNMT1 ассоциирована с
аберрантным метилированием ДНК, метастази�
рованием в лимфатические узлы и неблагопри�
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Опухоль

Меланома

Немелкоклеточный
рак легкого

Плоскоклеточные
карциномы

Рак мочевого пузыря

Светлоклеточный рак
почки

Рак простаты

Колоректальный рак

Рак молочной железы

Рак яичников

Рак шейки матки

Рак щитовидной
железы

Рак желудка

Глиомы

Таблица 1. Часто гиперметилированные гены в опухолях у человека

Ссылка

[26]

[27, 28]

[16, 27, 29]

[30, 31]

[28, 31, 32]

[28, 33]

[16, 28]

[28, 34, 35]

[36]

[36]

[37]

[38]

[39]

Гиперметилированные гены

RASSF1, MLH1

MGMT, RARB, DAPK1, KCNIP4, ZEB2, FOXF1, PTPRN2, CDKN2A, RASSF1, GSTP1,
APC, SHOX2*, CDH13

RASSF1, DAPK1, CDKN2A, PTEN, MGMT, CDH1, PAX1/5, FANCB, FOXI2, NEIL1,
SALL3, AGTR1, LXN, ZNF154, NDN, MINT1/2, HOXA9, SFRP1, PTPRD, CLDN11, TIMP3

NPTX2, ZIC4, MGMT, GDF15, HOXA9, VIM*, MSH6, TBX2/3, CCND2, CDKN2A/B,
TWIST1*, NID2*, ONECUT2*, CCNA1*, BCL2*, EOMES*, PRSS3, SOX1*, IRAK3*,
RASSF1, HIC1

VHL, RASSF1*, FHIT, BNC1, FBN2, SFRP1, APC, RARB*, CDH1, PTGS2

GSTP1*, APC*, RARB*, CDKN2A, MGMT, PTGS2, RPRM, TIG1, CD44

APC, VIM*, MGMT, SEPTIN9*, BMP3, NDRG4, MLH1, SEPT9, ZNF331

ITIH5, DKK3, RASSF1, BRCA1, PTEN, PITX2, PSAT1, CDO1, GHSR

BRCA1, PTEN, HIC1, CDH1, APC, MLH1, HIC1

MLH1/3, MGMT, BRCA1, FANCF

DAPK, PTEN, RARB, RAP1GAP, RASSF1A, SLC5A8, TIMP3

CDKN2A, CDH1/6, RASSF1, XAF1, SFRP1/2

MGMT, XRCC5, ATM

Примечание. * Гены, гиперметилирование которых определяют в составе диагностических тест�систем; полужирным
шрифтом выделены гены, гиперметилирование которых высокоспецифично для данного типа опухоли.
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ятным прогнозом у пациентов с гепатоцеллю�
лярной карциномой [44]. Повышенная экспрес�
сия DNMT3B связана с высоким уровнем ин�
тенсивно метилированного фенотипа – CIMP
(CpG island methylator phenotype) и прогрессией
опухоли при колоректальном раке [45].

Соматические мутации в генах ДНК�метил�
трансфераз в солидных опухолях были описаны
в основном в раке легких, РПЖ и колоректаль�
ном раке [46]. Мутации DNMT3A также были
выявлены в 1,2% случаев папиллярной тирео�
карциномы, где они были ассоциированы с не�
благоприятным прогнозом [47]. Из трех генов
ДНК�метилтрансфераз в солидных опухолях
точковые мутации встречаются в основном в
DNMT3A. В настоящее время описано более 70
миссенс�мутаций, ассоциированных с проли�
ферацией и формированием колоний, миграци�
ей и нарушениями дифференцировки несущих
их клеток. Эти мутации распределены по всей
кодирующей части гена, однако в DNMT3A опи�
сана горячая точка мутагенеза – кодон 882, в
нем встречаются мутации R882H/C/P. Мутации
в кодоне 882 меняют структуру каталитического
домена ДНК�метилтрансферазы, они ассоци�
ированы со всеми перечисленными выше онко�
генными свойствами миссенс�мутаций
DNMT3A [46].

Функция метилирования ДНК как эпигене�
тического регулятора зависит не только от ДНК�
метилтрансфераз, но и в немалой мере от метил�
цитозин�связывающих белков, среди которых
основным участником распознавания метили�
рованной ДНК является MBD1. Он способен
специфически связываться с метилированной
ДНК, привлекать другие белки�репрессоры и
подавлять транскрипцию с промоторов метили�
рованных генов. Точковые соматические мута�
ции MBD1, затрагивающие метилцитозин�свя�
зывающий домен, определены в раке легкого,
колоректальном раке, эндометриоидном раке и
раке поджелудочной железы; MBD2 и MBD3 – в
некоторых клеточных линиях колоректального
и эндометриоидного рака соответственно; мута�
ции сдвига рамки считывания MBD4 – в широ�
ком спектре новообразований с микросателлит�
ной нестабильностью (MSI – microsatellite insta�
bility); возможно, в этом случае их можно рас�
сматривать как мутации�пассажиры. Внимание
исследователей резистентности опухолей к тера�
пии привлекает вовлеченный в процесс репара�
ции ДНК MBD1. Его инактивация может быть
связана с ответом на воздействия, вносящие раз�
рывы в ДНК: чувствительности к лучевой тера�
пии и химиотерапии цисплатином [48, 49].

Метилцитозин�связывающие белки и ДНК�
метилтрансферазы задействованы в эпигенети�

ческой регуляции путем метилирования геном�
ной ДНК и связанных с этим эффектов, однако
немаловажную роль играет обратный процесс –
деметилирование ДНК. Ключевым участником
деметилирования является метилцитозин�деок�
сигеназа 2, которая переводит 5�метилцитозин в
5�гидроксиметилцитозин и кодируется геном
ТЕТ2. Наиболее часто инактивация ТЕТ2 встре�
чается при онкогематологических заболевани�
ях, при которых впервые была детально изучена
его функция как гена�супрессора опухолевого
роста. Потеря функции TET2 приводит к гипер�
метилированию ДНК и последующему наруше�
нию генной экспрессии в гемопоэтических
стволовых клетках, что рассматривается как на�
чальный этап миелоидной злокачественной
трансформации при миелодиспластическом
синдроме и остром миелолейкозе, реже при
лимфолейкозах [50, 51]. Мутации ТЕТ2 встреча�
ются в 30–50% случаев хронического миелолей�
коза, 10–30% случаев острого миелолейкоза и
миелодиспластического синдрома. Имеются
данные не только о деметилирующей, но и о
другой биологической функции TET2 – привле�
чении белков, участвующих в репарации ДНК.
Случаи лейкозов с мутацией TET2 более
чувствительны к лечению гипометилирующими
агентами (ГМА). Учитывая роль белка TET2 в
обеспечении стабильности ДНК, потенциаль�
ной эффективностью при лечении ГMA�резис�
тентных миелолейкозов могут обладать PARP�
ингибиторы [52].

Соматические мутации ТЕТ2 были выявле�
ны с помощью ВПС при секвенировании экзо�
мов эндометриоидного рака [53], нейроэндок�
ринных опухолях почек [54], делеции ТЕТ2 вы�
являют примерно в 70% светлоклеточных кар�
цином яичников [55]. При исследовании ТЕТ2 в
солидных опухолях были обнаружены его до�
полнительные функции. Показано, что инакти�
вация TET2 приводит к снижению экспрессии
каспазы 4, в результате гиперметилирования
промотора кодирующего ее гена CASP4, что спо�
собствует пролиферации опухолевых клеток ли�
нии MCF�7. Иными словами, проапоптотичес�
кая каспаза 4 является мишенью для TET2 в
клетках РМЖ [56]. Ассоциация инактивации
ТЕТ2 с гиперметилированием регуляторных
районов генов была также продемонстрирована
на примере опухолей паращитовидных желез
[57]. В другом эксперименте показано, что TET2
активирует сигнальный путь IFN�γ/JAK/STAT
для контроля экспрессии хемокинов и молеку�
лы PD�L1, что связано с выраженностью ин�
фильтрации опухоли лимфоцитами и эффек�
тивностью противоопухолевого иммунитета.
Снижение активности TET ассоциировано со
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снижением уровня хемокинов Тh1�клеток,
уменьшением количества инфильтрирующих
опухоль лимфоцитов и прогрессией колорек�
тального рака [58].

Повреждения ТЕТ2 могут являться след�
ствием вторичных соматических мутаций, воз�
можно, влияя на резистентность к проводимой
терапии. У 83 пациентов с НМРЛ проведено
ВПС 416 онкогенов и генов�супрессоров в об�
разцах опухолей с ранее идентифицированной
мутацией, обеспечивающей чувствительность к
ингибиторам EGFR. В исследуемой когорте
большинство пациентов сохраняли первичную
сенситизирующую мутацию, однако 36% опухо�
лей приобрели вторичную мутацию Т790М, свя�
занную с резистентностью к ингибиторам
EGFR I и II поколения, и у 12% наблюдали вто�
ричную мутацию ТЕТ2, либо амплификацию
SOX2 в отсутствие Т790М [59]. В недавнем ис�
следовании секвенировали панель из 409 генов,
вовлеченных в канцерогенез, и выявили вторич�
ные мутации ТЕТ2 в виде делеций, которые бы�
ли ассоциированы с резистентностью к мульти�
киназному ингибитору сунитинибу при таргет�
ной терапии почечно�клеточного рака [60].
Здесь следует отметить, что в подобных работах
c ВПС важно проводить парное секвенирование
как опухолевого образца, так и референсного
образца периферической крови. Соматические
генетические варианты DNMT3A, TET2, ASXL1,
SF3B1, CBL, JAK2 и некоторых других генов мо�
гут образовываться в норме, присутствовать в
лейкоцитах и лимфоцитах внутри среза опухоли
и отражать клональность гемопоэза, а не канце�
рогенез. Сравнение с контрольным образцом
показывает, что лишь 8% соматических вариан�
тов в опухолевой ДНК, которые локализованы в
связанных с гемопоэзом генах, представляют
собой опухоль�специфические мутации [61].
Рассмотренные выше мутации локализованы в
генах, модифицирующих азотистые основания
нуклеотидов или непосредственно узнающих
такие модификации. Вместе с тем комплексное
изменение хроматина при канцерогенезе стано�
вится возможным при накоплении мутаций как
в ферментах эпигенетической регуляции на
уровне ДНК, так и в модификаторах гистоновых
белков.

ИЗМЕНЕНИЯ БЕЛКОВ ХРОМАТИНА
ВСЛЕДСТВИЕ МУТАЦИЙ В ГЕНАХ,

КОДИРУЮЩИХ ГИСТОНЫ
И ИХ МОДИФИКАТОРЫ

Несмотря на эволюционную консерватив�
ность первичной структуры, гистоновые белки

человека обладают широкой изменчивостью
благодаря обратимым посттрансляционным мо�
дификациям, которые важны для модулирова�
ния хроматина и транскрипции генов. Большин�
ство из них локализованы в выступающих кон�
цевых участках гистонов (хвостах), гораздо
меньшее количество – в гистоновом коре. Сре�
ди ковалентных модификаций встречаются ме�
тилирование, ацетилирование, фосфорилирова�
ние, присоединение крупных химических сое�
динений (сумоилирование, убиквитинилирова�
ние, биотинилирование) и некоторые другие из�
менения; одни из них действуют однонаправ�
ленно, тогда как другие могут активировать или
репрессировать транскрипцию в данном участке
ДНК в зависимости от того, какой именно ами�
нокислотный остаток и в какой молекуле моди�
фицируется. Комбинация модификаций гисто�
нов создает гистоновый код, который наряду с
метилированием ДНК и последовательностью
нуклеотидов определяет транскрипционно ак�
тивные участки генома [62]. Основные активи�
рующие и репрессирующие модификации гис�
тонов отражены на риcунке. Чаще всего хими�
ческие группы присоединяются к хвосту гисто�
на Н3. Модификаторы гистонов условно делят
на три группы: присоединяющие химические
группы, удаляющие эти группы, и белки, связы�
вающиеся с модифицированными гистонами
[63].

В структуре мутационных профилей генов
эпигенетической регуляции в опухолях у чело�
века точковые мутации модификаторов гисто�
нов составляют существенный сегмент. Напри�
мер, ВПС экзома меланомы показало, что 30%
мутаций приходится на эпигенетические регу�
ляторы, из них в первых строках были гены, ко�
дирующие ферменты модификации гистонов:
MECOM, MLL2, SETD2, IDH1, а также гены ре�
моделирования хроматина (ARID1B, ARID2) и
деметилирования ДНК (TET2). Биоинформати�
ческий анализ мутаций в меланоме по базе дан�
ных TCGA (The Cancer Genome Atlas) показал,
что у 92% пациентов имеется не менее одной
мутации в гене эпигенетического модулятора, а
в 65% случаев имеются мутации в нескольких
генах эпигенетической регуляции [64]. В насто�
ящее время в различных типах опухолей описа�
но немало соматических мутаций в генах, коди�
рующих ферменты модификации гистонов.
Один из них – EZH2, кодирующий энзимати�
ческий компонент комплекса PRC2 (Polycomb
Repressive Complex 2). Каталитическая субъеди�
ница EZH2 этого комплекса метилирует лизин 9
(H3K9me) и лизин 27 (H3K27me) в гистоне H3.
Обе указанные метки являются репрессирую�
щими модификациями и приводят к сайленсин�

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  7  2020

868



МУТАЦИИ ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИХ РЕГУЛЯТОРОВ

гу гена�мишени. Существует моно�, ди� и три�
метилирование лизина 27 гистона H3 с образо�
ванием H3K27me1, H3K27me2 и H3K27me3. В
ряде опухолей наблюдали амплификацию гена
EZH2 и повышенный уровень H3K27me3. Это
согласуется с исследованиями на мышах, в ко�
торых гиперэкспрессия гомологичного гена
Ezh2 индуцирует трансформацию лимфоидных
клеток [65]. Интересно, что миссенс�мутация
p.L27M в гистонах H3.3 и H3.1 в диффузных
глиобластомах у детей приводят к ингибирова�
нию ферментативной активности EZH2 и сни�
жению количества H3K27me3 [66]. Отчасти
плейотропное действие EZH2 может объяснять�
ся тем, что, с одной стороны, мутации этого ге�
на с усилением функции приводят к общеге�
номному увеличению H3K27me3, связанного с
репрессией транскрипции. С другой стороны,
обнаружено функциональное взаимодействие
между организацией топологически ассоцииро�
ванных хроматиновых доменов и транскрипци�
онными изменениями, опосредованными мута�
цией EZH2. Мутация p.Y646* приводит к молча�
нию целых доменов и одновременной инакти�
вации множества генов�супрессоров. Иными
словами, мутации EZH2 могут изменять тополо�
гию и функцию хроматиновых доменов, способ�

ствуя канцерогенезу [46, 67]. На первый взгляд
противоречивые экспериментальные данные о
роли EZH2 в канцерогенезе – это далеко не пер�
вый случай, когда задействованный в ключевых
внутриклеточных процессах ген может прояв�
лять онкогенные или, наоборот, онкосупрессор�
ные свойства в зависимости от типа опухолевых
клеток и активации различных сигнальных пу�
тей. Так, ген SFRP1 был охарактеризован как
опухолевый супрессор в клетках РПЖ, рака
почки, колоректального рака и других опухолях;
инактивация этого гена вследствие аберрантно�
го метилирования или миРНК была сопряжена
с пролиферацией, миграцией и инвазией опухо�
левых клеток. Однако в клетках рака желудка,
базального и тройного негативного РМЖ, ме�
тастатического (но не первичного) рака почки
наблюдали повышение экспрессии SFRP1 по
мере прогрессии опухоли. Отметим, что эволю�
ционно древний сигнальный путь Wnt и, в част�
ности, его участник – белок SFRP1 – взаимо�
действуют с сигнальными путями трансформи�
рующего фактора роста β, SHH/β�катенина,
андрогенового рецептора. Возможно, супрес�
сорные функции SFRP1 на этапе инициации
опухоли могут впоследствии по мере активации
других внутриклеточных каскадов взаимодей�
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ствий уступить место функциям SFRP1 как ко�
фактора в перекрещивающихся сигнальных пу�
тях с онкогенными свойствами [68].

Гены гистоновых метилтрансфераз также
приобретают мутации в канцерогенезе. В част�
ности, ВПС образцов рака мочевого пузыря
(РМП) показало, что среди генов 50 гистоновых
метилтрансфераз ген KMT2D имел самую высо�
кую частоту мутаций: соматические мутации
этого гена выявлены в 28% случаев заболевания.
Группа пациентов с мутациями KMT2D имела
более длительную выживаемость, чем группа
без мутаций [69]. Кодируемый этим геном фер�
мент KMT2D – основная монометилтрансфера�
за, вносящая модификацию в лизин 4 гистона
Н3 (H3K4) у млекопитающих, в том числе чело�
века. Высокая частота драйверных мутаций и
значимая роль инактивации KMT2D в канцеро�
генезе была ранее продемонстрирована и в дру�
гих типах опухолей. Так, используя данные
TCGA при НМРЛ, было охарактеризовано боль�
шое количество соматических мутаций в генах
метилтрансфераз (SETD1A, SMYD3, PRDM9,
SETDB1, EZH2, SMYD2) и деметилаз (KDM5A/B,
KDM6A/B, KDM2A). Мутации в функционально
значимых доменах ассоциированы с уровнем
экспрессии или активностью белковых продук�
тов, которые, в свою очередь, ассоциированы с
общей выживаемостью пациентов с НМРЛ. При
гиперэкспрессии гистоновых деметилаз H3K4
(KDM1A, KDM5A, KDM5B и KDM5D) пациен�
ты имеют неблагоприятный прогноз. Снижен�
ная экспрессия гистоновой метилтрансферазы
H3K4 – SMYD3 – и повышение экспрессии
EZH2 и KDM6A обратно коррелирует с общей
выживаемостью [70]. Другие гены гистоновых
деметилаз, KDM5A и KDM5B, также идентифи�
цированы как регуляторы плотности упаковки
хроматина, гиперэкспрессирующиеся при кан�
церогенезе [71]. В приведенных примерах онко�
генными свойствами обладали инактивирую�
щие мутации в генах метилтрансфераз и точко�
вые мутации с изменением функции в генах гис�
тоновых деметилаз, хотя, как было отмечено
выше, в различных типах опухолей эта тенден�
ция может быть не столь однозначна. Помимо
метилирования, не меньшую роль в изменении
гистонового кода при канцерогенезе играет аце�
тилирование гистоновых белков.

Ген EP300 кодирует гистонацетилтрансфера�
зу, которая ацетилирует гистоны и регулирует
транскрипцию в ходе пролиферации и диффе�
ренцировки клеток. Опубликована работа с
применением ВПС, в которой исследовали му�
тации в 44 ассоциированных с РМЖ генах.
Кластерный анализ выявил когорту пациентов с
тройным негативным РМЖ, которая при наибо�

лее низком уровне патогенных соматических
мутаций характеризовалась наличием точковой
мутации р.G211S в гене ЕР300. Мутация
р.G211S ассоциирована с низким риском реци�
дивов и увеличением безрецидивной выживае�
мости у пациентов с РМЖ [72]. Ген EP300 состо�
ит в одном семействе с паралогичным геном
CREBBP, также участвующим в эпигенетичес�
кой регуляции. Суммарно соматические мута�
ции в этих генах могут достигать 30% при уроте�
лиальной карциноме. При РМП более полови�
ны всех миссенс�мутаций кластеризуются в гис�
тон�ацетилтрансферазном домене, катализиру�
ющем перенос ацетильной группы на молеку�
лы�мишени. В опухолях с соматическими мис�
сенс�мутациями EP300 или CREBBP нарушается
ацетилирование гистонов, что влияет на гисто�
новый код и упаковку хроматина в целом, кор�
релирует с инвазией опухоли [73]. Осуществля�
ющие метилирование и ацетилирование гисто�
нов ферменты непосредственно вносят измене�
ния в гистоновый код и регулируют структуру
хроматина. Вместе с тем описаны ферменты,
которые оказывают значимое опосредованное
влияние на эпигенетические процессы, мутации
в кодирующих их генах также существенны для
канцерогенеза.

Изоцитратдегидрогеназы 1/2, кодируемые
генами IDH1/2, являются участниками цикла
трикарбоновых кислот (цикла Кребса). В опухо�
лях выявлены миссенс�мутации IDH1/2. Про�
дукты экспрессии мутантных аллелей способ�
ствуют синтезу R�2�гидроксиглутаровой кисло�
ты (R�2HG), которая ингибирует α�кетоглута�
рат�зависимые ферменты. В том числе ингиби�
руются необходимые для деметилирования
ДНК и гистонов TET2 гистоновые деметилазы
[74]. IDH1/2 мутируют в 70–80% высокодиффе�
ренцированных глиом и в большинстве вторич�
ных глиобластом. Горячая точка мутагенеза
IDH1 локализована в 132 кодоне, и в 90% случа�
ев обнаруживают мажорную мутацию R132H.
Опухоли без мутации IDH1 часто содержат точ�
ковую мутацию в 172 кодоне митохондриально�
го NADP�зависимого фермента, кодируемого
геном IDH2. Мутации IDH1/2 входят в стандарт�
ный протокол обследования пациентов с глио�
мами II�III степени дифференцировки, где в за�
висимости от результатов дополнительного тес�
тирования ко�делеций 1p/19q указывают на от�
носительно благоприятный или промежуточ�
ный прогноз заболевания [75, 76]. Изменения
не только в модификаторах гистонов, но и в са�
мих гистонах также привлекают внимание ис�
следователей канцерогенеза.

Ограниченное количество мутаций�драйве�
ров на сегодняшний день описано в наиболее
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часто эпигенетически модифицируемом гисто�
не Н3, который существует в двух формах Н3.1 и
Н3.3 и содержит консервативные остатки лизи�
на в 4, 9, 27 и 36 положениях. Н3.1 – распрост�
раненный по всему хроматину канонический
гистон на S�стадии клеточного цикла, тогда как
Н3.3. – вариантный гистон, временно включае�
мый ремоделирующим комплексом в состав
промоторов активно транскрибируемых генов.
Описанные при канцерогенезе соматические
мутации p.K27M, p.K36M, p.G34V/R затрагива�
ют консервативные участки в обеих формах Н3
и именно те остатки лизина, которые подверга�
ются эпигенетическим модификациям. Первая
из них, p.K27M, обнаружена в глиомах у детей и
локализуется в генах HIST1H3B и H3F3A, кото�
рые кодируют Н3.1 и Н3.3 соответственно (реже
в гомологах HIST1H3С и HIST2H3С). Мутация
p.K27M имеет разные фенотипические проявле�
ния: в Н3.1 она ассоциирована только с глиома�
ми моста головного мозга, мезенхимальным
профилем экспрессии, наличием мутации
ACVR1, а в Н3.3 – неспецифической локализа�
цией в головном мозге, олигодендроглиальным
фенотипом, отличным от Н3.1 профилем
экспрессии и более низкой медианой выживае�
мости, мутацией ТР53 и амплификацией MYC,
PDGFRA и CCND2 [77]. Замена лизина на метио�
нин нарушает формирование как репрессивной
H3K27me3, так и активирующей H3K27ac ме�
ток, хотя более выраженной в геноме является
утрата H3K27me3. Вторая соматическая мута�
ция, p.К36М, описана в 90% случаев хондро�
бластомы у детей и подростков, локализуется в
одном из двух генов, кодирующих Н3.3 –
H3F3B. Мутация сопровождается снижением
уровня H3K36me2 в межгенных спейсерах и по�
терей H3K36me3 в последовательностях генов
[78]. Наконец, соматические мутации в 34 кодо�
не гистона Н3.3 были выявлены в глиобластоме
и остеосаркоме (p.G34R/V), гигантоклеточной
опухоли костной ткани (p.G34W/L). В отличие
от мутаций p.K27M и p.K36M, которые могут
реализовать свой эффект в транс�положении,
мутации p.G34R/V приводят к снижению мети�
лирования H3K36me2/3 в цис�положении толь�
ко в тех гистонах Н3.3, которые несут указанные
мутации [12, 77].

Сегодня продолжается активное изучение
генов эпигенетических модификаторов, их му�
таций и экспрессии. Интересно, что ряд авторов
опубликовали различия в спектре соматических
мутаций в зависимости от этнических характе�
ристик, что, возможно, связано с наличием раз�
ных аллелей генов, влияющих на метаболизм
ксенобиотиков и эффективность репарации
ДНК. Показано, что частоты соматических му�

таций генов ARID1A и KMT2A различаются у ев�
ропеоидных и азиатских больных раком желуд�
ка [79]. Рассмотренные выше мутации в генах
метилирования ДНК и модификации гистонов
нарушают механизмы непосредственного вне�
сения или удаления эпигенетических меток в
компоненты хроматина. Однако изменение
структуры хроматина и доступности транскрип�
ционных факторов требует деконденсации и ре�
моделирования нуклеосом.

НАРУШЕНИЯ В СИСТЕМЕ
РЕМОДЕЛИРОВАНИЯ ХРОМАТИНА

Деконденсирование хроматина и формиро�
вание транскрипционно активных участков за�
частую требует не только снятия репрессивных
меток с ДНК и гистонов и/или присоединения к
гистонам активирующих меток, но и мобилиза�
ции белков нуклеосом. Эту перестройку – ремо�
делирование хроматина – осуществляют специ�
альные мультипротеиновые комплексы, компо�
ненты которых также могут изменяться при
канцерогенезе. Эти комплексы используют
энергию АТФ для того, чтобы разобщить гисто�
ны и ДНК, а затем производят замещение ком�
понентов нуклеосомы. У млекопитающих извест�
но пять типов ремоделирующих комплексов:
SWI/SNF, ISWI, NuRD/Mi2/CHD, INO80 и
SWR1. У человека основную роль в реструктури�
зации нуклеосомы играет комплекс SWI/SNF.
Он содержит фермент АТФазу (BRM или BRG1,
кодируемые генами SMARCA2 или SMARCA4 со�
ответственно), три основных субъединицы
(BAF47, BAF155 и BAF170, кодируемые генами
SMARCB1, SMARCC2 и SMARCC1 соответствен�
но) и от 7 до 15 дополнительных субъединиц.
Комплекс SWI/SNF в зависимости от состава
дополнительных субъединиц представлен BAF�
комплексом (содержит продукт гена ARID1A –
субъединицу BAF250a) или PBAF�комплексом,
который вместо BAF250a содержит субъедини�
цы BAF180 и BAF200, экспрессирующиеся с ге�
нов PBRM1 и ARID2 соответственно [80]. Мута�
ции компонентов комплекса SWI/SNF описаны
во многих солидных опухолях у человека (табл.
2). Первым геном ремоделирования нуклеосо�
мы с идентифицированными драйверными му�
тациями при канцерогенезе стал ген SMARCB1.
Инактивирующие герминальные мутации
SMARCB1 вызывают синдром предрасположен�
ности к рабдоидным опухолям 1 типа (RTPS1 –
Rhabdoid Tumor Predisposition Syndrome, type 1,
OMIM 609322). RTPS1 – высокопенетрантное
врожденное онкологическое заболевание, при
котором уже внутриутробно или в первые 3–4
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года жизни развиваются злокачественные раб�
доидные опухоли почек, головного мозга, реже
в других локализациях. Большинство мутаций
при RTPS1 представлены мутациями сдвига
рамки считывания, делециями различной про�
тяженности, мутациями сплайсинга, нонсенс�
мутациями в экзонах 2–7 [81]. Ряд герминаль�
ных мутаций в первом экзоне или 3′�нетрансли�
руемой области (мажорные – p.P14H и
c.*82C/T), ряд мутаций кодирующей последова�
тельности по типу изменения функции (мис�
сенс�мутации и некоторые мутации сплайсинга)
не приводят к RTPS1 в раннем детстве, но после

20 лет манифестируют как шванноматоз в виде
множественных доброкачественных опухолей
периферических нервов. Наконец, миссенс�му�
тации в 8–9 экзонах на коротком участке рядом
с кодирующей последовательностью SNF5�до�
мена не связаны с канцерогенезом, а приводят к
классической форме синдрома Коффина–Си�
риса с неврологическими нарушениями. Приве�
денные факты еще раз подчеркивают время� и
тканеспецифичность функций эпигенетических
регуляторов в онтогенезе.

Соматические мутации SMARCB1 присут�
ствуют в спорадических рабдоидных опухолях
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Субъединица

BRG1

BAF47

BAF155

BAF170

BRM

BAF250a

BAF250b

BAF200

BAF180

BAF57

BRD7

BAF45a

BAF53a/b

BAF60a/b/c

Таблица 2. Мутации компонентов комплексов SWI/SNF в солидных опухолях человека

Точковые мутации в опухоли

немелкоклеточный рак легкого (10–20%), рак яичников, недифференцированная саркома
матки, рак пищевода, медуллобластома

рабдоидные опухоли (97%), шваннома, менингиома, эпителиоидная саркома

колоректальный рак, аденокарцинома простаты

рак желудка, колоректальный рак

немелкоклеточный рак легкого (20–30%), 

рак яичников (49%), эндометриоидная карцинома (38%), гепатоцеллюлярный рак (16%), рак
пищевода

нейробластома

гепатоцеллюлярная карцинома, немелкоклеточный рак легкого, рак поджелудочной железы,
меланома, рак молочной железы

светлоклеточная карцинома почки (40%), холангиокарцинома, рак пищевода

спинальная менингиома

рак яичников, колоректальный рак, плоскоклеточная карцинома

гепатоцеллюлярная карцинома, колоректальный рак

уротелиальная карцинома, колоректальный рак, гепатоцеллюлярная карцинома,
немелкоклеточный рак легкого

рак желудка, рак молочной железы, колоректальный рак, немелкоклеточный рак легкого,
нейробластома

Ген

SMARCA4

SMARCB1

SMARCC1

SMARCC2

SMARCA2

ARID1A

ARID1B

ARID2

PBRM1

SMARCE1

BRD7

PHF10

ACTL6A/B

SMARCD1/
2/3

Общие коровые субъединицы

BAF�специфические коровые субъединицы

PBAF�специфическая коровая субъединица

Дополнительные субъединицы

Примечание. Табл. 2 составлена на основе источников [80, 82, 91], для опухолей с частотами точковых мутаций гена бо�
лее 10% в скобках указана частота мутаций, в таблице отражены не все дополнительные субъединицы комплексов
SWI/SNF.
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различной локализации, шванноме, менингио�
ме, эпителиоидной саркоме, опухолях яичника
[82, 83]. В частности, делеция SMARCB1 часто
отмечается в недифференцированных желудоч�
но�кишечных карциномах, часть из которых
имеет признаки рабдоидных опухолей. Впослед�
ствии в этих опухолях были обнаружены деле�
ции SMARCA2, также кодирующего компонент
комплекса SWI/SNF [84]. Герминальные мута�
ции как причина наследственного онкологичес�
кого синдрома отмечены также в гене SMARCA4:
как и в случае SMARCB1, они приводят к разви�
тию рабдоидных опухолей и второму типу RTPS
(RTPS2, OMIM 613325). Мутации SMARCE1
идентифицированы в семьях с множественны�
ми спинальными менингиомами. Герминальные
мутации в других субъединицах SWI/SNF
(ARID1A/B, SMARCA2) отмечены только при
разных формах синдрома Коффина–Сириса и
неврологических нарушениях, но не при канце�
рогенезе [80, 82]. Все остальные описанные му�
тации генов комплекса SWI/SNF при канцеро�
генезе относятся к соматическим аберрациям в
спорадических опухолях (табл. 2).

Мутации участника комплекса SWI/SNF, ге�
на PBRM1, встречаются в более чем 40% спора�
дических светлоклеточных карцином почки
[85]. Ген PBRM1 охарактеризован в качестве ге�
на�супрессора, инактивирующие его изменения
являются мутациями�драйверами в патогенезе
светлоклеточного рака почки. Частота точковых
соматических мутаций PBRM1 (40%) при этом
типе опухолей, по данным COSMIC и TCGA,
уступает лишь гену VHL (60%). Мутации этих
двух генов, VHL и PBRM1, лежат в основе фило�
генетических деревьев клональной эволюции
светлоклеточных карцином почки [86, 87].

Ген ARID1A кодирует другой ключевой ком�
понент комплекса ремоделирования хроматина
SWI/SNF. Соматические мутации в этом гене
определены в различных типах опухолей, часто�
та их составляет 10–17% в гепатоцеллюлярной
карциноме, 29% – в раке желудка, 4–13% –
РМЖ, 13% – РМП [88]. Немалое количество ра�
бот посвящено мутациям ARID1A в раке желуд�
ка. Так, ВПС позволило установить, что до 47%
аденокарцином желудка содержат мутации ге�
нов ремоделирования хроматина, причем наи�
большей частотой характеризовались сомати�
ческие мутации ARID1A. Дефицит ARID1A ассо�
циирован с наличием MSI. Потеря экспрессии
ARID1A коррелировала с размерами первичной
опухоли, инвазией, метастазами в лимфатичес�
кие узлы и неблагоприятным прогнозом. Пока�
зана высокая иммуногенность опухолей с мута�
циями ARID1A, что связывают с увеличенной
мутационной нагрузкой [89, 90]. Кроме того,

рак желудка с мутациями ARID1A характеризу�
ется более интенсивной экспрессией молекулы
PD�L1, чем рак желудка без мутаций этого гена.
Гиперэкспрессия PD�L1 ассоциирована с отве�
том на таргетную иммунотерапию и увеличени�
ем общей выживаемости при опухолях желудоч�
но�кишечного тракта. Предполагают, что мута�
ции ARID1A могут служить потенциальным био�
маркером для выявления группы больных,
чувствительных к иммунотерапии [91].

ЗНАЧЕНИЕ ЭПИГЕНЕТИЧЕСКОЙ
РЕГУЛЯЦИИ ДЛЯ ТЕРАПИИ

ОНКОЗАБОЛЕВАНИЙ

Выявление эпигенетических изменений и
приводящих к ним механизмов на уровне ге�
номной ДНК и гистоновых белков позволило
целенаправленно воздействовать на эпигенети�
ческие регуляторы и предложить практической
онкологии новые химиотерапевтические препа�
раты. Некоторые из них уже зарегистрированы
FDA (Food and Drug Administration) и использу�
ются в протоколах лечения, другие находятся на
различных стадиях клинических испытаний. Ус�
ловно можно классифицировать препараты,
направленные на эпигенетические процессы в
геноме, на несколько групп: ингибиторы ДНК�
метилтрансфераз, инигибиторы гистоновых
ацетилаз и блокаторы связывания с ацетилиро�
ванными лизинами, ингибиторы гистоновых
деацетилаз, ингибиторы гистоновых мети�
лаз/деметилаз, ингибиторы бромодоменов и
других компонентов комплекса SWI/SNF. Необ�
ходимо учесть, что во многих протоколах эпиге�
нетические препараты применяют в комбина�
ции с другими противоопухолевыми средствами
[92, 93]. Одними из первых эпигенетических
противоопухолевых препаратов, одобренных
FDA, стали ингибиторы ДНК�метилтрансфераз
азацитидин и 5�аза�2�дезоксицитидин. Их при�
меняют для лечения миелодиспластического
синдрома и острого миелоидного лейкоза, а их
комбинации с другими противоопухолевыми
агентами испытывают в качестве вариантов ле�
чения при солидных опухолях, таких как коло�
ректальный рак, рак легких и рак яичников [94,
95]. Тем не менее терапевтические проблемы от
применения ингибиторов DNMT включают
развитие резистентности и побочные эффекты,
которые наблюдают почти у 50% пациентов. В
основе этих явлений может лежать и побочное
влияние на эпигенетические механизмы. В
частности, охарактеризованы 638 метилирован�
ных CpG�динуклеотидов в ответ на лечение де�
цитабином в клеточных линиях HCT116, кото�
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рые сохранялись до нескольких дней после от�
мены препарата. Результаты затем были подтвер�
ждены в работах с клеточными линиями РМП,
РМЖ и рака яичника. Авторы связывают
чувствительность к препарату с этими новыми
гиперметилированными сайтами [96].

Недавно было показано, что терапия инги�
биторами ДНК�метилтрансфераз и гистоновых
деацетилаз приводит не только к деметилирова�
нию и активации промоторов генов�супрессо�
ров, но и повышает иммуногенность опухоли.
Это происходит вследствие снижения плотности
метилирования генома и активации эндогенных
ретровирусов человека, что, в свою очередь,
приводит к активации механизмов РНК�интер�
ференции, продукции цитокинов и интенсифи�
кации презентации антигенов Т�клеткам в опу�
холевом микроокружении для цитотоксическо�
го ответа [97]. На момент написания обзора на�
считывали несколько десятков препаратов, пря�
мо воздействующих на эпигенетические меха�
низмы, зарегистрированных FDA для примене�
ния в клинике при лечении пациентов с солид�
ными опухолями, либо находящихся на стадиях
доклинических или клинических испытаний;
более полная их характеристика приведена в со�
ответствующих обзорах 2019–2020 гг. [92, 93,
97–99]. В этом контексте выглядит вполне зако�
номерным то, что от характеристики профилей
метилирования ДНК и гистонового кода в раз�
личных типах солидных опухолей исследователи
перешли к изучению соматических мутаций и
механизмов эпигенетической регуляции струк�
туры хроматина, а затем к разработке и внедре�
нию в клиническую практику ингибиторов оп�
ределенных эпигенетических регуляторов.

Таким образом, гены эпигенетической регу�
ляции часто мутируют в солидных опухолях.

Профиль соматических мутаций генов, вовле�
ченных в изменение структуры хроматина,
представляет собой ничуть не менее сложный и
важный для понимания канцерогенеза у челове�
ка ландшафт молекулярных изменений, чем
профили метилирования ДНК или гистоновый
код. При этом в различных патоморфологичес�
ких типах опухолей аберрантно функционирую�
щие эпигенетические регуляторы могут осущест�
влять как супрессорную, так и онкогенную
функции. Сегодня определение герминальных
мутаций в генах комплекса SWI/SNF использу�
ют для диагностики ряда врожденных онкологи�
ческих синдромов, а часть соматических мута�
ций в генах эпигенетических регуляторов ассо�
циирована с клиническими прогностическими
критериями в онкологии. Поскольку эпигенети�
ческие механизмы имеют плейотропное
действие, попытки таргетно воздействовать на
составляющие их компоненты в опухолевых
клетках приводят к дальнейшему накоплению
генетических и эпигенетических повреждений,
что, с одной стороны, может усиливать неста�
бильность опухолевого генома и накопление но�
вых мутаций, а с другой стороны – увеличивать
эффективность химио� или иммунотерапии.
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Main factors involved in carcinogenesis are associated with somatic mutations in oncogenes and tumor suppressor
genes representing changes in the DNA nucleotide sequence. Epigenetic changes, such as aberrant DNA methyla�
tion, modifications of histone proteins, and chromatin remodeling, are equally important in the development of
human neoplasms. From this perspective, mutations in the genes encoding key participants of epigenetic regulation
are of particular interest including enzymes that methylate/demethylate DNA, enzymes that covalently attach or
remove regulatory signals from histones, components of nucleosome remodeling multiprotein complexes, auxiliary
proteins and cofactors of the above�mentioned molecules. This review describes both germline and somatic mutations
in the key epigenetic regulators with emphasis on the latter ones in the solid human tumors, as well as considers func�
tional consequences of these mutations on the cellular level. In addition, clinical associations of the somatic muta�
tions in epigenetic regulators are presented, as well as DNA diagnostics of hereditary cancer syndromes due to
germline mutations in the SMARC proteins and chemotherapy drugs directly affecting the altered epigenetic mech�
anisms for treatment of patients with solid neoplasms. The review is intended for a wide range of molecular biologists,
geneticists, oncologists, and associated specialists. 
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Желтый крупный рогатый скот Яньбянь является одной из пяти наиболее многочисленных пород крупно�
го рогатого скота в Китае. Ранее нами были обнаружены различия в степени экспрессии микроRNA bta�
miR�1271 в длинных мышцах спины быков и бычков желтого крупного рогатого скота Яньбянь. Однако при
этом не был получен ответ на вопрос о влиянии этой микроRNA (miRNA) на процесс образования бычьего
жира. Для определения роли bta�miR�1271 в процессе адипогенеза в настоящей работе нами были исполь�
зованы методы предсказания генов�мишеней, репортерного теста двойной люциферазы и повышенной в
результате трансфекции экспрессии и ингибирования bta�miR�1271 в клеточных культурах преадипоцитов
желтого крупного рогатого скота Яньбянь. Нами было показано, что bta�miR�1271 целенаправленно воздей�
ствует на 3′�нетранслируемый участок фактора активации транскрипции 3 (ATF3), вызывая снижения уров�
ня экспрессии гена ATF3. Повышенная экспрессия bta�miR�1271 усиливалась в результате использования
имитаторов miRNA, вызывающих накопление триглицеридов. Кроме того, используя RT�qPCR и вестерн�
блоттинг, мы показали, что повышенная экспрессия bta�miR�1271 приводит к значительному увеличению
экспрессии гена адипогенного пероксисомального пролифератор�активированного рецептора γ (PPARγ) и
CCAAT энхаансер�связывающего белка α (C/EBPα) как на уровне белка, так и на уровне mRNA. Ингиби�
рование экспрессии bta�miR�1271 приводило к обратному эффекту. Полученные нами результаты свиде�
тельствуют о том, что bta�miR�1271 регулирует дифференцировку преадипоцитов желтого рогатого скота
Яньбянь путем ингибирования экспрессии гена ATF3, что указывает на важную роль miRNA�опосредован�
ной регуляции процесса адипогенеза. Кроме того, miR�1271 и ее ген(�ы)�мишени могут стать объектами для
развития нового направления исследований для изучения биологических агентов, влияющих на внутримы�
шечное отложение жира у крупного рогатого скота.
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ВВЕДЕНИЕ

Желтый крупный рогатый скот Яньбянь вхо�
дит в пятерку наиболее многочисленных пород
крупного рогатого скота в Китае. Это крупные,

легко приспосабливаемые, холодостойкие,
крепкие животные, которые обладают стабиль�
ными генетическими характеристиками и про�
изводят говядину с уникальным вкусом. Из�за
религиозных убеждений и привычек потребите�
лей, а также в связи с производством говядины,
отличающейся высоким содержанием белка и
ненасыщенных жирных кислот, этот сорт мяса
набирает популярность среди потребителей [1].

Внутримышечное содержание жира оказы�
вает большое влияние на качество и вкус мяса. В
свою очередь, на него влияют многие факторы,
включая породу, пол животного и состав ис�
пользуемого корма [2, 3]. Отложение жира в
мышцах обусловлено повышением количества и
объема адипоцитов. Адипоциты берут начало от
мезенхимальных стволовых клеток (MSC – mes�
enchymal stem cells), которые сначала диффе�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : miRNA – микроRNA;
UTR – нетранслируемый участок; PPARγ – пероксисо�
мальный рецептор активации пролиферации; C/EBPα –
CCAAT энхаансер�связывающего белка α; ATF3 – фактор
активации транскрипции 3; NC – отрицательный конт�
роль; FBS – фетальная бычья сыворотка; MUT – мутант�
ный тип; WT – дикий тип.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20�055,
15.06.2020.
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ренцируются в адипобласты, затем в преадипо�
циты и, наконец, в зрелые адипоциты [4, 5].
Процесс дифференцировки преадипоцитов
включает четыре этапа: пролиферация, митоти�
ческое клонирование, ранняя дифференциров�
ка и терминальная дифференцировка [6]. Рост
преадипоцитов в конечном итоге приводит к
высокой плотности клеток, которая вызывает
эффект контактного ингибирования клеточного
роста. В результате клетки постепенно прекра�
щают пролиферировать и начинают подвергать�
ся дифференцировке [7]. Процесс дифференци�
ровки клеток строго регулируется различными
факторами транскрипции. Так, например
C/EBPβ индуцирует экспрессию PPARγ, а
PPARγ активирует C/EBPα, который, в свою
очередь, способствует дифференцировке пре�
адипоцитов. В конечном итоге преадипоциты
дифференцируются с образованием зрелых ади�
поцитов, в которых содержатся крупные липид�
ные капли [8].

МикроRNA (miRNA), впервые обнаружен�
ные Lee в клетках Caenorhabditis elegans в 1993 г.,
широко экспрессируются в различных эукарио�
тических клетках [9]. MiRNA транскрибируются
из геномной DNA, но не подвергаются процес�
су трансляции с образованием молекул белка
(т.е., они являются некодирующими RNA).
Вместо этого они связываются с целевыми
mRNA и регулируют экспрессию генов�мише�
ней, ингибируя трансляцию транскрибируемых
mRNA или вызывая их деградацию [10]. MiRNA
проявляют свои биологические функции на
уровне mRNA и участвуют в регуляции различ�
ных типов физиологической активности, вклю�
чая обмен жиров и дифференцировку клеток
[11]. Например, было показано, что miR�16�5p
[12], miR�26b [13] и miR�181a [14] способствуют
развитию ангиогенеза, в то время как miR�124�
3p [15], miR�375 [16] и miR�127 [17] этот процесс
ингибируют. Ранее мы проанализировали
экспрессию miRNA в широчайшей мышце спи�
ны (latissimus dorsi muscle) быков и бычков жел�
того крупного рогатого скота Яньбянь с исполь�
зованием набора Affymetrix GeneChip miRNA
3.0 и обнаружили в этой мышце дифференци�
альную экспрессию bta�miR�1271 [18]. Мы так�
же использовали методы секвенирования следу�
ющего поколения (miRNA�seq и RNA�seq) для
анализа длинной мышцы спины (longissimus
dorsi muscle) бычков желтого крупного рогатого
скота Яньбянь в возрасте 30 месяцев, отличаю�
щихся высоким и низким содержанием жира
(по три особи из каждой группы). Было показа�
но, что уровни экспрессии bta�miR�1271 и гена
ATF3 в группах с высоким и низким содержани�
ем в мясе жира отличаются друг от друга (рис. S1

в Приложении). С помощью программы
Targetscan ген ATF3 предсказан, как целевой ген
bta�miR�1271. Нами было высказано предполо�
жение, что bta�miR�1271 и ATF3 могут повлиять
на внутримышечные отложения жира желтого
крупного рогатого скота Яньбянь, хотя, по на�
шим сведениям, до сих пор не было сообщений,
подтверждающих наличии связи между bta�
miR�1271 и каким�либо из ее генов�мишеней и
процессом адипогенеза.

В настоящем исследовании мы изучали ади�
погенез в преадипоцитах новорожденной особи
желтого крупного рогатого скота Яньбянь.
Бычьи преадипоциты дают значительные пре�
имущества для изучения процесса адипогенеза у
представителей желтого крупного рогатого ско�
та Яньбянь по сравнению с более широко ис�
пользуемой клеточной линией мышей 3T3�L1,
поскольку уникальные видоспецифичные пути
синтеза и метаболизма жира в бычьих клетках не
могут быть точно воспроизведены в мышиных
клетках [19]. Целью настоящего исследования
явилось выяснение роли bta�miR�1271 в диффе�
ренцировке преадипоцитов и создание основы
для дальнейших исследований miРНК�опосре�
дованной физиологической регуляции в жиро�
вой ткани крупного рогатого скота.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточная культура и дифференцировка пре�
адипоцитов. Преадипоциты, выделенные из
представителей желтого крупного рогатого ско�
та Яньбянь были получены от отделения живот�
новодства Цзилинской Академии сельскохозяй�
ственных наук, Гунчжулин (Jilin Gongzhuling
Animal Husbandry Branch), клеточная линия
HepG2 гепатоцитов человека была получена от
фармацевтического факультета Яньбяньского
университета (Yanbian University School of
Pharmacy). Клетки культивировали при 37 °С в
инкубаторе в атмосфере 5% CO2 в модифициро�
ванной среде Дульбекко (DMEM, «Gibco», Ки�
тай), дополненной 10%�ой фетальной бычьей
сывороткой (FBS) («BI», Израиль). Когда пре�
адипоциты вырастали до 70–80% слияния, их
рассевали в 6�луночные культуральные планше�
ты. Когда слияние клеток достигало 100%, куль�
туральную среду заменяли DMEM, содержащим
10 мкг/мл инсулина, 0,5 мМ 3�изобутил�1�метил�
ксантина, 1,0 мкМ дексаметазона («Sigma�
Aldrich», Китай) и 10% FBS. Через два дня среда
была заменена DMEM, содержащим 10 мкг/мл
инсулина и 10% FBS, а затем через два дня сно�
ва заменена DMEM, содержащим 10% FBS.
Клетки выращивали в культуре в течение 9 дней.
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Биоинформатика. Последовательность зре�
лой bta�miR�1271 была получена из базы данных
miRBase (http://www.mirbase.org/). Гены, кото�
рые могут быть мишенями для miRNA, были
предсказаны с помощью программы TargetScan
(http://www.targetscan.org/vert_71/).

Трансфицирование преадипоцитов быка. Пре�
адипоциты быка рассевали в 6�луночные куль�
туральные планшеты при плотности 1 × 106 кле�
ток в лунку в 2 мл среды DMEM, содержащей
10% FBS. Для трансфекции 5 мкл Lipo�
fectamineTM 2000 («Invitrogen», Китай) и 10 мкл
20 мкМ раствора имитатора bta�miR�1271 или
эквивалентное количество имитатора отрица�
тельного контроля (NC) (ингибитора miRNA
или ингибитора отрицательного контроля) до�
бавляли в 100 мкл среды Opti�MEM («Gibco»,
США). Эти реагенты смешивали друг с другом и
инкубировали в течение 5 мин при комнатной
температуре, и затем их добавляли к клеткам,
культивируемым в среде DMEM, содержащей
10% FBS. Все препараты miRNA были приобре�
тены в компании «Jiangsu GenePharma», Китай.
Последовательности miRNA перечислены в
табл. S1 в Приложении.

Репортерный тест двойной люциферазы. На
основании последовательности 3′�нетранслиру�
емого участка (3′UTR) гена ATF3 крупного рога�
того скота, которая была получена от Нацио�
нального центра биотехнологической информа�
ции (NCBI, National Center for Biotechnology
Information), были сконструированы праймеры,
которые использовали для амплификации фраг�
мента гена, полностью соответствующего по�
следовательности затравки bta�miR�1271 (от 2�го
до 8�го нуклеотида на 5′�конце miRNA). После�
довательности, кодирующие сайты эндонуклеа�
зы рестрикции SacI и XbaI, были добавлены к 5′�
концам прямого и обратного праймеров соответ�
ственно. Полученный продукт ПЦР лигировали
в вектор pmirGLO («Promega», Китай). Мутации
в предполагаемый сайт связывания (3 нуклеоти�
да) вводили с помощью мутационных прайме�
ров; мутантные последовательности амплифи�
цировали методом ПЦР и клонировали в вектор
pmirGLO. Последовательности праймеров при�
ведены в табл. S2 в Приложении.

Клетки HepG2 рассевали в 96�луночные
культуральные планшеты, и их трансфицирова�
ли совместно с 0,1 мкг репортерного вектора
двойной люциферазы и 0,5 мкл 20 мкM имита�
тора bta�miR�1271 или NC с использованием ре�
агента LipofectamineTM 3000 («Invitrogen», Ки�
тай). Через 48 ч после проведения трансфекции
активность люциферазы определяли с исполь�
зованием набора Dual�Glo™ «Luciferase Assay
System», («Promega», Китай) и рассчитывали ак�

тивность с использованием люминометра
«GloMax 20/20» («Promega», Китай). Все экспе�
рименты выполнялись по три раза и независимо
друг от друга.

Окрашивание клеток с помощью красителя
«Oil Red O» и анализ триглицеридов. Клетки
дважды промывали фосфатным солевым буфе�
ром (PBS) и фиксировали in situ в 4%�м растворе
параформальдегида при комнатной температуре
в течение 30 мин. Фиксированные клетки дваж�
ды промывали с помощью PBS. Концентриро�
ванный раствор красителя «Oil Red O» («Sigma�
Aldrich», Китай) (0,5 г красителя растворяли в
100 мл изопропанола и затем фильтровали) сме�
шивали со стерильной водой в соотношении
6/4. Полученный раствор добавляли в ячейки 6�
луночного культурального планшета, где прово�
дили окрашивание клеток при комнатной тем�
пературе в течение 30 мин. Затем раствор краси�
теля «Oil Red O» удаляли, и клетки три раза про�
мывали водой и наблюдали под микроскопом.
Для определения содержания триглицеридов в
адипоцитах использовали набор «Triglyceride
Assay Kit» («NanJing Jiancheng Bioengineering
Institute», Китай).

Экстракция RNA и количественная ПЦР�в ре�
альном времени (RT�qPCR). RNA была извлечена
из клеток с помощью набора «Eastep ® Super
Total RNA Extraction Kit» («Promega», Китай).
MiRNA были извлечены с помощью набора
«Mircute miRNA Isolation Kit» («Tiangen», Ки�
тай). RT�qPCR проводили с использованием на�
бора «SYBR Premix Ex Taq II kit» («Takara», Ки�
тай). Для определения количества miRNA осу�
ществляли обратную транскрипцию с использо�
ванием набора «miRcute Plus miRNA First�Strand
cDNA Kit» («Tiangen», Китай), и RT�qPCR вы�
полняли с помощью наборов «miRcute Plus
miRNA qPCR Kit» (SYBR Green) («Tiangen», Ки�
тай) и «SYBR Premix Ex Taq II kit» («Takara», Ки�
тай). Реакции RT�qPCR проводили на приборе
«PCRmax Eco 48 real�time PCR machine»
(«PCRmax», Великобритания). Все эксперимен�
ты были выполнены три раза независимо друг от
друга. Для расчета относительного уровня
экспрессии соответствующей mRNA или
miRNA использовали формулу 2−ΔΔCt. В качестве
домашнего гена (housekeeping gene) и нормали�
зации уровня экспрессии других белок�кодиру�
ющих генов использовали ген β�aктина, в то
время как для нормализации экспрессии
miRNA использовали miРНК let�7a. Последова�
тельности праймеров, используемых для прове�
дения ПЦР (qPCR), представлены в табл. S3 в
Приложении.

Экстракция белка и вестерн�блоттинг. Клетки
лизировали путем инкубации с буфером лизиса
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RIPA («Beyotime», Китай), содержащим 1 мм
PMSF («Beyotime», Китай) на льду. Общую кон�
центрацию белка в клеточных лизатах измеряли
с помощью усиленного набора «BCA Protein
Assay Kit» («Beyotime», Китай) в соответствии с
инструкциями производителя. Образцы белков
подвергали электрофорезу в 12%�м SDS�PAAG
(20 мкг белка на полосу) и переносили на мем�
браны из поливинилидендифторида (PVDF)
(«Millipore», США) в соответствии с инструк�
циями производителя («Bio�Rad», США).
Мембрану PVDF промывали TBS, содержащим
0,1% Tween 20 (TBST), и блокировали 5%�м
овальбумином («Solarbio», Китай) в TBST в те�
чение 2 ч при комнатной температуре. Затем
мембрану инкубировали с первичными антите�
лами в блокирующем буфере в течение ночи
при 4 °C, пять раз промывали TBST и инкубиро�
вали с вторичными антителами, конъюгиро�
ванными с пероксидазой хрена, при 4 °C в тече�
ние 2 ч. После 5× промывания TBST получали
иммуноблоты с использованием раствора хеми�
люминесценции и анализировали с помощью
системы визуализации «Alliance MINI HD9
AUTO Western Blot Imaging System» («UVITEC»,
США). Интенсивность полос целевого белка
была нормализована к интенсивности полосы
β�актина и вычислена с помощью программы
«ImageJ». Кроличьи анти�АТФ3 (bs�0519R),
кроличьи анти�CEBPα (bs�1630R) и кроличьи
анти�PPARγ (bs�0530R) антитела были получе�
ны от компании «Bioss», Китай; мышиные ан�
ти�AC�актин (BS6007M) антитела были получе�
ны от компании «Bioworld Technology», США.
Все эксперименты проводились в трех незави�
симых повторах.

Статистическая обработка полученных ре�
зультатов. Все полученные результаты представ�
лены в виде среднего значения ± стандартное
отклонение (SD). Данные были обработаны с
использованием критерия Стьюдента (количе�
ственная ПЦР в реальном времени, вестерн�
блоттинг, тест определения триглицеридов) или
с помощью метода ANOVA (репортерный тест
двойной люциферазы). Различия между группа�
ми рассматривались как статистически досто�
верные при условии, что значение p < 0,05. Ста�
тистическая обработка данных была выполнена
с помощью программного пакета «SPSS 20 soft�
ware».

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

miR�1271 является высоко консервативной
miРНК клеток млекопитающих. В клетках быка
ген (bta) miR�1271 локализован на хромосоме 7,

и он кодирует только одну молекулу зрелой
miRNA – bta�miR�1271, в то время как ген (hsa)
miR�1271 человека локализован на хромосоме 5
и генерирует две зрелых miRNA (hsa�miR�1271�
5p и hsa�miR�1271�3p). Интересно, что hsa�miR�
1271�5p и bta�miR�1271 являются гомологичны�
ми miRNA. Последовательность зрелой miRNA
является высоко консервативной для клеток
млекопитающих, включая горилл, других обезь�
ян, свиней, козлов и т.д. Хотя существуют неко�
торые небольшие различия в последовательнос�
тях miRNA, исходные последовательности ока�
зались одними и теми же (рис. 1, a). Целевой
сайт на молекуле bta�miR�1271, который был
предсказан в последовательности mRNA ATF3,
показан на рис. 1, b. Далее мы сравнили гены�
мишени, которые были предсказаны с помощью
программы TargetScan, с другими в различной
степени экспрессируемыми генами, выявлен�
ными в результате ранее проведенного анализа с
использованием программы «RNAseq» (рис. S1
в Приложении). Было показано, что ген ATF3
является кандидатным геном�мишенью bta�
miR�1271.

bta�miR�1271 способствует дифференцировке
преадипоцитов у особей желтого крупного рогато�
го скота Яньбянь. Чтобы выяснить роль bta�miR�
1271 в процессе дифференцировки преадипоци�
тов, меченые FAM имитаторы bta�miR�1271 или
miRNA, служащие в качестве NC, были транс�
фицированы в преадипоциты особей желтого
крупного рогатого скота Яньбянь. Эффектив�
ность трансфекции была высокой, что опреде�
ляли измерением флуоресценции меченых FAM
нуклеиновых кислот через 6 ч после трансфек�
ции (рис 2, a). Эффективность трансфекции сос�
тавила более 60% и существенно не отличалась
между иммитаторами bta�miR�1271 и NC (рис.
2, b). Через 48 ч после проведения трансфекции
уровень miR�1271 был количественно опреде�
лен методом RT�qPCR. Оказалось, что экспрес�
сия miR�1271 была значительно повышена в
случае проведения трансфекции имитатором
miRNA в сравнении с клетками, которые были
трансфицированы имитатором NC (рис. 2, c).
Через 0, 2, 4, 6 и 8 дней культивирования клеток
из них выделяли mRNA, чтобы охватить все ста�
дии процесса дифференцировки преадипоци�
тов, и затем с помощью RT�qPCR измеряли
уровни экспрессии генов�маркеров процесса
адипогенеза – генов PPARγ и C/EBPα. Уровни
экспрессии mRNA PPARγ и C/EBPα достигали
пиковых значений на 6�ой день индуцирован�
ной дифференцировки преадипоцитов (рис. 2,
d). Поэтому содержание mRNA PPARγ и
C/EBPα и количество соответствующих белков
в клетках из разных групп, различающихся по
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способу их обработки, оценивали методом RT�
qPCR и вестерн�блоттинга соответственно, на
6�й день индуцированной дифференцировки.
Клетки, трансфицированные bta�miR�1271, де�
монстрировали повышенное накопление три�
глицеридов в липидных каплях на 9�й день диф�
ференцировки, что было подтверждено окра�
шиванием красителем «Oil Red O» (рис. 2, e и f)
и количественным определением триглицери�
дов (рис. 2, g). По сравнению с имитатором от�
рицательного контроля, повышенная экспрес�
сия bta�miR�1271, усиленная трансфекцией
имитатора этой miRNA, приводила к сущест�
венному повышению экспрессии PPARγ и
C/EBPα на уровне mRNA и белка. Уровни
mRNA и белка PPARγ были соответственно в
1,71 и 1,23 раза выше, а уровни mRNA и белка
C/EBPα – соответственно в 1,72 и 1,89 раза вы�
ше, чем в клетках, трансформированных с по�
мощью NC�имитаторов (p < 0,05) (рис. 2, h и i).
Использование ингибитора bta�miR�1271 при�
водило к противоположному результату. В этом
случае уровни mRNA и белка PPARγ были пони�
жены. Они были равны 0,83 и 0,48 от соответ�
ствующих значений в группе ингибитора NC. В
случае C/EBPα уровни mRNA и белка по срав�
нению с группой NC были равны 0,66 и 0,54 от
соответствующих значений для контрольной
группы (p < 0,05) (рис. 2, j и k). В целом, пред�
ставленные результаты позволяют сделать пред�
положение, что bta�miR�1271 способствует раз�
витию процесса адипогенеза в культуре преади�
поцитов желтого крупного рогатого скота Янь�
бянь.

bta�miR�1271 взаимодействует непосредствен�
но с mRNA 3′′UTR ATF3. Чтобы выяснить,
действительно ли bta�miR�1271 непосредствен�
но взаимодействует с mRNA ATF3, нами был
создан вектор дикого типа pmirGLO�wild type
(WT) и мутантный вектор (pmirGLO�mutant type
(MUT) (рис. 3, a и b). Клетки HepG2 были под�
вергнуты совместной трансфекции имитатором
bta�miR�1271 или имитатором NC, а также или с
вектором pmirGLO дикого типа (pmirGLO�WT)
или с вектором pmirGLO�MUT. Через 24 ч после
трансфекции активность люциферазы в клет�
ках, трансфицированных имитаторами bta�miR�
1271, была ниже, чем в клетках, трансфициро�
ванных имитаторами NC (рис. 3, с).

Экспрессия гена ATF3 во время дифферен�
цировки преадипоцитов понижается и достига�
ет минимальных значений на 4�й день культи�
вирования клеток (рис. 3, d). Чтобы проверить
предположение о том, что bta�miR�1271 может
способствовать процессу адипогенеза через по�
давление экспрессии гена ATF3, нами была осу�
ществлена кратковременная трансфекция пре�

адипоцитов быка имитатором bta�miR�1271 или
ее ингибитором. Было показано, что на средних
стадиях процесса дифференцировки преадипо�
цитов (4 дня после индукции процесса диффе�
ренцировки клеток) уровни mRNA и белка
ATF3 были значительно понижены вследствие
усиленной имитаторами повышенной экспрес�
сии bta�miR�1271 (рис. 3, e и f). Подавление
экспрессии bta�miR�1271 с помощью ингибито�
ра bta�miR�1271, напротив, приводило к повы�
шенной экспрессии ATF3 (рис. 3, g и h). В целом
полученные нами результаты свидетельствуют о
том, что ген ATF3 является непосредственной
мишенью bta�miR�1271.
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Рис. 1. Гомологичные последовательности miR�1271 и
предсказание гена�мишени для этой miRNA с помощью
биоинформатических подходов. а – Последовательность
miR�1271 клеток млекопитающих с исходными участками
последовательности, выделенными желтым цветом. Звез�
дочками отмечены положения строго консервативных ос�
татков. bta – Бык (Bos Taurus); hsa – человек (Homo sapiens);
ggo – горилла (Gorilla); ppy – орангутанг (Pongo pygmaeus);
ptr – шимпанзе (Pan troglodytes); mml – макака (Macaca
mulatta); ssc – свинья (Sus scrofa); eca – лошадь (Equus
caballus); cfa – собака (Canis familiaris); chi – козел (Capra
hircus). b – Сайт�мишень на молекуле bta�miR�1271 внутри
3′UTR транскрипта mRNA гена ATF3 (выделен красным
цветом). (С цветными вариантами рис. 1–3 можно ознако�
миться в электронной версии статьи на сайте: http://
sciencejournals.ru/journal/biokhsm)
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Рис. 2. bta�miR�1271 способствует дифференцировке преадипоцитов желтого крупного рогатого скота Яньбянь. a – Ме�
ченый FAM имитатор NC и имитатор miR�1271 были кратковременно трансфицированы в преадипоциты. Эффектив�
ность трансфекции определяли через 6 ч после проведения трансфекции с помощью яркой световой визуализации и флуо�
ресцентной микроскопии. Зелёным цветом представлены имитатор NC или имитатор miR�1271, трансфицированные в
клетку (увеличение 100×), b – эффективность трансфекции FAM�меченой miРНК (n = 3; NS – незначительные разли�
чия). c – Уровни bta�miR�1271, выявленные методом RT�qPCR через 48 ч после проведения трансфекции (n = 3;
** p < 0,01). d – Изменения уровня mRNA PPARγ и C/EBPα во время дифференцировки преадипоцитов (n = 3; * p < 0,05).
e – Образование липидных капель в клетках, трансфицированных имитаторами NC и bta�miR�1271 через 9 дней после ин�
дукции процесса дифференцировки преадипоцитов, определенное с помощью окрашивания клеток красителем «Oil Red
O» (увеличение 200×). f – Содержание липидов определяли после экстракции изопропанолом красителя «Oil Red O» и
последующего измерения поглощения при 510 нм (n = 3). g – Cодержание триглицеридов в клетках, трансфицированных
NC или имитатором (n = 3). h и i – Влияние повышенной экспрессии bta�miR�1271, индуцированной в результате транс�
фекции имитатором, на уровни mRNA (h) и белка PPARγ (i) C/EBPα, рассчитанное по результатам RT�qPCR и вестерн�
блоттинга соответственно (n = 3). j и k – Влияние нокдауна bta�miR�1271 на экспрессию PPARγ и C/EBPα после прове�
дения трансфекции ингибитором этой miRNA, определенное на уровне mRNA (j) и белка (k) в сравнении с клетками,
трансфицированными ингибитором NC (n = 3); * p < 0,05, ** p < 0,01
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Рис. 3. Ген ATF3 – мишень bta�miR�1271. а – Схематическое представление стратегии клонирования целевой последова�
тельности гена ATF3, нижележащей по отношению к гену люциферазы светлячков в векторе pmirGLO. b – Участок свя�
зывания bta�miR�1271 (он выделен зелёным цветом) в 3′UTR участке гена ATF3, который был клонирован в вектор
pmirGLO для создания вектора дикого типа, pmirGLO�WT. Три нуклеотида в участке связывания bta�miR�1271 (они выде�
лены красным цветом) были заменены, чтобы создать мутантный вектор pmirGLO�MUT. c – Активность люциферазы в
клетках линии HepG2, трансфицированных векторами pmirGLO с репортером двойной люциферазы. Относительную ак�
тивность люциферазы рассчитывали на основе соотношения люминесценции светлячков (Firefly) с люминесценцией
Renilla (n = 3; * p < 0,05). d – Экспрессия гена ATF3 во время дифференцировки преадипоцитов из особей желтого круп�
ного рогатого скота Яньбянь (n = 3). e и f – Влияние повышенной экспрессии bta�miR�1271 (усиленной имитатором bta�
miR�1271) или ее нокдауна (с помощью ингибитора bta�miR�1271) в адипоцитах быка на уровень mRNA (e) (n = 4) и бел�
ка (f) (n = 3). g и h – Влияние нокдауна bta�miR�1271 (с помощью ингибитора bta�miR�1271) в адипоцитах крупного рога�
того скота на количество mРНК ATF3 (g) (n = 4) и белка (h) (n = 3); * р ≈ 0,05; ** p ≈ 0,01
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Желтый крупный рогатый скот Яньбянь яв�
ляется высоко производительным источником
мяса с уникальными вкусовыми качествами. Он
занимает передовые позиции на рынке говяди�
ны. Это всемирно известная порода мясного
скота, несмотря на очевидные недостатки, такие
как низкий уровень убоя и недостаточный уро�
вень производства говядины высшего качества.
Понимание молекулярных механизмов, кото�
рые регулируют синтез жиров у особей желтого
крупного рогатого скота Яньбянь, стало важной
частью программы по его молекулярному разве�
дению. В последние годы широкое внимание
привлекло культивирование преадипоцитов in
vitro в связи с тем, что появилась возможность
непосредственно контролировать процесс ади�
погенеза в ответ на воздействие различных регу�
ляторных факторов и тем самым получить
представление о механизмах образования жиро�
вой ткани в клетках преадипоцитов in vivo [20].
Количество жировых клеток, их объем и накоп�
ление в них липидных капель оказывают прямое
влияние на уровень отложения жира в тканях. В
свою очередь, тип и содержание жировой ткани
быка непосредственно сказывается на нежности
и аромате мяса [21]. MiRNA являются важней�
шими регуляторами процесса адипогенеза и ме�
таболизма липидов, а некоторые из них, такие
как miR�214�3p, miR�20a�5p и miR�144�3p, спо�
собствуют адипогенезу [22–24], в то время как
другие miRNA отрицательно регулируют адипо�
генез (miR�18b�3p и miR�27) [25, 26].

В то время как во многих работах было пока�
зано, что miR�1271 регулирует некоторые клю�
чевые биологические функции, включая проли�
ферацию опухолевых клеток [27, 28] и нейромо�
дуляцию [29], до сих пор не было работ, предпо�
лагающих участие miR�1271 в процессе адипоге�
неза. В наших предыдущих работах с помощью
анализа miRNA�seq и RNA�seq мы показали, что
miR�1271 дифференцированно экспрессировал�
ся в длинных мышцах спины у особей желтого
крупного рогатого скота Яньбянь, отличающих�
ся высоким или низким содержанием жира.
Среди генов�мишеней miR�1271, предсказан�
ных методами биоинформатики, ген ATF3 также
был дифференцированно экспрессирован в этих
двух группах крупного рогатого скота. Поэтому
мы предположили, что miR�1271 регулирует ли�
пидный обмен, нацеливаясь на mRNA ATF3. В
настоящей работе исследовали регулируют ли
bta�miR�1271 адипогенез в культивируемых in
vitro преадипоцитах желтого крупного рогатого
скота Яньбянь. Установлено, что сверхэкспрес�
сия bta�miR�1271, усиленная трансфекцией кле�

ток с имитацией bta�miR�1271, способствует
дифференцировке адипоцитов и образованию
липидных капель. Кроме того, во время диффе�
ренцировки преадипоцитов повышение экс�
прессии bta�miR�1271 приводило к повышению
экспрессии адипогенных генов PPARγ и
C/EBPα. Для проведения сравнения уровня
экспрессии miRNA в длинных мышцах спины у
30�месячных бычков желтого крупного рогатого
скота Яньбянь с различным содержанием жира
в мышцах нами был использован метод miRNA�
seq. Было показано, что уровень экспрессии
miR�1271 выше среднего уровня miRNA,
экспрессируемых в различной степени. Это
подтвердило, что уровень эндогенной экспрес�
сии miR�1271 тоже выше среднего уровня. По�
этому, чтобы подавить эндогенную экспрессию
bta�miR�1271, клетки были нами трансфициро�
ваны ингибитором bta�miR�1271. Полученные
нами результаты свидетельствовали о том, что
ингибирование синтеза эндогенной miR�1271
может привести к снижению уровня экспрессии
PPARγ и C/EBPα и повысить экспрессию ATF3
в адипоцитах. В целом, полученные нами ре�
зультаты свидетельствуют о том, что bta�miR�
1271 может способствовать метаболизму липи�
дов у особей желтого крупного рогатого скота
Яньбянь.

ATF3 представляет собой ген раннего ответа
на стресс, который принадлежит к семейству
факторов транскрипции ATF/CREB [30]. Было
показано, что ATF3 ингибирует адипогенную
дифференцировку мышиных клеток линии 3T3�
L1, снижая уровень экспрессии PPARγ и
C/EBPα [31, 32]. Кроме того, было показано, что
ATF3 ингибирует экспрессию гена адипонекти�
на в клетках 3T3�L1 [33]. Далее было обнаруже�
но, что ATF3 участвует в активации Wnt/β�кате�
нин�зависимого сигнального пути [34], который
принято рассматривать, как основной негатив�
ный регулятор процесса дифференцировки пре�
адипоцитов. Считается, что передача сигнала
через этот путь вызывает ингибирование про�
цесса адипогенеза [35, 36]. Jang et al. [37] показа�
ли, что уровень экспрессии гена ATF3 в белой
жировой ткани у страдающих ожирением мы�
шей, получавших обогащенную жирами пищу,
был выше по сравнению с контрольными жи�
вотными. Следовательно, экспрессия ATF3 мо�
жет быть связана с образованием липидных ка�
пель, что соответствовало увеличению уровня
экспрессии ATF3 после 5�го дня. Нами также
была изучена относительная экспрессия ATF3
во время дифференцировки преадипоцитов у
особей желтого крупного рогатого скота Янь�
бянь. Полученные нами результаты свидетель�
ствуют о том, что экспрессия ATF3 во время на�
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чальной стадии процесса дифференцировки
преадипоцитов понижается и достигает мини�
мального значения на 4�й день процесса диффе�
ренцировки. Затем уровень экспрессии посте�
пенно возрастает до завершения процесса созре�
вания адипоцитов. В целом ATF3 экспрессиро�
вался на низком уровне до образования липид�
ных капель. После 4�х дней дифференцировки в
адипоцитах образовывались липидные капли, и
уровень экспрессии ATF3 также повышался. В
настоящей работе с помощью метода репортер�
ной двойной люциферазы мы показали, что bta�
miR�1271 ингибирует экспрессию гена ATF3,
связываясь с его 3′UTR участком. Далее нами
были получены доказательства того, что повы�
шенная экспрессия bta�miR�1271 вызывает ин�
гибирование экспрессии mRNA и белка ATF3, в
то время как нокдаун bta�miR�1271 способствует
экспрессии гена ATF3, что подтверждает роль ге�
на ATF3 как гена�мишени bta�miR�1271.

Несмотря на то, что до сих пор не опублико�
ваны исследования, посвященные роли miR�
1271 в процессе дифференцировки преадипоци�
тов, есть сообщения, свидетельствующие о том,
что miR�1271 может опосредованно ингибиро�
вать Wnt/β�катенин�зависимый сигнальный
путь и ингибировать TGFβ�опосредованную пе�
редачу сигнала, целенаправленно воздействуя
на другие гены [38, 39]. Мы предполагаем, что
bta�miR�1271 способствует экспрессии PPARγ и
C/EBPα путем ингибирования экспрессии гена

ATF3, тем самым способствуя дифференцировке
жировых клеток. Понимание молекулярных ме�
ханизмов, регулирующих процесс адипогенеза у
крупного рогатого скота, может дать необходи�
мую информацию для разработки программ мо�
лекулярного разведения. Кроме того, miR�1271
и ее гены�мишени могут играть роль в патогене�
зе ожирения, открывая новое направление ис�
следований для изучения биологических мето�
дов лечения заболеваний, связанных с ожире�
нием.

Финансирование. Выполнение данной работы
было поддержано Программой Развития Науки и
Технологий провинции Цзилинь Китайской На�
родной Республики (грант № 20160204017NY).
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Yanbian yellow cattle are one of the top five largest breeds of cattle in China. We had previously found that bta�miR�
1271 is differentially expressed in the longissimus dorsi muscles of Yanbian yellow bulls and steers. However, whether
bta�miR�1271 affects bovine fat formation is unclear. In this study, we used target gene prediction, dual�luciferase
reporter assay, and transfection�mediated overexpression and inhibition of bta�miR�1271 in a culture of Yanbian yel�
low cattle preadipocytes to investigate the role of bta�miR�1271 in adipogenesis. We showed that bta�miR�1271
directly targets the 3′�untranslated region (3′�UTR) of the activating transcription factor 3 (ATF3) mRNA and down�
regulates its expression. Overexpression of bta�miR�1271 enforced by the miRNA mimics promoted triglyceride accu�
mulation and significantly upregulated expression of the adipogenic peroxisome proliferator�activated receptor γ
(PPARγ) and CCAAT enhancer�binding protein α (C/EBPα) genes at both the protein and mRNA levels, as demon�
strated by RT�qPCR and Western blot analyses. Conversely, inhibition of bta�miR�1271 expression produced the
opposite effect. Our results show that bta�miR�1271 regulates differentiation of Yanbian yellow cattle preadipocytes
by inhibiting ATF3 expression, which highlights the importance of microRNA�mediated regulation of adipogenesis.
miR�1271 and its target gene(s) may provide a new research direction for investigating biological agents affecting
intramuscular fat deposition in cattle.

Keywords: ATF3, bta�miR�1271, preadipocyte differentiation, Yanbian yellow cattle
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Повышенная экспрессия или амплификация гена ERBB2, кодирующего тирозинкиназу HER2, – хорошо
известный и широко используемый прогностический биомаркер назначения таргетного противоопухолево"
го препарата трастузумаб и его аналогов при раке молочной железы (РМЖ). Поскольку часть опухолей с по"
вышенной экспрессией HER2 все же не отвечает на трастузумаб, мы провели клиническое исследование
NCT03521245 для выявления дополнительных экспрессионных биомаркеров трастузумаба при HER2"пози"
тивных РМЖ. С помощью РНК"секвенирования мы профилировали генную экспрессию для 23"х образцов
фиксированной в формалине парафинизированной ткани HER2"позитивного РМЖ, полученных от паци"
ентов с известным статусом ответа на трастузумаб. Для групп пациентов"ответчиков и неответчиков на ле"
чение мы обнаружили ряд дифференциально регулируемых генов и молекулярных путей. Мы сравнили эти
результаты с 42"мя профилями РНК"секвенирования пациентов"ответчиков и неответчиков на терапию
трастузумабом, ранее опубликованными по итогам клинических исследований NCT00513292 и
NCT00353483. Мы не нашли корреляции между статусом ответа и уровнем экспрессии самого гена ERBB2 в
HER2"положительных образцах РМЖ. Сравнение дифференциально регулируемых генов и молекулярных
путей в объединенном наборе данных выявило 15 активированных и 27 подавленных у ответчиков на трас"
тузумаб генов и 15/25 молекулярных путей соответственно. Тем не менее по сравнению с моделью случай"
ного распределения статистически значимым оказалось только пересечение молекулярных путей, активи"
рованных у ответчиков по сравнению с неответчиками. Классификатор, построенный нами на основе наи"
более сильно активированного дифференциального молекулярного пути «cAMP Pathway Protein Retention»,
показал наилучшую эффективность для прогнозирования ответа на трастузумаб HER2"положительного
РМЖ как для наших, так и для ранее опубликованных данных. Этот путь также статистически достоверно
(p = 0,041) предсказывал время до рецидивирования заболевания в комбинированном наборе данных.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рак молочной железы, HER2, ERBB2, транскриптомика, РНК"секвенирование,
трастузумаб, таргетная терапия, персонализированная медицина, NCT03521245.

DOI: 10.31857/S0320972520070040

МАРКЕРЫ АКТИВАЦИИ МОЛЕКУЛЯРНЫХ ПУТЕЙ
СВЯЗАНЫ С ЭФФЕКТИВНОСТЬЮ ТЕРАПИИ ТРАСТУЗУМАБОМ
ПРИ HER2�ПОЗИТИВНОМ МЕТАСТАТИЧЕСКОМ РАКЕ МОЛОЧНОЙ
ЖЕЛЕЗЫ ЛУЧШЕ, ЧЕМ УРОВЕНЬ ЭКСПРЕССИИ ОТДЕЛЬНЫХ ГЕНОВ*
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ВВЕДЕНИЕ

На исследования и лечение рака молочной
железы (РМЖ) сильно повлияло открытие та"
ких мощных прогностических биомаркеров, как
сверхэкспрессия или амплификация тирозин"
киназы HER2, экспрессия эстрогенового (ER) и
прогестеронового (PR) рецепторов. Злокачест"
венные опухоли молочной железы, где отсут"
ствует значительная экспрессия ER и PR, с ба"
зальным уровнем HER2 классифицируют как
тройной отрицательный РМЖ. При РМЖ ам"
плификация ERBB2 и повышенная экспрессия
кодируемого им белка HER2 наблюдаются в
15–35% случаев [1–3]. Амплификация ERBB2 и
избыточная экспрессия HER2, называемая
«HER2"положительным» фенотипом опухоли,
хорошо коррелирует с ответом пациента на ле"
чение трастузумабом – HER2"специфичным
моноклональным антителом, применяемым для
таргетной терапии РМЖ и рака желудка [4]. Для
HER2"положительных онкологических заболе"
ваний таргетная терапия трастузумабом обычно
рекомендуется независимо от статуса ER и PR,
что привело к значительному увеличению вы"
живаемости больных в последние годы. HER2"
таргетная терапия часто сочетается со стандарт"
ными режимами химиотерапии или с гормо"
нальной терапией. И наоборот, подавляющее
большинство HER2"отрицательных опухолей
оказываются нечувствительны к HER2"таргет"
ным препаратам [5, 6].

Тем не менее клиническая практика показы"
вает, что только 25–80% женщин с HER2"поло"
жительным РМЖ (согласно иммуногистохими"
ческим тестам и/или гибридизации in situ) отве"
чают на трастузумаб [7–9]. В целом, уровень от"
вета оказывается выше, когда трастузумаб ис"
пользуется в сочетании с химиотерапией или
другими таргетными препаратами, и ниже – в
случае метастатического рака [10].

Следовательно, поиск дополнительных моле"
кулярных биомаркеров, связанных с ответом на
трастузумаб при HER2"положительном РМЖ,
представляет большой фундаментальный и
практический интерес. Молекулярные биомар"
керы могут включать диагностически значимые
мутации или уровни генной экспрессии на уров"
не мРНК или белка [11]. Кроме того, биомарке"
рами нового поколения могут служить уровни
активации молекулярных путей, рассчитанные
на основе профилей генной экспрессии [5, 12,
13]. Они показывают большую диагностическую
значимость, чем уровни экспрессии единичных
генов или наличие отдельных мутаций [14–17].

Данное преимущество молекулярных путей
в качестве биомаркеров обусловлено их фунда"

ментальным свойством объединения экспрес"
сии отдельных генов в результирующий показа"
тель, называемый уровнем активации пути
(УАП). Объединение генных продуктов по
функциональному признаку в молекулярные
пути позволяет использовать УАП вместо уров"
ней экспрессии отдельных генов [5, 18]. Для
многих видов рака было показано, что исполь"
зование УАП вместо уровней отдельных генов
позволяет нивелировать артефакты измерения
генной экспрессии за счет уменьшения значи"
мости технических ошибок основных экспери"
ментальных платформ [19, 20]. Значения акти"
вации молекулярных путей могут быть преобра"
зованы в клинически действенную оценку ин"
дивидуального ответа опухоли на таргетную те"
рапию, например моноклональными антитела"
ми [21] или ингибиторами тирозинкиназ
[22–24].

Для поиска дополнительных биологических
маркеров ответа на трастузумаб при HER2"по"
зитивном метастатическом РМЖ мы иницииро"
вали клиническое исследование NCT03521245,
нацеленное на измерение экспрессии генов и
УАП в раковых тканях ответчиков и неответчи"
ков на терапию. Для определения генной
экспрессии мы использовали метод РНК"секве"
нирования, считающийся в настоящее время зо"
лотым стандартом транскриптомики [11].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Биологический материал исследования. Им"
муногистохимическая диагностика образцов
РМЖ (HER2, PR, ER) была выполнена в ГБУЗ
Республики Карелия «Республиканский онко"
логический диспансер» (Петрозаводск, Россия)
с использованием наборов антител («Roche
Diagnostics», США). Для интерпретации статуса
HER2 была использована следующая шкала:
(i) базовое окрашивание (0), (ii) «+» (1), (iii) «++»
(2) и (iv) «+++» (3). Результаты «++» и «+++»
были подтверждены с помощью набора «ISH
DNA Probe Cocktail» («Roche Diagnostics»,
США). При оценке рецепторного статуса стеро"
идных гормонов (PR и ER) была использована
шкала от 0 до 8.

Биоматериал был получен от 23"х женщин с
HER2"положительным РМЖ, средний возраст
которых составил 53,3 г. (диапазон 33–77 лет).
Пациентки получали монотерапию трастузума"
бом или трастузумаб в сочетании с другими про"
тивоопухолевыми препаратами: доцетаксел, или
паклитаксел + карбоплатин, или паклитаксел,
или доцетаксел + карбоплатин, или ингибитор
ароматазы, или пертузумаб, или капецитабин,
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или винорелбин, или гемцитабин; из них 19 па"
циенток получали адъювантную терапию, 4 –
неоадъювантную. Более подробные клиничес"
кие характеристики представлены в табл. S1 в
Приложении.

Все исследованные образцы представляли
собой фиксированные в формалине парафини"
зированные ткани РМЖ, содержание опухоле"
вых клеток в которых превышало 70%, из них 19
образцов были получены в ГБУЗ Республики
Карелия «Республиканский онкологический
диспансер» (Петрозаводск) и 4 образца – в
Многопрофильном медицинском центре «Вита"
Мед» (Москва). 21 образец РМЖ представлял
собой фрагменты первичных опухолей и 2 – ме"
тастазы в лимфатических узлах.

РНК"секвенирование было проведено для
всех 23"х образцов РМЖ, однако только 9 из них
соответствовали критериям включения в следую"
щий этап работ: адъювантная терапия, отрица"
тельный ER/PR"статус, метастазирование. Так"
же из дальнейших анализов были исключены
образцы с люминальным подтипом B (HER2"
положительные, ER/PR"положительные), пос"
кольку для него характерен лучший прогноз,
чем для остальной части HER2"положительных
опухолей молочной железы [25, 26].

В итоге 9 образцов, отобранных для дальней"
шего анализа, были получены от женщин с
HER2"положительным ER/PR"отрицательным
РМЖ, средний возраст которых составлял 55,2 г.
(диапазон 44–77 лет). Больные получали моно"
терапию трастузумабом в адъювантном режиме
или трастузумаб в сочетании с другими терапев"
тическими средствами: доцетаксел или пакли"
таксел, + карбоплатин или паклитаксел или до"
цетаксел, + карбоплатин или капецитабин или
винорелбин или гемцитабин (табл. 1). Восемь
отобранных образцов были получены в ГБУЗ
Республики Карелия «Республиканский онко"
логический диспансер» (Петрозаводск), и один
образец – в Многопрофильном медицинском
центре «ВитаМед» (Москва).

Восемь образцов соответствовали первич"
ным опухолям и один – метастазированию в
лимфатический узел (BC"20). Данная проба бы"
ла включена в анализ, поскольку мы стремились
определить надежные биомаркеры устойчивос"
ти к трастузумабу, которые потенциально могли
бы быть применимы не только для биопсий, по"
лученных из первичного очага, но и для мета"
стазов. Пациентов считали ответчиками на те"
рапию, если ремиссия регистрировалась, по
крайней мере, за период до 25"го месяца после
биопсии включительно. Пять пациентов были
классифицированы как ответчики и четыре –
как неответчики на терапию.

Подготовка библиотек и РНК�секвенирова�
ние. РНК выделяли из срезов парафиновых бло"
ков толщиной 10 мкм с использованием набора
RNeasy FFPE («Qiagen», Нидерланды) в соответ"
ствии с протоколом производителя. Для измере"
ния концентрации РНК использовали наборы
RNA 6000 Nano Assay («Agilent Technologies»,
Германия). Целостность РНК (RIN) оценивали
с использованием биоанализатора Agilent 2100
(«Agilent Technologies», Германия). Для удаления
рибосомной РНК и конструирования библио"
тек использовали набор KAPA RNA Hyper
(«Roche Sequencing Solutions Inc», США) с деп"
лецией рибосомальной РНК. Для увеличения
количества анализируемых образцов за один
цикл секвенирования использовали лигирова"
ние адаптеров с баркодами. Концентрации и ка"
чество библиотеки измеряли с использованием
набора Qubit dsDNA HS («Thermo Fisher
Scientific», США) и Agilent Tapestation («Agilent
Technologies», Германия). Всего было получено
не менее 30 млн одноконцевых прочтений на
каждый исследованный образец. РНК"секвени"
рование было выполнено компанией «Омикс"
Лаб», Россия и Кафедрой патологии и лабора"
торной медицины Калифорнийского универси"
тета (Department of Pathology and Laboratory
Medicine, University), США с использованием
секвенатора Illumina HiSeq 3000 («Illumina,
Inc.», США). Проверку качества данных прово"
дили с помощью программного обеспечения
(ПО) Illumina SAV («Illumina, Inc.», США), а де"
мультиплексирование – с помощью ПО Illumina
bcl2fastq2 v 2.17 («Illumina, Inc.», США). Данные
секвенирования были депонированы в NCBI
Sequencing Read Archive (SRA) с кодами доступа
PRJNA565016 и PRJNA578290.

Обработка данных РНК�секвенирования. По"
лученные в результате РНК"секвенирования
FASTQ"файлы обрабатывались с помощью ПО
STAR aligner [27] в режиме «GeneCounts» с анно"
тацией транскриптома человека Ensembl (версия
GRCh38.89). Генные идентификаторы Ensembl
были преобразованы в генные символы с ис"
пользованием набора данных HGNC (https://
www.genenames.org/, версия базы данных от 13
июля 2017 г.). Всего были определены уровни
экспрессии для 36 596 генов с уникальными
идентификаторами HGNC. Минимальное число
уникально картированных прочтений составило
1,40 млн со средним значением 7,35 млн. для 9
отобранных образцов (8,03 – для всех 23"х образ"
цов). Дифференциальный анализ генной экс"
прессии был выполнен с использованием ПО
DESeq2 [28]. Дифференциально экспрессиро"
ванные гены у ответчиков и неответчиков на те"
рапию использовали для дальнейшего анализа.
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Литературные данные генной экспрессии.
Данные генной экспрессии пациентов с РМЖ
были получены из Базы данных генотипов и фе"
нотипов (dbGAP), код доступа: phs001291.v1.p1
[4]. 31 случай РМЖ был изучен в исследовании
Z1041 Американской коллегии хирургов"онко"
логов (NCT00513292), где сравнивали частоту
полного патологического ответа пациентов с
HER2"положительным РМЖ. В исследование
были включены небеременные женщины с ин"
вазивным РМЖ со средним возрастом 50,14 г.
(диапазон 36–70 лет), которые получали нео"
адъювантную химиотерапию и трастузумаб. Па"
циенты были случайным образом разделены на

2 группы. Первая получала фторурацил
500 мг/м2, эпирубицин 75 мг/м2 и циклофосфа"
мид 500 мг/м2 (FEC"75) в 1"й день 21"дневного
цикла для четырех циклов с последующим пак"
литакселом 80 мг/м2 и трастузумабом 2 мг/кг
(после нагрузки 4 мг/кг) один раз в неделю в те"
чение 12 недель. Вторая группа получала пакли"
таксел и трастузумаб один раз в неделю в тече"
ние 12 недель, а затем – четыре цикла FEC"75
(в 1"й день каждого 21"дневного цикла) и один
раз в неделю трастузумаб, в той же дозировке,
что и для первой группы. Помимо пациентов из
исследования Z1041, в phs001291.v1.p1 были
включены также профили для 11 HER2"поло"
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Таблица 1. Клинические данные 9 отобранных для эксперимента пациентов

№

BC"3

BC"4

BC"7

BC"14

BC"20

BC"21

BC"25

BC"27

BC"71

Возраст

55

58

53

49

51

49

77

44

61

Стадия

T2N1M0, IIIa

T2N1M0, IIB

T2N3M0, IIIC

T2N2M0, IIIA

T2N0M0, II

T1N3M0, IIIC

T1N1M0, IIA

T2N0M0, IIA

T2N0M0

Ответчик/
неответчик
на терапию

(О/НО)

О

О

НО

О

О

НО

НО

О

НО

Продолжи"
тельность

безрецидивного
периода (мес.)

−

−

25

−

−

10

14

−

13

Продолжи"
тельность
ремиссии

(мес.)

29

33

без
ремиссии

27

28

без
ремиссии

без
ремиссии

26

без
ремиссии

Схема терапии

2 курса: доксорубицин + цикло"
фосфамид, затем 6 курсов: доце"
таксел + трастузумаб; монотера"
пия трастузумабом (каждые 3 не"
дели, 18 инъекций)

6 курсов: паклитаксел + доксору"
бицин; монотерапия трастузума"
бом (18 инъекций)

3 курса: адъювантная химиотера"
пия, лучевая терапия; монотера"
пия трастузумабом

6 курсов: доксорубицин + цикло"
фосфамид; паклитаксел 
(12 инъекций); монотерапия
трастузумабом каждые 21 день

6 курсов: доцетаксел + карбопла"
тин + трастузумаб; монотерапия
трастузумабом (каждые три неде"
ли в течение 12 мес.)

2 курса: паклитаксел + доксору"
бицин; 3 курса: паклитаксел; мо"
нотерапия трастузумабом (5 мес.)

6 курсов: доксорубицин + цикло"
фосфамид; паклитаксел + кар"
боплатин + трастузумаб; моноте"
рапия трастузумабом

паклитаксел (12 инъекций) +
трастузумаб 

5 курсов АС (доксорубицин +
циклофосфамид); паклитаксел +
трастузумаб; монотерапия трас"
тузумабом
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жительных случаев РМЖ, участвующих в иссле"
довании Медицинской школы Вашингтонского
университета (NCT00353483), получавших нео"
адъювантную терапию трастузумабом в сочета"
нии с химиотерапией: трастузумаб + паклитак"
сел + карбоплатин, или доксорубицин + кар"
боплатин, затем трастузумаб + паклитаксел, или
FEC"75, затем трастузумаб + паклитаксел [4].

HER2"положительный статус для всех случа"
ев определялся иммуногистохимически и/или с
помощью флуоресцентной гибридизации in situ
(FISH). Образцы РНК выделяли из заморожен"
ных биоптатов опухоли, полученных до лечения
пациентов, и секвенировали. Опубликованный
набор данных (табл. S2 в Приложении) содер"
жал профили РНК"секвенирования для 42"х па"
циентов, из которых 17 соответствовали крите"
риям включения в исследование – двойной от"
рицательный ER и PR статус. Из них 12 пациен"
тов продемонстрировали полный патологичес"
кий ответ (ППО) после лечения, а у 5 обнаружи"
ли остаточное заболевание. Клиническая анно"
тация исследованного набора образцов приве"
дена в табл. 2.

Анализ молекулярных путей. Уровни актива"
ции молекулярных путей были рассчитаны с ис"
пользованием метода и аналитического ПО

Oncobox [29]. Для анализа были отобраны 1754
пути, содержащие по крайней мере 10 генных
продуктов, доступные в открытых базах данных
Reactome [30], NCI Pathway Interaction Database
[31], Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
[32], HumanCyc [33], Biocarta [34] и Qiagen
Pathway Central, перечисленых в табл. S3 в При"
ложении.

Для расчета УАП все экспериментальные
профили генной экспрессии для ответчиков бы"
ли нормализованы на профили неответчиков.
Таким же образом были нормализованы и лите"
ратурные профили генной экспрессии. Молеку"
лярные пути были визуализированы с использо"
ванием методов визуализации путей Oncobox
[16, 29, 35–37].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЕЛЕДОВАНИЙ

В настоящем исследовании мы сравнили
экспериментальные и литературные данные по
дифференциальной экспрессии генов и актива"
ции молекулярных путей при РМЖ в зависи"
мости от успешности лечения трастузумабом.

Клинические данные. В ходе клинического
испытания NCT03521245 «Маркеры активации
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Таблица 2. Клиническая аннотация 17"ти HER2+/ER–/PR– образцов РМЖ из литературного набора phs001291.v1.p1

№

BRC251

BRC261

BRC262

BRC263

BRC271

BRC272

BRC274

BRC276

BRC277

BRC278

BRC279

BRC280

BRC284

BRC286

BRC288

BRC290

BRC295 

Источник

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

NCT00353483

NCT00353483

NCT00353483

NCT00353483

Z1041

Возраст

52

61

45

49

70

47

52

39

57

53

61

48

50

47

61

50

54

T"стадия

T2

T2

T4

T3

T4

T2

T3

T2

T2

T3

T1

T3

T2

T3

T2

T3

T2

N"стадия

N1

N1

N1

N0

N2

N0

N0

N0

N0

N1

N1

N1

N2

N1

N1

N0

N2

Гистологи"
ческая степень
злокачествен"

ности

3

2

3

3

3

3

3

2

2

3

3

3

3

3

3

2

3

Полный
патологи"

ческий ответ
(да/нет)

да

да

да

да

да

нет

нет

да

да

да

да

нет

нет

да

нет

да

да

Иденти"
фикатор

SRR6447437

SRR6498562

SRR6447573

SRR6447580

SRR6447458

SRR6447472

SRR6447567

SRR6498531

SRR6498535

SRR6498552

SRR6498528

SRR6498538

SRR6498557

SRR6447563

SRR6447558

SRR6447556

SRR6447565

Время до
рецидива
болезни

(дни)

1679

1665

1674

1582

1285

112

1064

NA

936

874

352

216

NA

NA

NA

NA

1674
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молекулярных путей, прогнозирующие эффек"
тивность терапии трастузумабом HER2"пози"
тивного рака молочной железы» мы получили
набор экспериментальных данных для настоя"
щего исследования. Пациенты были жителями
Северо"Западной и Центральной частей Рос"
сийской Федерации, которые проходили лече"
ние в ГБУЗ Республики Карелия «Республика"
нский онкологический диспансер» (Петроза"
водск) или Многопрофильном медицинском
центре «ВитаМед» (Москва). Использовали сле"
дующие критерии включения: взрослые женщи"
ны с гистологически подтвержденным HER2"
положительным РМЖ и доступными образцами
опухоли молочной железы; пациенты, получав"
шие трастузумаб отдельно или в комбинации с
другими схемами химиотерапии с известным
ответом, согласно критериям RECIST 1.1; паци"
енты с РМЖ II или более поздней стадии, кото"
рые подписали информированное доброволь"
ное согласие на участие в этом клиническом ис"
следовании. Критерием исключения являлось
наличие менее 70% опухолевых клеток в доступ"
ных образцах ткани РМЖ (рис. 1). На первом
этапе в исследование было включено 23 пациен"
та, опухолевые образцы которых профилирова"
ли с помощью РНК"секвенирования (табл. S1 в
Приложении). Средний возраст в группе паци"
ентов составил 53 года. В качестве критерия от"
вета опухоли на терапию использовали ремис"
сию в течение не менее 25 мес. после биопсии. В
соответствии с этим пациенты были классифи"
цированы как отвечающие или не отвечающие
(ответчики/неответчики) на лечение трастузу"
мабом. Тем не менее мы не могли напрямую
сравнивать статусы ответа на трастузумаб для
всех включенных пациентов, поскольку они
принадлежали к разным подтипам HER2"поло"
жительного РМЖ: люминальный B или
ER–/PR– фенотип. Эти два подтипа имеют су"
щественно различающиеся прогнозы по ответу
на терапию и общую выживаемость [25, 26], что
препятствует их объединению в одну группу.
Для дальнейшего анализа мы отобрали группу
из 9 пациентов, которые имели ER–/PR– фено"
тип, получали адъювантную терапию и имели
метастазы: пять ответчиков и четыре неответчи"
ка. Все пациенты получали трастузумаб в раз"
личных схемах лечения. Наиболее распростра"
ненные комбинации с трастузумабом (табл. 1)
включали таксаны (паклитаксел или доцетак"
сел, n = 7) и доксорубицин (n = 6).

В качестве данных для сравнения мы ис"
пользовали ранее опубликованную коллекцию
[4] из 42"х клинически аннотированных профи"
лей РНК"секвенирования РМЖ, доступных в
базе данных генотипов и фенотипов (dbGAP) с

кодом доступа phs001291.v1.p1 (табл. S2 в При"
ложении). Из них 31 случай был описан в иссле"
довании Американской коллегии хирургов
Z1041 (NCT00513292). В этом исследовании па"
циенты были случайным образом распределены
между двумя группами, где первая получала те"
рапию в режиме FEC"75 (фторурацил, эпируби"
цин, циклофосфамид), затем паклитаксел +
трастузумаб, а вторая – в режиме паклитаксел +
трастузумаб, затем трастузумаб + FEC"75. Кро"
ме того, набор phs001291.v1.p1 содержал 11 про"
филей HER2"положительного РМЖ, включен"
ных в исследование Медицинского университе"
те штата Вашингтон (NCT00353483), участники
которого получали неоадъювантную терапию
трастузумабом в сочетании с химиотерапией в
режимах: трастузумаб + паклитаксел + карбо"
платин, или доксорубицин + карбоплатин, за"
тем трастузумаб + паклитаксел, или FEC, затем
трастузумаб + паклитаксел [4]. Пациентами бы"
ли женщины с инвазивным РМЖ, средний воз"
раст группы составлял 50 лет. Для дальнейшего
исследования мы отобрали образцы с ER–/PR–
статусом. Пациенты также были классифициро"
ваны как ответчики (патологический полный
ответ) и неответчики (остаточное заболевание).
Всего для последующего анализа было отобрано
17 литературных профилей, соответствующих 12
ответчикам и пяти неответчикам на терапию
(табл. 2).

Дифференциально регулируемые гены и моле�
кулярные пути. На массивах экспериментальных
и литературных данных мы отобрали гены, диф"
ференциально экспрессируемые при РМЖ у от"
ветчиков и неответчиков на терапию. Для экс"
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Рис. 1. Репрезентативная гистологическая микрофотогра"
фия исследуемой ткани РМЖ. Показан умеренно диффе"
ренцированный инфильтрированный протоковый рак (об"
разец BC71; HER2+/ER–/PR–). Окрашивание гематокси"
лином и эозином, масштабный отрезок приведен на ри"
сунке. (С цветными вариантами рис. 1–6 можно ознако"
миться в электронной версии статьи на сайте: http://
sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)
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Рис. 2. Пересечение групп дифференциально экспрессируемых генов между экспериментальными и литературными на"
борами данных. Диаграммы Венна показывают количество дифференциально экспрессируемых подавленных (а) и акти"
вированных (б) генов между экспериментальным набором данных (NCT03521245) и литературным набором данных
(dbGAP: phs001291.v1.p1). Гистограммы (в и г) показывают фактически наблюдаемое, а также теоретически ожидаемое ко"
личество дифференциально регулируемых генов исходя из модели случайного распределения, число случайных переста"
новок 1000. в – Распределение пересечения подавленных генов, qGзначение для реально наблюдаемого пересечения сос"
тавляет 0,98. г – Распределение пересечения активированных генов, qGзначение для реально наблюдаемого пересечения
составляет 0,17

,
,
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периментальных данных статистический уро"
вень значимости (р < 0,05) был пройден для 1600
генов, из которых 402 были активированы и
1198 подавлены в группе ответчиков на тера"
пию. Для литературных данных было выявлено
2235 дифференциальных генов (p < 0,05), где
1049 были активированы и 1186 – подавлены у
ответчиков (табл. S4 в Приложении). В свою
очередь, пересечение экспериментальных и ли"
тературных данных дало 15 активированных и
27 подавленных генов в группе ответчиков
(рис. 2, а и б).

Статистическая значимость этого пересече"
ния была исследована путем пересечения слу"
чайных групп генов того же размера со случай"
ной перестановкой названий генов. Как для ак"
тивированных, так и для подавленных генов мы
обнаружили, что число пересекшихся генов со"
ответствовало модели случайного распределе"
ния и не показало статистически значимого
обогащения (рис. 2, в и г). Мы также сравнили
экспрессию гена ERBB2, кодирующего молеку"
лярную мишень трастузумаба, между ответчика"
ми и неответчиками, но не обнаружили сущест"
венных различий как для экспериментальных,
так и для литературных данных (рис. S1 в При"
ложении).

Для дифференциально регулируемых генов с
помощью ПО Oncobox [29] мы вычислили УАП
для 1754 внутриклеточных молекулярных путей,
имеющих, по крайней мере, 10 генных продук"
тов в своем составе. Мы провели поиск статис"
тически значимо дифференциально регулируе"
мых путей (р < 0,05) и обнаружили 246 путей для
экспериментальных данных (79 активирован"
ных и 167 подавленных в группе ответчиков) и
424 – для литературных данных (161 активиро"
ванных и 263 подавленных в группе ответчи"
ков), (табл. S5 в Приложении). При пересече"
нии дифференциально регулируемых путей для
групп ответчиков и неответчиков мы получили
случайное значение для подавленных путей, но
неслучайное (qGзначение = 0,002) для 15 активи"
рованных путей (рис. 3).

Среди этих 15 активированных путей
(табл. 3) наиболее статистически значимыми по
критерию Уилкоксона–Манна–Уитни были
следующие два: «PPAR Pathway» и «cAMP
Protein Retention Pathway». Профиль активации
пути для «cAMP Protein Retention Pathway», ко"
торый также был связан со временем до прог"
рессирования в последующем анализе, предс"
тавлен для ответчиков и неответчиков на рис. 4.

Кроме того, среди пересечения молекуляр"
ных путей, подавленных в группе ответчиков,
присутствовал путь «ErbB Family Pathway»,
включающий продукт гена ERBB2 (рис. 5). Од"

нако как было указано ранее, пересечение по"
давленных путей между экспериментальной и
литературной выборками имеет признаки слу"
чайного совпадения (рис. 3, в).

Затем для каждого из 15 общих путей, акти"
вированных у ответчиков, мы исследовали спо"
собность дискриминировать ответчиков от не"
ответчиков на терапию трастузумабом. Для это"
го вычисляли отношения рисков (от англ.
Hazard Ratio) и p"значения теста Log"rank. Для
этого анализа мы объединили пациентов из обе"
их выборок, для которых была доступна инфор"
мация о времени до прогрессии заболевания.
Затем пациенты были разделены на две группы с
уровнями активации пути выше и ниже, чем ме"
дианное значение. Мы обнаружили, что 12 ис"
следованных дифференциально активирован"
ных путей могут служить маркерами выживае"
мости без прогрессирования заболевания. Для
путей «PPAR», «noradrenaline and adrenaline
degradation» и «Drug metabolism cytochrome P450
pathway» p"значение Log"rank теста превышало
0,05 (табл. 3). При этом путь «cAMP Protein
Retention pathway» показал лучшую эффектив"
ность как для предсказания ответа на терапию,
так и для прогнозирования времени до прогрес"
сии (рис. 6). Дополнительно мы рассчитали
площадь под ROC"кривой (AUC), которая явля"
ется универсальной характеристикой качества
биомаркеров, основанной на значениях
чувствительности и специфичности [38]. Этот
статистический подход широко применим к
различным типам биомаркеров в онкологии [14,
16, 17, 39–41]. AUC положительно коррелирует
с качеством биомаркера и изменяется в интер"
вале 0,5–1. Стандартный порог дискриминации
составляет 0,7, и биомаркеры с большим значе"
нием AUC считаются высококачественными, и
наоборот [42]. Путь «cAMP Pathway Protein
Retention» показал самое высокое значение
AUC и самое низкое наблюдаемое отношение
рисков [AUC равно 1 для экспериментального и
0,867 – для литературного набора данных; отно"
шение рисков 0,34 (95% доверительный интер"
вал: 0,11–1, р"значение = 0,05)] (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В этой статье мы получили экспрессионные
профили для 23 образцов фиксированной в
формалине парафинизированной ткани РМЖ,
полученных от HER2"положительных пациен"
тов"ответчиков или неответчиков на лечение
трастузумабом. Для групп, отвечающих и не от"
вечающих на лечение, мы определили диффе"
ренциально регулируемые гены и молекулярные
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пути. Затем мы сравнили полученные результа"
ты с 42 опубликованными профилями РНК"
секвенирования тканей РМЖ пациентов с изве"
стным статусов ответа на терапию трастузума"

бом, которые ранее участвовали в клинических
исследованиях NCT00513292 и NCT00353483
[4]. Интересно, что мы не обнаружили корреля"
ции между статусом ответа и уровнем экспрес"

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  7  2020

898

Рис. 3. Пересечение дифференциально регулируемых молекулярных путей между экспериментальными и литературными
наборами данных. Диаграммы Венна показывают пересечение групп подавленных (а) и активированных (б) путей между
экспериментальным (NCT03521245) и литературным (dbGAP: phs001291.v1.p1) наборами данных. Гистограммы (в и г) по"
казывают фактически наблюдаемое, а также теоретически ожидаемое количество дифференциально регулируемых путей
исходя из модели случайного распределения, число случайных перестановок 1000. в – Распределение пересечения подав"
ленных путей, qGзначение для реально наблюдаемого пересечения составляет 0,53. г – Распределение пересечения акти"
вированных путей, qGзначение для реально наблюдаемого пересечения составляет 0,002

,
,
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сии гена ERBB2. При пересечении наборов вы"
явленных дифференциально регулируемых ге"
нов и молекулярных путей в обеих выборках, мы
обнаружили 15 активированных и 27 подавлен"
ных генов и 15/25 путей соответственно. Тем не
менее статистически значимым по сравнению с
моделью случайного распределения оказалось
только пересечение молекулярных путей, акти"
вированных у ответчиков по сравнению с неот"
ветчиками. При использовании классификато"
ра, построенного на основе наиболее активиро"
ванного молекулярного пути «cAMP Pathway
Protein Retention», мы получили AUC равное 1 и
0,87 для прогнозирования ответа HER2"положи"
тельного метастатического РМЖ на трастузумаб
в экспериментальной и литературной выборках
соответственно. При объединении выборок этот
путь также являлся прогностическим маркером
времени до рецидивирования (p = 0,041).

Опубликовано множество исследований, где
профилировали экспрессию генов для образцов
пациентов с РМЖ, получавших трастузумаб [40,
43, 44]. Но лишь малая их часть содержит статус
ответа на терапию, связанный с профилем
экспрессии, а также данные о выживаемости
для зарегистрированных клинических случаев.

Кроме того, в большинстве таких исследований
для молекулярного профилирования использо"
вали технологию микрочипирования [45–47]. В
нашем исследовании для этого применяли
РНК"секвенирование, которое в настоящее вре"
мя считается золотым стандартом профилиро"
вания генной экспрессии [48, 49]. Кроме того,
мы использовали секвенирование тотальной
РНК без поли(А) обогащения, и в будущих ис"
следованиях наш набор данных может быть ис"
пользован также для изучения связи некодиру"
ющих РНК с устойчивостью к трастузумабу. На"
конец, это единственный набор данных по об"
разцам РМЖ, связанным с ответом на трастузу"
маб, который полностью совместим с базой дан"
ных здоровых нормальных тканей ANTE в силу
использования того же экспериментального
протокола [50].

Мы сравнили гены и пути, которые разделя"
ли ответчиков и неответчиков на терапию трас"
тузумабом, как по нашим экспериментальным,
так и по литературным данным [4]. Предыдущее
исследование было направлено на выявление
биомаркеров ответа на трастузумаб на геномном
и транскриптомном уровне. Авторы не нашли
гены или их сигнатуры, связанные с ответом на
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Рис. 4. Профиль дифференциальной активации молекулярного пути «cAMP Protein Retention Pathway» у ответчиков на те"
рапию трастузумабом против неответчиков в экспериментальном (а) и литературном (б) наборах данных
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Рис. 5. Профиль дифференциальной активации молекулярного пути «ErbB Family Pathway» у ответчиков на терапию трас"
тузумабом против неответчиков в экспериментальном (а) и литературном (б) наборах данных
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трастузумаб по данным секвенирования РНК
[4]. Вероятно, это связано с тем, что авторы не
стратифицировали пациентов по статусу рецеп"
торов гормонов ER и PR, как было сделано в
настоящем исследовании. Тогда как общие для
обеих групп данных дифференциальные гены с
высокой вероятностью представляют результат
случайного совпадения, фактическое число ак"
тивированных у ответчиков молекулярных пу"
тей оказалось существенно выше, чем можно
было бы ожидать исходя из модели случайного
пересечения. В частности, лучшая связь с
чувствительностью к трастузумабу наблюдалась
для одной из ветвей сигнального пути цАМФ
(табл. 3).

цAMФ является первым описанным вторич"
ным мессенджером, который играет фундамен"
тальную роль в клеточном ответе на самые раз"
ные внешние стимулы [51]. Одной из функций
молекулярного пути цАМФ является активация
рецептора KDEL (Lys"Asp"Glu"Leu), отвечаю"
щего за ретроградный транспорт белков из
комплекса Гольджи в эндоплазматический рети"
кулум, что необходимо для поддержания устой"
чивого гомеостаза клетки [52]. Ранее было пока"
зано, что изменения в этом комплексе процес"
сов могут приводить к метастазированию РМЖ
посредством измененной локализации рецепто"
ров [53]. Кроме того, внутренние дефекты меха"
низма эндоцитоза, ответственного за деграда"
цию HER2, коррелируют с невосприимчи"
востью к терапии трастузумабом [54]. Однако,
насколько нам известно, настоящее исследова"
ние впервые указывает на возможную связь
между ретроградным транспортом и устойчи"
востью к трастузумабу.

Предыдущие исследования показали не"
сколько других возможных механизмов устой"
чивости к трастузумабу при раке молочной же"
лезы [55]. Во"первых, с такой резистентностью
могут быть связаны другие рецепторы семейства
HER, например HER2"позитивные, но негатив"
ные по HER3 пациенты в основном выживают
без метастазирования [56]. Рецепторы семейств,
отличных от HER, такие как FGFR и IGF"1R,
также могут играть важную роль в устойчивости
к трастузумабу [57, 58]. Существует также воз"
можная роль андрогенного рецептора (AR), по"
скольку экспрессия AR отрицательно коррели"
рует с инфильтрацией иммунными клетками,
что, в свою очередь, связано с устойчивостью к
трастузумабу [59, 60].

В нашем исследовании уровень активации
пути «cAMP Pathway Protein Retention» оказался
надежным биомаркером, разделяющим ответ"
чиков и неответчиков на терапию трастузума"
бом. Более того, активация этого пути оказалась
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Рис. 6. Прогностическая значимость УАП молекулярного
пути «cAMP Pathway Protein Retention» для ответа РМЖ на
терапию трастузумабом и предсказания времени до про"
грессии. Площадь под ROC"кривой (AUC) для разделения
ответчиков и неответчиков для экспериментальной (а) и
литературной (б) выборки пациентов. в – Прогностичес"
кая значимость уровня активации пути «cAMP Pathway
Protein Retention» для предсказания времени до прогрес"
сии пациентов с РМЖ для объединенной эксперименталь"
ной и литературной выборки. Отдельно показаны группы
пациентов с УАП ниже или выше медианы. Отношение
рисков (Hazard ratio) = 0,34 (95% доверительный интервал:
0,11–1; р"значение = 0,05). Общее количество генов в пу"
тях, а также количество дифференциальных генов в обоих
наборах приведены в табл. S6 в Приложении

а

б

в
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связана с благоприятным прогнозом в плане
предсказания времени до рецидива опухоли.
Мы предполагаем, что уровень активации этого
пути может служить для дальнейшей разработки
молекулярно"диагностических инструментов
для раннего выявления пациентов, не отвечаю"
щих на HER2"таргетную терапию. Этот путь со"
держит 14 генов; таким образом, такой диагнос"
тический инструмент может основываться на
RT"PCR, таргетном РНК"секвенировании, под"
ходе NanoString или любой другой платформе
для профилирования экспрессии генов. Тем не
менее для продвижения по этому пути потребу"
ется дальнейшая клиническая валидация этого
подхода.

Финансирование. Это исследование было
поддержано Российским научным фондом
(грант № 18"15"00061) (Антон Буздин, Дмитрий
Камашев, Ульяна Владимирова, Максим Соро"
кин, Мария Сунцова) и исследовательской
программой OmicsWay в области онкологии.

Конфликт интересов. Авторы М. Сорокин и
А. Буздин работают в компании OmicsWay
Corp., США. Это исследование получило фи"
нансирование от компании Omicsway Corp.,
США. Компания принимала участие в анализе
данных, их интерпретации и написании текста.
Компания не принимала участия в разработке
дизайна исследования, сборе данных и решении
опубликовать данную статью. Остальные авто"
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Таблица 3. Характеристика качества биомаркеров для 15 пересекшихся молекулярных путей, дифференциально активи"
рованных в группе ответчиков на терапию трастузумабом

Название молекулярного пути

cAMP Pathway Protein Retention

PPAR Pathway

cAMP Pathway Cell Proliferation

cAMP Pathway eNOS Signaling
Cardiovascular Homeostasis

cAMP Pathway Glycogen
Synthesis

cAMP Pathway Lipolysis

cAMP Pathway Oncogenesis

Noradrenaline and adrenaline
degradation

Reactome PRC2 methylates his"
tones and DNA Main Pathway

cAMP Pathway Degradation 
of Cell Cycle Regulators

Reactome Amyloids Main
Pathway

Reactome Condensation 
of Prophase Chromosomes 
Main Pathway

Reactome DNA Damage
Telomere Stress Induced
Senescence Main Pathway

Reactome Packaging of
Telomere Ends Main Pathway

KEGG Drug metabolism
cytochrome P450 Main Pathway

AUC,
экспериментальная

выборка

1

1

1

1

1

1

1

0,95

1

1

0,95

0,95

0,95

0,95

0,95

AUC,
литературная

выборка

0,867

0,867

0,85

0,85

0,85

0,85

0,85

0,9

0,85

0,817

0,85

0,85

0,85

0,85

0,817

Соотношение
рисков (95% CI)

0,34 (0,11–1)

0,46 (0,16–1,4)

0,34 (0,11–1)

0,34 (0,11–1)

0,17 (0,043–0,64)

0,34 (0,11–1)

0,34 (0,11–1)

0,59 (0,21–1,7)

0,17 (0,045–0,66)

0,34 (0,11–1)

0,17 (0,045–0,66)

0,17 (0,045–0,66)

0,17 (0,045–0,66)

0,17 (0,045–0,66)

0,47 (0,16–1,4)

p"значение
соотношения

рисков

0,05

0,16

0,05

0,05

0,0094

0,05

0,05

0,32

0,01

0,05

0,01

0,01

0,01

0,01

0,17

p"значение
теста Log"

rank 

0,041

0,155

0,041

0,041

0,004

0,041

0,041

0,316

0,004

0,041

0,004

0,004

0,004

0,004

0,158
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ры заявляют, что исследование проводилось в
отсутствие каких"либо коммерческих или фи"
нансовых отношений, которые могут быть ис"
толкованы как потенциальный конфликт инте"
ресов.

Соблюдение этических норм. От всех пациен"
тов, биоматериал которых был включен в кли"
ническое исследование NCT03521245, озаглав"
ленное «Маркеры активации молекулярных пу"
тей, прогнозирующие эффективность терапии
трастузумабом HER2"позитивного рака молоч"
ной железы», было получено информированное
добровольное согласие на участие в исследова"

нии и публикацию его результатов в обезличен"
ной форме. Форма информированного согласия
и дизайн исследования были одобрены этичес"
кими комитетами ГБУЗ Республики Карелия
«Республиканский онкологический диспансер»
(г. Петрозаводск) и Многопрофильного медици"
нского центра «ВитаМед» (г. Москва).

Дополнительные материалы. Приложение к
статье на английском языке опубликовано на
сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) (http://
protein.bio.msu.ru/biokhimiya/) и на сайте изда"
тельства Springer (https://link.springer.com/
journal/10541), том 85, вып. 7, 2020.
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MOLECULAR PATHWAY ACTIVATION MARKERS ARE LINKED
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Increased expression or amplification of HER2 receptor tyrosine kinase gene ERBB2 is well"known and widely used
as a prognostic biomarker of breast cancer (BC) response to the targeted treatment with trastuzumab and its analogs.
Considering that part of the BC patients overexpressing HER2 does not respond to trastuzumab, clinical trial
NCT03521245 was initiated to identify additional gene expression and molecular pathway activation response bio"
markers to trastuzumab treatment in HER2"positive BC. Using RNA sequencing gene expression in 23 formalin"
fixed, paraffin embedded HER2 positive BC tissue blocks from patients who either responded or not responded to
trastuzumab treatment was profiled. Differentially regulated genes and molecular pathways were identified in the
groups of trastuzumab responders and non"responders. These results were next compared with the 42 previously pub"
lished BC trastuzumab responder and non"responder RNA sequencing profiles from the clinical trials NCT00513292
and NCT00353483. No correlation was observed between the response status and the expression levels of ERBB2 gene
in the HER2 positive BC samples. Analysis of the differentially expressed genes and molecular pathways in the com"
bined dataset revealed 15/27 commonly up/down regulated genes and 15/25 pathways, respectively. However, only the
intersection of molecular pathways upregulated in trastuzumab responders vs nonGresponders was statistically signifi"
cantly enriched compared to the random expectation model. A classifier built using the most significantly upregulat"
ed molecular pathway—cAMP Pathway Protein Retention—demonstrated the best performance for prediction of the
HER2 positive BC response to trastuzumab for both our experimental and previously reported data. This pathway also
predicted time to recurrence in the combined dataset with Log"rank p"value 0.041.

Keywords: breast cancer, HER2, ERBB2, transcriptomics, RNA sequencing, trastuzumab, targeted therapy, personal"
ized medicine, NCT03521245
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Известно, что фитоин и фитофлуин, бесцветные C40 каротиноиды с короткой цепью сопряженных двойных
связей (3 и 5 соответственно), являются универсальными предшественниками в биосинтезе окрашенных
каротиноидов в фотосинтезирующих организмах. Общепринято представление о том, что C40 каротиноиды
играют роль фотопротекторов клеток и тканей. Используя измерение фотосенсибилизированной фосфо$
ресценции синглетного кислорода (1O2), мы обнаружили, что фитофлуин является исключением из этого
правила, так как эффективно (с квантовым выходом 85 ± 5%) фотосенсибилизирует образование 1O2 в аэ$
рированных растворах под действием УФ$А излучения. При этом фитоин почти неактивен в качестве фото$
сенсибилизатора. Показано, что оба каротиноида тушат 1O2 в темноте. Полученные константы скорости ту$
шения ((4 ± 1) × 106 М–1 с–1 для фитоина и (2 ± 0,5) × 107 М–1 с–1 для фитофлуина) на 2–3 порядка меньше,
чем константы скорости контролируемых диффузией реакций. Таким образом, протекторные свойства обо$
их каротиноидов относительно слабо выражены. Более того, фитофлуин, благодаря его высокой фотосен$
сибилизирующей активности, можно рассматривать как потенциальный фотостимулятор повреждения
клеток и перспективный УФ$А фотосенсибилизатор для медицинских целей.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фитофлуин, фитоин, синглетный кислород, фотосенсибилизация, УФ$А.
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ВВЕДЕНИЕ

Известно, что фотосинтезирующие организ$
мы синтезируют окрашенные каротиноиды, со$
держащие 9 и более сопряженных двойных свя$
зей (СДС), которые служат эффективными про$
текторами живых тканей, защищая их от фото$
окислительного стресса. Показано, что протек$
торные свойства основаны на способности ка$
ротиноидов эффективно дезактивировать трип$
летные состояния хлорофиллов и бактериохло$
рофиллов, тушить синглетный кислород (1O2) и
нейтрализовать свободные радикалы [1, 2]. На$
против, зрительный пигмент ретиналь, представ$

ляющий собой полиен с короткой цепью СДС
(6 СДС), является эффективным фотосенсиби$
лизатором образования 1O2 в неполярной среде
[2, 3]. Этот процесс, вероятно, вызывает фото$
динамическое повреждение сетчатки и различ$
ные заболевания глаз [4].

Известно, что С40 каротиноиды с короткими
цепями СДС (3–7 СДС) (фитоин, фитофлуин,
ζ$каротин) образуются в фотосинтезирующих
бактериях, зеленых растениях и водорослях,
поскольку являются универсальными предше$
ственниками в биосинтезе окрашенных кароти$
нов и ксантофиллов, имеющих длинную цепь
СДС [1]. Исходя из этих представлений, было
высказано предположение, что полиены с ко$
роткими цепями СДС могут вызывать фотоди$
намическое повреждение фотосинтетических
тканей [5]. Кроме того, недавно было обнаруже$
но, что под действием сине$зеленого света, ко$
торый преимущественно поглощается кароти$
ноидами, в мембранах пурпурных бактерий на$
блюдается фотоокисление бактериохлорофилла
B$850 кислородом и образование 1O2 [6–10]. С

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : 1O2 – синглетный кислород,
УФ – ультрафиолет, СДС – сопряженная двойная связь,
ΦΔ – квантовый выход генерации 1O2.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли$
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20$107,
19.06.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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другой стороны, фитоин и фитофлуин обнару$
живаются в широко употребляемых продуктах
питания и являются преобладающими кароти$
ноидами в плазме крови и тканях человека. Бы$
ло показано, что они реагируют со свободными
радикалами, и поэтому применяются в качестве
протекторов кожи и продуктов питания от окис$
лительного стресса и ультрафиолетового (УФ)
излучения [11, 12]. Тем не менее, насколько нам
известно, систематический анализ генерации
1O2 С40 каротиноидами – предшественниками в
биосинтезе β$каротина – никогда не проводил$
ся, хотя триплетные состояния некоторых сое$
динений этой группы были исследованы мето$
дом импульсного фотолиза [13, 14]. Недавно в
предварительных тестовых измерениях, прове$
денных нашей группой, обнаружилось, что фи$
тофлуин является исключительно эффектив$
ным фотосенсибилизатором образования 1O2,
который превосходит по этой способности
транс$ретиналь. Это наблюдение стимулирова$
ло нас к детальному исследованию генерации
1O2 этим каротиноидом и его биосинтетическим
предшественником – фитоином. Для анализа
применяли измерение фотосенсибилизирован$
ной фосфоресценции 1O2 [15]. Полученные ре$
зультаты представлены в настоящей работе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Транс формы фитоина и фитофлуина были
выделены из клеток двух серных фотосинтези$
рующих бактерий Ectothiorhodospira haloalka/
liphila (штамм ATCC 51935T) и Allochromatium
vinosum (штамм МГУT, старое название
Allochromatium minutissimum). Культура клеток
E. haloalkaliphila получена от профессора
J. F. Imhoff («Helmholtz Centre for Ocean
Research», Германия), культура A. vinosum была
предоставлена кафедрой микробиологии МГУ
имени М. В. Ломоносова. Бактериальные клет$
ки были выращены в анаэробных условиях в
присутствии 53 и 71 мкM дифениламина (ДФА)
(«Реахим», Россия) на белом свету интенсив$
ностью 90 Вт/м2 на средах Пфеннига и Ларсена
[16, 17]. Собранные клетки были разрушены с
помощью ультразвука с использованием генера$
тора УЗГ13$0.1$22 («Ультразвуковая техника»,
Россия). Неповрежденные клетки и фрагменты
клеточных стенок удаляли центрифугированием
в центрифуге K24 («Janetzki», Германия) в тече$
ние 10 мин при 4500 об./мин и 10 000 об./мин
для E. haloalkaliphila и A. vinosum соответственно
[16–18].

Каротиноиды экстрагировали из бактери$
альных мембран, используя смесь ацетона, ме$

танола и петролейного эфира, и затем очищали,
используя методы хроматографии. Более под$
робная информация о процедуре выделения ка$
ротиноидов была описана ранее [18].

Синглетный кислород исследовали путем
измерения его собственной инфракрасной фос$
форесценции при 1270 нм, которая возникает в
результате переноса энергии от триплетного
состояния молекул фотосенсибилизатора на
кислород с последующим заселением возбуж$
денного синглетного (1Δg) состояния молекул
кислорода. Измерения проводили с использова$
нием нового лазерного/светодиодного спектро$
метра, недавно сконструированного в институте
биохимии им. А.Н. Баха РАН [19]. Спектрометр
позволял регистрировать фосфоресценцию при
стационарном возбуждении светодиодами с
максимумами излучения при 281, 350 и 371,5 нм
(«AQMEPAN», Китай) и 399,5 нм («Полиро$
ник», Москва, Россия) и при импульсном воз$
буждении светодиодом с максимумом излуче$
ния при 405 нм («Альком Медика», Санкт$Пе$
тербург, Россия). Излучение светодиодов фоку$
сировали в пятно диаметром 5 мм на поверхнос$
ти кварцевой кюветы (1 см) с исследуемым раст$
вором. Интенсивность возбуждающего света
контролировали измерителем мощности
ThorLabs PM$100D с сенсорной головкой
S120VC («ThorLabs», США). Фосфоресценцию
1O2 измеряли под углом 90° с помощью охлажда$
емого фотоумножителя ФЭУ$112 («Экран опти$
ческие системы», Новосибирск, Россия) со
спектральной характеристикой С$1 через отсе$
кающие фильтры, которые пропускают ИК$свет
на λ ≥ 1000 нм, и один из трех сменных интерфе$
ренционных фильтров с максимумами пропус$
кания при 1230, 1270 и 1310 нм и полушириной
10 нм. Стационарную интенсивность фосфо$
ресценции измеряли цифровым милливольт$
метром («Эконикс$Эксперт», Россия).

Для кинетических измерений образцы облу$
чали импульсами синего света при 405 нм. Дли$
тельность импульса изменяли от 1 до 10 мкс,
частота повторения импульсов 5–100 Гц [19].
Сигнал фотоумножителя через предваритель$
ный усилитель поступал на USB$плату, работа$
ющую в режиме разрешенного во времени счета
фотонов («Парсек», Россия). Постоянная вре$
мени записи системы составляла ∼10 нс. Счет$
ная плата, которая запускалась от дополнитель$
ного импульса блока управления, синхронизи$
рованного с импульсом светодиода, делила вре$
менной интервал между вспышками на 512 или
1024 канала. Кинетические кривые были полу$
чены путем накопления импульсов фотоумно$
жителя в каждом канале. Квантовый выход ге$
нерации 1O2 (ΦΔ) измеряли, используя в качест$
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ве эталона органический фотосенсибилизатор
феналенон (perinaphthenone, 1H_phenalen$1$
one) («Merk», Германия), который имеет широ$
кую полосу поглощения с максимумом при
350 нм и заметное поглощение при 405 нм. Из$
вестно, что квантовый выход фотогенерации 1O2

феналеноном близок к 1 (0,95 ± 0,05) [20, 21].
Эксперименты проводили, используя в качестве
растворителей гексафторбензол (C6F6) и пер$
фторгексан, специально очищенные для наших
экспериментов («Пиминвест», Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На рис. 1 показана химическая структура ис$
следуемых каротиноидов. Видно, что фитоин
имеет 3 СДС, а фитофлуин – 5 СДС.

Спектры поглощения каротиноидов приве$
дены на рис. 2. Видно, что максимумы погло$
щения фитоина находятся в УФ$В области

250–310 нм, поэтому фитоин растворяли в
перфторгексане, который достаточно прозрачен
в этой области спектра. Максимумы поглоще$
ния фитофлуина лежат в УФ$А области
320–400 нм. Кроме того, фитофлуин плохо раст$
ворим в перфторгексане, поэтому его растворя$
ли в гексафторбензоле, который достаточно
прозрачен в УФ$А области, но не прозрачен в
области УФ$B. Именно поэтому спектры погло$
щения каротиноидов измеряли в разных раство$
рителях. Были и другие причины использования
гексафторбензола и перфторгексана в качестве
растворителей. Молекулы этих соединений не
имеют атомов водорода и поэтому слабо тушат
1O2. По этой причине время жизни 1O2 (τΔ) и ин$
тенсивности фосфоресценции 1O2 в несколько
сотен раз больше, чем в органических раствори$
телях, содержащих атомы водорода, в которых
времена жизни 1O2 обычно составляют 10–300 мкс
[19]. Использование менее дорогих растворите$
лей, содержащих вместо водорода атомы хлора,
(CCl4 и фреоны), оказалось невозможным для
наших исследований, поскольку при облучении
в хлорсодержащих растворителях происходило
быстрое фоторазрушение каротиноидов вслед$
ствие эффективной фотохимической реакции.
Фторсодержащие растворители не реагировали
с возбужденными молекулами каротиноидов.
Для расчета концентраций пигментов были ис$
пользованы следующие молярные коэффициен$
ты поглощения (в М–1 см–1): фитоин, 50 000 (при
282 нм); фитофлуин, 73 000 (при 350 нм) [22] и
феналенон, 97 000 (при 351 нм) [20, 21].
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Рис. 1. Структурные формулы изучаемых каротиноидов.

Рис. 2. Спектры поглощения фитоина в перфторгексане (а) и фитофлуина в гексафторбензоле (б) в кварцевой кювете
(1 см) после вычитания фонового поглощения растворителей

а б
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Кинетические кривые фотосенсибилизиро$
ванной фосфоресценции 1O2 в перфторгексане
и гексафторбензоле после возбуждения корот$
кими импульсами фиолетового светодиода
(405 нм) показаны на рис. 3. В качестве фото$
сенсибилизатора использовали феналенон.
Видно, что кривые затухания хорошо описыва$
ются экспонентами с временем жизни 16 мс в
гексафторбензоле и 30 мс в перфторгексане.

Как фитоин, так и фитофлуин практически
не поглощают свет на длине волны использо$
ванного нами импульсного светодиода (405 нм),
поэтому для возбуждения этих каротиноидов
применяли стационарное излучение светодио$
дов при 281 и 371 нм. При облучении этими све$
тодиодами растворы феналенона в обоих раст$
ворителях излучали достаточно сильную фосфо$
ресценцию 1O2 с максимумом при 1270 нм.

Рис. 4 иллюстрирует относительные кванто$
вые выходы фосфоресценции 1O2 в растворах
фитоина и феналенона. Фитоин изучали в
перфторгексане при возбуждении при 281 нм
(3,5 мВт). В этих условиях растворы фитоина из$
лучали очень слабую люминесценцию при
1270 нм. Феналенон почти не поглощал свет в
области 281 нм, поэтому для получения надеж$
ных результатов феналенон облучали светодио$
дом при 371 нм. Поглощение обоих соединений

равно 0,13 на длинах волн возбуждения. Это со$
ответствовало концентрациям 2,6 мкМ фитоина
и 1,7 мкМ феналенона. После нормирования на
число падающих фотонов и вычитания фоново$
го сигнала люминесценции, испускаемой раст$
ворителем без фотосенсибилизатора, мы полу$
чили, что интенсивность фосфоресценции 1О2 в
растворе фитоина примерно в 100 раз меньше,
чем в растворе феналенона. Известно, что фито$
ин и фитофлуин способны тушить 1O2, хотя
константы скорости этого процесса невелики,
причем их точные значения ранее измерить не
удавалось [23]. Тушение 1О2 феналеноном очень
слабо выражено [19]. Чтобы выяснить, как ту$
шение 1O2 фитоином влияет на общий выход
фосфоресценции 1O2 в растворах фитоина, мы
провели измерение константы скорости туше$
ния 1O2 фитоином. Это было сделано путем из$
мерения скорости затухания фотосенсибилизи$
рованной феналеноном фосфоресценции 1O2

при добавлении разных концентраций фитоина.
В качестве растворителя был использован гек$
сафторбензол, так как оба соединения – фитоин
и феналенон – растворимы в этом растворителе
и недостаточно хорошо растворимы в перфтор$
гексане. Из рис. 4, б видно, что тушение 1О2 фи$
тоином подчиняется уравнению Штерна– Фоль$
мера:
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Рис. 3. Кривые затухания фосфоресценции 1O2 в растворах феналенона (∼3 мкМ) в перфторгексане (а) и гексафторбензо$
ле (б) после облучения 10 мкс светодиодными импульсами (405 нм) в присутствии воздуха. Кривые получены при часто$
те повторения импульсов 5 и 10 Гц путем 30 и 15$минутного накопления сигнала. Средняя мощность возбуждающего све$
та составляла 20 и 40 мкВт соответственно. На врезках показаны кривые затухания в полулогарифмическом масштабе

а б

ττdecay = 30 ±± 1 ms
ττdecay = 16 ±± 0.5 ms
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kobs = ko + kq[Car],                     (1)

где kobs – наблюдаемая константа скорости зату$
хания фосфоресценции (в с–1) (kobs = 1/τΔ, где τΔ –
время жизни 1О2) после импульсов светодиода в
растворах, содержащих как фотосенсибилиза$
тор, так и каротиноиды; kо – константа скорос$
ти затухания фосфоресценции в растворах фе$
наленона без каротиноида; kq – бимолекулярная
константа скорости тушения 1O2 каротиноидом;
[Car] – молярная концентрация каротиноида.

Из рис. 4, б следует, что для фитоина kq =
= (4 ± 1) × 106 М–1 с–1. Это значение согласуется
с данными работы Mathews$Roth et al., которые
получили, что kq < 107 М–1 с–1 [23]. Следователь$
но, фитоин является относительно слабым ту$
шителем 1O2. При концентрации 2,6 мкМ фито$
ин увеличивает скорость затухания фосфорес$
ценции 1O2 в гексафторбензоле в 1,16 раза
(kq[Car]/ko) = 0,16). Для стационарной интен$
сивности фосфоресценции 1O2 уравнение (1)
может быть представлено в виде:

Io/Iq = 1 + kq/ko [Car],                  (2)

где Io и Iq – стационарная интенсивность фото$
сенсибилизированной феналеноном фосфорес$
ценции 1O2 в отсутствие и в присутствии фитои$
на. Из этого уравнения следует, что в присут$

ствии 2,6 мкМ фитоина стационарная интен$
сивность фосфоресценции уменьшается на 16%
по сравнению с раствором феналенона без каро$
тиноида.

Поскольку время жизни 1O2 в перфторгекса$
не в два раза больше, т.е. ko соответственно в два
раза меньше, чем в гексафторбензоле (рис. 4), а
константа kq одинакова в обоих растворителях,
используя уравнение (2) можно рассчитать, что
при тушении фитоином в перфторгексане ин$
тенсивность фосфоресценции 1O2 должна
уменьшиться в 1,3 раза ((kq[Car]/ko) ≈ 0,3). Сле$
довательно, тушение 1O2 фитоином не может
объяснить низкую интенсивность фосфоресцен$
ции 1O2 в растворе фитоина (рис. 4). Отсюда сле$
дует, что этот эффект – результат низкой величи$
ны квантового выхода генерации 1O2 фитоином
(ΦΔ). Исходя из этого, можно утверждать, что для
фитоина ΦΔ < 2%. Эта величина коррелирует с
данными импульсного фотолиза, полученными
Bensansson et al. [14], согласно которым выход
триплетного состояния фитоина очень низок и
составляет ≤0,002. Для подробного изучения фи$
тоина необходимы дальнейшие измерения.

Фитофлуин исследовали в гексафторбензоле
при возбуждении непрерывным светом светоди$
одов при 371 нм (2–3 мВт). После облучения
раствора фитофлуина наблюдали достаточно
сильную инфракрасную фосфоресценцию со
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Рис. 4. Генерация и тушение 1O2 фитоином: а – относительная интенсивность фотосенсибилизированной фосфоресцен$
ции 1O2 в растворах фитоина (1) и феналенона (2) в перфторгексане при фотовозбуждении соответственно при 281 нм и
371 нм. Оптическая плотность одинакова (0,13) в области возбуждения; б – тушение фотосенсибилизированной фенале$
ноном фосфоресценции 1O2 в гексафторбензоле при добавлении фитоина, длина волны возбуждения 405 нм

а б
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спектральным максимумом при 1270 нм (рис. 5).
После добавления 50% ацетона, что приводило
к резкому уменьшению времени жизни 1O2, фо$
тосенсибилизированная фосфоресценция ос$
лаблялась примерно в 500 раз (рис. 5). Анало$
гичный эффект наблюдался в растворах фенале$

нона в гексафторбензоле [18]. Спектр действия
этой фосфоресценции, оцененный с использо$
ванием трех светодиодов с фиксированными
длинами волн 350, 371 и 399 нм (данные не по$
казаны), соответствовал спектру поглощения
фитофлуина.
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Рис. 5. Параметры фосфоресценции 1O2, фотосенсибилизированной фитофлуином в гексафторбензоле. а – Спектр фос$
форесценции; б – интенсивность фосфоресценции до (1) и после (2) добавления 50% ацетона. Фосфоресценцию возбуж$
дали непрерывным светом светодиода при 371 нм (≈3,5 мВт)

а б

Рис. 6. Генерация и тушение фосфоресценции 1O2 фитофлуином в гексафторбензоле. а – Кривые затухания фосфоресцен$
ции после возбуждения светодиодными импульсами (10 мкс, 405 нм) в растворе фитофлуина (6,2 мкМ) (1) и в растворе
феналенона с добавлением 6,2 мкМ фитофлуина (2) (частота повторения импульсов 30 Гц; время усреднения 15 мин); на
врезке показана кривая 2 в полулогарифмических координатах (3). б – Тушение фотосенсибилизированной феналеноном
(2 мкМ) фосфоресценции 1O2 при добавлении фитофлуина
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Из$за малой оптической плотности фито$
флуина на длине волны нашего импульсного све$
тодиода (405 нм) точное измерение временных
параметров фосфоресценции 1O2 представляло
большие трудности. Тем не менее из рис. 6 вид$
но, что нам удалось зарегистрировать слабый
кинетический сигнал фосфоресценции 1O2, воз$
никающий при импульсном облучении доста$
точно концентрированного (6,2 мкМ) раствора
фитофлуина с поглощением ∼0,01 при 405 нм.
Время затухания составило ∼5 мс, что примерно
в 3 раза меньше, чем в разбавленном растворе
феналенона в отсутствие каротиноида (рис. 3).
Это показывает, что при использованной концен$
трации фитофлуина происходит тушение 1O2.
Чтобы проверить это предположение, был при$
готовлен раствор, который содержал фитофлу$
ин той же концентрации, что и в предыдущем
эксперименте и феналенон с поглощением 0,1
при 405 нм. В этом растворе наблюдалась силь$
ная фосфоресценция 1O2 при 1270 нм. Установ$
лено, что ее время жизни совпадает с временем
жизни фосфоресценции в растворе чистого фи$
тофлуина (рис. 6). Более того, начальная интен$
сивность фосфоресценции в растворе фенале$
нона увеличена примерно в 10 раз по сравнению
с раствором фитофлуина, т.е. относительная ин$
тенсивность фосфоресценции примерно про$
порциональна значениям оптической плотнос$
ти пигментов в области возбуждения. Этот факт
говорит о том, что квантовые выходы генерации
1O2 фитофлуином и феналеноном примерно
одинаковы.

Дальнейшие эксперименты были направле$
ны на более детальное исследование способнос$
ти фитофлуина генерировать и тушить 1O2. Ри$
сунок 6, б показывает, что тушение фотосенси$
билизированной феналеноном (2 мкМ) фосфо$
ресценции 1O2 при добавлении фитофлуина хо$
рошо описывается уравнением Штерна–Фоль$
мера (1). Из рис. 6 следует, что константа ско$
рости тушения 1O2 фитофлуином составляет
(2,0 ± 0,5) × 107 М–1·см–1. Это значение согласу$
ется с оценкой, приведенной в работе Mathews$
Roth et al. [23], согласно которой kq < 108 М–1·с–1.

Для определения квантового выхода генера$
ции синглетного кислорода фитофлуином
сравнивали интенсивности фосфоресценции
1O2 в растворах фитофлуина и феналенона в гек$
сафторбензоле, имеющих равное поглощение
(0,15) при 371 нм, что соответствует концентра$
циям фитофлуина и феналенона, равным при$
мерно 2 и 1,4 мкМ. В этих условиях интенсив$
ность фосфоресценции 1O2 в растворе фитофлу$
ина составляла ∼60% от интенсивности фосфо$
ресценции в растворе феналенона. Уменьшение
интенсивности фосфоресценции в растворе фи$

тофлуина частично связано с тушением 1O2 этим
каротиноидом (рис. 6, б). Используя уравнение
(2) и полученное для фитофлуина значение kq,
можно рассчитать, что при концентрации фи$
тофлуина 2 мкМ интенсивность фосфоресцен$
ции 1O2 уменьшается в 1,5 раза по сравнению с
раствором феналенона в отсутствии каротинои$
да. Учитывая это тушение и значение ΦΔ для фе$
наленона, равное 0,95 [20, 21], мы получаем для
фитофлуина величину ΦΔ = 0,95 × 0,6 × 1,5 = 0,85.
По нашей оценке, статистическая погрешность
составляет ±5%. Полученные данные обобщены
в таблице.

Таким образом, наши данные показывают,
что фитоин и фитофлуин, которые являются
универсальными предшественниками в био$
синтезе окрашенных каротиноидов у растений
и бактерий, сильно различаются по своей спо$
собности фотосенсибилизировать и тушить 1O2.
Фитоин менее эффективен в обоих этих про$
цессах. При этом способность обоих каротино$
идов тушить 1О2 выражена на 2–3 порядка сла$
бее, чем у ликопина или β$каротина [2, 5, 15]. В
то же время фитофлуин проявляет очень высо$
кую фотосенсибилизирующую активность.
Насколько нам известно, в настоящей работе
это свойство фитофлуина было обнаружено
впервые. Полученные данные свидетельствуют
о том, что при фотовозбуждении фитофлуин
эффективно заселяет достаточно долгоживу$
щее триплетное состояние, способное переда$
вать энергию кислороду. В настоящее время
информация о квантовом выходе и времени
жизни триплетов фитофлуина отсутствует. По
крайней мере, нам эту информацию в литерату$
ре найти не удалось. Тем не менее энергия
триплетного состояния (ET) может быть оцене$
на, исходя из линейной зависимости между ET

–1

и числом СДС, приведенной в работе Bensasson
et al. [14]. С помощью этой зависимости мы по$
лучили, что для фитофлуина энергия ET =
1,45 эв, т.е. выше, чем энергия 1Δg состояния
кислорода (1 эв). Таким образом, образование
1O2 триплетным фитофлуином энергетически
разрешено.
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Квантовые выходы генерации 1O2 и константы скорости
тушения 1O2 каротиноидами, полученные в настоящей ра$
боте

Каротиноид

Фитоин*

Фитофлуин

СДС

3

5

ΦΔ

<0,02

0,85 ± 0,05

kq, М–1·с–1

(4 ± 1) ± 106

(2 ± 0,5) ± 107

* ΦΔ для фитоина получена в перфторгексане, другие дан$
ные – в гексафторбензоле.
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АШИХМИН и др.

Кроме того, известно, что фитофлуин ис$
пускает довольно сильную флуоресценцию при
500 нм с квантовым выходом 0,05 ± 0,01 при
комнатной температуре [24, 25]. Это необычно
для С40 каротиноидов, выход флуоресценции
которых обычно составляет менее 10–3 [24, 25].
Следовательно, по фотофизическим свойствам
фитофлуин напоминает больше хлорофилл а и
порфирины, чем С40 полиены. Исходя из этого
можно предположить, что фитофлуин, как и
порфириновые макроциклы, может быть эф$
фективным фотосенсибилизатором фотохими$
ческих процессов. По нашему мнению, это на$
блюдение сильно изменяет представление о био$
логической роли этого соединения. В частнос$
ти, не исключено участие фитофлуина в биоло$
гических эффектах УФ$А света [26] и в фото$
стимуляции повреждения фотосинтетического
аппарата растений и тканей кожи человека и
животных. Кроме того, фитофлуин потенци$
ально пригоден в качестве фотосенсибилизато$
ра УФ$А излучения в косметологии и медици$
не. Однако, учитывая высокую фотосенсибили$

зирующую активность фитофлуина, вызывает
сомнение целесообразность его применения
для защиты кожи от ультрафиолетового излуче$
ния.
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PHYTOFLUENE AS A HIGHLY EFFICIENT UVA PHOTOSENSITIZER
OF SINGLET OXYGEN GENERATION*
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Phytoene and phytofluene – uncolored C40 carotenoids with short chain of conjugated double bonds (3 and 5, respec$
tively) – are known to be universal precursors in biosynthesis of colored carotenoids in photosynthesizing organisms.
It is commonly recognized that C40 carotenoids are photoprotectors of cells and tissues. We have shown that
phytofluene is an exception to this rule. By measuring photosensitized phosphorescence of singlet oxygen (1O2) we
found out that phytofluene was very effective photosensitizer of 1O2 formation in aerated solutions under UVA irradi$
ation (quantum yield of 85 ± 5%), whereas phytoene was almost inactive in this process. It was demonstrated that both
carotenoids quench singlet oxygen in the dark. The obtained quenching rate constants [(4 ± 1) × 106 M–1·s–1 for phy$
toene and (2 ± 0.5) × 107 M–1·s–1 for phytofluene] were lower than the rate constant of the diffusion$controlled reac$
tions by 3$4 orders of magnitude. Thus, both carotenoids displayed rather weak protector properties. Moreover,
phytofluene due to its high photosensitizing activity might be considered as a promoter of cell photodamage and a
promising UVA photosensitizer for medical purposes.

Keywords: phytofluene, phytoene, singlet oxygen, photosensitization, UVA
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Впервые идентифицирован ген химозина (CYM) алтайского марала (далее – марала). С помощью сравни!
тельного анализа нуклеотидной последовательности установлена его экзон/интронная организация и рекон!
струирована последовательность мРНК CYM, кодирующая препрохимозин марала. На основе нуклеотид!
ной последовательности мРНК CYM марала разработан экспрессионный вектор, обеспечивающий наработ!
ку рекомбинантного фермента. Рекомбинантный прохимозин (рПроХн) марала получен в системе экспрес!
сии Escherichia coli (штамм BL21(DE3)). Общая молокосвертывающая активность (МА) рекомбинантного
химозина марала (рХн Cer) составила 2330 УЕ/мл, удельная активность равнялась 52 955 УЕ/мг. В диапазо!
не температур 30–50 °С рХн Cer проявлял 100–81% МА, порог термостабильности составил 50 °С, при 70 °С
фермент полностью инактивировался. В качестве образцов сравнения использовали препараты рекомбинант!
ного химозина одногорбого верблюда (рХн Cam) и рекомбинантного химозина коровы (рХн Bos). Констан!
та Михаэлиса (Km), число оборотов фермента (kcat) и каталитическая эффективность (kcat / Km) для рХн Cer
составили 1,18 ± 0,1 мкМ, 2,68 ± 0,08 с−1 и 2,27 ± 0,10 мкM−1·с−1 соответственно.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рекомбинантный химозин, марал, молокосвертывающая активность, термостабиль!
ность, параметры кинетики Михаэлиса–Ментен.
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ ГЕНА ХИМОЗИНА АЛТАЙСКОГО МАРАЛА
[Cervus Elaphus Sibiricus (Severtzov, 1873)], НАРАБОТКА ЕГО

РЕКОМБИНАНТНОГО АНАЛОГА В ПРОКАРИОТИЧЕСКОЙ
СИСТЕМЕ ЭКСПРЕССИИ И АНАЛИЗ НЕКОТОРЫХ

БИОХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВ ПОЛУЧЕННОГО ФЕРМЕНТА*
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ВВЕДЕНИЕ

Химозин (ЕС 3.4.23.4) является представите!
лем группы пепсиноподобных аспартатных эн!
допептидаз [1]. Он синтезируется клетками сли!
зистой оболочки желудка в форме препрохимо!

зина с сигнальным пептидом размером 16 а.о.,
необходимым для его внутриклеточного транс!
порта. Фермент секретируется в просвет желуд!
ка в виде зимогена – прохимозина. В кислой
среде происходит активация зимогена, в ходе
которой с N!концевого участка элиминируется
пропептид, состоящий из 42 а.о., который бло!
кирует активный центр фермента. В результате
прохимозин превращается в активный фер!
мент – химозин (Хн). В отличие от пепсинов
большинство изученных химозинов характери!
зуются узкой специфичностью. Их главным био!
логическим субстратом является κ!казеин
(к!КЗ) – белок молока, который находится на
поверхности казеиновых мицелл и стабилизиру!
ет их. В молекуле κ!казеина Хн с высокой ско!
ростью гидролизует определенную пептидную

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : CYM – ген химозина; к!КЗ –
κ!казеин; МФ – молокосвертывающий фермент; МФП –
молокосвертывающий ферментный препарат; рПроХн –
рекомбинантный прохимозин, рХн Cam – рекомбинант!
ный химозина одногорбого верблюда, рХн Bos – рекомби!
нантный химозина коровы, ТС – термостабильность, Хн,
рХн – химозин и рекомбинантный химозин.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли!
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) , в рубрике «Papers
in Press», BM20!113, 24.06.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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связь (у коровы – это F105–M106), что приводит к
дестабилизации и агрегации казеиновых ми!
целл. В результате происходит свертывание мо!
лока.

Способность Хн вызывать агрегацию казеи!
новых мицелл используется в пищевой про!
мышленности для получения молочного сгуст!
ка, что является основой производства сычуж!
ных сыров. До недавнего времени по совокуп!
ности технологических свойств Хн коровы (Bos
taurus taurus L) считался единственным эталон!
ным и универсальным молокосвертывающим
ферментом (МФ) для сыроделия [2, 3]. Другие
природные протеазы, способные коагулировать
молоко, применяются ограниченно, в основном
из!за избыточной общей протеолитической ак!
тивности (ПА), а также слишком высокой тер!
мостабильности (ТС) [2–6].

В настоящее время все большую долю на
рынке коагулянтов молока начинают занимать
препараты рекомбинантного химозина (рХн) [7,
8]. Результаты первых экспериментов по полу!
чению коровьего рХн в клетках Escherichia coli
опубликованы в 1980 году [9]. Примерно через
10 лет рХн коровы впервые использовали при
промышленной выработке сыра [10]. Фактичес!
ки, с конца 1990!х и по настоящее время рХн
коровы используется как адекватная технологи!
ческая альтернатива натуральному сычужному
ферменту [1].

В период 1980–2019 гг. были получены и оха!
рактеризованы рХн овцы [11, 12], козы [13, 14]
одногорбого верблюда [15, 16], яка [17, 18], буй!
вола [19], альпака [20]. При исследовании био!
химических и технологических свойств было ус!
тановлено, что рХн верблюда по удельной моло!
косвертывающей активности (МА) и специфич!
ности (соотношению МА и неспецифической
ПА) превосходит Хн коровы, но имеет более вы!
сокую ТС [16, 21, 22]. Примечательно, что пер!
вичные структуры к!КЗ верблюда и коровы
имеют различия, в том числе, в непосредствен!
но взаимодействующем с химозином районе.

Пространственные структуры Хн коровы и
верблюда были определены экспериментально
[16]. Химозины, как и другие пепсиноподобные
эндопептидазы, состоят из двух доменов, имею!
щих преимущественно бета!складчатую струк!
туру, в каждом из которых находится по одному
каталитическому остатку аспарагиновой кисло!
ты. Субстрат!связывающая щель расположена
между доменами.

Помимо решения прикладной задачи – по!
иска новых МФ – изучение различных видов Хн
помогает понять, как специфичность и ТС фер!
мента зависят от его структуры. Хн является
привлекательным объектом для исследования,

так как в природе имеется множество вариантов
этого фермента, адаптированных к разным
субстратам – к!КЗ различных видов млекопита!
ющих.

Целью данной работы была идентификация
гена Хн алтайского марала [Cervis elaphus sibiricus
(Severtzov, 1873)], наработка его рекомбинант!
ного аналога в прокариотической системе
экспрессии и анализ некоторых биохимических
свойств полученного молокосвертывающего
фермента. Достижение этой цели расширяет
спектр известных Хн и открывает новые воз!
можности для сравнительного анализа данной
группы ферментов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение нуклеотидной последовательности
прохимозина алтайского марала. Общую ДНК
выделяли из лимфоцитов крови здорового 3!х
годовалого самца алтайского марала (далее –
марала). Кровь была получена сотрудниками ве!
теринарной службы предприятия ФГУП «Ново!
талицкое» Чарышского района Алтайского края
в ходе планового обследования животных. Для
забора крови использовались вакутейнеры, со!
держащие динатриевую соль ЭДТА в качестве
ингибитора коагуляции.

Для выделения лимфоцитов кровь наслаива!
ли на среду LCM («Thermo Fisher Scientific»,
США), центрифугировали 10 мин при 900 g
(«Eppendorf», Германия) и собирали лимфоци!
тарное кольцо. Из полученной таким способом
суспензии лимфоцитов при помощи TRIzol реа!
гента («Thermo Fisher Scientific», США) выделя!
ли препарат геномной ДНК, согласно рекомен!
дациям производителя. Концентрация суммар!
ной ДНК в полученном препарате составляла
10 мкг/мл.

Предполагаемая длина гена препрохимозина
∼11 000 п.н., поэтому были рассчитаны две пары
олигонуклеотидных праймеров («Биоссет», Рос!
сия) для получения ампликонов этой последова!
тельности (табл. 1). Две пары, CYM_GL_9840F +
CYM_GL_16024R и CYM_GR_15342F +
CYM_Gene_21717R, необходимы для получения
левого и правого перекрывающихся фрагментов
(примерно по 6000 п.н.). Амплификацию, сог!
ласно рекомендациям производителя, проводи!
ли с использованием полимеразы Q5 («New
England Biolabs», США), имеющей пониженный
уровень ошибок амплификации.

В дальнейшем ДНК обоих фрагментов гена
была наработана в препаративном количестве,
очищена от компонентов ПЦР с помощью сорб!
ции на магнитных частицах AMPure XP
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(«Beckman Coulter», США) и подвергнута пря!
мому секвенированию с обеих сторон с исполь!
зованием набора BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit («Thermo Fisher Scientific»,
США), и проанализирована на автоматическом
генном анализаторе ABI3130XL («Applied
Biosystems», США). Полученные секвенограм!
мы последовательностей гена Хн марала длиной
850–950 п.н. анализировали, затем выравнивали
с известными для других китопарнокопытных
структурами генов CYM из базы данных GenBank
для подтверждения принадлежности к гену хи!
мозина и расчета праймеров для следующего
шага секвенирования. Таким образом, шаг за
шагом в итоге мы получили набор перекрываю!
щихся секвенограмм и собрали контиг перекры!
вающихся фрагментов гена. Для контроля кор!
ректности сборки центральная область гена бы!
ла дополнительно амплифицирована и секвени!
рована напрямую. Дополнительно, для уточне!
ния последовательности 3′!конца гена мы ана!
логичным образом рассчитали и использовали в
ПЦР и секвенировании по Сэнгеру праймеры
CYM_sqR_19650F и gCYM_22011R (табл. 1).
Структуры праймеров, использованных для по!
шагового секвенирования, предоставляются по
запросу.

Получение нуклеотидной последовательности
цитохрома В алтайского марала. Для амплифика!
ции фрагмента митохондриального генома, пе!
рекрывающего ген MT!CYB, использовали
праймеры (MTCB_F – 5′!CCHCCATAAATAG!
GNGAAGG!3′ и MTCB_R – 5′!WAGAAYTT!
CAGCTTTGGG!3′). ДНК фрагмента была нара!
ботана в препаративном количестве, очищена от
компонентов ПЦР с помощью сорбции на маг!
нитных частицах AMPure XP и подвергнута пря!
мому секвенированию с обеих сторон по методу
Сэнгера на автоматическом генном анализаторе
ABI3130XL. Полученную нами нуклеотидную
последовательность гена MT<CYB С.e. sibiricus
(рег. номер GenBank MT331597) мы сравнили со
структурами соответствующих участков митохон!

дриальной ДНК 12 подвидов благородного оле!
ня Сervis elaphus, доступных в базе данных
GenBank.

Клонирование фрагментов гена Хн марала в
составе вектора pJET. Клонирование фрагмен!
тов гена Хн марала в составе вектора pJET осу!
ществляли с использованием набора Thermo
Scientific CloneJET PCR Cloning Kit («Thermo
Fisher Scientific», США), согласно рекомендаци!
ям производителя. Для этого ПЦР продукты
разделяли в геле агарозы и выделяли при помо!
щи набора QIAquick Gel Extraction Kit («Thermo
Fisher Scientific», США). ДНК фрагмент смеши!
вали с вектором и проводили лигазную реакцию
в течение 5 мин при температуре 22 °С. Далее
продуктами реакции трансформировали клетки
E. coli, штамм NEB Stable («New England
Biolabs», США).

Получение препарата рекомбинантного прохиH
мозина марала. После установления интрон!эк!
зонной структуры гена была определена кодиру!
ющая последовательность гена прохимозина
(ПроХн). Кодонный состав гена оптимизирова!
ли под выбранную систему экспрессии при по!
мощи онлайнового сервиса Integrated DNA
Technologies (https://eu.idtdna.com/CodonOpt).
Синтезированная нуклеотидная последователь!
ность была встроена в состав экспрессионного
вектора pET21a («Novagen», Германия) по уни!
кальным сайтам рестрикции BamHI и HindIII.

Для получения целевого белка проводили
химическую трансформацию штамма
BL21(DE3) E. coli полученной конструкцией.
Индивидуальные колонии E. coli, содержащие
рекомбинантные плазмиды, культивировали в
течение ночи на орбитальном шейкере
(«Biosan», Латвия) в среде LB («AppliChem»,
США), содержащей 100 мкг/мл ампициллина,
при 37 °C и 180 об./мин. Инокулят в соотноше!
нии 1/100 переносили в колбу Эрленмейера, со!
держащую среду LB, и растили до поглощения
0,8 (при λ = 600 нм). Добавляли индуктор изо!
пропил!β!D!1!тиогалактопиранозид (ИПТГ)
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Название

CYM_GL_9840F

CYM_GL_16024R

CYM_GR_15342F

CYM_Gene_21717R

CYM_sqR_19650F

gCYM_22011R

Таблица 1. Праймеры, использованные для получения ДНК фрагментов гена препрохимозина марала

Назначение

ПЦР левое плечо

ПЦР левое плечо

ПЦР правое плечо

ПЦР правое плечо

ПЦР 3′!конец гена

ПЦР 3′!конец гена

5′–3′ последовательность праймеров

TGTCTTTGTTTTCCCTTTARCC

GCTGGTGGTTTTCTGGAACAC

CAACCATCTTGGGAAATCGG

AGCCAGACTTTGCAGAAAGACAA

CATTTAGCCACTGCTGAGTTGG

CATTCTCTACTCAATTCCACCTCAAG
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(«Anatrace Products», США) до конечной концен!
трации 1мМ. Культуру дополнительно культи!
вировали на шейкере в течение 12 ч при 25 °C и
180 об./мин. Для выделения телец включения
биомассу осаждали центрифугированием
(«Beckman Coulter», США) в течении 20 мин при
5000 g и 4 °С. Полученный осадок растворяли в
буфере STET («AppliChem», США) (8%!ная са!
хароза; 50 мМ Tris!HCl; 20 mM EDTA; 5% (w/v)
Triton X!100 pH 8,0) из расчета 20 мл на 1 грамм
биомассы и инкубировали в течении ночи при
4 °С. После завершения инкубации клетки раз!
рушали с использованием ультразвукового го!
могенизатора Soniprep 150 Plus («MSE», КНР),
тельца включения осаждали центрифугирова!
нием («Beckman Coulter», США) при 20 000 g в
течение 20 мин при 4 °С [23]. Осаждённые тель!
ца включения солюбилизировали в буфере А
(50 мМ KH2PO4, 150 мМ NaCl, рН 10,7), содер!
жащем 8 М мочевину, инкубировали 24 ч при
15 °С и центрифугировали при 20 000 g в течение
20 мин. Для дальнейшей работы использовали
супернатант, содержащий рекомбинантный
ПроХн (рПроХн) марала. Ренатурацию целево!
го белка проводили по методу Wei et al. [23]. Су!
пернатант разбавляли 3× буфером А и инкуби!
ровали 12 ч при 15 °С. По завершении инкуба!
ции разбавленный щелочным буфером суперна!
тант доводили до рН 8,0 с помощью 1,0 М HCl,
выдерживали при 15 °С в течение 1 ч и диализи!
ровали против буфера В (50 мМ Tris!HCl,
150 мМ NaCl, рН 8,0) в течение ночи при 4 °С
[23]. В результате был получен эксперименталь!
ный препарат рПроХн марала.

Продукцию рекомбинантного белка в клет!
ках E. coli анализировали при помощи электро!
фореза в присутствии додецилсульфата натрия
(ЭФ!ДСН) по методу Лэммли [24]. Для анализа
электрофоретической подвижности белка и оп!
ределения размера использовали маркер моле!
кулярных масс PageRuler Unstained Protein
Ladder («Termo Scientific», США). Концентра!
цию белка определяли по методу Бредфорда
[25].

Активация препаратов рекомбинантного химоH
зина марала. Активацию рПроХн марала прово!
дили путем ступенчатого изменения рН [26]. В
образец рПроХн при постоянном перемешива!
нии вносили 2,0 М НCl до рН 3,0, после чего ос!
танавливали перемешивание и инкубировали
смесь при рН 3,0 в течение 2 ч. По истечении
времени инкубации доводили рН образца до 5,8
используя 0,5М NaOH.

Определение молокосвертывающей активносH
ти. В качестве субстрата использовали 10%!ный
раствор стандартизированного сухого обезжи!
ренного молока (ОАО «МЗСФ», Россия) в 5 мМ

CaCl2, рН 6,5. Стандартом служил 1%!ный вод!
ный раствор сухого контрольного образца сы!
чужного фермента (ОАО «МЗСФ», Россия), ат!
тестованного по МА. Перед определением МА
контрольный образец и жидкие препараты рХн
выдерживали на водяной бане при температуре
35 °С в течение 15 мин и охлаждали до комнат!
ной температуры.

Процедуру определения МА проводили на
водяной бане при температуре 35 °С. В стеклян!
ную пробирку помещали 2,5 мл субстрата и
прогревали при 35 °С в течение 5 мин. В
субстрат вносили 0,25 мл исследуемого фермен!
та, включали секундомер, полученную реакци!
онную смесь сразу же тщательно перемешивали.
Временем свертывания считали появление пер!
вых хлопьев коагуляции субстрата, образование
которых контролировали путем периодического
нанесения капли реакционной смеси на стенку
пробирки. Молокосвертывающую активность
выражали в условных единицах на 1 мл (УЕ/мл)
и рассчитывали по формуле (1):

МА (УЕ/мл) = 0,01 × А × Т1/Т2,          (1)

где А – аттестованная молокосвертывающая ак!
тивность контрольного образца сычужного фер!
мента, в условных единицах на 1 грамм; Т1 –
время свертывания с контрольного образца сы!
чужного фермента; Т2 – время свертывания с
исследуемым образцом.

Определение общей МА в каждом образце
проводили в трех повторениях (n = 3). Удельную
МА препарата рХн марала рассчитывали после
определения общей МА и концентрации белка.
В качестве препаратов сравнения использовали
коммерческие препараты рХн коровы (гранули!
рованная сухая форма, заявленная производите!
лем МА – 2235 IMCU/г) и рХн верблюда (жид!
кая форма, заявленная МА – 1000 IMCU/мл)
(«Chr. Hansen», Дания). Для перевода значений
IMCU (International Milk Clotting Units) в УЕ ис!
пользовали повышающий коэффициент 130.
Для оценки удельной МА эталонных коммер!
ческих препаратов готовили 1,0%!ный водный
раствор рХн коровы, а жидкий препарат рХн
верблюда разводили в 10 раз дистиллированной
водой. В полученных растворах определяли
концентрацию белка по Бредфорду. Для расчета
удельной МА коммерческих эталонных фермен!
тов использовали значения МА, заявленные
производителем. Удельную МА выражали в
УЕ/мг.

Сравнение структур химозинов марала, короH
вы и верблюда. Для сравнения первичных струк!
тур белковые последовательности выравнивали
с помощью программы BioEdit [27].
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Для сравнения третичных структур исполь!
зовали структуру Хн коровы из базы PDB (иден!
тификатор 4AA8) и построенную нами модель
Хн марала. Построение производили методом
моделирования по гомологии на сервере Swiss!
Model [28], в качестве шаблона для моделирова!
ния использовали структуру Хн коровы, все па!
раметры моделирования были оставлены по
умолчанию. Визуальный анализ структур про!
водился в программе Chimera [29].

Определение параметров кинетики МихэлиH
са–Ментен рекомбинантных химозинов методом
флуоресцентной спектрофотометрии. В качестве
субстрата использовали синтетический пептид
следующего состава: Dabcyl!HPHPHLSF!
MAIPK(5!FAM)KK!NH2 (Dabcyl = 4!(dimethyl!
aminoazo) benzene!4!carboxylic acid, 5!FAM = 5!car!
boxyfluorescein) («CPC Scientific», США), соот!
ветствующий Хн!чувствительному участку κ!ка!
зеина коровы. В районе С!концевого участка
субстрата находится флуорофор – 5!FAM, на N!
конце – тушитель Dabcyl, причем тушитель и
флуорофор сближены таким образом, что за
счет резонансного диполь!дипольного переноса
энергии (FRET) от 5!FAM к Dabcyl флуоресцен!
ция 5!карбоксифлуоресцеина минимальна. Гид!
ролиз субстрата химозином приводит к разгора!
нию флуоресценции из!за удаления флуорофо!
ра от тушителя. Скорость увеличения флуорес!
ценции отражает скорость ферментативной ре!
акции. Все измерения проводили на планшет!
ном флуориметре CLARIOstar («BMG
LABTECH», Германия). Длины волн возбужде!
ния – 495 нм, эмиссии – 520 нм.

Реакционные смеси готовили во льду в 384!
луночном планшете, после чего инкубировали
при комнатной температуре в течение 5 мин.
Все измерения проводили при 25 °С. Каждая
лунка содержала одну реакционную смесь. Ка!
либровку прибора проводили по раствору пеп!
тида с концентрацией 20 мкМ, подвергшегося
полному гидролизу. Значение флуоресценции
данной смеси принимали за 80%. Измерение
проводили в режиме кинетического сканирова!
ния. Длительность цикла и количество циклов
определяли индивидуально в зависимости от
количества сканируемых лунок. Все опыты по!
вторяли трижды (n = 3). В качестве образцов
сравнения использовали препараты коммерчес!
ких рекомбинантных Хн коровы и верблюда
(«Chr. Hansen», Дания).

Реакционные смеси объемом 5 мкл содержа!
ли 50мМ ацетатный буфер (pH 5,6) и пептид раз!
личной концентрации (0–20мкМ). Реакцию за!
пускали добавлением 5 мкл раствора Хн с по!
мощью встроенного во флуориметр насоса. Ко!
нечная концентрация Хн составляла 5 нМ.

Для расчета констант использовали сопут!
ствующее программное обеспечение MARS
Data Analysis («BMG LABTECH», Германия).
Константу Михаэлиса (Km) определяли по урав!
нению Михаэлиса–Ментен [30], константа ско!
рости реакции гидролиза или число оборотов
фермента (kcat) рассчитывалась по формуле (2):

kcat = Vmax/[E],                          (2)

где kcat – константа скорости реакции гидроли!
за; Vmax – максимальная скорость реакции, по!
лученная из уравнения Михаэлиса–Ментен;
[E] – концентрация исследуемого рекомбинант!
ного химозина.

Каталитическую эффективность (константу
специфичности) определяли, как соотношение
kcat/Km.

Определение термостабильности. Растворы
молокосвертывающих ферментов прогревали на
водяной бане в диапазоне температур 30–70 °С в
течение 30 мин и определяли в них остаточную
МА. За 100% принимали значения МА, полу!
ченные в образцах, прогретых при 30 °С. Тер!
мостабильность рХн марала сравнивали с сухим
коммерческим препаратом рекомбинантного
химозина коровы (рХн Bos) и с жидким коммер!
ческим препаратом рХн одногорбого верблюда
(рХн Cam), которые производятся в эукариоти!
ческой системе экспрессии Aspergillus niger var.
Awamori [1, 16]. Перед проведением теста гото!
вили 0,5%!ный водный раствор рХн коровы;
рХн верблюда разводили дистиллированной во!
дой в 100 раз. Молокосвертывающую актив!
ность растворов рХн коровы и рХн одногорбого
верблюда нормировали по активности рХн ма!
рала (рХн Cer). Порогом ТС считали температу!
ру, при которой исследуемый МФ сохранял не
менее 80% от максимальной МА.

Статистическую обработку полученных дан!
ных проводили в вычислительной среде таблич!
ного процессора Excell 2008 («Microsoft
Corporation», США). Для количественных пере!
менных результаты представлены в виде средне!
го арифметического с указанием среднеквадра!
тического отклонения (M ± SD).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение нуклеотидной последовательности
гена СYM марала. Для того, чтобы выбрать ПЦР
праймеры, ориентированные на амплификацию
гена препрохимозина (CYM), с помощью ресурса
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) был прове!
ден поиск геномных последовательностей ДНК,
гомологичных мРНК химозина коровы. В ре!
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зультате мы выявили последовательности генов
CYM яка (NW_005393277), коровы (JH880704.1),
одногорбого верблюда (LOC105085668), овцы
(NC_019458.2) и обезьяны (NC_013902). Мы
провели выравнивание и определение наиболее
консервативных участков в области, которая
полностью перекрывает экзоны гена CYM. В та!
ких консервативных районах были выбраны
несколько сочетающихся пар праймеров, в том
числе с вырожденными позициями в структуре,
для амплификации CYM на геномной ДНК ма!
рала. Условия амплификации подбирали с по!
мощью температурного градиента на стадии от!
жига (рис. 1) и варьирования концентрации сво!
бодного магния в реакционной смеси.

В процессе подбора условий ПЦР был выб!
ран оптимальный алгоритм, включающий ам!
плификацию двух перекрывающихся протяжен!
ных участка гена химозина марала. ДНК двух
таких фрагментов гена, после препаративной
наработки и очистки, использовали для прямо!
го секвенированию с обеих сторон по методу
Сэнгера. Множество перекрывающихся секве!
нограмм были собраны в контиг, включающий
оба фрагмента гена. Для контроля правильности
сборки была амплифицирована и секвенирова!
на напрямую центральная область гена.

В последовательности левой половины гена
CYM марала при прямом секвенировании про!
дуктов амплификации были выявлены две об!
ласти точечных делеций в белок!некодирующей
области и пара синонимичных однонуклетид!
ных полиморфизмов в белок!кодирующей об!
ласти. Для того, чтобы точно определить сцеп!
ление, мы произвели разделение аллелей гена с
помощью клонирования полученного ПЦР
фрагмента гена CYM в составе вектора pJET и
секвенировали ряд соответствующих ДНК кло!
нов.

В итоге мы впервые идентифицировали два
аллельных варианта гена химозина (CYM) мара!
ла размером 11 161 п.н. Полученная нуклеотид!
ная последовательность была депонирована в
GenBank под номером MT225406. Нуклеотид!
ная последовательность гена с указанием экзон!
интронной структуры представлена на рис. S1 в
Приложении.

Используя сравнение с последовательностя!
ми известных мРНК, кодирующими Хн у мле!
копитающих, мы локализовали границы экзо!
нов/интронов исследуемого гена CYM и вывели
структуру мРНК CYM марала.

Подтверждение видоспецифичности. В каче!
стве дополнительного контроля принадлежнос!
ти выделенной нами геномной ДНК к подвиду
Сervis elaphus sibiricus (Severtzov, 1873) мы ампли!
фицировали и секвенировали фрагмент митохон!

дриального генома, как описано ранее [31]. Не!
обходимо отметить, что в базе данных GenBank
присутствуют несколько структур MT<CYB под!
вида Сervis elaphus maral, в названии которых ла!
тинское «maral» упоминается как общее назва!
ние благородного оленя, обитающего на терри!
тории Ирана и Турции, что перекликается с ал!
тайским маралом, но не означает генетической с
ним идентичности. Полученную нами нуклео!
тидную последовательность гена MT<CYB С.e.
sibiricus (рег. номер GenBank MT331597) мы
сравнили со структурами соответствующего
участка митохондриальной ДНК для 12 подви!
дов благородного оленя Сervis elaphus доступных
в базе данных GenBank. Результаты выравнива!
ния в виде филогенетического древа представ!
лены на рис. S2 в Приложении. Как и предпола!
галось, секвенированная структура гена MT<
CYB С.e. sibiricus соответствует алтайскому мара!
лу и почти идентична структуре, известной для
подвида С.e. canadensis, который является сино!
нимом С.e. sibiricus, согласно систематике Пав!
линова [32], и образует с ним отдельную кладу
на филогенетическом древе цитохрома B Сervis
elaphus.

Получение препарата рПроХн марала. Для по!
лучения рекомбинантного аналога Хн марала
мы использовали систему на основе штамма
BL21(DE3) E. coli и плазмидного экспрессион!
ного вектора серии pET. Эта система является
одной из наиболее эффективных для достиже!
ния высокой продукции гетерологичных белков
в прокариотах. Выход целевого белка может
достигать 40% от общего белка клеток. Исполь!
зование вектора pET21 в сочетании со штаммом
BL21(DE3) E. coli позволило добиться подобно!
го уровня при экспрессии генов химозина коро!
вы [33] и альпака [21]. Нуклеотидная последова!
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Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР амплифика!
ции фрагмента гена CYM марала с парой праймеров
CYM_GL_9840F и CYM_GL_16024R: 1 – маркеры молеку!
лярных масс, 2–7 – температуры на стадии отжига 54, 57,
60, 63, 66 и 69 °С соответственно



БЕЛЕНЬКАЯ и др.

тельность, соответствующая ПроХн марала, с
кодонным составом, оптимизированным для
экспрессии в системе E. coli, была встроена в
экспрессионный вектор pET21a таким образом,
чтобы N!концевая часть содержала последова!
тельность экспрессионного тага Т7.

После трансформации плазмидой pET21!
CYM!Cer компетентных клеток был получен ре!
комбинантный штамм!продуцент. Для наработ!
ки целевого белка использовали стандартный
протокол, включающий добавление индуктора
ИПТГ. С целью оценки эффективности синтеза
рПроХн марала, а также определения его лока!
лизации, был проведен электрофоретический
анализ различных белковых препаратов, полу!
ченных из клеток рекомбинантного штамма!
продуцента (рис. 2).

Анализ клеток E. сoli, содержащих плазмиду
pET21!CYM!Cer, после добавления индуктора
показал высокое содержание белка, по электро!
форетической подвижности совпадающего с
расчетной для рПроХн марала (41 кДа). Его со!
держание составило ≥30% (рис. 2, дорожка 1) от
общего количества белков клетки. Видно, что
растворимая фракция биомассы E. coli после об!
работки буфером STET и центрифугирования
(рис. 2, дорожка 2) почти не содержит целевого
белка, в то время как фракция телец включения
практически полностью представлена рПроХн
марала (рис. 2, дорожка 3). Таким образом, усло!
вия экспрессии гена химозина марала в системе
E. coli приводят к высокоэффективному синтезу
целевого белка, при этом почти весь он накапли!
вается в нерастворимой форме в тельцах включе!
ния. Поэтому обязательной процедурой был ре!
фолдинг белка при помощи ступенчатого диализа.

До проведения диализа активированные
препараты рПроХн марала не проявляли коагу!
ляционной активности. После процедуры диа!
лиза активированные препараты рПроХн мара!
ла демонстрировали высокую удельную МА (см.
ниже), которая свидетельствовала о том, что зи!
моген успешно восстанавливает корректную
третичную структуру.

Активация рПроХн и получение рХн марала.
Во избежание аутокаталитической активации
[34] препараты рПроХн марала после выделения
и очистки хранили в слабощелочном буфере
(50 мМ Tris!HCl, 150 мМ NaCl, рН 8,0). Для ак!
тивации рПроХн была выбрана процедура тит!
рования до рН 3,0 [26]. Исходная МА препарата
рПроХн составляла <1,0 УЕ/мл, после актива!
ции МА была равна 2329,8 УЕ/мл. Таким обра!
зом, в результате активации общая МА препара!
та увеличилась более чем в 2300 раз, что свиде!
тельствует об эффективности превращения
рПроХн в активный рХн марала. Выход рХн ма!
рала составил ∼44 мг/л, что сопоставимо с выхо!
дом рХн верблюда (37 мг/л) при его получении в
системе Pichia pastoris [35].

Сравнение МА препарата рХн марала и ком!
мерческих рекомбинантных коагулянтов моло!
ка представлено в табл. 2.
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Рис. 2. Результаты ЭФ!ДСН белковых препаратов, полу!
ченных из клеток штамма!продуцента: 1 – биомасса кле!
ток E. coli, содержащих плазмиду pET21!CYM!Cer, через
24 ч после добавления индуктора, 2 – растворимая фрак!
ция биомассы клеток E. coli после обработки буфером
STET и центрифугирования, 3 – нерастворимая фракция
биомассы клеток E. coli после обработки лизирующим бу!
фером и центрифугирования (тельца включения), 4 – мар!
керы молекулярных масс, 5 – рХн марала, 6 – рХн вер!
блюда

Препарат рХн

Корова (1,0% р!р)

Верблюд

Марал

Таблица 2. Общие и удельные молокосвертывающие активности рекомбинантных химозинов марала, коровы и верблюда

Удельная МА (УЕ/мг)

83 333 ± 12 925

140 086 ± 4382

52 955 ± 2184

Концентрация белка (мг/мл)

0,033 ± 0,005

0,928 ± 0,029

0,044 ± 0,002

Общая МА (УЕ/мл)

2750*

130 000*

2330 ± 10

* Значения МА, заявленные производителем.
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Удельная МА рХн марала оказалась ниже,
чем удельная активность рХн коровы и верблю!
да примерно в 1,6 и 2,6 раза соответственно. Ве!
роятно, это объясняется тем, что рХн Cam и рХн
Bos производится в системе экспрессии Asper<
gillus niger var. Аwamori (штамм dgr246pyrG) [15],
которая обеспечивает более эффективный ре!
фолдинг и качественно иной уровень посттранс!
ляционной модификации ферментов эукариот.

Общая МА используемых в сыроделии жид!
ких коммерческих препаратов: натурального сы!
чужного фермента «Naturen® Premium 225»
(«Chr. Hansen», Дания), «Clerici 96/04» («Caglficio
Clerici», Италия) и генно!инженерных химози!
нов коровы и верблюда «Chy!Max® Extra»,
«Chy!Max® M 1000» («Chr. Hansen», Дания) сос!
тавляет 225–1000 IМCU/мл, что соответствует
≈ (30–130) × 103 УЕ/мл. Для производства жид!
ких молокосвертывающих ферментных препара!
тов (МФП) с активностью больше 30 × 103 УЕ/мл
применяется концентрирование исходных раз!
бавленных растворов ферментов методом уль!
трафильтрации (УФ). В некоторых технологиях
рПроХн секретируется продуцентом в культу!
ральную жидкость [19, 34, 36, 37], и если ее ком!
поненты коагуляционно неактивны, не содер!
жат токсинов продуцента, то выделение и очист!
ка рХн не требуется. Активация профермента и
превращение его в активный рХн производится
непосредственно в культуральной жидкости, ко!
торую впоследствии осветляют и концентриру!
ют методом УФ до необходимой МА. Значения
МА рХн!содержащих культуральных жидкостей
могут колебаться в диапазоне ≈ (400–12 480) УЕ/мл
[36, 37], и для достижения активности, сравни!
мой с МА коммерческих МФП, их необходимо
сконцентрировать в 10–75 раз. Чтобы увеличить
МА полученного нами препарата рХн марала до
≈ (30–130) × 103 УЕ/мл, его необходимо скон!
центрировать в 13–56 раз.

Таким образом, препарат рХн марала обла!
дал коагуляционной активностью, сопостави!
мой с активностью препаратов, используемых
на промежуточных технологических стадиях
производства коммерческих МФП.

Сравнение структур химозинов марала, короH
вы и верблюда. Мы провели сравнительный ана!
лиз аминокислотной последовательности Хн
марала с последовательностями Хн коровы и
верблюда. Первичные структуры зрелых Хн ко!
ровы и марала имеют идентичность 92,6% и вы!
равниваются без вставок или делеций (рис. 3).

Это позволяет предполагать, что третичные
структуры этих белков также близки и результа!
ты моделирования по гомологии имеют высо!
кую степень достоверности. Известно, что хи!
мозины коровы и верблюда имеют схожие

пространственные структуры, при этом иден!
тичность их первичных последовательностей
составляет только 84,8% [38].

Хн коровы содержит 32 отрицательно заря!
женных а.о. и 19 – положительно заряженных
а.о., Хн марала – 36 и 22 соответственно. Сум!
марные заряды этих химозинов практически не
отличаются (–13 у коровы и –14 у марала). В то
же время у Хн верблюда общий заряд составляет
–7, у него 33 отрицательно заряженных а.о. и
26 – положительно заряженных а.о. И у Хн
верблюда, и у Хн марала суммарное число заря!
женных а.о. больше, чем у Хн коровы.

Химозин, как и другие подобные пептидазы,
состоит из двух доменов, имеющих преимуще!
ственно бета!складчатую структуру, в каждом из
которых находится по одному каталитическому
остатку аспарагиновой кислоты (рис. 4).

При сравнении структур Хн коровы и мара!
ла видно, что большинство замен сконцентри!
ровано в C!концевом домене. В N!концевом до!
мене все замены находятся достаточно далеко от
каталитически значимого остатка D13, а в C!
концевом домене целых три замены, из них две
с изменением заряда (Q280E и G281D), распо!
ложены в одной петле с каталитически значи!
мым остатком D279. Можно предположить, что
эти замены серьезно влияют на каталитические
свойства химозина. Интересно, что у Хн вер!
блюда в этом районе находится единственная
замена Q278K, также меняющая заряд, но в дру!
гом направлении.

Часть замен расположена в субстрат!связы!
вающей щели Хн марала, это Q189K, K221L,
Q242R, а также шесть замен в районе 289–295.
Такие замены могут влиять на связывание фер!
мента с к!КЗ и в конечном итоге – на наблюда!
емую каталитическую активность. Химозин
верблюда также имеет несколько замен в
субстрат!связывающей щели по сравнению с Хн
коровы [38].

Параметры кинетики Михаэлиса–Ментен.
Гидролиз химозином синтетического флуоро!
генного субстрата, имитирующего Хн!чувстви!
тельный участок к!КЗ коровы, приводит к нели!
нейному росту флуоресценции, интенсивность
которой зависит от концентрации субстрата и
отражает изменение скорости ферментативной
реакции. Из данных, представленных в табл. 3,
видно, что параметры кинетики Михаэли!
са–Ментен для рХн марала и коммерческого
жидкого препарата рХн верблюда близки, но за!
метно отличаются от значений кинетических
констант, полученных для рХн коровы.

Рекомбинантный Хн марала продемонстри!
ровал самые низкие значения Кm, что указывает
на наибольшую аффинность к использованному
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хромогенному субстрату. По скорости насыще!
ния субстратом рХн марала превосходит коро!
вий рХн в 3,4 раза. Аффинность к субстрату рХн
верблюда превышает этот показатель для рХн
коровы в 3,1 раза. Аналогичные результаты бы!
ли получены при сравнении Кm рХн коровы и
одногорбого верблюда, с использованием хро!
могенного андекапептида, имитирующего Хн!
чувствительный участок коровьего к!КЗ [16]. В
диапазоне рН 5,50–6,65 константы Михаэлиса
коммерческого рХн верблюда, рассчитанные с

использованием такого же флуорогенного
субстрата, что и в данном исследовании, также
были меньше Кm коммерческого рХн коровы в
2,1–3,1 раза [39].

Анализ Хн!чувствительных участков (96–119)
к!КЗ одногорбого верблюда и коровы показы!
вает, что они различаются на 9 а.о., включая за!
мену M106I в гидролизуемой пептидной связи
(105–106). Идентичность участков 96–119 к!КЗ
коровы и верблюда составляет 62,5%. Напротив,
первичная структура Хн!чувствительных участ!
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Рис. 3. Выравнивание химозинов коровы, марала и верблюда. Положительно заряженные а.о. выделены синим, отрица!
тельно заряженные – красным. Одинаковые а.о. показаны точками. (С цветными вариантами рис. 3–5 можно ознако!
миться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)

Параметр

Km (мкМ)

kcat (с−1)

kcat/Km (мкМ−1·с−1)

Таблица 3. Параметры кинетики Михалиса–Ментен рекомбинантных химозинов

рХн Bos

3,97 ± 0,34

16,9 ± 0,21

4,26 ± 0,52

рХн Cam

1,28 ± 0,14

3,66 ± 0,09

2,45 ± 0,16

рХн Cer

1,18 ± 0,10

2,68 ± 0,08

2,27 ± 0,10
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ков к!КЗ марала и коровы различается всего на
2 аминокислоты, а идентичность последова!
тельностей 96–119 этих белков составляет
91,7%. Можно предполагать, что повышенная
аффинность рХн Cam и рХн Cer к субстрату,
имитирующему к!КЗ коровы, обусловлена раз!
личиями в структуре Хн!связывающих участков
к!казеинов и субстрат!связывающей щели Хн
коровы, верблюда и марала (рис. 5).

Возможно, те же причины, которые усилива!
ют сродство рХн Cer и рХн Cam к использован!
ному флуорогенному субстрату, замедляют осво!

бождение этих ферментов от продуктов реак!
ции, что приводит к наблюдаемому нами умень!
шению каталитической константы скорости
(kcat (с–1)) и каталитической эффективности
(kcat/Km (мкМ–1·к–1)).

Термостабильность. Результаты исследова!
ния ТС рХн коровы, одногорбого верблюда и
марала представлены на рис. 6.

При 40 °С МА коммерческих препаратов рХн
коровы и одногорбого верблюда составила соот!
ветственно 101 и 82%. При 50 °С рХн Bos почти
полностью инактивировался (остаточная МА –
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Рис. 4. Пространственные структуры химозинов коровы и марала. Слева – химозин коровы, справа – марала. Подписа!
ны каталитические остатки D13 и D279, а также выделены позиции с заменами и границы района 289–295, в котором
сконцентрировано пять замен. N!концевой домен находится снизу, C!концевой – сверху

Рис. 5. Выравнивание Хн!чувствительных участков к!КЗ коровы, марала и верблюда. Положительно заряженные а. о. вы!
делены синим, отрицательно заряженные – красным. Одинаковые а.о. показаны точками. Последовательности 105–106
обозначены пробелами
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9%), тогда как рХн Cam сохранил при этой тем!
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бинантный Хн марала оказался термостабилен в
более широком диапазоне температур (30–50 °С).
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ранял 89 и 81% МА соответственно. При 60 °С
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агуляционной способности, а при 70 °С фермент
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порог термоинактивации рХн марала оказался
на 10 °С выше, чем у контрольных препаратов
рХн, и составил 50 °С.

Возможно, более высокая ТС рХн марала
обусловлена особенностями его аминокислот!

ного состава. Известно, что у белков термо!
фильных микроорганизмов увеличено число за!
ряженных остатков по сравнению с ортологами
из мезофильных микроорганизмов [40]. В част!
ности, у фенилаланин!тРНК!синтетазы из тер!
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For the first time, the chymosin gene (CYM) of a maral was characterized. Its exon/intron organization was estab!
lished using comparative analysis of the nucleotide sequence. The CYM mRNA sequence encoding a maral pre!
prochymosin was reconstructed. Nucleotide sequence of the CYM maral mRNA allowed developing an expression
vector to ensure production of a recombinant enzyme. Recombinant maral prochymosin was obtained in the expres!
sion system of Escherichia coli [strain BL21 (DE3)]. Total milk!coagulation activity (MCA) of the recombinant maral
chymosin was 2330 AU/ml. The recombinant maral prochymosin relative activity was 52955 AU/mg. The recombi!
nant maral chymosin showed 100!81% MCA in the temperature range 30!50°C, thermal stability (TS) threshold was
50°C, and the enzyme was completely inactivated at 70°C. Preparations of the recombinant chymosin of a single!
humped camel and recombinant bovine chymosin were used as reference samples. Michaelis–Menten constant (Km),
turnover number (kcat), and catalytic efficiency (kcat/Km) of the recombinant maral chymosin, were 1.18 ± 0.1 μM,
2.68 ± 0.08 s−1 and 2.27± 0.10 μm M−1·s−1, respectively. 

Keywords: recombinant chymosin, milk!clotting activity, thermal stability, Michaelis–Menten kinetics parameters
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РНК�полимераза (РНКП) узнает последовательность промоторной ДНК благодаря множеству взаимодей�
ствий, которые обеспечивают специфичность инициации транскрипции. У бактерий, кроме главного фак�
тора инициации – σ�субъединицы, – в узнавании промоторов может принимать участие кор�фермент
РНКП. В частности, остаток гуанина в +2 положении (+2G) нематричной цепи ДНК размещается в CRE�
кармане (core recognition element), сформированном β�субъединицей РНКП. Целью нашего исследования
являлось изучение роли данных контактов в процессе ухода РНКП с промотора. В работе исследованы то�
чечные мутации в β�субъединице РНКП Escherichia coli, которые нарушают описанные взаимодействия.
Мы установили, что наличие в составе промотора остатка +2G приводит к замедлению скорости ухода с
промотора и увеличению доли неактивных комплексов. Аминокислотные замены в CRE�кармане снижают
стабильность промоторных комплексов и изменяют картину коротких РНК�продуктов, синтезируемых в
процессе инициации, но не оказывают значительного влияния на скорость перехода к элонгации независи�
мо от наличия остатка +2G. Таким образом, контакты CRE�кармана с +2G не вносят существенного вкла�
да в кинетику ухода РНКП с промотора, а наблюдаемые изменения в эффективности абортивного синтеза
не связаны напрямую со скоростью перехода к элонгации транскрипции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: РНК�полимераза, CRE�карман, промотор, уход с промотора.

DOI: 10.31857/S0320972520070076

РОЛЬ КОНТАКТОВ CRE�РАЙОНА РНК�ПОЛИМЕРАЗЫ Escherichia coli
С НЕМАТРИЧНОЙ ЦЕПЬЮ ДНК В ПРОЦЕССЕ УХОДА С ПРОМОТОРА*

© 2020 И.В. Петушков**, А.В. Кульбачинский

ВВЕДЕНИЕ

В ходе узнавания промотора РНК�полиме�
раза (РНКП) осуществляет локальное плавле�
ние ДНК�дуплекса размером ~13 нуклеотидов в
области точки старта транскрипции, в результа�
те чего формируется открытый промоторный
комплекс (RPo) [1]. Узнавание –35 и –10 эле�
ментов промотора и дискриминатора (участок
между –10 элементом и стартом транскрипции)
происходит при участии σ�субъединицы. β�Субъ�
единица, входящая в состав кор�фермента
РНКП, способна формировать контакты с нук�
леотидами нематричной цепи ДНК в расплав�

ленном участке от –4 до +2 положения, кото�
рый получил название CRE (элемент, распозна�
ваемый кор�ферментом РНКП, от англ. core
recognition element). Наиболее интересными яв�
ляются взаимодействия остатка гуанина в +2
положении (+2G). Этот остаток выпетливается
и размещается в специальном кармане, образо�
ванном консервативными аминокислотными
остатками β�субъединицы, который называется
CRE�карманом (рис. 1, а) [2–4]. Несмотря на то
что взаимодействия CRE с кор�ферментом были
выявлены в промоторном комплексе, анализ
последовательностей многочисленных промо�
торов не выявил никаких консенсусных элемен�
тов в этом районе, что позволяет предположить,
что эти взаимодействия не являются обязатель�
ными при узнавании промотора и могут иметь
значение на более поздних этапах транскрип�
ции [5]. Например, у Escherichia coli были выяв�
лены 39 промоторов, у которых взаимодействия
CRE�кармана с промотором участвуют в опре�
делении точки старта транскрипции [6].

Во время синтеза первых 4–6 нуклеотидов
РНК�транскрипта 5′�конец растущей РНК стал�
кивается с районом 3.2 σ�субъединицы, кото�
рый проникает внутрь РНКП и способствует

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : РНКП – РНК�полимераза;
CRE – элемент, распознаваемый кор�ферментом РНКП
(core recognition element); EC – элонгационный комплекс;
ITS – начально транскрибируемая последовательность
(initially transcribed sequence); RPo – открытый промотор�
ный комплекс; RPint – инициаторный комплекс; WT –
дикий тип.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20�117,
29.06.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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правильному размещению матричной цепи
ДНК в активном центре [3, 7, 8]. Такое столкно�
вение приводит к затруднению дальнейшего
продвижения фермента по матрице ДНК и, как
следствие, вызывает паузу транскрипции в +6
положении [9]. При этом делеция района 3.2 σ�
субъединицы не приводит к полному исчезно�
вению паузы на исследованной матрице. Оказа�
лось, что формированию паузы также способ�
ствует мотив TG, располагающийся в +6/+7 по�
ложениях промотора. Замена D446A в β�субъ�
единице приводит к увеличению продолжитель�
ности этой паузы, что указывает на важность
контактов CRE�кармана с остатком гуанина в
нематричной цепи для выхода из состояния па�
узы на стадии инициации транскрипции [10].
Аналогичную роль данные контакты играют и в
случае пауз на стадии элонгации [11]. Также бы�

ло показано, что мутации в CRE�кармане ока�
зывают влияние на общую скорость элонгации
и на терминацию транскрипции. Таким обра�
зом, данный район играет роль на всех стадиях
транскрипции [12]. Кроме CRE�кармана, в фор�
мировании промоторных комплексов участвует
располагающийся рядом консервативный оста�
ток W183 β�субъединицы, который контактиру�
ет с остатком в +1 положении нематричной це�
пи (рис. 1). Эти контакты влияют на эффектив�
ность синтеза абортивных продуктов, а также
способствуют образованию RPo на промоторе
альтернативной σ54�субъединицы [13].

Во время включения первых нуклеотидов
сохраняются многочисленные контакты РНКП
с промоторными элементами. Так как при этом
расплетается передний ДНК�дуплекс, а обе це�
пи ДНК затягиваются внутрь фермента, в ре�
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Рис. 1. Взаимодействия РНКП Thermus thermophilus с нематричной цепью ДНК в инициаторном комплексе [3]. а – Cпе�
цифические контакты РНКП с ДНК в области около активного центра. Два каталитических иона Mg2+ обозначены крас�
ными сферами. Спираль�мост (BH, bridge helix) показана фиолетовым цветом, первые два нуклеотида РНК показаны
желтым. Черным цветом показана матричная цепь ДНК, проникающая в область активного центра, синим цветом – не�
матричная цепь ДНК. Остаток гуанина в +2 положении (обозначен красным цветом) выпетливается из ДНК и взаимо�
действует с аминокислотными остатками β�субъединицы, формирующими CRE�карман (D446, E546). Нуклеотид в +1
положении нематричной цепи взаимодействует с остатком βW183 β�субъединицы. –10 элемент промотора, взаимодей�
ствующий с районом 2 σA�субъединицы, выделен розовым. б – Схема промотора T7A1cons и его варианта с остатком +2G.
На схеме указаны –35 и –10 элементы промотора и стартовая точка транскрипции. (С цветными вариантами рис. 1–4
можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)
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зультате формируется напряженный комплекс с
неканоническим размером транскрипционного
пузыря [14–16]. Накопленное напряжение мо�
жет привести к частичному или полному смеще�
нию комплекса назад (в направлении к точке
старта), что приводит к высвобождению абор�
тивного продукта. Когда размер РНК�тран�
скрипта достигает длины 9–15 нуклеотидов, на�
копленной энергии становится достаточно для
разрыва контактов с промотором, что способ�
ствует переходу от инициаторного комплекса
(RPint) к элонгационному (EC) [10, 16–20]. Зна�
чительный вклад в процесс ухода с промотора
вносит прямое взаимодействие РНК�тран�
скрипта с районом 3.2 σ�субъединицы [9,
21–24].

О кинетике процесса ухода с промотора и о
факторах, влияющих на этот процесс, известно
немного. Показано, что более сильные контак�
ты с ключевыми элементами промотора приво�
дят к замедлению скорости ухода с промотора
[21, 25]. Влияние последовательности в области
старта синтеза ITS (начально транскрибируемая
последовательность от английского initially tran�
scribed sequence) понятно в меньшей степени.
Замены в ITS приводят к изменению уровня
транскрипции до 10 раз in vivo и до 25 раз in vitro
[26, 27]. От последовательности в области ITS
зависит относительное количество как абортив�
ных, так и полноразмерных продуктов, а также
размер самих абортивных продуктов [27–30].
Предложено несколько вариантов того, как ITS
может влиять на скорость ухода с промотора: за
счет изменений в стабильности переднего
ДНК–ДНК�дуплекса, стабильности РНК–
ДНК�гибрида, доли непродуктивных комплек�
сов во время абортивного синтеза [10, 31]. По�
добные непродуктивные комплексы в состоя�
нии паузы и в частично смещенном состоянии
удалось выявить методами работы с единичны�
ми молекулами [10, 32]. Можно предположить,
что наличие специфических контактов нуклео�
тидов CRE с кор�ферментом РНКП может вли�
ять на кинетику этого процесса. При анализе
множества вариантов ITS на разных промоторах
было обнаружено, что в случае замены +2G в
промоторе lacUV5 происходит увеличение ско�
рости перехода к элонгации, хотя наличие до�
полнительных контактов должно было бы при�
водить к замедлению ухода с промотора. Дан�
ный эффект был специфичен для lacUV5, но не
для двух других исследованных промоторов [31].
Таким образом, влияние остатка +2G на кине�
тику ухода с промотора остается непонятным.
Также ранее не изучалась роль взаимодействий
+1 нуклеотида в нематричной цепи с остатком
W183 в этом процессе. В связи с этим задачей

данной работы являлось исследование роли
контактов остатков в +1 и +2 положении в не�
матричной цепи с кор�ферментом в процессе
ухода с промотора. Для этого мы применили ме�
тод молекулярных маяков [33, 34] в сочетании
со стандартными тестами по транскрипции in
vitro.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Клонирование и выделение белков. Кор�
фермент РНКП экспрессировали с использова�
нием плазмиды pIA679, кодирующей все субъ�
единицы РНКП под контролем промотора
РНКП бактериофага Т7 (с 6 остатками гистиди�
на на N�конце β�субъединицы) [35]. Замены
W183A, D446A, E546A в β�субъединице прово�
дили методом сайт�направленного мутагенеза в
гене rpoB [12]. Кор�фермент РНКП выделяли из
штамма E. coli BL21(DE3). Экспрессию, разру�
шение клеток, осаждение полимином P и суль�
фатом аммония («Sigma�Aldrich», США), а так�
же хроматографическую очистку фермента на
гепариновой, Ni�аффинной и анионообменной
колонках проводили по опубликованной мето�
дике [35]. Экспрессию и хроматографическую
очистку σ70�субъединицы проводили, как опи�
сано ранее [7]. σ70�Субъединицу, содержащую
уникальный остаток цистеина в 211 положении,
экспрессировали и очищали по аналогичной
методике и вводили флуоресцентную метку тет�
раметилродамин�5�малемид [34].

Транскрипция in vitro. Матрицу для тран�
скрипции, содержащую промотор T7A1cons (от
–85 до +53 позиции относительно точки старта)
или его вариант с заменой +2G, получали мето�
дом ПЦР с использованием полимеразы Pfu
(«Thermo Fisher Scientific», США) и очищали,
используя набор GeneJET PCR purification kit
(«Thermo Fisher Scientific», США), как описано
ранее [12, 36]. Кор�фермент и σ70�субъединицу
смешивали в транскрипционном буфере TВ40
(40 мM Tris�HCl («Sigma�Aldrich» , США),
pH 7,9; 40 мM NaCl («Roth», Германия); 10 мМ
MgCl2 («Sigma�Aldrich», США) до концентрации
50 нМ и 250 нМ соответственно; добавляли мат�
рицу T7A1cons до концентрации 25 нМ и инку�
бировали 10 мин при 37 °С. Далее к транскрип�
ционным комплексам добавляли нуклеотидные
субстраты. Для детекции абортивных и полно�
размерных продуктов добавляли смесь затравки
ApU до 100 мкМ, ATP и CTP до 25 мкМ, GTP до
7 мкМ, а также 2,5 мкКи [α�32P]GTP (ИБХ
РАН). Для получения 5′�меченых абортивных
РНК�транскриптов добавляли смесь GTP, CTP,
UTP («GE Healthcare», США) до конечной кон�
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центрации 25 мкМ и 2,5 мкКи [γ�32P]ATP (ИБХ
РАН). Транскрипцию останавливали через 10 мин
добавлением равного объема стоп�раствора
(8 M мочевина, 20 мM ЭДТА («Sigma�Aldrich»
США)). РНК�продукты анализировали в 23%�ном
или 30%�ном денатурирующем ПААГ [8], детек�
цию проводили при помощи фосфоимиджера
Typhoon 9500 («GE Healthcare», США).

Измерение стабильности промоторного комп�
лекса и скорости ухода с промотора методом мо�
лекулярных маяков. Все эксперименты проводи�
ли в буфере TB40 в присутствии 0,01% (v/v)
Tween 20 в кювете объемом 800 мкл при 37 °С.
Возбуждение сигнала флуоресценции проводи�
ли при длине волны 550 нм (ширина щели мо�
нохроматора 10 нМ), детекцию – при 580 нМ
(ширина щели монохроматора 10 нМ), исполь�
зуя флуориметр QuantaMaster QM40 («Photon
Technology International», США). В реакцион�
ную смесь добавляли меченую σ70�субъединицу
до концентрации 1 нМ. Далее вносили кор�фер�
мент до конечной концентрации 4 нМ и промо�

торную ДНК до 5 нМ и инкубировали смесь
5 мин. Для измерения стабильности промотор�
ного комплекса добавляли гепарин до концен�
трации 100 мкг/мл, перемешивали смесь микро�
пипеткой ~10–15 с и включали детектор [37].
При измерении скорости ухода после сборки
RPo в реакционную смесь добавляли 1000�крат�
ный избыток немеченой σ70�субъединицы и до�
бавляли смесь всех NTP до конечной концен�
трации 100 мкМ. Данные по флуоресценции
нормализовали по величине амплитуды сигнала
и аппроксимировали уравнением кинетики пер�
вого порядка [25, 37].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние точечных мутаций в CRE�районе на
транскрипцию с промотора T7A1cons. В работе
было исследовано три мутантных варианта
РНКП с заменами D446A, E546A и W183A в β�
субъединице, которые, как было показано ра�
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Рис. 2. Влияние замен в CRE�районе РНКП E. coli на синтез РНК в процессе инициации транскрипции. а – Электрофо�
реграмма РНК�продуктов транскрипции с промотора T7A1cons, разделенных в 23%�ном ПААГ в денатурирующих усло�
виях. Слева изображен профиль интенсивности сигнала, нормированный по интенсивности полноразмерного продукта
размером в 20 нуклеотидов для каждой дорожки. б – Электрофореграмма РНК�продуктов, полученных при инициации
транскрипции с промоторов T7A1cons и T7A1cons+2G в присутствии [γ�32Р]АТР, разделенных в 30%�ном ПААГ в денату�
рирующих условиях

ба
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нее, нарушают взаимодействия РНКП с остат�
ками в +2 и +1 положениях промотора [2, 12].
Для изучения влияния CRE�района на стадию
инициации мы остановили свой выбор на про�
моторе T7A1cons, который имеет консенсусный
–10 элемент (последовательность ТАТААТ) и
–35 элемент, близкий консенсусному (консен�
сус TTGACA) (рис. 1, б). Этот промотор высоко�
активен в реакциях синтеза полноразмерных и
абортивных РНК�продуктов in vitro, образует
стабильные промоторные комплексы и является
хорошей моделью для изучения механизмов
ухода с промотора [3, 7, 8, 25, 38, 39]. Мы про�
тестировали полученные мутантные полимера�
зы на данном промоторе, а также его варианте,
содержащем остаток гуанина в +2 положении
(замена +2Т на +2G, рис. 1, б).

В первом из проведенных тестов в реакцию
добавляли нуклеотидные субстраты, достаточ�
ные для синтеза РНК длиной 20 нуклеотидов,
при этом синтез более длинных продуктов был
невозможен из�за отсутствия в смеси уридино�
вого нуклеотида, который должен включаться в
21 положение. Было обнаружено, что в этих ус�
ловиях все РНКП обладают близкой транскрип�
ционной активностью и способны к переходу к
элонгации и синтезу 20�нуклеотидной РНК
(рис. 2, а). Все полимеразы также синтезируют
большое количество абортивных продуктов
длиной до 15 нуклеотидов, но у мутантных
РНКП, особенно у фермента с заменой D446,
наблюдается снижение относительного количе�
ства абортивных продуктов размером 6–14 нук�
леотидов.

Для того чтобы более точно оценить влияние
мутаций в РНКП и замены +2G в последова�
тельности промотора на эффективность синтеза
коротких абортивных продуктов, мы провели
реакцию синтеза РНК с использованием [γ�
32Р]АТР, что позволило ввести радиоактивную
метку строго в 5′�конец синтезируемой РНК.
Было показано, что замена +2G приводит к за�
метному снижению количества синтезируемых
коротких РНК длиной 2–4 нуклеотида, но сла�
бее влияет на синтез более длинных продуктов
(рис. 2, б). Подобное явление наблюдается как в
случае РНКП дикого типа (WT, дорожки 1 и 2),
так и в случае мутантных РНКП. В то же время
в случае мутантных РНКП с заменами D446A и
E546A происходит дополнительное снижение
количества 2–4 нуклеотидных РНК для обоих
вариантов промотора (дорожки 1, 3 и 5 для ис�
ходного промотора и 2, 4 и 6 для промотора с за�
меной +2G).

Соотношение эффективности абортивного и
продуктивного синтеза РНК является важной
характеристикой эффективности перехода от

инициации к элонгации транскрипции. Таким
образом, наблюдаемые эффекты позволяют
предположить, что замена +2G в промоторе, а
также мутации в CRE�районе РНКП могут вли�
ять на скорость ухода с промотора, изменяя
контакты РНКП с промоторной ДНК.

Измерение стабильности промоторного комп�
лекса методом молекулярных маяков. Использо�
ванный нами метод молекулярных маяков осно�
ван на изменениях флуоресценции меченой σ�
субъединицы при связывании РНКП с промо�
торной ДНК. Флуорофор ковалентно присоеди�
нен к остатку цистеина в положении 211 σ70�
субъединицы, расположенному рядом с райо�
ном 2, взаимодействующим с –10 элементом
промотора. При образовании промоторного
комплекса происходят конформационные пере�
стройки, в результате которых ароматические
остатки района перестают гасить свечение флуо�
рофора и происходит усиление флуоресценции.
Это позволяет в режиме реального времени наб�
людать за формированием и разрушением про�
моторного комплекса [33, 34, 40, 41].

Чтобы понять роль остатка +2G в стабилиза�
ции промоторного комплекса, мы измерили ки�
нетики диссоциации промоторного комплекса в
присутствии конкурента ДНК (гепарина) с ис�
пользованием промоторов T7A1cons и
T7A1cons+2G. В процессе диссоциации ком�
плекса происходит снижение флуоресценции за
счет разрыва контактов σ�субъединицы с –10
элементом промотора (рис. 3, а). В соответствии
с нашими ожиданиями, замена +2G приводит к
достоверному увеличению стабильности промо�
торного комплекса (время полужизни t1/2 возрас�
тает от 158 до 209 с для РНКП WT; рис. 3, а и б).

Также мы протестировали РНКП с заменами
аминокислотных остатков, контактирующих с
+2G, которые способны нарушать эти взаимо�
действия [2, 6, 11, 12]. Было показано, что то�
чечная замена D446A приводит к снижению ста�
бильности промоторного комплекса по сравне�
нию с РНКП WT (t1/2 = 68 и 158 с соответствен�
но; рис. 3, б). Кроме того, эта замена делает
РНКП неспособной распознавать замену +2G в
промоторе (t1/2 не возрастает). Замена E546A
приводит к аналогичному, но более слабому эф�
фекту. Замена W183A приводит к значительной
дестабилизации промоторного комплекса (рис.
3, б). Таким образом, в соответствии с опублико�
ванными структурными и биохимическими
данными контакты остатка +2G в промоторе
T7A1cons с CRE�карманом увеличивают ста�
бильность промоторного комплекса, и имеющая�
ся экспериментальная модель хорошо подходит
для изучения роли данных взаимодействий в
процессе ухода с промотора.
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Измерение скорости и эффективности ухода
РНКП с промотора методом молекулярных мая�
ков. С использованием описанной выше мо�
дельной системы мы измерили скорость и эф�
фективность ухода РНКП с промоторов
T7A1cons и T7A1cons+2G в процессе инициа�
ции транскрипции. При проведении экспери�
ментов к сформированным промоторным ком�
плексам добавляли нуклеотидные субстраты, а
также избыток немеченой σ�субъединицы (что�
бы избежать повторного формирования ком�
плексов меченой РНКП с промотором). Это
позволяло наблюдать за разрывом контактов
РНКП с промотором при переходе к элонгации
транскрипции в реальном времени. Процесс
ухода с промотора протекает относительно
быстро и описывается уравнением кинетики
первого порядка (рис. 4, а). В качестве величи�
ны, описывающей скорость данного процесса,
удобно использовать время, за которое полови�
на активных комплексов переходят к элонгации
(t1/2). При этом не вся РНКП, которая образова�
ла открытый промоторный комплекс, разрывает

контакты с промотором и уходит в элонгацию.
Эта фракция транскрипционного комплекса су�
ществует длительное время и выглядит как пла�
то на кривой флуоресценции. Так как разрыв
контактов σ�субъединицы с –10 элементом про�
мотора, который фиксируется по снижению
флуоресценции, происходит лишь при переходе
к элонгации транскрипции, данная фракция
может соответствовать как каталитически неак�
тивным комплексам, так и инициаторным
комплексам, осуществляющим абортивный
синтез РНК, но неспособным покинуть промо�
тор. Для РНКП WT t1/2 составляет ~60 с, а доля
неактивного промоторного комплекса ~8%
(рис. 4, а и б). Замена +2G в промоторе приво�
дит к уменьшению скорости ухода с промотора
более, чем в 2 раза (t1/2 возрастает до 136 с), а до�
ля неактивных комплексов возрастает в 3 раза
(до 24%).

Чтобы понять, связаны ли наблюдаемые эф�
фекты с контактами +2G с CRE�карманом, мы
протестировали влияние замен D446A и E546A
на процесс перехода к элонгации. Мутация
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Рис. 3. Влияние остатка +2G на стабильность промоторного комплекса. Измерения проводили методом молекулярных
маяков. а – Кинетики диссоциации промоторного комплекса в присутствии гепарина для промоторов T7A1cons и
T7A1cons+2G для РНКП WT и D446A. б – Значения времен полужизни промоторных комплексов (t1/2) для РНКП WT и
РНКП, содержащих мутации в CRE�районе, на исследуемых промоторах. Измерения с РНКП W183A на промоторе
T7A1cons+2G не проводили
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D446A не влияет на скорость ухода с промотора
T7A1cons, но приводит к значительному возрас�
танию доли неактивных комплексов (~30%). На
промоторе T7A1cons+2G в случае РНКП D446A
время ухода с промотора увеличивается до
101,5 с, а доля неактивных комплексов доходит
до 40%. Замена E546A незначительно увеличи�
вает скорость ухода с промотора T7A1cons, но не
влияет на долю неактивных комплексов. В слу�
чае замены W183A мы наблюдаем небольшое за�
медление скорости ухода с промотора.

Таким образом, полученные методом моле�
кулярных маяков результаты указывают на то,
что замена +2G сильно снижает скорость пере�
хода к элонгации и увеличивает долю неактив�
ных комплексов. Мутация D446A не влияет на

скорость, но также приводит к формированию
большого количества неактивных комплексов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы впервые исследовали
влияние контактов РНКП с CRE�участком про�
мотора на стабильность промоторного комплек�
са и процесс перехода к элонгации, используя
метод молекулярных маяков на двунитевом
промоторе. Этот метод позволяет детектировать
формирование и разрыв контактов σ�субъеди�
ницы с –10 элементом промотора в ходе инициа�
ции транскрипции. Мы показали, что присут�
ствие остатка +2G в промоторе повышает ста�
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Рис. 4. Влияние остатка +2G на процесс ухода РНКП с промотора. а – Кинетики ухода с промоторов T7A1cons и
T7A1cons+2G, измеренные для РНКП WT и D446A. б – Значения времен ухода с промоторов (t1/2) для РНКП WT и
РНКП, содержащих мутации в CRE�районе. в – Значения доли неактивного инициаторного комплекса (RPint)
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бильность промоторного комплекса, что согла�
суется с опубликованными данными [2, 12]. При
этом точечные мутации D446A и E546A, кото�
рые нарушают взаимодействия остатка +2G с
CRE�карманом, делают промоторные комплек�
сы нечувствительными к замене +2G в промо�
торе. Замена W183A приводит к значительному
снижению времени жизни комплексов (при�
мерно в 3 раза), что подтверждает имеющиеся
данные о роли взаимодействий W183 с немат�
ричной цепью промотора в стабилизации про�
моторного комплекса [12, 13]. В целом, прове�
денные эксперименты подтверждают наличие
функциональных взаимодействий РНКП с
CRE�участком промотора в использованной
модельной системе.

Это позволило нам изучить роль CRE�кар�
мана РНКП и взаимодействующего с ним участ�
ка ДНК в процессе ухода с промотора. Было по�
казано, что полученные нами точечные мутации
в РНКП либо не влияют на скорость ухода с
промотора, либо оказывают относительно не�
большой эффект (некоторое снижение скорости
наблюдается только в случае замены W183A).
При этом введение остатка +2G в промотор
приводит к значительному замедлению скорос�
ти ухода с промотора и увеличению доли неак�
тивных комплексов. Данный эффект мог бы
объясняться взаимодействием +2G с CRE�кар�
маном. Однако замена D446A способна лишь
частично супрессировать эффект снижения ско�
рости ухода с промотора T7A1cons+2G (ускоре�
ние на ~25% относительно РНКП WT), а замена
E546A на этот процесс практически не влияет.
Таким образом, контакты CRE�кармана с +2G
почти не влияют на скорость ухода с промотора.
Согласно структурным данным, полученным
для RPint E. coli и T. thermophilus с короткими
РНК�продуктами размером 4 и 6 нуклеотидов, в
этих комплексах контакты +2G с CRE�карма�
ном не видны [3, 4]. Это указывает на то, что
описанные контакты разрываются раньше, чем
контакты нематричной цепи ДНК с σ�субъеди�
ницей. Вероятно, этот факт может объяснять та�
кой небольшой эффект замены D446A на ско�
рость ухода с промотора.

Анализ абортивных продуктов РНК в опы�
тах по транскрипции in vitro показывает, что эф�
фективность абортивного синтеза слабо корре�
лирует со скоростью ухода РНКП с промотора.
Так, количество коротких абортивных тран�
скриптов, синтезируемых на промоторе
T7A1cons+2G, значительно меньше, чем в слу�
чае исходного промотора. Вероятно, это объяс�
няется тем, что наличие пары rG/dC в
РНК–ДНК�гибриде (по сравнению с rU/dA в
исходном промоторе) способствует более ста�

бильному удержанию коротких РНК в составе
инициаторного комплекса [42]. В то же время
скорость перехода к элонгации в случае этого
промотора оказывается значительно ниже.
Кроме того, на промоторе T7A1cons+2G проис�
ходит значительное увеличение доли неактив�
ных комплексов в сравнении с исходным про�
мотором. Это может объясняться замедленной
транслокацией РНКП в таких промоторных
комплексах, а также формированием неактив�
ных интермедиатов транскрипции без диссоциа�
ции коротких РНК�продуктов. Действительно,
исследования на единичных молекулах показа�
ли, что во время абортивного синтеза возможно
формирование пауз транскрипции, а также
кратковременный или длительный переход
комплекса в смещенное неактивное состояние
без диссоциации транскрипта [10, 32]. Наличие
таких комплексов оказывает значительное вли�
яние на скорость ухода с промотора [32]. Воз�
можно, замена +2G приводит к увеличению до�
ли таких комплексов, что можно было бы вы�
явить в дальнейших исследованиях на уровне
единичных молекул.

Замена D446A слабо влияет на скорость пе�
рехода к элонгации, хотя и снижает эффектив�
ность абортивного синтеза. Кроме того, замена
D446A не компенсирует снижение скорости пе�
рехода к элонгации и долю неактивных ком�
плексов на промоторе T7A1cons+2G. Это позво�
ляет полагать, что наблюдаемые в случае этого
промотора эффекты не связаны с контактами
+2G с CRE�карманом. Более того, замена
D446A значительно увеличивает долю неактив�
ных комплексов в случае промотора T7A1cons,
не содержащего остатка +2G. Можно предполо�
жить, что как специфические (при наличии
+2G), так и неспецифические (при его отсут�
ствии) контакты остатка D446 с нематричной
цепью ДНК могут подавлять формирование не�
активных комплексов в процессе инициации.
При мутации данного остатка значительная
часть комплексов остается в неактивном состо�
янии, но при этом активные комплексы уходят с
промотора со скоростью, сопоставимой с РНКП
дикого типа.

Можно было бы предположить, что наруше�
ние контактов холофермента РНКП с промо�
торной ДНК должно приводить к ускорению
скорости перехода к элонгации (облегчая раз�
рыв контактов с промотором), однако это не
так. Замена W183A замедляет уход с промотора,
хотя и снижает стабильность промоторного
комплекса. Возможно, остаток W183, контакти�
руя с нематричной цепью ДНК, способствует
транслокации РНКП во время начальных ста�
дий синтеза РНК. В случае РНКП с заменой
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D446A также происходит снижение стабильнос�
ти промоторного комплекса, но нет влияния на
скорость ухода с промотора. Таким образом, мы
не наблюдаем однозначных соответствий между
скоростью ухода с промотора и стабильностью
промоторного комплекса.

Обобщая имеющиеся данные, можно сде�
лать вывод, что наличие остатка +2G в начально
транскрибируемой области промотора может
влиять не только на стабильность промоторных
комплексов, но и на процесс перехода к элонга�
ции, изменяя эффективность абортивного син�
теза и скорость ухода РНКП с промотора. При
этом интенсивность синтеза коротких РНК в
процессе инициации не отражает скорость пе�
рехода от инициации к элонгации транскрип�
ции. Мутации в CRE�районе РНКП способны
увеличивать долю неактивных инициаторных
комплексов (в случае замены D446A) или замед�
лять процесс перехода к элонгации (W183A),

причем эти эффекты не связаны с узнаванием
гуанина в +2 положении промотора, а могут
объясняться взаимодействиями этого района со
следующими нуклеотидами нематричной цепи
ДНК. Выявлению подробных механизмов дан�
ных процессов могут помочь дальнейшие иссле�
дования инициации транскрипции, прежде все�
го, на уровне единичных молекул.
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RNA polymerase (RNAP) recognizes promoter DNA through many interactions that determine specificity of tran�
scription initiation. In addition to the dedicated transcription initiation σ factor in bacteria, the core enzyme of
RNAP can also participate in promoter recognition. In particular, guanine residue at the +2 position (+2G) of the
nontemplate DNA strand is bound in the CRE pocket formed by the RNAP β subunit. Here, we analyzed the role of
these contacts in the process of promoter escape by RNAP by studying point mutations in the β subunit of Escherichia
coli RNAP that disrupted these interactions. We found that the presence of +2G in the promoter slowed down the rate
of promoter escape and increased proportion of inactive complexes. Amino acid substitutions in the CRE pocket
decreased the promoter complex stability and changed the pattern of short RNA products synthesized during initia�
tion, but did not significantly affect the rate of transition to elongation, regardless of the presence of +2G. Thus, the
contacts of the CRE pocket with +2G do not make a significant contribution to the kinetics of promoter escape by
RNAP, while the observed changes in the efficiency of abortive synthesis are not directly related to the rate of pro�
moter escape.

Keywords: RNA polymerase, CRE pocket, promoter escape
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Транскрипционный фактор р53 – один из главных регуляторов энергетического обмена. В свою очередь,
энергетический обмен сильно зависит от тиамина (витамина B1) и/или его природных производных, при"
чем известно, что основное производное, тиаминдифосфат (ТДФ), влияет на связывание p53 с ДНК. Что"
бы получить системный взгляд на регуляцию зависимого от тиамина метаболизма белком р53, мы оценили
предполагаемые сайты связывания p53 с ДНК вблизи участков инициации транскрипции генов, кодирую"
щих транспортеры и ферменты, связанные с тиамином и/или его производными. Предсказания подтверж"
дены экспериментальным исследованием изменений метаболизма в ответ на активатор р53 – цисплатин.
Экспрессия p53 и его известной мишени, p21, была определена в клетках аденокарциномы легкого челове"
ка линии A549, обладающих функционирующим p53. Анализ проводили в контрольных клетках и клетках
после обработки цисплатином. Также измеряли активности или экспрессию ряда ферментов энергетичес"
кого метаболизма, зависимого от тиамина. Наряду с повышенной экспрессией р53 и р21 цисплатин влиял
на активность метаболических ферментов, для генов которых были предсказаны участки связывания р53.
Активность изофермента глутаматдегидрогеназы 2 сильно снижалась, тогда как активность NADP"за"
висимых изоцитратдегидрогеназ и малик"ферментов, а также 2"оксоглутаратдегидрогеназы с эндогенным
уровнем ТДФ повышались. В то же время NAD"зависимая изоцитратдегидрогеназа, митохондриальная ас"
партатаминотрансфераза и два изофермента малатдегидрогеназы, у которых не было предсказано связыва"
ние p53 вблизи участков инициации транскрипции, также увеличивали свою активность после инкубации
с цисплатином. Зависимая от р53 регуляция анализируемых метаболических ферментов лучше коррелиро"
вала с индукцией мишени р53 – р21, нежели с индукцией самого р53.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: клетки А549, цисплатин, глутатион, р53, р21, сукцинилфосфонат, тиамин"зависи"
мый метаболизм.

DOI: 10.31857/S0320972520070088

РЕГУЛЯЦИЯ БЕЛКОМ p53 МЕТАБОЛИЗМА МЛЕКОПИТАЮЩИХ,
ЗАВИСИМОГО ОТ ТИАМИНА (ВИТАМИНА В1)*
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ВВЕДЕНИЕ

Связывание р53 с ДНК может напрямую ре"
гулировать транскрипцию нескольких сотен

белков, причем этот список расширяется до ты"
сяч белков, регулируемых косвенно [1]. В основ"
ном опосредованная р53 активация транскрип"
ции изучалась в отношении мишеней р53, име"
ющих общее регуляторное значение для судьбы
клеток, таких как дестабилизирующий р53
HDM2, контролирующий клеточный цикл р21,
регуляторы гибели/выживания клеток PUMA и
TIGAR и т.д. Поскольку судьба клетки тесно
связана с энергетическим статусом, неудиви"
тельно, что р53 также известен как главный ре"
гулятор энергетического обмена клетки. Не"
сколько исследований рассматривали прямую
активацию или репрессию соответствующих
транспортеров и ферментов при индукции р53

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ГДГ – глутаматдегидроге"
наза; GOT2 – митохондриальная аспартатаминотрансфе"
раза; GSH – глутатион; GSSG – глутатиондисульфид;
ИЦДГ – изоцитратдегидрогеназа; МДГ – малатдегидроге"
наза; ОГДК – комплекс 2"оксоглутаратдегидрогеназы;
СФ – сукцинил фосфонат; ТДФ – тиаминдифосфат.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли"
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20"130,
24.06.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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[2–5]. При этом список белков"мишеней p53
включает переносчик тиамина (витамина B1)
[2], дифосфатное производное которого, тиа"
миндифосфат (ТДФ), является не только кофер"
ментом энергетического метаболизма, но также
регулятором связывания p53 с ДНК [6].

Хотя большинство исследований регуляции
транскрипции с помощью p53 сфокусировано
на онкогенной роли инактивации р53 в раковых
клетках, некоторые опухолевые клетки исполь"
зуют систему регуляции, определяемую функ"
ционирующим у них р53. К таким клеткам отно"
сятся клетки немелкоклеточной аденокарцино"
мы легкого линии A549 [7, 8]. Сигнальный путь
р53 связан с изменениями регулируемого тиа"
мином метаболизма опухолевых клеток [9, 10] и
их реакцией на цисплатин [8] – наиболее при"
меняемый для лечения рака легких препарат, к
которому, однако, у раковых клеток развивается
резистентность. Поэтому особый интерес пред"
ставляет изучение в таких клетках зависящей от
р53 и тиамина метаболической регуляции.

База данных DECODE, которая объединяет
текстовый анализ данных ChIP"seq от компании
SABiosciences и геномные данные из UCSC
Genome Browser, обеспечивает предсказания
сайтов связывания более чем для 200 тран"
скрипционных факторов. Из них мы сосредото"
чились на предсказании сайтов связывания р53
в отношении генов, вовлеченных в регулируе"
мый тиамином метаболизм. Целью данного ис"
следования было оценить влияние p53 на зави"
сящую от тиамина метаболическую регуляцию.
Предсказания сайтов связывания p53 вблизи ге"
нов, кодирующих белки зависящего от тиамина
метаболизма, сопоставлялись с результатами
биохимического анализа таких белков после ак"
тивации p53.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Биоинформатическая оценка потенциальных
сайтов связывания р53 в геномах. Поиск сайтов
связывания p53 в непосредственной близости от
участков инициации транскрипции проводили
аналогично другим исследованиям [11, 12], ис"
пользуя базу данных DECODE (от английского
«DECipherment Of DNA Elements»), разработан"
ную принадлежащей QIAGEN компанией
SABiosciences, США. Совмещая результаты
текстового анализа данных ChIP"seq и геном"
ные данные UCSC Genome Browser, DECODE
показывает расположение предсказанных
участков связывания вблизи области инициа"
ции транскрипции гена для более чем 200 тран"
скрипционных факторов. Для генов человека

мы сравнивали информацию коммерческой ба"
зы данных DECODE с данными открытой базы
GeneCards (https://www.genecards.org/). GeneCards
включает наиболее вероятные из указываемых
компанией QIAGEN, владеющей базой
DECODE, сайты связывания транскрипцион"
ных факторов.

Клеточная культура и реагенты. Клеточную
линию аденокарциномы немелкоклеточного ра"
ка легкого A549 (ATCC® CCL"185™, «ATCC»,
США) культивировали в среде DMEM («Thermo
Fischer Scientific», США), которая содержала
1 г/литр глюкозы, 1 мМ пируват, 4 мМ
GlutaMAX™, 10% FBS («Gibco», США),
100 Ед./мл пенициллина и 0,1 мг/мл стрептоми"
цина («Thermo Fisher Scientific», США), при
37 °С в увлажненной атмосфере, содержащей
5% СО2.

Клетки A549 высевали в 6"луночные план"
шеты по 2 × 105 клеток на каждую лунку. Через
24 ч среду заменяли свежей с добавлением
5 мкМ цисплатина или 4,5 мМ сукцинилфосфо"
ната (СФ). СФ был синтезирован в соответ"
ствии с ранее описанной методикой [13]. Его
идентичность и чистоту подтверждали ЯМР"
спектроскопией. Клетки культивировали в тече"
ние 24 ч (приблизительно до 70% плотности
покрытия), подвергали лизису и собирали лиза"
ты, как описано ранее [14]. При этом были ис"
пользованы коктейли ингибиторов протеаз и
фосфатаз cOmplete™ («Roche», Швейцария) и
PhosSTOP™ («Roche», Швейцария).

Анализ ферментативных активностей. Фер"
ментативные активности анализировали в день
приготовления лизатов клеток, как описано ра"
нее [14]. Анализ холофермента комплекса 2"ок"
соглутаратдегидрогеназы (ОГДК) при эндоген"
ном уровне его кофермента ТДФ проводили,
исключив ТДФ из среды измерения активности.
Активность изофермента глутаматдегидрогена"
зы (ГДГ) человека, ГДГ2, анализировали при до"
бавлении 1 мкМ GTP (для ингибирования ГДГ1)
и 100 мкМ ADP (для активации GTP"резистент"
ной ГДГ2), учитывая различия регуляторных
свойств двух изоферментов [15]. Анализ NAD"
зависимой изоцитратдегидрогеназы (ИЦДГ)
проводили, как предложено в исследовании Cox
и Davies [16], с использованием буфера HEPES.
NADP"зависимой ИЦДГ анализировали, как
описано в работе Artiukhov et al. [17]. Использо"
ванные для измерений реактивы (NAD, NADP,
ADP, GTP, NADH, 2"оксоглутарат, DL"изоцит"
рат, малат, оксалоацетат, CoA и ТДФ) были про"
изведены «Sigma"Aldrich», США.

Ферментативные активности нормализова"
ли на общее содержание белка в лизате, которое
определяли с использованием набора для ана"
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лиза белка («Bio"Rad», США) в соответствии с
инструкциями производителя.

Анализ р53, р21 и GOT2. Уровни белков p53 и
митохондриальной аспартатаминотрансферазы
GOT2 определяли методом иммунолоттинга с
использованием первичных антител против p53
(«Santa Cruz Bio"technology», США) и против
GOT2 («Sigma"Aldrich», США). Для нормализа"
ции использовали уровни β"актина (антитела
«Sigma"Aldrich», США) и VDAC/порина (анти"
тела «Cell Signaling Technology», США) в тех же
пробах.

Уровень мРНК p21 (5′"CAGACCAGCAT"
GACAGATTTC"3′, 5′"TTAGGGCTTCCTCTTG"
GAGA"3′) анализировали с помощью ПЦР в ре"
альном времени («Kapa Biosystems», США). Для
приготовления РНК использовали мини"набор
RNeasy («QIAGEN», Нидерланды). Для норма"
лизации определяемых уровней транскрипции
р21 использовали мРНК β"актина и белка S18 в
исследуемых пробах.

Анализы глутатиона и его дисульфида. Глутати"
он (GSH) определяли с использованием 5,5′"ди"
тиобис"(2"нитробензойной кислоты) (ДТНБ),
как описано в работе Boyko et al. [18]. Дисуль"
фид глутатиона (GSSG) количественно опреде"
ляли по флуоресценции его продукта с о"фтале"
вым альдегидом по методике Hissin и Hilf [19],
оптимизированной Senft et al. [20].

Статистический анализ. Значения представ"
лены как среднее ± стандартная ошибка средне"
го. Независимые эксперименты относятся к
различным посевам клеток. Две эксперимен"
тальные группы (контроль и опыт) сравнивали с
использованием двустороннего t"критерия Сть"
юдента с поправкой Холма–Сидака для множе"
ственного тестирования. Все данные прошли
проверку нормальности с помощью обобщен"
ного теста Д’Агостино. Статистический анализ
проводили с использованием программы
GraphPad Prism, версии 7.0 («GraphPad Software
Inc.», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ферменты и транспортеры, связанные с тиа"
мином и его природными производными, пере"
числены в таблице. В первую очередь таблица
включает известные белки, каталитическая ак"
тивность которых нуждается в основном внут"
риклеточном производном тиамина – кофер"
менте ТДФ. Кроме того, в таблицу включены
ферменты, которые регулируются тиамином и
его природными производными аллостерически
или конкурентно по отношению к субстратам
[21, 22]. Наконец, таблица также включает фер"

менты, наиболее тесно связанные с функцией
белков, зависимых от тиамина, а также извест"
ные в настоящее время ферменты метаболизма
тиамина и транспортеры.

Используя данные DECODE, мы сопостави"
ли наличие участков связывания р53 вблизи то"
чек инициации транскрипции в трех хорошо
охарактеризованных геномах млекопитающих:
человека, мыши и крысы. Консервативность ре"
гуляции того или иного гена млекопитающих
р53 определяли по числу предсказаний участков
связывания p53 в этих геномах. Сходимость
предсказаний в разных геномах считали марке"
ром повышенной вероятности регуляции гена
белком p53. Таким образом, общее количество
потенциальных сайтов связывания р53 вблизи
начальных точек транскрипции в трех геномах
млекопитающих (таблица) рассматривалось,
как кумулятивный маркер надежности предска"
зания. Для гетерогенных белковых комплексов,
включая регуляторные ферменты, такие как ки"
назы и фосфатазы, сайты связывания р53 сум"
мировались по всем генам, кодирующим компо"
ненты системы. Например, для полифермент"
ного комплекса ОГДК было предсказано, что
транскрипция как первого, так и второго ком"
понента комплекса может зависеть от р53 (таб"
лица). Это увеличивает вероятность регуляции
белком р53 основной формы этого полифермент"
ного комплекса, включающей продукт гена
OGDH по сравнению с теми формами, которые
содержат изоферменты OGDH, кодируемые не"
давно охарактеризованными генами OGDHL и
DHTKD1 [17]. Однако активность комплексов,
включающих продукты генов OGDHL и
DHTKD1, может также зависеть от p53 посред"
ством его влияния на транскрипцию второго
компонента комплекса, кодируемого геном
DLST. Предсказанные сайты связывания р53
участками генов, кодирующих ТДФ"зависимые
полиферментные комплексы дегидрогеназ 2"
оксокислот (таблица), хорошо соотносятся с су"
ществующими данными об индуцированном
р53 повышении их транскрипции в химических
моделях дефицита тиамина [23].

По сравнению с информацией, полученной
нами из DECODE, лучшие находки, указанные
в базе GeneCards, обладают меньшей чувстви"
тельностью. В частности, они не включают из"
вестные прямые мишени p53: SLC19A2 [2],
PDK2 и PDK4 [4, 5, 24], у которых, по данным
DECODE, предсказано от 2 до 6 сайтов p53 (таб"
лица).

Для проверки биоинформатических данных о
регуляции зависимых от тиамина метаболичес"
ких генов р53 мы использовали цисплатин – хо"
рошо известный активатор р53 в клетках A549 [8].
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Предполагаемые участки связывания р53 с ДНК в непосредственной близости от участков инициации транскрипции ге"
нов, кодирующих белки зависимого от тиамина метаболизма в геномах человека, мыши и крысы

Участки связывания р53
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Действительно, 24 часа инкубации клеток
A549 с 5 мкМ цисплатином (IC50 для клеток A549
к цисплатину составляет 18 мкМ [25]) повышала
экспрессию p53, что приводило к индукции бел"
ка p21 (ингибитора циклин"зависимой киназы
1А) – известной мишени р53 (рис. 1, а). В этих
условиях окислительно"восстановительный по"
тенциал клеточного глутатиона (GSH/GSSG)
снижался, что согласуется с молекулярным ме"
ханизмом действия цисплатина, который вызы"
вает окислительный стресс и продукцию актив"

ных форм кислорода (АФК) [26]. Тем не менее
можно было наблюдать увеличение уровней не
только окисленной, но и восстановленной форм
глутатиона, хотя содержание последней росло
заметно слабее (рис. 1, а). Таким образом, ин"
дукция цисплатином р53 вызывала рост биосин"
теза глутатиона – известного пути, контролиру"
емого взаимодействием сигнального пути АФК"
p53"p21 и пути, регулируемого транскрипцион"
ным регулятором Nrf [27]. Биохимический ана"
лиз набора ферментов, выбранных из перечис"
ленных в таблице белков, зависимых от тиами"
на, указывает на метаболические ферменты –
мишени такой регуляции.

Как показано на рис. 1, а и 2, цисплатин вы"
зывал значительные изменения в ферментах уз"
ла глутамата/2"оксоглутарата и сопряженного с
ним метаболизма малата. Цисплатин увеличи"
вал поток субстрата через ОГДК, повышая его
насыщение эндогенным коферментом ТДФ, т.е.
уровень холо"ОГДК, с 23 ± 9% до 100%
(р < 0,05). Ввиду отсутствия увеличения общей
активности ОГДК более высокое насыщение
фермента эндогенным ТДФ хорошо согласуется
с известным, зависимым от р53 увеличением
транспорта тиамина [2]. Другие известные ми"
шени транскрипционной регуляции р53 среди
метаболических ферментов, такие как NADP"
зависимые ИЦДГ и малик"ферменты [28, 29],
также были активированы вместе с ростом р53 и
р21 (рис. 1, а). В то же время специфический для
человека изофермент глутаматдегидрогеназы
ГДГ2 (ген GLUD2), у которого по биоинформа"
тическому предсказанию имеется сайт связыва"
ния p53 (таблица), был сильно подавлен при об"
работке клеток цисплатином (рис. 1, а). Влия"
ние на общую активность ГДГ было менее выра"
женным в соответствии с прогнозируемым отсу"
тствием регуляции транскрипции ГДГ1 p53
(таблица). Наряду с 6"кратным увеличением ак"
тивности холофермента ОГДК (р < 0,02) изофер"
мент NAD"зависимая ИЦДГ, предшествующий
ОГДК в цикле Кребса и обеспечивающий ОГДК
его субстратом 2"оксоглутаратом, продемон"
стрировал 4"кратное увеличение при индукции
р53 цисплатином (р < 0,01). Увеличивались и не"
которые другие ферменты: МДГ (в 1,4 раза,
р < 0,02) и GOT2 (в 2,5 раза, р < 0,01), которые,
согласно предсказанию, не имеют сайтов связы"
вания p53 (таблица). Известно, что изофермент
МДГ1 является ко"активатором транскрипци"
онной активности р53 [30, 31]. Однако механиз"
мы наблюдаемой активации этих ферментов
требуют дальнейших исследований. Они могут
быть непрямыми мишенями p53; либо регули"
рующие эти гены сайты связывания p53 могут
быть расположены на большом расстоянии от
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Рис. 1. Изменения уровней p53, p21, клеточного глутатио"
на и активности/экспрессии ферментов, связанных с зави"
симым от тиамина метаболизмом, после 24"часовой инку"
бации с 5 мкМ цисплатином (а) или 4,5 мМ СФ, специфи"
ческим ингибитором ОГДК (б); * p < 0,05. Сокращения:
ГДГ – глутаматдегидрогеназа, ИЦДГ – изоцитратдегидро"
геназа, МФ – малик"фермент (все три изофермента),
МДГ – малатдегидрогеназа, ОГДК – 2"оксоглутаратдегид"
рогеназный комплекс, GOT2 –митохондриальная аспар"
татаминотрансфераза, GSH – глутатион, GSSG – глутати"
он дисульфид. Числа обозначают изоферменты в соответ"
ствии с таблицей
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точек инициации транскрипции за счет трех"
мерной структуры организации хроматина, не
учитываемой DECODE (таблица). В целом,
наблюдаемые изменения в параметрах метабо"
лизма под действием цисплатина на клетки
A549 (рис. 1, а) указывают на то, что транскрип"
ционная активность р53 повышает продукцию и
окисление 2"оксоглутарата в цикле Кребса, сни"
жая опосредованное ГДГ2 окисление глутамата.
Такие изменения хорошо согласуются с увели"
чением потока глутамата на биосинтез глутатио"
на при окислительном стрессе, вызванном
цисплатином.

Известно, что в зависимости от сигнала по"
вышенная экспрессия p53 может приводить к
различным результатам, и такая комплексная
регуляция зависит от посттрансляционных мо"
дификаций р53 и его партнеров по связыванию
с ДНК [1]. Действительно, по сравнению с
действием цисплатина (рис. 1, а) инкубация
клеток A549 с 4,5 мМ сукцинилфосфонатом –
специфическим ингибитором ОГДК [13] – при"
вела к сходному с индуцируемым цисплатином
уровню активации p53, который, однако, способ"
ствовал значительно менее выраженной индук"
ции p21 при действии СФ (рис. 1, б). При
действии СФ отсутствовали и статистически
значимые изменения гомеостаза глутатиона и
исследованных ферментов (рис. 1, б). Тем не ме"
нее общая картина изменений была сходной
при обработке клеток цисплатином (рис. 1, а) и
СФ (рис. 1, б). Особенно заметными были уве"
личение активности холофермента ОГДК и
NAD"зависимой ИЦДГ. Так, насыщение ОГДК
эндогенным ТДФ увеличивалось после обработ"
ки СФ с 23 ± 9% до 78 ± 16 (p = 0,06). Одновре"
менно наблюдали 1,5"кратное увеличение

NAD"зависимой ИЦДГ (рис. 1, б), хотя данное
изменение и не достигло статистической значи"
мости. Таким образом, подобно цисплатину, СФ
повышал уровень p53 с последующим воздей"
ствием на уровень холофермента ОГДК, для ко"
торого была характерна самая большая ампли"
туда изменения по сравнению с изменениями
других исследованных ферментативных актив"
ностей. Полученные данные свидетельствуют о
том, что контролируемое р53 увеличение внут"
риклеточного тиамина за счет усиления регуля"
ции транспортера SLC19A2 [2] является перво"
очередной защитой при нарушении метаболиз"
ма митохондрий путем вызываемого СФ инги"
бирования ОГДК. Действительно, как было по"
казано ранее, при обработке СФ клеток и при
введении его животным происходит увеличение
притока тиамина в клетки или ткани [32]. Сле"
дует отметить, что цисплатин также известен в
качестве ингибитора ОГДК [33].

В целом, охарактеризованные нами измене"
ния метаболических ферментов после актива"
ции p53 в клетках A549 с помощью цисплатина
(рис. 1 и 2) показывают хорошее соответствие
предсказанным с помощью DECODE участкам
связывания p53 вблизи генов, кодирующих дан"
ные ферменты и тиаминовые транспортеры
(таблица). Таким образом, анализ геномов сред"
ствами биоинформатики является ценным
инструментом для планирования и интерпрета"
ции сложных биологических экспериментов.
Наши данные об участии p53 в регуляции зави"
симого от тиамина метаболизма в клетках A549,
подвергшихся воздействию цисплатина, дают
представление о метаболических особенностях
этих раковых клеток и молекулярных механиз"
мах действия цисплатина, который является наи"
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Рис. 2. Схематическое изображение перестройки метаболизма в ответ на активацию р53 цисплатином в клетках А549. Уве"
личение показано толстыми зелеными стрелками, уменьшение – тонкой красной стрелкой, не измеренные участки мета"
болизма – серыми пунктирными стрелками. Сокращенные названия ферментов на рисунке указаны в соответствии с
идентификаторами в таблице. (С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сай"
те: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)
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Transcriptional factor p53 is a master regulator of energy metabolism. Energy metabolism strongly depends on thi"
amine (vitamin B1) and/or its natural derivatives. Thiamine diphosphate (ThDP), which is a major thiamine deriva"
tive, affects p53 binding to DNA. In order to elucidate the mechanism of regulation of thiamine"dependent metabo"
lism by p53, we assessed putative p53"binding sites near transcription starting points in genes coding for transporters
and enzymes, whose function is associated with thiamine and/or its derivatives. The predictions were validated by
studying cell metabolic response to the p53 inducer cisplatin. Expression of p53 and its known target, p21, has been
evaluated in cisplatin"treated and control human lung adenocarcinoma A549 cells that possess functional p53 path"
way. We also investigated the activity of enzymes involved in the thiamine"dependent energy metabolism. Along with
upregulating the expression of p53 and p21, cisplatin affected the activities of metabolic enzymes, whose genes were
predicted as carrying the p53"binding sites. The activity of glutamate dehydrogenase GDH2 isoenzyme strongly
decreased, while the activities of NADP+"dependent isocitrate dehydrogenase (IDH) and malic enzymes, as well as
the activity of 2"oxoglutarate dehydrogenase complex at its endogenous ThDP level, were elevated. Simultaneously,
the activities of NAD+"dependent IDH, mitochondrial aspartate aminotransferase, and two malate dehydrogenase
isoenzymes, whose genes were not predicted to have the p53"binding sequences near the transcription starting points,
were upregulated by cisplatin. The p53"dependent regulation of the assayed metabolic enzymes correlated with induc"
tion of p21 by p53 rather than induction of p53 itself. 

Keywords: A549 cells, cisplatin, glutathione, p53, p21, succinyl phosphonate, thiamine"dependent metabolism



948

БИОХИМИЯ,  2020,  том  85,  вып.  7,  с.  948  –  962

УДК 577.24

1 Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, биологический факультет,
119234 Москва, Россия; электронная почта: mmoisenovich@mail.ru

2 Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина
Минздрава России, 115478 Москва, Россия

3 Институт биологии гена РАН, 119334 Москва, Россия
4 Национальный исследовательский технологический университет «МИСиС», 119049 Москва, Россия

5 Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт» – ГосНИИгенетика, 117545, Москва, Россия
6 Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт», 123182, Москва, Россия

7 Московский областной научно<исследовательский клинический институт (МОНИКИ), 129110 Москва, Россия
8 Институт химической физики им. Н.Н. Семенова РАН, 119991 Москва, Россия

9 Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии и иммунологии
им. Дмитрия Рогачева Минздрава России, 117198 Москва, Россия

Поступила в редакцию 28.03.2020
После доработки 15.05.2020

Принята к публикации 22.05.2020

Целью исследования было изучение влияния производных структурных белков шелка на показатели кле�
точного старения при культивировании мышиных фибробластов NIH 3Т3 в средах с повышенным содержа�
нием глюкозы. В качестве субстратов для культивирования клеток использовали пленки, сформированные
из фиброина шелка Bombyx mori или из рекомбинантного аналога спидроина 1 Nephila clavipes – rS1/9, а так�
же покровные стекла. Показано, что воздействие 50 мМ глюкозы вызывало замедление роста фибробластов
на покровных стеклах. Также, культивирование фибробластов на стеклах при повышенной концентрации
глюкозы приводило к увеличению площади клеток и их ядер, к усилению программируемой клеточной ги�
бели и уменьшению синтеза коллагена. Пленки защищали фибробласты от клеточной гибели, вызываемой
глюкозой. Наиболее выраженное влияние на количество клеток, включение BrdU и снижение программи�
руемой клеточной гибели было показано для спидроина. Общее количество растворимого коллагена, про�
дуцируемого фибробластами при повышении концентрации глюкозы, уменьшалось на стекле и субстрате
из фиброина и не изменялось для спидроина. Проведение молекулярного анализа показало, что при концен�
трации глюкозы 50 мМ усиливается фосфорилирование субъединицы p65 гетеродимера NF�κB при культи�
вировании на стекле, в то время как на фиброине влияние концентрации глюкозы на данный показатель не
детектировалось, а на спидроине фосфорилирование снижалось. В ходе исследования была продемонстри�
рована антивозрастная активность спидроина, что указывает на его перспективность при разработке скаф�
фолдов, предназначенных для тканевой инженерии и регенеративной медицины.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: клеточное старение, рекомбинантный спидроин, регенерация, искусственная кожа.
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ВВЕДЕНИЕ

Важнейшими функциями кожи являются за�
щита от внешних воздействий, в том числе, от

патогенов и ультрафиолетового излучения, вы�
работка витамина D, терморегуляция, газооб�
мен, обеспечение тактильной чувствительности.
Эти функции необходимы для поддержания го�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ВКМ – внеклеточный матрикс; BrdU – 5�бром�2′�дезоксиуридин; AGE – конечные про�
дукты гликирования; NF�κB – транскрипционный ядерный фактор; СЭМ – сканирующая электронная микроскопия;
FBS – эмбриональная бычья сыворотка; MTT – 3�(4,5�диметилтиозол�2�ол)�2,5�дифенил�2H�тетразолий бромид.
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меостаза и функционирования организма, по�
этому разработка подходов для полного физио�
логического восстановления повреждений ко�
жи – одна из важнейших задач современной ре�
генеративной медицины. Старение сопровожда�
ется нарушениями гомеостаза, которые, накап�
ливаясь, вызывают формирование морщин, раз�
витие сухости, усиление пигментации и потерю
эластичности [1]. Нарушения микроциркуляции
приводят к замедлению заживления ран, разви�
тию диабетических язв и хронических воспале�
ний [2, 3], чему способствуют и изменения вне�
клеточного матрикса (ВКМ) [4]. Наиболее важ�
ные компоненты ВКМ кожи – комплексы гли�
козаминогликанов и фибриллярных белков, та�
ких как коллаген типа 1 и 3, фибронектин и
эластин [5]. Молодая дерма состоит из длинных,
плотно упакованных коллагеновых фибрилл,
содержащих положительно заряженные остатки
лизина, гидроксилизина, аргинина и в меньшей
степени гистидина. В стареющей коже коллаге�
новые фибриллы фрагментированы и дезорга�
низованы. Количество фрагментированного
коллагена у доноров кожи 80�ти лет в 4,3 раза
больше по сравнению с донорами 21–30 лет [6].
Возрастной фрагментации коллагена может
способствовать повышенная активность метал�
лопротеиназ. Кроме того, повреждение белков и
липидов может вызывать окислительный стресс,
что приводит к ускорению старения кожи [7].

При этом заметной перестройке подверга�
ются межмолекулярные коллагеновые сшивки.
Сшивок между лизинами в цепях α1 и гидрок�
силизинами в цепях α2, опосредованных лизи�
локсидазой, становится меньше по сравнению с
числом сшивок, образующихся при нефермен�
тативном гликозилировании (реакция Майяра)
[8]. Данный процесс является посттрансляци�
онной модификацией первичных аминогрупп
глюкозой. В результате реакции образуется
фруктолизин, который формируется при глико�
зилировании аминогрупп лизина [9]. Впослед�
ствии глюкоза или другие сахара внедряются
между молекулами коллагена вместо прямой
связи между соседними боковыми цепями ами�
нокислот [8]. Конечные продукты гликирова�
ния (AGE) изменяют структуру коллагеновых
фибрилл, уменьшая положительный заряд бел�
ка [10, 11]. Межмолекулярные сшивки колла�
ген–сахар–коллаген увеличивают жесткость
ткани, делая ее менее эластичной, и уменьшают
способность коллагена связывать гиалуроновую
кислоту и другие гликозаминогликаны [8, 11].

Гипергликемия – важный фактор старения
кожи [12–24]. Токсическое влияние повышен�
ного содержания глюкозы включают в себя сле�
дующие эффекты: усиление окислительного

стресса, активацию полиольного пути и биосин�
теза гексозамина, повреждение ДНК и измене�
ние экспрессии генов, что приводит к старению,
воспалению и/или клеточной смерти [14–17].
Сосудистые осложнения при диабете, вызывае�
мые гипергликемией, приводят к образованию
плохо заживающих трофических язв на коже
[18, 19].

Культивирование клеток в присутствии вы�
сокой концентрации глюкозы используется в
моделях старения. В этих моделях исследуются
такие параметры, как площадь клеток и ядер,
повышенная скорость запрограммированной
гибели клеток, ослабление пролиферации, из�
менение синтеза коллагена и активность ядер�
ного фактора каппа B (NF�κB) [20–22].

Транскрипционный фактор NF�κB является
основным регулятором множества клеточных
реакций на стресс. В покоящихся клетках пять
субъединиц NF�κB находятся в цитоплазме в
комплексе с ингибирующим белком IκB. В от�
вет на стимул киназные каскады приводят к
протеолизу IκB, фосфорилированию субъеди�
ницы p65 (Rel A) и трансактивации NF�κB�за�
висимых генов [23]. Многочисленные модели
показали активацию NF�κB в результате по�
вреждения ДНК, окислительного стресса и по�
вышенной концентрации глюкозы [24–27].
Учитывая, что каждый из этих факторов участ�
вует в старении клеток кожи, фосфорилирова�
ние p65 может быть важным молекулярным
процессом, который регулирует фенотип, соот�
ветствующий старению. Кроме того, известно,
что ингибирование NF�κB задерживало прояв�
ления признаков старения в мышиной модели
прогерии [28].

Возрастные изменения кожи могут быть за�
медлены с помощью использования искусствен�
ных компонентов ВКМ, биоискусственных ана�
логов кожи и биоразлагаемых скаффолдов. Био�
инженерные заменители кожи созданы с целью
поддержания достаточного уровня пролифера�
ции фибробластов, необходимого для выработ�
ки ВКМ, восстановления и обновления соеди�
нительной ткани и ее эластичности. Сформиро�
ванные аналоги ВКМ являются предпочтитель�
ными моделями из�за их биосовместимости и
умеренной иммуномодулирующей активности.
Важно отметить, что при биодеградации этих
материалов образуются нетоксичные продукты:
короткие пептиды и аминокислоты. Структур�
ные белки шелка и их рекомбинантные аналоги
успешно используются в тканевой инженерии
при создании скаффолдов – аналогов ВКМ и
биоискусственной кожи. Фиброин, структур�
ный белок нити шелкопряда, является приме�
ром такого материала [29]. Белок rS1/9, реком�

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  7  2020

949



МОЙСЕНОВИЧ и др.

бинантный аналог спидроина 1 каркасной нити
паутины Nephila clavipes, имеет pI 10,49 и поло�
жительно заряжен при физиологических значе�
ниях рН [30–32]. Ген, кодирующий rS1/9, был
синтезирован и клонирован в дрожжах
Saccharomyces cerevisiae [30–32]. Ранее мы про�
демонстрировали более высокую активность
спидроиновых скаффолдов rS1/9 по сравнению
с фиброиновыми при регенерации кости и за�
живлении ран кожи в моделях in vivo. Скаффолд
из спидроина стимулировал пролиферацию
клеток кожи, а также образование сосудов и
нервов внутри 3D�конструкций [33–36].

В данной работе мы исследовали влияние
пленок, сформированных из rS1/9, на парамет�
ры старения мышиных фибробластов линии
NIH 3T3, культивируемых при физиологичес�
кой (5,5 мМ) и высокой (50 мМ) концентрациях
глюкозы. Для сравнения были использованы
пленки, сформированные из фиброина, и пок�
ровные стекла. Пленки из спидроина оказались
более эффективны, чем пленки из фиброина в
предотвращении некоторых признаков старе�
ния клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В исследованиях использовали
следующие реактивы: 1,1,1,3,3,3�гексафтор�2�
пропанола (ГФИП, 99%) («ПиМ�Инвест», Рос�
сия); этанол 95% («Медхимпром», Россия); ди�
метилсульфоксид (ДМСО, 99,9%), глюкоза,
смесь ингибиторов протеаз, фенилметилсуль�
фонилфторид, реагент Брэдфорда («Sigma�
Aldrich», США); этанол, ацетон, соляная кисло�
та, Tween�20, Triton Х�100, Tris�HCl, NP�40, до�
децилсульфат натрия, NaCl и EDTA
(«Chemmed», Испания); 5�бром�2′�дезоксиури�
дин (BrdU), антитело против BrdU, козий анти�
крысиный IgG H + L («Abcam», Великобрита�
ния); набор для флуоресцентной микроскопии
аннексина V – FITC («BD Pharmingen™»,
США); набор для анализа Sircol («Biocolor», Ве�
ликобритания); Alexa Fluor™ 488 фаллоидин и
Hoechst 33342 («ThermoFisher Scientific», США);
нитроцеллюлозная мембрана («GE Healthcare»,
США). Первичные антитела против фосфори�
лированного (Ser536, клон 93H1) и общего p65
(клон D14E12), вторичные IgG кролика, связан�
ные с пероксидазой хрена (7074) и реагент
Enhanced Chemiluminescence («Cell Signaling
Technology, Inc.» США). В работе использовали
круглые покровные стекла типа D 263® M про�
изводства «Marienfeld», Германия.

Выделение и очистка белков шелка. Лиофи�
лизированный фиброин получали из шелковых

хирургических нитей (ООО «Оптикум», Россия)
по протоколу, описанному нами ранее [37]. Хи�
рургические нити кипятили 30 мин в 20 мМ вод�
ном растворе Na2CO3 и затем 3 × 30 мин в дис�
тиллированной воде. Высушивали 4 ч при 60 °C
и растворяли в 9,3 М водном растворе LiBr в те�
чение 4 ч на водяной бане при 60 °C, затем диа�
лизовали против дистиллированной воды в те�
чение 2 дней, проводя 10 смен воды. Получен�
ный водный раствор фиброина замораживали
на 2 дня при –70 °C и лиофилизировали, ис�
пользуя прибор Alpha 1�2 LDplus («Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH», Германия).

Для получения rS1/9 использовали штамм
дрожжей S. cerevisiae. Клетки дрожжей были
трансформированы плазмидой с искусствен�
ным геном rS1/9, состоящим из девяти химичес�
ки синтезированных «мономеров» 1f1 [32]. Бе�
лок rS1/9 выделяли из биомассы дрожжевых
клеток, как описано ранее [31]. Клетки были
разрушены в 50 мМ фосфатном буфере (рН 7,4),
содержащем 1 мМ ЭДТА («Amresco», США) и
5% (v/v) глицерина («Merck», Германия), с по�
мощью стеклянных шариков. Полученную сус�
пензию центрифугировали («Eppendorf», Герма�
ния) (30 000 g, 1 ч,) и экстрагировали целевой
белок из осадка 10%�ным раствором LiCl
(«Panreac», США) в 90%�ной муравьиной кис�
лоте в течение 18 ч при интенсивном перемеши�
вании. Затем образец центрифугировали при
30 000 g в течение 1 ч, супернатант диализовали
против 10 мМ ацетата натрия (pH 4,0) и снова
центрифугировали. Окончательную очистку
проводили с помощью ионообменной хрома�
тографии на колонке HiPrep 16/10 SP FF («GE
Healthcare», США) при изменении pH (pH 4,0 →
pH 7,0 → pH 4,0). Белок элюировали градиентом
концентрации NaCl и диализовали против де�
ионизированной воды, затем замораживали при
–70 °С и лиофилизировали. Высокая чистота
образцов была подтверждена с помощью PAAG�
SDS электрофореза [31] и спектрофотометрии
(«Pharmacia LKB Biochrom», Великобритания).
Полученные лиофилизированные фиброин и
спидроин хранили в плотно завинченных фла�
конах при 4 °С.

Формирование и характеристика пленок. Для
получения 2%�го (w/v) раствора фиброина или
rS1/9 в ГФИП навеску 200 мг материала раство�
ряли в 1 мл при 70 °C, пропускали через целлю�
лозный фильтр для удаления нерастворимых
частиц и центрифугировали при 13 680 g в тече�
ние 6 мин [38]. Образцы пленок были получены
с помощью нанесения раствора белка на круг�
лые покровные стекла диаметром 23 мм с после�
дующим высушиванием. Образцы промывали
этанолом и водой для формирования эластич�
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ных пленок (несколько мкм толщиной), прочно
прикрепленных к поверхности стекла. Морфо�
логия поверхности пленок была охарактеризо�
вана с помощью сканирующей электронной
микроскопии (СЭМ).

Пленки для СЭМ были подготовлены в со�
ответствии со стандартным протоколом. Фик�
сировали 2,5%�ным (v/v) глутаральдегидом в
0,1 М какодилатном буфере, рН 7,2, при 4 °С в
течение ночи и трижды промывали в том же бу�
фере с последующей дегидратацией в растворах
этанола восходящей концентрации и ацетона.
Высушивание в критических точках проводили
на приборе HCP�2 («Hitachi, Ltd.», Япония).
Образцы металлизировали слоем платины тол�
щиной 20 нм («Ion Coater IB3; Eiko Engineering
Co.», Япония). Полученные образцы анализи�
ровали с помощью микроскопа Camscan S2
(«Cambridge Instruments», Великобритания) с
разрешением 10 нм и рабочим напряжением
20 кВ. Изображения были получены с использо�
ванием программного обеспечения MicroCapture
(«SMA», Россия).

Клеточные культуры. Клетки линии мыши�
ных фибробластов NIH 3T3 («American Type
Culture Collection», Manassas, США) культиви�
ровали в модифицированной Dulbecco среде
Игла («PanEco», Россия) с добавлением 10%
(v/v) эмбриональной бычьей сыворотки (FBS)
(«HyClone», США), 2 мМ L�глютамина
(«PanEco», Россия) и 100 мкг/мл гентамицина
(«Gibco», США) при 37 °C, 5% CO2 во влажной
атмосфере. Клетки 15–20 пассажей использова�
ли в качестве модели стареющих фибробластов.
Клетки были разделены на шесть групп: 5,5 мМ
глюкоза/стекло; 50 мМ глюкоза/стекло; 5,5 мМ
глюкоза/фиброин; 50 мМ глюкоза/фиброин;
5,5 мМ глюкоза/rS1/9; 50 мМ глюкоза/rS1/9.

Измерение количества клеток и их площади.
Для определения количества клеток и площади,
покрытой клетками, растущими на твердых
субстратах, был обновлен протокол, описанный
ранее [39]. На соответствующие стекла, находя�
щиеся в чашках Петри диаметром 35 мм, нано�
сили 40 000 клеток в 2 мл среды. Клетки фикси�
ровали в 4%�ном (v/v) параформальдегиде в
0,1 М натрий�фосфатном буфере, pH 7,4 (PBS) в
течение 30 мин после 3�х дней культивирования.
Затем проводили пермеабилизацию в 0,1%�ном
(v/v) растворе Triton X�100, содержащем 0,1%
(v/v) FBS, в PBS в течение 30 мин при 4 °C с
дальнейшей отмывкой образцов дважды с по�
мощью PBS, содержащего 0,1% (v/v) FBS. Для
идентифицирования актиновых микрофила�
ментов и ядер клетки инкубировали c Alexa
Fluor™ 488 фаллоидином и Hoechst 33342 соот�
ветственно, затем трижды отмывали PBS. Изо�

бражения были получены на микроскопе Eclipse
Ti�E с конфокальным модулем А1 («Nikon
Corporation», Япония), объективами CFI Plan
Apo VC 20×, 0,75 и Apo TIRF 60× Oil DIC. Сред�
нюю площадь отдельных клеток определяли пу�
тем измерения площади кластеров и отдельных
клеток, деленной на количество ядер.

Оценка клеточной пролиферации путем вклюM
чения BrdU. Анализ включения BrdU проводили
в соответствии с протоколом производителя.
Для этого фибробласты линии NIH 3T3 (4 × 104)
высеивали на соответствующие стекла в чашках
Петри диаметром 35 мм в 2 мл среды. Через 44 ч
в среду добавляли BrdU (конечная концентра�
ция 10 мкМ) на 4 ч, после чего клетки фиксиро�
вали с помощью параформальдегида при ком�
натной температуре в течение 10 мин с последу�
ющей пермеабилизацией в растворе 0,1%�го
(v/v) Triton Х�100 и обработкой 1,5 М HCl. Об�
разцы инкубировали в течение ночи с антитела�
ми против BrdU (1/250). Несвязанные антитела
отмывали 5× с помощью раствора 0,1%�го (v/v)
Tween�20, содержащего 1% (v/v) FBS в PBS. Да�
лее образцы обрабатывали конъюгированными с
Cy3 вторичными поликлональными антителами
(козий анти�крысиный IgG H + L, 1/750) в тече�
ние 1 ч при комнатной температуре. Ядра были
окрашены Hoechst 33342. Изображения были
получены на микроскопе Eclipse Ti�E с конфо�
кальным модулем А1 («Nikon Corpo�ration»,
Япония) и объективом Plan Fluor 40×, 1,3.

Анализ апоптоза. Необработанные стекла
или пленки, прикрепленные к 23 мм покровным
стеклам, помещали на дно чашки Петри, диа�
метром 35 мм, после чего добавляли 105 клеток в
2 мл среды. Апоптоз оценивали через 48 ч после
посева с помощью конфокальной микроскопии
с использованием набора для флуоресцентной
микроскопии аннексин V – FITC. Клетки визу�
ализировали на микроскопе Eclipse Ti�E, обору�
дованном конфокальным модулем А1 («Nikon
Corporation», Япония) и объективом Plan Fluor
40×, 1,3.

Измерение коллагена. Для оценки количества
растворимого коллагена фибробласты линии
NIH 3T3 высеивали на чашку Петри диаметром
35 мм в количестве 4 × 104 в 2 мл культуральной
среды. Набор для анализа Sircol [40] использова�
ли для определения количества общего раство�
римого коллагена через 48 ч после посева.

Анализ выживаемости клеток. Клетки высеи�
вали на пленки из фиброина или rS1/9, как опи�
сано выше. Через 2 дня добавляли 200 мкл раст�
вора МТТ (3�(4,5�диметилтиозол�2�ол)�2,5�ди�
фенил�2H�тетразолий бромид, 5 мг/мл в PBS)
(«Sigma�Aldrich», США) и инкубировали при
37 °C, 5% CO2 в течение 4 ч во влажной атмосфе�
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ре. Кристаллы формазана растворяли в ДМСО и
колориметрические измерения («Tecan», Швей�
цария) проводили при 550 нм.

Иммуноблоттинг. Клетки линии NIH 3T3 об�
рабатывали в соответствии с вышеуказанными
протоколами, после чего промывали ледяным
PBS и лизировали в течение 30 мин на льду в бу�
фере, содержащем 50 мМ Tris�HCl, рН 7,4, 1%
(v/v) NP�40, 0,1% (m/v) SDS, 150 мМ NaCl, 1 мМ
ЭДТА, смесь ингибиторов протеаз и 2 мМ фе�
нилметилсульфонилфторида. Концентрацию
белка определяли с помощью реагента Брэд�
форда [41]. Белки разделяли электрофорезом в
PAAG (40 мкг общего белка на лунку) и перено�
сили на нитроцеллюлозную мембрану с диамет�
ром пор 0,2 мкм. Неспецифические взаимодей�
ствия белок–антитело блокировали раствором
5%�го обезжиренного молока в PBS. Мембраны
инкубировали в течение 2 ч с первичными анти�
телами против фосфорилированного (Ser536,
клон 93H1) или общего p65 (клон D14E12) и ви�
зуализировали с использованием вторичного
связанного с пероксидазой хрена анти�кроличь�

его IgG (клон 7074) и реагента с улучшенной хе�
милюминесценцией в системе Image Quant LAS
4000 («GE Healthcare», США). Денситометрия
иммуноблотов и количественный анализ интен�
сивностей полос проводили с использованием
ImageJ. Интенсивности полос фосфо�р65 были
нормализованы на уровень общего р65. Образец
«Стекло 5,5 мМ» был взят за 1.

Статистический анализ. Данные представле�
ны как среднее из трех повторов ± стандартное
отклонение. Сравнения проводились с исполь�
зованием одностороннего теста ANOVA с тес�
том множественных сравнений Тьюки
(GraphPad Prism 8.2.0; GraphPad Software, Inc.).
p < 0,05 между группами считали статистически
значимым различием.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Пленки, сформированные из структурных белM
ков шелка. Пленки были сформированы из фиб�
роина тутового шелкопряда Bombyx mori или
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Рис. 1. СЭМ пленок, образованных фиброином или спидроином rS1/9. а, в – Фиброиновая пленка; б, г – пленка rS1/9.
Белые прямоугольники обозначают расположение увеличенных изображений (в, г). Масштаб: а, б – 10 мкм; в, г – 3 мкм
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белка rS1/9 – рекомбинантного аналога спидро�
ина 1 Nephila clavipes (рис. 1).

Значения толщины пленки составляли 8–
10 мкм для фиброина и 10–12 мкм для спидрои�
на (подробности приготовления см. в разделе
«Материалы и методы»). Небольшая разница в
толщине пленок может быть обусловлена нали�
чием нанопор в структуре спидроиновых пле�
нок. Эти нанопоры сформировались спонтанно,
без каких�либо дополнительных реагентов. От�
дельные нанопоры открываются на поверхнос�
ти. Диаметр нанопор составлял 5–25 нм. В
пленках из фиброина поверхностных пор обна�
ружено не было.

Плотность и пролиферация клеток линии
NIH 3T3 на пленках из фиброина и спидроина при
различных концентрациях глюкозы. Для модели�
рования условий старения фибробластов мы
оценили влияние высокой концентрации глюко�
зы на выживаемость клеток, их пролиферацию, а
также клеточную и ядерную площади. Клетки
наносили на покровные стекла или на биоразла�
гаемые пленки, сформированные из фиброина
или rS1/9, затем подвергали воздействию 50 мМ
глюкозы. Для сравнения использовали 5,5 мМ

глюкозу. В 5,5 мМ глюкозе после 72 ч культиви�
рования на стеклах средняя плотность клеток
составила 136 ± 9 ядер/мм2, тогда как на фибро�
ине эта величина составила 175 ± 19 ядер/мм2, а
для спидроина этот показатель был еще выше –
287 ± 39 ядер/мм2 (рис. 2.). При концентрации
глюкозы 50 мМ максимальная плотность (170 ±
27 ядер/мм2) была выявлена на пленках из спид�
роина, а минимальная – на стеклах (107 ± 11 ядер/
мм2); плотность клеток на пленках из фиброина
составила 131 ± 13 ядер/мм2.

Снижение плотности клеток в среде с концен�
трацией глюкозы 50 мМ было связано с замед�
ленной скоростью клеточной пролиферации.
Процент BrdU�положительных клеток был са�
мым низким у фибробластов, культивируемых
на стеклах, по сравнению с таким же показате�
лем для клеток, культивируемых на пленках.
Пленки из спидроина обуславливали макси�
мальное включение BrdU в ДНК клеток, куль�
тивируемых при 50 мМ глюкозы (рис. 3). Кроме
того, при концентрации глюкозы 5,5 мМ ско�
рость пролиферации на стекле была низкой,
тогда как спидроин обеспечивал условия для са�
мой быстрой пролиферации.
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Рис. 2. Плотность клеток на разных подложках в зависимости от концентрации глюкозы. а–в – 50 мМ; г–е – 5,5 мМ.
а, г – Стекло; б, д – фиброин; в, е – rS1/9. Ядра визуализировали с помощью Hoechst 33342 (синий), актиновые филамен�
ты – с Alexa Fluor™ 488 фаллоидином (зелёный). Масштаб – 100 мкм. ж – Плотность клеток на разных субстратах в за�
висимости от концентрации глюкозы. Представлены средние значения ± стандартное отклонение трех независимых экс�
периментов. Попарное сравнение показало существенные различия между клетками в среде с низкой и высокой концен�
трациями глюкозы на различных субстратах шелка (фиброине (ФБ) или спидроине (rS1/9)) и стекле (* – разница, выяв�
ленная при культивировании клеток на одних и тех же субстратах с низким или высоким содержанием глюкозы; • – раз�
ница, выявленная при культивировании клеток на субстратах из белков шелка и стекле в присутствии 50 мМ глюкозы;
# – разница, выявленная при культивировании клеток на субстратах из белков и стекле в присутствии 5,5 мМ глюкозы);
р < 0,05. (С цветными вариантами рис. 2–4 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/.)
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Влияние высокого содержания глюкозы на
площадь клеток и их ядер. Площадь клеток и их
ядер увеличивалась при культивировании фиб�
робластов линии NIH 3Т3 на стекле с 50 мМ
глюкозой. Пленки из фиброина частично ослаб�
ляли эти эффекты, тогда как на пленках из
спидроина влияния высокой концентрации
глюкозы обнаружено не было (рис. 4).

Выживаемость клеток: роль материала пленки
и содержания глюкозы. Воздействие 50 мМ глю�
козы на фибробласты линии NIH 3T3 при куль�
тивировании на стекле в течение 48 ч сущест�
венно увеличивало количество апоптотических
клеток, при концентрации глюкозы 5,5 мМ про�
цент ранних апоптотических клеток (аннексин
V положительный/пропидий йодид отрицатель�
ный) составлял 1,84 ± 0,73%, тогда как в 50 мМ
глюкозе соответствующие значения составили
8,31 ± 2,71% (рис. 5, а); количество поздних
апоптотических/некротических клеток также
увеличивалось в 50 мМ глюкозе (рис. 5, б). Ко�
личество клеток с маркерами гибели уменьша�
лось, если фибробласты культивировали на
пленках из белков шелка, причем лучший за�
щитный эффект выявляли на спидроине (рис.5).

Было измерено количество коллагена, про�
дуцируемого фибробластами линии NIH 3T3

после их культивирования в течение 48 ч на раз�
ных субстратах в концентрациях глюкозы
5,5 мМ или 50 мМ с применением колоримет�
рического теста, и нормализовано к сигналу
MTT (рис. 6). Первый параметр отражает кон�
центрацию растворимого коллагена, а второй
соответствует синтетической активности от�
дельных клеток.

Дифференциальное влияние концентрации глюM
козы на активацию NFMκB в фибробластах линии
NIH 3T3, выращенных на пленках из шелка. Изве�
стно, что транскрипционный фактор NF�κB
опосредует различные клеточные ответы на внут�
риклеточные и внеклеточные сигналы [42]. В
частности, NF�κB задействован в регуляции ад�
гезии и метаболизма глюкозы. Субъединица p65
гетеродимера NF�κB фосфорилируется по Ser536
с последующей транслокацией в цитоплазму и
трансактивацией генов. Добавление 50 мМ глю�
козы к фибробластам линии NIH 3T3 привело к
заметным различиям в фосфорилировании субъ�
единицы p65, биомаркера активации NF�κB. По
аналогии с предыдущими сообщениями [20] ко�
личество фосфо�р65 было увеличено в клетках,
культивированных на стекле в 50 мМ глюкозе.
Кроме того, пленки из разных видов шелка по�
разному регулировали фосфорилирование р65:
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Рис. 3. Включение BrdU фибробластами линии NIH 3Т3 на разных подложках в присутствии 50 мМ (а–в) или 5 мМ (г–е)
глюкозы. а, г – Стекло, б, д – фиброин, в, е – rS1/9. Красный цвет: окрашивание BrdU; синий цвет: Hoechst 33342 (ядро).
Масштаб – 100 мкм. ж – Процентное содержание BrdU�положительных клеток на разных подложках в зависимости от
концентрации глюкозы. Представлены средние значения ± стандартное отклонение трех независимых экспериментов.
Попарное сравнение показало существенные различия между клетками в среде с низкой и высокой концентрациями глю�
козы на различных субстратах шелка (фиброине (ФБ) или спидроине (rS1/9)) и стекле. * Разница, выявленная при куль�
тивировании клеток на одних и тех же субстратах с низким или высоким содержанием глюкозы; • – разница, выявленная
при культивировании клеток на субстратах из белков шелка и стекле в присутствии 50 мМ глюкозы; # разница, выявлен�
ная при культивировании клеток на субстратах из белков и стекле в присутствии 5,5 мМ глюкозы; р < 0,05
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на пленках из спидроина при концентрации глю�
козы как 5,5 мМ, так и 50 мМ были выявлены
противоположные эффекты, а фиброин не изме�
нял фосфорилирование р65 в ответ как на низ�
кую, так и на высокую концентрацию глюкозы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Модель клеточного старения. При проведе�
нии исследований была использована модель

клеточного старения фибробластов при их
культивировании в среде с повышенным содер�
жанием глюкозы. Диабет и сопутствующая ему
гипергликемия сопровождаются проявления�
ми клеточного старения. Для установления ди�
агноза сахарный диабет ВОЗ рекомендует
ориентироваться на уровень глюкозы в плаз�
ме крови натощак ≥7,0 мМ (126 мг/дл) или при
проведении теста с нагрузкой ≥11,1 мМ
(200 мг/дл) в плазме через 2 ч после приема
глюкозы [43].
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Рис. 4. Площадь клеток и их ядер на разных пленках при 50 мМ против 5,5 мМ глюкозы. а – Ядра визуализировали с по�
мощью Hoechst 33342 (синий), актиновые микрофиламенты – с Alexa Fluor™ 488 фаллоидином (зеленый). Масштаб –
10 мкм. Средние значения площади клеток (б) и ядер (в) соответственно. Представлены средние значения ± стандартное
отклонение трех независимых экспериментов. Попарное сравнение показало существенные различия, (*) выявленные
при культивировании клеток на одних и тех же субстратах (фиброине (ФБ), спидроине (rS1/9) и стекле) с низким или вы�
соким содержанием глюкозы, и (•) разницу, выявленную при культивировании клеток на субстратах из белков шелка и
стекле в присутствии 50 мМ глюкозы; р < 0,05
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Повышение концентрации глюкозы в среде
культивирования до 20–50 мМ и выше – основа
модели клеточного старения во многих исследо�
ваниях, в том числе при индукции старения мы�
шиных фибробластов 3Т3 [20], мезенхимальных
стволовых клеток крысы [44], фибробластов че�
ловека [45], эндотелиальных клеток [46]. При
этом гипергликемия является важнейшим фак�
тором старения фибробластов. Такое старение в
значительной степени обусловлено образовани�
ем конечных продуктов гликирования (AGEs).
AGEs – ковалентно связанные соединения, яв�
ляющиеся продуктами неферментативной реак�
ции между глюкозой и белками или липидами.
Повреждающее действие этих реакций проявля�
ется в их способности модифицировать белки,
участвующие в образовании фокальных контак�
тов и белки�регуляторы транскрипции генов [47].

Взаимодействие AGEs с рецептором RAGE
приводит к активации внутриклеточных сиг�
нальных каскадов и активации транскрипции
генов, продукты которых, среди прочих регуля�

торных эффектов, участвуют в формировании
фенотипа старения. Кроме того, взаимодей�
ствие AGE�RAGE стимулирует генерацию ак�
тивных форм кислорода (АФК) по пути
НАДФН�оксидазы [48]. Блокирование RAGE
путей приводит к отмене признаков старения,
индуцированных повышенной концентрацией
глюкозы в культивируемых фибробластах чело�
века [45].

Роль структурных характеристик спидроиноM
вых пленок в пролиферации и старении фиброM
бластов. Молекула rS1/9 (94 кДа) содержит 9 мо�
номерных повторов, каждый из которых состо�
ит из 4 первичных аминокислотных повторов,
идентичных природному спидроину 1. Первич�
ные повторы обогащены триплетами GGL,
GGY и GGQ, а также каждый несет по одному
поли�аланиновому участку (5–8 а.о.). Эти блоки
образуют β�листы в виде кристаллитов, и имен�
но эти структуры придают уникальную проч�
ность материалам, полученным из спидроина. С
другой стороны, растяжения участков между Ala
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Рис. 5. Окрашивание аннексином V/PI фибробластов ли�
нии NIH 3T3, выращенных на разных подложках, в зави�
симости от концентрации глюкозы. а – Окрашивание ан�
нексин V+/PI–; б – окрашивание аннексин V+/PI+. PI –
пропидий йодид. Представлены средние значения ± стан�
дартное отклонение трех независимых экспериментов.
Попарное сравнение показало существенные различия
между клетками в среде с низкой и высокой концентраци�
ями глюкозы на различных субстратах шелка и стекле.
* Разница, выявленная при культивировании клеток на од�
них и тех же субстратах с низким или высоким содержани�
ем глюкозы; • разница, выявленная при культивировании
клеток на субстратах из белков шелка (фиброине (ФБ) или
спидроине (rS1/9)) и стекле в присутствии 50 мМ глюкозы;
# разница, выявленная при культивировании клеток на
субстратах из белков и стекле в присутствии 5,5 мМ глюко�
зы; р < 0,05

а б

Рис. 6. Измерение растворимого коллагена. а – Колори�
метрические анализы концентрации коллагена в среде;
б – значения в а нормированы на сигнал МТТ. Представле�
ны средние значения ± стандартное отклонение трех неза�
висимых экспериментов. Попарное сравнение показало
существенные различия между клетками в среде с низкой
и высокой концентрациями глюкозы на различных
субстратах шелка [фиброине (ФБ) или спидроине (rS1/9)]
и стекле (* разница, выявленная при культивировании
клеток на одних и тех же субстратах с низким или высоким
содержанием глюкозы; • разница, выявленная при культи�
вировании клеток на субстратах из белков шелка и стекле в
присутствии 50 мМ глюкозы; # разница, выявленная при
культивировании клеток на субстратах из белков и стекле в
присутствии 5,5 мМ глюкозы); р < 0,05

ба
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блоками позволяют материалу быть эластич�
ным. Рассчитанное значение pI для rS1/9 со�
ставляет 10,49. Двадцать девять остатков Arg и
отсутствие отрицательно заряженных боковых
цепей делают белок rS1/9 поликатионом при
физиологических значениях рН [49]. Из�за низ�
кого значения pI (4,9) фиброин, напротив, заря�
жен отрицательно в том же диапазоне рН. Во
время контакта с питательными средами или
биологическими жидкостями поверхности фиб�
роина и других биоматериалов могут быть изме�
нены за счет адсорбции растворимых макромо�
лекул. Такие модификации изменяют свойства
поверхности и кардинально влияют на цитосов�
местимость этих структур [50].

Главной особенностью rS1/9 является его
способность самопроизвольно образовывать
поры в формируемых из него изделиях. Мы про�
демонстрировали преимущества пористой
структуры скаффолда в модели регенерации
кости [33, 34]. В этих материалах сеть макроско�
пических пор переплетается с более мелкими,
микрометровыми. Однако поры нанометрового
размера в конструкциях на основе rS1/9 ранее
не обнаруживали. Пленки, сформированные из
rS1/9 и использованные в настоящем исследо�
вании, имели нанометровые поры (рис. 1).
Можно ожидать, что в искусственном ВКМ они

могут быть полезны для газообмена и движения
метаболитов [51–53]. Механические характе�
ристики и рельеф поверхности нанопористых
материалов могут способствовать необходимой
биосовместимости в культуре клеток и в орга�
низме. Действительно, хорошая цитосовмести�
мость пленок, сформированных из шелка (рис.
2), подтверждает эту гипотезу. Более того, rS1/9
обеспечивал наилучшие условия для пролифе�
рации клеток, что было определено по включе�
нию BrdU (рис. 3).

Среди множества изменений, типичных для
стареющих клеток, увеличенный размер являет�
ся отличительной чертой, связанной с дезорга�
низацией коллагеновых фибрилл, как следстви�
ем активации металлопротеиназ [54]. В культу�
рах стареющие клетки часто бывают крупнее,
как показано в моделях старения, вызванного
высоким содержанием глюкозы [55], ультрафи�
олетовым излучением [56], перекисью водорода
[57], а также в модели изолированных дермаль�
ных фибробластов человека, взятых у доноров
молодого и пожилого возраста [58]. Ядра старе�
ющих клеток теряют округлую форму, а их раз�
мер увеличивается [59–61]. На стекле при высо�
кой концентрации глюкозы площадь, занимае�
мая клетками и ядрами (рис. 4), была больше, по
сравнению с таковой при низкой концентрации
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Рис. 7. Влияние концентрации глюкозы на фосфорилирование субъединицы p65 NF�κB в фибробластах NIH 3T3 на раз�
личных носителях. а – Иммуноблоттинг (данные одного репрезентативного эксперимента из трех с аналогичными ре�
зультатами); б – денситометрия (средние значения ± стандартное отклонение трех независимых экспериментов). Попар�
ное сравнение показало существенные различия между клетками в среде с низкой и высокой концентрациями глюкозы
на различных субстратах шелка [фиброине (ФБ) или спидроине (rS1/9)] и стекле (* разница, выявленная при культиви�
ровании клеток на одних и тех же субстратах с низким или высоким содержанием глюкозы; • разница, выявленная при
культивировании клеток на субстратах из белков шелка и стекле в присутствии 50 мМ глюкозы; # разница, выявленная
при культивировании клеток на субстратах из белков и стекле в присутствии 5,5 мМ глюкозы); р < 0,05



МОЙСЕНОВИЧ и др.

глюкозы. При культивировании на производ�
ных шелка при 5,5 и 50 мМ глюкозы значения
размеров площади клеток были одинаковы. При
50 мМ глюкозы площадь клеток, культивируе�
мых на стекле, выше, чем на пленках из произ�
водных шелка. (рис. 4, б). На пленке из фиброи�
на влияние высокого уровня глюкозы на пло�
щадь ядер было менее выраженным, чем на
стекле; никаких изменений не было обнаружено
на спидроине (рис. 4, в). Кроме того, культиви�
рование на пленках из фиброина или спидроина
защищало клетки от запрограммированной ги�
бели (рис. 5). Плотность клеток и интенсив�
ность контактных взаимодействий, которые
обеспечивают передачу сигналов для реализа�
ции запрограммированных механизмов гибели
клеток, были выше при культивировании фиб�
робластов на пленках по сравнению с культиви�
рованием на необработанных стеклах, однако
уровень раннего и позднего апоптоза на пленках
был значительно ниже, чем на стекле, как при
низких, так и при высоких концентрациях глю�
козы. Пленки из rS1/9 были наиболее эффек�
тивными и в поддержании выживания фибро�
бластов линии NIH 3T3 (рис. 5). Таким образом,
специфическая молекулярная архитектоника
rS1/9 и особенности трехмерных пленок не
только способствуют пролиферации клеток, но
и предотвращают появление фенотипа старения
(определяемого увеличенным размером клеток
и ядер, а также повышенной скоростью апопто�
за) в ответ на повышение уровня глюкозы.

Влияние пленок из rS1/9 на выработку коллаM
гена. При культивировании фибробластов на
rS1/9 в присутствии 50 мМ глюкозы уровень
растворимого коллагена на rS1/9 оставался вы�
соким (рис. 6, а). Напротив, на фиброине и на
стекле значения поглощения, которые отража�
ют общее количество растворимого коллагена,
снижались в присутствии высокой концентра�
ции глюкозы. Эти результаты свидетельствуют о
том, что пленка, полученная из спидроина, мо�
жет поддерживать заживление ран и регенера�
цию тканей при стрессе, вызванном глюкозой.
В таких процессах своевременный синтез ВКМ
имеет решающее значение для миграции и диф�
ференцировки клеток. Другое важное наблюде�
ние заключается в том, что спидроин предотвра�
щал гиперсинтез растворимого коллагена при
5,5 мМ глюкозы. При этой концентрации плот�
ность клеток на спидроине была примерно в два
раза больше, чем на стекле (рис. 2), тогда как
концентрации коллагена отличались незначи�
тельно (рис. 6, а). Когда плотность клеток была
высокой при физиологическом содержании
глюкозы, синтетическая активность фиброблас�
тов была наименее выраженной (рис. 6, б). Этот

факт может быть полезен для контроля гипер�
пластических процессов.

При концентрации глюкозы 50 мМ и низкой
плотности клеток количество растворимого
коллагена, нормализованного по сигналу МТТ
(как определено по значениям поглощения),
было аналогично соответствующим значениям
для фибробластов, культивируемых при концен�
трации глюкозы 5,5 мМ (рис. 6 а). Эти результа�
ты полностью подтверждают наши ранние дан�
ные об антифиброзных свойствах фиброина и
спидроина: у эмбриональных фибробластов мы�
ши (MEF) растворимый фиброин или rS1/9 зна�
чительно подавляли экспрессию генов Ctgf и
Fgf2 [33]. Известно, что белки, кодируемые эти�
ми генами, способствуют фиброзу во время за�
живления раны на коже [62]. Кроме того, пони�
женная экспрессия Ctgf и Fgf2 была продемон�
стрирована в MEF, культивируемых на микроге�
лях, содержащих rS1/9, и на микрочастицах, из�
готовленных из фиброина и желатина. Подкож�
ная имплантация этих микрогелей ускоряла
процесс заживления. Важно отметить, что мик�
рогели предотвращали образование рубцов и
способствовали регенерации полнослойной ра�
ны кожи [36, 63].

NFMκB как молекулярный сенсор высокого соM
держания глюкозы: роль фиброина и спидроина.
Ряд исследований показал активацию NF�κB в
моделях старения [28, 42, 64,]. Р65 накапливает�
ся в ядрах стареющих клеток во время старения,
вызванного онкогенной экспрессией, повреж�
дением ДНК [59] или повышенными концен�
трациями глюкозы [42]. Активация NF�κB во
время старения необходима для формирования
связанного со старением секреторного феноти�
па (SASP), а также управляет возрастными
симптомами у мышей в модели прогерии [28].
Фосфорилирование субъединицы p65 тран�
скрипционного фактора NF�κB при 50 мМ глю�
козы на стекле соответствует предполагаемой
роли этого механизма в ответ на увеличение
концентрации глюкозы. В противоположность
этому, 50 мМ глюкозы не оказали влияния на
количество фосфо�р65 при культивировании на
фиброине. Спидроиновая пленка имела проти�
воположный эффект, а именно, при 50 мМ ко�
личество фосфо�р65 было меньше, чем при
5,5 мМ (рис. 7). Никаких изменений в количе�
стве общего p65 обнаружено не было, что указы�
вает на то, что разные концентрации глюкозы и
разные клеточные подложки влияют на специ�
фическую активацию этого сигнального пути.
Интересно, что аттенуированное фосфорилиро�
вание р65 на спидроине сопровождалось выра�
женным влиянием этой пленки на снижение
значений параметров старения, таких как пло�
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щадь клеток и их ядер, скорость пролиферации
и жизнеспособность. Кроме того, меньшее ко�
личество фосфо�р65 коррелировало с ограни�
ченной продукцией растворимого коллагена на
спидроине. Остается выяснить, связаны ли эти
явления и фосфорилирование р65. Независимо
от механизма, ослабленная активация p65 на
пленках rS1/9 при концентрации глюкозы
50 мМ может быть полезной для предотвраще�
ния воспалительных реакций в коже, что допол�
нительно подтверждает терапевтическую при�
менимость этого биоматериала.

Биосовместимые пленки, сформированные
из структурных белков фиброина шелка и спид�
роина, поддерживали пролиферацию и выжива�
ние мышиных фибробластов и по некоторым
маркерам ослабляли изменения, ассоциирован�
ные с клеточным старением, вызванным повы�
шенным содержанием глюкозы. Уникальные
молекулярные свойства рекомбинантного спид�
роина, в частности его способность самопроиз�
вольно образовывать нанопоры во время фор�

мирования пленок, делают этот полимер пер�
спективным для дальнейшего развития ткане�
вых заменителей кожи и инструментов для за�
медления старения.
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RECOMBINANT SPIDROIN FILMS ATTENUATE INDIVIDUAL MARKERS
OF GLUCOSE INDUCED AGING IN NIH 3T3 FIBROBLASTS
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The effect of bioresorbable materials on aging in cultured mouse NIH 3T3 fibroblasts treated with elevated glucose
concentration was investigated. The cells were grown on films produced from the silkworm fibroin and rS1/9, a
recombinant analog of Nephila clavipes spidroin 1. Exposure to 50 mM glucose of the cells grown on uncoated glass
support resulted in the cell growth retardation. The average areas of the cells and nuclei and the percentage of apop�
totic cells increased, whereas the amount of soluble collagen decreased. In contrast, on the fibroin and spidroin films,
the cell density and the percentage of 5�bromo�2′�deoxyuridine (BrdU)�positive cells were higher vs. the cells grown
on the glass support. The films protected NIH 3T3 fibroblasts from the glucose�induced death. The most prominent
effects on the cell density, BrdU incorporation, and apoptosis prevention were observed in the cells cultured on
spidroin films. Unlike the cells grown on glass support (decrease in the soluble collagen production) or fibroin (no
effect), production of soluble collagen by the cells grown on spidroin films increased after cell exposure to 50 mM glu�
cose. Molecular analysis demonstrated that 50 mM glucose upregulated phosphorylation of the NFκB heterodimer
p65 subunit in the cells grown on the glass support. The treatment of cells grown on fibroin films with 5.5 mM or
50 mM glucose had no effect on p65 phosphorylation. The same treatment decreased p65 phosphorylation in the cells
on the spidroin films. These results demonstrate the anti�aging efficacy of biomaterials derived from the silk proteins
and suggest that spidroin is more advantageous for tissue engineering and therapy than fibroin.

Keywords: cell aging, recombinant spidroin, regeneration, artificial skin
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Полвека назад была предложена концепция «электрических кабелей» клетки, участвующих в её биоэнерге�
тических процессах [Skulachev, V. P. (1971) Curr. Top. Bioenerg., Elsevier, p. 127–190]. В качестве претендентов
на эту роль рассматривались мембранные стртуктуры клетки. Последующие исследования показали, что ис�
полнять роль электрических кабелей могут сопрягающие мембраны, то есть те же структуры, которые слу�
жат для генерации мембранного потенциала (внутренние мембраны митохондрий, плазмалемма бактерий).
Почти во всех крупных систематических группах были обнаружены организмы, реализующие энергопере�
дающую функцию сопрягающих мембран. Были найдены «кабельные» структуры макроскопических разме�
ров (порядка миллиметров или даже сантиметров). Среди наиболее ярких примеров – гигантские митохон�
дрии некоторых одноклеточных организмов (водорослей, грибов и простейших) и клеток ряда тканей жи�
вотных; нитчатые митохондрии; митохондриальный ретикулум мышечной ткани животных; трихомы циа�
нобактерий. Значение «электрических кабелей» для клетки или многоклеточного образования определяет�
ся возможностью быстрого обмена с их помощью энергией между энергопроизводящими и энергопотреб�
ляющими участниками метаболизма, в то время как диффузионный путь передачи растворимых макроэр�
гов (АТФ и др.) потребовал бы несопоставимо большего времени. Однако в последние 10–15 лет был обна�
ружен новый тип «электрических кабелей» живой клетки, предположительно белковой природы, и решаю�
щих иные задачи в биоэнергетической системе клетки. Строение и функции кабелей этого типа будут рас�
смотрены во второй части обзора (Электрические кабели клеток. II. Бактериальные электронные провод�
ники).

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: трансмембранный электрохимический потенциал, митохондрии, хлоропласты, циа�
нобактерии, стромулы, нанопровода.
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ЭЛЕКТРИЧЕСКИЕ КАБЕЛИ КЛЕТОК.
I. ПЕРЕНОС ЭНЕРГИИ ВДОЛЬ СОПРЯГАЮЩИХ МЕМБРАН

Обзор

© 2020 В.В. Птушенко1,2

ВВЕДЕНИЕ

Началом электробиологии считается откры�
тие Луиджи Гальвани «животного электричест�
ва» в 1786 году [1]. За ним последовала долгая
история сомнений, опровержений, признания и
дальнейшего развития. Триумфом электробио�
логии можно считать построение к 1952 г. мате�
матической модели Ходжкина–Хаксли, описав�
шей генерацию и распространение потенциалов
действия в нервных клетках, электрических
проводах многоклеточного эукариотического
организма [2]. Используя аналогию с техникой,
эти провода, по которым передаётся управляю�
щий (эфферентный) или сенсорный (афферент�

ный) сигнал, можно было бы назвать сигналь�
ными проводами (кабелями).

В то же время вопрос о возможности «сило�
вых кабелей» в живых организмах был бессмыс�
лен до появления представления о существова�
нии в них электрической формы энергии. Осно�
ву для её поисков дала предложенная П. Мит�
челлом в 1961 г. хемиосмотическая гипотеза
(позже ставшая теорией) окислительного фос�
форилирования [3]. В соответствии с этой гипо�
тезой, биологическое окисление (дыхание) и
фосфорилирование сопряжены через образова�
ние трансмембранного электрохимического
протонного потенциала (ΔμH+). Следовательно,
как химическая, так и электрическая компонен�
ты протондвижущей силы являются формами
запасённой энергии для клетки [4]. Доказатель�
ство существования митохондриального транс�
мембранного потенциала было получено в

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : GFP – зелёный флуоресцент�
ный белок (green fluorescent protein); ΔμH+ – трансмембран�
ный протонный электрохимический потенциал; ЭПР –
эндоплазматический ретикулум.
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1969 г. с применением синтетических проника�
ющих ионов [5], позже названных Д. Грином
«ионами Скулачева» [6].

Открытие «митохондриального электричест�
ва» привело одного из его авторов, В.П. Скула�
чева, к предположению, что мембраны могут
служить не только для генерации электрохими�
ческого потенциала, но и для его передачи меж�
ду пространственно отдалёнными генератором
и потребителем [7]. Тем самым в биологии по�
явилось представление о «живых» электричес�
ких проводах, осуществляющих передачу энер�
гии, т.е. о «силовых кабелях» живого организма.
Эта концепция транспорта электрической энер�
гии клетки вдоль мембран, отмечающая в буду�
щем году свой полувековой юбилей, получила в
последующие годы своё подтверждение и, более
того, обнаружила свою универсальность –
«электрические кабели» оказались характерны�
ми для представителей всех основных групп жи�
вого мира: для растений, животных, простей�
ших и бактерий [8].

В последние годы концепция электрических
кабелей клетки неожиданно получила новое раз�
витие: в 2005 г. были обнаружены «нанопровода»
у некоторых металл� и сульфатредуцирующих
бактерий, передающие электрический ток на
расстояния порядка единиц�десятков микромет�
ров [9]. А спустя ещё пять лет, в 2010 г. была от�
крыта новая группа бактерий, получивших наз�
вание «кабельных» [10]. Многоклеточные ка�
бельные бактерии способны передавать электри�
ческий ток на макроскопические расстояния
(порядка сантиметров). Однако функции элект�
рического тока в этих бактериальных проводах
оказались отличными от известных ранее «сиг�
нальной» и «энергетической». Электрический
ток в данном случае связывал не регулятор и эф�
фектор, не генератор и потребитель мощности, а
элементы самого генератора – компоненты ды�
хательной цепи, разнесённые друг от друга на
расстояния, на порядки превышающие обычные
расстояния между ними в митохондриальной
или бактериальной плазматической мембране.
Но ещё более удивительной оказалась природа
этого «внутригенераторного» электрического то�
ка: его распространение происходит не по мем�
бране, а по белковым фибриллам [11, 12].

Несмотря на то, что полного понимания
строения нанопроводов и механизма их прово�
димости ещё нет, «тройной юбилей» концепции
«биологических кабелей» даёт основание сде�
лать обзор основных вех в исследованиях в этой
области. В настоящей статье мы подробно рас�
смотрим зарождение, обоснование и примеры
реализации концепции энергетических элект�
рических кабелей клетки с участием сопрягаю�

щих мембран. В следующей статье (Электричес�
кие кабели клеток. II. Бактериальные электрон�
ные проводники), продолжающей данный об�
зор, будет рассказано об имеющихся к настоя�
щему времени данных о функциях и организа�
ции электропроводящего аппарата «электроген�
ных» бактерий, «кабельных» бактерий и функ�
ционально близких к ним организмов.

МИТОХОНДРИАЛЬНЫЕ КАБЕЛИ

В 1969 г. группа В.П. Скулачева и Е.А. Ли�
бермана экспериментально показала наличие
электрохимического протонного трансмем�
бранного потенциала (ΔμH+) в митохондриях
(более 200 мВ, электрическая компонента не
менее 180 мВ) [5]. Это открытие не только дава�
ло ключевое доказательство хемиосмотической
гипотезы Митчелла, в соответствии с которой
протонный потенциал служил промежуточным
продуктом при окислительном фосфорилирова�
нии [4], но и меняло представление о взаимо�
связи генераторов энергии клетки между собой
и с её потребителями. Так, возможность распро�
странения по мембране энергии, полученной в
ходе биологического окисления, в форме элект�
рохимического потенциала должна была «свя�
зать в единую систему тысячи энергопроизводя�
щих отдельных ферментных комплексов, кото�
рые расположены в пространственно удалённых
друг от друга областях мембраны» [7]. В.П. Ску�
лачев также предположил, что передача энергии
трансмембранного потенциала не ограничива�
ется только одной митохондрией, но может
обеспечивать её связь с другими митохондриями
или другими компонентами цитоплазмы за счёт
внутриклеточной мембранной «силовой сети»
[7]. Основания для таких предположений дава�
ли появившиеся тогда же данные о наличии в
некоторых клетках (например, в мышечных
клетках животных) мембранных структур (тру�
бок и цистерн саркоплазматического ретикулу�
ма), пронизывавших всё пространство клетки
между пространственно удалёнными митохон�
дриями или между ними и плазматической
мембраной [13–15]. Более того, тогда же начали
появляться данные, что в мышечных тканях жи�
вотных и сами митохондрии могут достигать
значительных размеров [16, 17]. Это указывало
на митохондрии, как возможные клеточные
структуры для переноса (а не только генерации)
электрохимического потенциала.

Однако это всё были лишь косвенные указа�
ния на возможность существования «транскле�
точных» энергопередающих мембран. Чтобы
подтвердить наличие непрерывной сети мито�
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хондриальных мембран в клетке, Л.Е. Бакеева,
Ю.С. Ченцов и В.П. Скулачев предприняли сис�
тематическое исследование серийных срезов
сначала мышцы диафрагмы крысы [18, 19], а за�
тем и сердечной мышцы представителей всех
классов позвоночных животных (рыбы, лягуш�
ки, ящерицы, голубя, крысы и быка) [20]. В ре�
зультате удалось установить наличие митохон�
дриальной сети, названной авторами митохон�
дриальным ретикулумом (Reticulum mitochondri�
ale), и реконструировать её трёхмерную структу�
ру (рис. 1). Принципиальные характеристики
митохондриального ретикулума, как структур�
ные, так и функциональные, установленные в
этих ранних работах, были полностью подтверж�
дены в недавних работах группы R.S. Balaban
[21] с использованием сканирующей электрон�
ной микроскопии методом фокусированных
ионных пучков. Митохондриальный ретикулум
мышцы диафрагмы представлял собою сеть из
тонких ветвящихся трубчатых митохондриаль�
ных тяжей [18], в то время как кардиомиоциты
содержали множество толстых митохондрий эл�
липтической формы, связанных друг с другом
контактами [20]. В областях контактов (0,1–
1 мкм) внешние мембраны соседних митохон�
дрий были максимально сближены (не исклю�
чено, что происходило их слияние, аналогичное
слиянию плазматических мембран в области
плотных клеточных контактов), и вся область
контакта (включая внутреннюю и внешнюю
мембраны и межмембранное пространство) об�
ладала повышенной электронной плотностью.
Более того, наблюдались также электронно�
плотные контакты митохондриальных мембран
с плазматической мембраной в области межкле�
точных щелевых контактов, образующие, таким
образом, шестимембранные структуры (две
плазматические мембраны, две внешние и две
внутренние мембраны митохондрий) [20]. Эти
структурные данные с очевидностью указывали
на существование единой «электрической сети»
не только в пределах одной клетки, но и в систе�
ме связанных клеток.

Предположение о том, что описанные в этих
работах мембранные контакты действительно
обладают электрической проводимостью и свя�
зывают отдельные митохондрии в единую
электрическую сеть, было затем подтверждено
экспериментально. С помощью проникающего
катионного флуоресцентного красителя этилро�
дамина, который накапливается в митохондри�
ях при образовании в них трансмембранного
потенциала, было произведено прижизненное
окрашивание митохондрий кардиомиоцитов
крысы. Краситель, таким образом, визуализи�
ровал образование или исчезновение мембран�

ного потенциала в митохондриях, делая доступ�
ным наблюдение этих процессов в световой
микроскоп. Было показано, что повреждение
одной митохондрии тонким лучом лазера (Ø ≤
0,5 мкм) или при уколе кончиком капилляра
(∼0,2 мкм), приводило к исчезновению мем�
бранного потенциала сразу во многих (хотя не
во всех) митохондриях, образующих кластер
размером до 50 мкм. Такой кластер электричес�
ки связанных митохондрий был назван автора�
ми «гроздью митохондрий» (Streptio mitochondri�
ale) [23]. Аналогичным образом была показана
«электрическая связность» нитевидных митохон�
дрий фибробластов человека, имеющих длину
до 40 мкм и электрически независимых от всех
или части остальных митохондриальных фила�
ментов клетки [23, 24] (рис. 2).

Потребность в протяжённых митохондри�
альных сетях для мышечных клеток, очевидно,
связана с необходимостью быстрой доставки
энергии к миофибриллам при интенсивной ра�
боте мышцы, когда скорость диффузии кисло�
рода на те же расстояния с периферии клетки
может ограничивать скорость окислительного
фосфорилирования в её центре. Однако, мио�
циты – не единственные клетки животных, в
которых были обнаружены подобные простран�
ственно�протяжённые митохондриальные струк�
туры, они встречаются и в клетках печени, и
поджелудочной железы, и др. [22].

Митохондриальные сети или гигантские ми�
тохондрии были обнаружены также и у однокле�
точных организмов, по крайней мере, на неко�
торых стадиях их развития – например, у одно�
клеточной водоросли Euglena gracilis [25], у утра�
тившей фотосинтетический аппарат однокле�
точной зелёной водоросли Polytomella agilis [26]
или в клетках дрожжей Saccharomyces cerevisiae
[27]. Гигантские митохондрии в этих случаях
представляют собой ветвящиеся трубчатые
структуры (по сути, ту же митохондриальную
сеть), ветви которых имеют длину до десятков
микрометров. В этих случаях, однако, их энер�
гопередающая функция не очевидна, поскольку
образование таких гигантских разветвлённых
митохондриальных структур в этих организмах,
как правило, сопряжено с падением дыхатель�
ной активности и уменьшением количества
крист внутренней мембраны [25, 26].

БАКТЕРИАЛЬНЫЕ МЕМБРАННЫЕ КАБЕЛИ

Генерация ΔμH+ на внутренней митохондри�
альной мембране обусловлена работой дыха�
тельной цепи. Другим генератором ΔμH+, харак�
терным для ныне живущих фототрофных орга�
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Рис. 1. Митохондриальный ретикулум в мышцах диафрагмы двухмесячной крысы. а – Продольный срез, б – попереч�
ный срез через изотропную область. в–д – Трёхмерная реконструкция митохондрий мышц диафрагмы на основе серий�
ных электронно�микроскопических срезов (в – саркомер, вид сбоку; г – саркомер, вид сверху; д – область миофибрил�
лы вблизи Z�диска, вид сбоку). Источник: [22]. Дизайн изображений: Лаборатория Феликса Каспаринского (www.
kasparinsky.pro). С цветными вариантами рис. 1, 3 и 5 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте:
http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm.)
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Рис. 2. «Укол» длинного (40 мкм) митохондриального филамента фибробласта человека узким (Ø ≤ 0,5 мкм) лазерным лу�
чом приводит к мгновенному исчезновению мембранного потенциала по всей длине филамента. В среду добавлен флуо�
ресцентный краситель этилродамин, накапливающийся в митохондриях, обладающих трансмембранным электрохими�
ческим потенциалом. Фотографии до (а) и после (б–д) «укола» митохондрии лазером (место «укола» указано стрелкой);
а и б – флуоресцентная микроскопия; в – фазово�контрастная микроскопия; г – вид сверху на трёхмерную модель мито�
хондриальной сети, полученную с использованием метода серийных электронно�микроскопических срезов; д – элект�
ронная микроскопия, показан участок «укола» лазером. Фотографии (в–д) показывают, что митохондрия в целом не по�
вреждена. Источник: [22]. Дизайн изображений: Лаборатория Феликса Каспаринского (www.kasparinsky.pro)
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низмов, является фотосинтетическая цепь пере�
носа электронов. С точки зрения возможностей
транспорта энергии мембранного потенциала,
запасённого в ходе фотосинтеза, наиболее инте�
ресны цианобактерии, поскольку у этих орга�
низмов распространены многоклеточные нит�
чатые формы. Так, к нитчатым цианобактериям
относятся виды родов Anabaena, Lyngbya, Nostoc
и Oscillatoria [28]. Фотосинтетический аппарат в
клетках цианобактерий содержится в мембра�
нах, образующих отдельную систему – тилакои�
ды. Вопрос об электрической связи тилакоидов
с плазматической мембраной не совсем ясен.
Ранние работы и часть работ последнего време�
ни указывают на наличие контактов между ти�
лакоидами и внутренней плазматической мем�
браной, так что внутритилакоидный объём ока�
зывается связан с периплазматическим простран�
ством [29, 30]. В этом случае электрохимичес�
кий потенциал, образованный фотосинтетичес�
ким аппаратом на тилакоидной мембране, мо�
жет распространяться и на внутреннюю плазма�
тическую мембрану. В то же время в некоторых
работах показано, что тилакоиды представляют
собой изолированную систему, причём как в од�
ноклеточных [31, 32], так и в многоклеточных
видах [32]. В этом случае прямой электрической
связи между двумя мембранными системами
нет, и она обеспечивается лишь за счёт восста�
новительных эквивалентов, генерируемых фо�
тосинтетической электронтранспортной цепью
тилакоидов и служащих субстратом для дыха�
тельной цепи плазматической мембраны.

Между плазматическими мембранами кле�
ток, образующих нить, имеются контакты –
микроплазмодесмы. Сейчас известно, что они
представляют собой относительно широкие ка�
налы (Ø до 20 нм), проницаемые не только для
ионов, но и для низкомолекулярных веществ
[33]. Доказательство, что они, действительно,
связывают клетки бактериальной нити (трихо�
ма) в единую электрическую систему, было по�
лучено в 1982 г. и стало важным свидетельством
универсальности механизма передачи энергии
по мембранным структурам живых клеток [34].
Эксперименты на трихомах нитчатой цианобак�
терии Phormidium uncinatum из семейства
Oscillatoriaceae показали, что энергия, получен�
ная освещёнными клетками в результате фото�
синтеза, может эффективно передаваться вдоль
трихома на макроскопические расстояния – как
минимум, до 2 мм (длина трихома). Так, освеще�
ние лишь небольшой части (не более 5%) кле�
ток, расположенных на одном конце трихома,
приводило к возникновению энергозависимой
подвижности клеток на другом конце трихома.
Этот перенос энергии ингибировался протоно�
форами и ионофорами, устраняющими транс�
мембранный потенциал, и был независим от
АТФ; об этом говорило как сохранение эффекта
в присутствии ингибитора АТФ�синтазы, так и
малое время (секунды) распространения энер�
гии, невозможное при диффузионном распро�
странении АТФ или других молекулярных форм
запасённой энергии (рис. 3). Электрический ме�
ханизм переноса энергии был также подтверж�
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Рис. 3. Освещение незначительного участка (<5% длины) трихома нитчатой цианобактерии P. uncinatum приводит к быст�
рой (в секундной шкале) передаче энергии вдоль трихома и обеспечению энергозависимой подвижности клеток, удалён�
ных от освещённой области. а – Часть трихома P. uncinatum, оптическая микрофотография (источник: фотоатлас циано�
бактерий, https://atlasofcyanobacteria.com/#Phormidium_uncinatum). б – Схема эксперимента по наблюдению подвижнос�
ти клеток трихома при освещении его части. Круговые стрелки показывают светозависимую работу двигательного аппа�
рата клеток трихома, которая в жидкой среде выявляется по вращению колец слизи, выделяемой клетками

10 мкм

а

б
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дён прямыми экспериментами с использовани�
ем внеклеточных электродов.

Однако для эффективной передачи энергии
мембранного потенциала на макроскопические
расстояния становятся существенными элект�
рические потери за счёт ограниченной проводи�
мости цитоплазмы и токов утечки через мембра�
ну. Количественный анализ показал, что при ти�
пичных электрических и геометрических харак�
теристиках цианобактериальной клетки харак�
терное расстояние распространения потенциала
(при котором происходят потери половины пе�
редаваемой энергии) составляют ~7 мм, хотя эта
величина может варьировать вместе с измене�
ниями электрического сопротивления мембра�
ны и цитоплазмы [34]. Что же касается интен�
сивности такого обмена энергией (или силы то�
ка) между клетками в составе трихома, то она
может быть оценена как 50 пА (3 × 108 элемен�
тарных зарядов в секунду [35]), что соответству�
ет скорости производимой АТФ порядка 0,6 ×
108 с–1 и сопоставимо со скоростью энергетичес�
кого обмена одной цианобактериальной клетки
[36].

ХЛОРОПЛАСТЫ

Распространение трансмембранного потенциа-
ла в тилакоидах. Хлоропласты – достаточно
крупные органеллы, обладающие собственной
внутренней мембранной системой – тилакоида�
ми, в мембранах которых происходит генерация
и латеральное распространение ΔμH+. У боль�
шинства растений хлоропласты имеют размеры
порядка нескольких микрометров, а у ряда рас�
тений, адаптированных к условиям глубокого
затенения, были обнаружены хлоропласты раз�
мером до 20–30 мкм [37, 38]. При этом предпо�
лагается, что тилакоиды внутри хлоропласта об�
разуют непрерывную сеть [39, 40]. Тилакоиды
стромы «обматывают» грану подобно шарфу. За�
матываясь по спирали, они соприкасаются со
всеми тилакоидами стромы, образуя с ними ще�
леподобные контакты размером от 15 × 30 до
15 × 435 нм. По�видимому, длина «контактных
зон» может регулироваться хлоропластом; тем
самым растения могут регулировать поток не
только крупных молекул через систему своих
тилакоидов, но и ионов, которые определяют
мембранный потенциал [40].

При этом распределение белковых комплек�
сов – генераторов и потребителей ΔμH+ вдоль
поверхности тилакоидных мембран хлороплас�
тов неоднородно [41]. Поэтому вопрос об эф�
фективности распространения потенциала
вдоль тилакоидной мембраны, пусть и не на

макроскопические расстояния, но всё же доста�
точно большие по клеточным меркам, возника�
ет и в этом случае. В хлоропластах основной
составляющей трансмембранного электрохими�
ческого протонного потенциала является не
электрическая, а химическая составляющая –
ΔpH. Характерные значения ΔpH оценивались
по�разному в разное время и варьируют от ~3,5
до 2,0 единиц pH в зависимости от метаболичес�
кого состояния хлоропласта [42, 43], что соответ�
ствует ~120–210 мВ. Впервые вопрос о том, что
в состоянии интенсивного фотофосфорилиро�
вания тилакоидный ΔμH+ может «не успевать»
распространиться по всему тилакоиду и достичь
равновесного значения во всех участках мем�
браны, был поставлен, насколько нам известно,
в начале 1980�х гг. в работах De Kouchkovsky et
al. [44, 45]. По их оценкам, различия в величине
трансмембранной разности потенциалов между
«потенциал�генерирующей» и «потенциал�пот�
ребляющей» областями тилакоида могут дости�
гать от 0,2 [44] до 0,5 единиц pH [45], что соответ�
ствует 12–30 мВ. Недавние расчёты [46], прове�
дённые с учётом стеккинга тилакоидов (т.е. об�
разования «стопок» тилакоидов – гран), при ко�
тором мембраны соседних тилакоидов оказыва�
ются сближенными и образуют весьма узкую
щель для водной фазы, показали, какие факто�
ры определяют возникновение продольного
градиента ΔμH+. Во�первых, это диссипация
ΔμH+ (ΔpH) на краях тилакоида комплексами
АТФ�синтазы, которая создаёт неоднородное
распределение pH внутри тилакоида. Этот эф�
фект может давать, как предполагается, до
1 единицы pH (60 мВ) [46]. Заметим, кстати, что
аналогичный эффект был предсказан и для ми�
тохондриальных крист, в которых рассеяние
ΔμH+ при синтезе АТФ также ожидается преиму�
щественно на краях кристы и может давать до
0,7 единиц pH (42 мВ) разницы между pH в
центре кристы и вблизи её краёв [47]. Во�вто�
рых, из�за того, что тилакоиды в гране очень
плотно упакованы, диффузия протонов через
узкую щель между мембранами соседних тила�
коидов затруднена, и откачивание протонов из
этой щели фотосинтетическим аппаратом мо�
жет создавать там очень высокие локальные
значения pH (до 10,2–10,8) [46]. В итоге ΔpH в
центре граны может достигать 4,5 единиц, в то
время как на участках мембраны, экспониро�
ванных в строму, снижаться до 1,0–2,3 единиц, в
зависимости от интенсивности фосфорилиро�
вания. Это означает возможность образования
значительных латеральных градиентов ΔμH+ –
от 2,2 до 3,5 единиц pH (130–210 мВ) [46]. Кро�
ме метаболического состояния хлоропласта
(состояние активного фосфорилирования или
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состояние фотосинтетического контроля, в ко�
тором снижен отток протонов из внутритилако�
идного люмена через АТФ�синтазу из�за отсут�
ствия субстратов фосфорилирования), эта вели�
чина зависит также от того, насколько в люмене
и/или в межтилакоидном пространстве затруд�
нена диффузия протонов. При этом, как пока�
зывают расчёты, снижение скорости распрост�
ранения потенциала и вызываемое им снижение
трансмембранного потенциала в области лока�
лизации АТФ�синтаз негативно сказываются на
скорости синтеза АТФ. Несмотря на то, что та�
кой расчёт может лишь приблизительно учиты�
вать геометрию взаимного расположения тила�
коидов (преувеличенное соотношение толщины
внутри� и межтилакоидных просветов – 10
вместо наблюдавшихся в эксперименте значе�
ний 1,3–2,9 [48, 49]; плоские цилиндрические
тилакоиды стромы вместо спиральных; и т.п.),
тем не менее, он даёт представление о возмож�
ных потерях в величине распространяющегося
по мембране протонного потенциала и опреде�
ляющих их факторах.

Таким образом, даже при таких относитель�
но малых пространственных масштабах распро�
странения мембранного потенциала, который
имеет место в хлоропластах, могут возникать си�
туации, когда его скорость лимитирует биоэнер�
гетические процессы. При этом надо иметь в ви�
ду, что ΔμH+ в тилакоидах, наряду с непосред�
ственной энергетической функцией, несёт так�
же и регуляторную функцию, определяя прост�
ранственное перераспределение фотосинтети�
ческих антенных комплексов в тилакоиде, сни�
жая квантовую эффективность фотосинтетичес�
ких реакционных центров, и др. [50–52].

Регуляция фотосинтетической активности
хлоропластов за счёт распространения электрохи-
мического потенциала по плазматическим мембра-
нам клеток. Говоря о регуляторной функции
ΔμH+ на тилакоидной мембране, необходимо
также упомянуть, что ΔμH+ (и электрохимичес�
кие потенциалы других ионов) на плазматичес�
кой мембране эукариотической клетки также
может выполнять регуляторную функцию по от�
ношению к фотосинтетическим процессам в
хлоропласте и, в частности, к генерации самóй
тилакоидной ΔμH+. Наиболее изучены эти регу�
ляторные процессы на гигантских клетках (до
нескольких сантиметров длиной) харовых водо�
рослей. Плазмалемма этих клеток осуществляет
интеграцию внутриклеточных метаболических
процессов за счёт изменений в распределении
ΔμH+ и проницаемости мембраны к другим
ионам (в первую очередь, к кальцию) вдоль сво�
ей поверхности [53]. При этом мембранно�зави�
симая дистанционная регуляция использует два

разных механизма: протекание круговых элект�
рических токов между функционально различ�
ными зонами клетки и проведение по клетке по�
тенциала действия. Круговые токи обусловлены
работой АТФ�зависимых протонных насосов,
генерирующих ΔμH+ и неравномерно распреде�
лённых по поверхности клетки (в соответствии с
распределением функционально различных
зон). Потенциал действия подавляет как работу
протонных насосов, так и пассивное поглоще�
ние протонов на «другом полюсе» круговых то�
ков, а также повышает концентрацию кальция в
цитоплазме. Эти изменения, в свою очередь,
вызывают повышение стационарной ΔμH+ на
тилакоидной мембране и рост теплового рассея�
ния поглощаемой хлоропластами световой
энергии [54]. Регуляция теплового рассеяния
поглощённой световой энергии потенциалом
действия, распространяющимся по плазмати�
ческим мембранам клеток, обнаружена также у
высших растений [55]. Потенциал действия
распространяется по проводящим тканям, что
позволяет ему осуществлять связь даже между
разными листьями одного растения. Показано,
что в регуляции также задействован кальций,
однако в целом механизм регуляции в данном
случае не изучен в достаточной степени.

Гипотезы о единой мембранной сети хлоро-
пластов. В отличие от митохондрий, способных
к образованию электрически связанных сис�
тем, пронизывающих всю клетку, для хлороп�
ластов такие образования не характерны, нес�
мотря на то, что гипотезы о существовании в
растительных клетках связанных между собой
хлоропластов или даже единой хлоропластной
сети, пронизывающей симпласт, высказыва�
лись неоднократно. История возникновения
представлений о том, что хлоропласты в клетке
образуют сеть, отчасти похожа на историю отк�
рытия митохондриальной сети. Впервые цепоч�
ки хлоропластов, соединённые тонкими нитя�
ми (Plasmastränge) длиной до 30 мкм, были об�
наружены и исследованы ещё в конце 19�го –
начале 20�го веков [56, цит. по 57; 58] (рис. 4);
причём были изучены особенности их располо�
жения в клетке, зависимость образования от фа�
зы развития клетки, и др. Относительно проис�
хождения этих цепочек был сделан вывод, что
они являются результатом незавершённого де�
ления хлоропластов [56, цит. по 59]. В 1960�х гг.,
т.е. в тот же период, когда были повторно откры�
ты нитчатые митохондрии и возникало предс�
тавление о единой митохондриальной сети, ис�
пользуя оптическую фазово�контрастную мик�
роскопию, обнаружили, что хлорофилл�содер�
жащие структуры хлоропластов окружены очень
подвижным бесцветным чехлом, который спо�
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собен образовывать длинные «протуберанцы»
(выросты, выдающиеся в цитоплазму). Проту�
беранцы затем могли фрагментироваться на сег�
менты, неотличимые в световой микроскоп от
митохондрий [60]. Однако, в отличие от анало�
гичных открытий в области строения митохон�
дриальной системы клетки, обнаружение этих
структур не привело к революционным интер�
претациям их роли в образовании «хлоропласт�
ного ретикулума» вплоть до 1990�х гг. [57].

В 1994 г. были переоткрыты трубчатые вы�
росты хлоропластов, соединяющие их в хлоро�
пластную «сеть», впервые описанные в конце
19�го века [56; цит. по 57; 58]. В гигантских клет�
ках одноклеточной водоросли Acetabularia
cliftonii методами электронной микроскопии и
конфокальной лазерной сканирующей микрос�
копии с использованием прижизненной окрас�
ки 3,3′�дигексилоксакарбоцианином обнаружи�
ли, наряду с трубчатыми митохондриями, также
трубчатые мембранные образования Ø ∼ 0,5 мкм,
соединяющие между собой хлоропласты и дос�
тигающие в длину до сотен микрометров [61].
Причём бóльшая часть хлоропластов клетки об�
разовывала сеть; хлоропластов, не связанных с
другими, было меньшинство. В данном случае
предположения о возможной функции межхло�
ропластных трубок были основаны на наблюда�
емом Menzel [61] характере движения хлоро�
пластов и касались лишь их участия в движении:
хлоропласты плыли друг за другом, словно лод�
ки, связанные бечёвкой. Это наблюдение пред�
полагало также, что, наряду с мембраной, в фор�
мировании этой структуры участвуют, внутри
или снаружи от мембраны, и элементы цитоске�
лета.

Вскоре после этого появились гипотезы о
том, что с помощью мембранных трубок хло�
ропласты способны образовывать единое прост�
ранство стромы, и по межпластидным трубкам
могут обмениваться содержимым [62], причём
не только низкомолекулярным, но и белками
вплоть до 550 кДа [63]. Такой вывод был сделан

на основе экспериментов с трансгенными рас�
тениями табака и петуньи, в которые был введён
зелёный флуоресцентный белок (GFP) с хло�
ропластным сигнальным пептидом [62] или
GFP�меченые хлоропластные белки (в том чис�
ле Rubisco) [63]. Авторы наблюдали перемеще�
ние белка по мембранным трубкам между хло�
рофилл�содержащими органеллами, которые
они интерпретировали как отдельные хлороп�
ласты. При этом сама трубчатая мембранная
структура, по мнению авторов, напоминала бак�
териальные пили. (О бактериальных пили�по�
добных структурах, обнаруженных у металл�
восстанавливающих протеобактерий Shewanella
oneidensis и имеющих мембранное строение, бу�
дет рассказано во втором обзоре данной серии:
«Электрические кабели клеток. II. Бактериаль�
ные электронные проводники».) Эти данные о
перемещении между хлоропластами белков, ло�
кализованных в строме, были интерпретирова�
ны как свидетельствующие о заполнении трубок
содержимым стромы, за что они и получили
название: стромулы (stromules: stroma filled
tubules) [64].

Вслед за этим также были высказаны пред�
положения о том, что стромулы ограничены не
внешней и внутренней тилакоидными мембра�
нами, а мембраной эндоплазматического рети�
кулума (ЭПР), предположительно окружающей
хлоропласты [57]. Это предположение основано
на гипотезе о том, что хлоропласт, имеющий
симбиотическое происхождение, наряду с
собственной двойной мембраной (наследницей
двойной плазматической мембраны эндосимбио�
тической цианобактерии), должен иметь фаго�
цитарную мембрану клетки�хозяина, и у совре�
менных растений эта мембрана могла бы быть
представлена мембраной ЭПР [57, 65]. При
этом, поскольку давно известно, что плазмодес�
мы связывают между собой в единую систему не
только цитоплазму соседних клеток, но и их ре�
тикулярные системы за счёт десмотрубочек –
мембранного канала, образованного ЭПР и
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Рис. 4. Старая клетка мха Funaria hygrometrica, с веретенообразными хлоропластами, соединёнными тонкими нитями
(Plasmastränge). Увеличение приблизительно 500×. Рисунок из книги [58]
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Рис. 5. а и д – Визуализация вакуолярной системы (автофлуоресценция антоцианов, красный псевдоцвет), (б и е) – стро�
мул (флуоресценция карбоксифлуоресцеина, зеленый псевдоцвет) и (в и ж) – хлорофилла (автофлуоресценция, синий
псеводоцвет) в клетках феллодермы клубней красного картофеля (cv. Rosalinde). г и з – Объединение изображений (а–в)
и (е–ж) соответственно. N – ядро, наконечники стрелок – стромулы, стрелки – межхлоропластные анастомозы. Мас�
штабный отрезок 10 мкм. Рисунок из статьи [69]
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пронизывающего канал плазмодесмы [66] –
стромулы, в связи с этими представлениями,
могли бы связывать хлоропласты разных клеток
в единый «хлоропластный симпласт».

Наконец, наиболее радикальная гипотеза о
передаче сигнала между тилакоидными мем�
бранами в разных листьях по единой мембран�
ной сети растения была высказана в связи с
изучением регуляции фотосинтетического ап�
парата растений в условиях светового стресса. В
работе Szechynska�Hebda et al. [55] было показа�
но наличие быстрой дальнодействующей систе�
мы регуляции механизмов защиты от избыточ�
ного освещения в листьях Arabidopsis. Освеще�
ние одного листа интенсивным светом и акти�
вация в нём фотозащитных механизмов позво�
ляла активировать их и в остальных листьях, да�
же если они не подвергались освещению. При
этом регуляция имела фотоэлектрофизиологи�
ческую природу, т.е. была связана с распростра�
нениием по растению электрического (электро�
химического) сигнала. Между листьями сигнал
распространялся в виде электрохимического
мембранного потенциала по плазматическим
мембранам клеток обкладки проводящего пуч�
ка со скоростью 0,2–0,3 см/с, причём времен�
ные и пространственные характеристики рас�
пространения определялись трансмембранной
разностью pH в тилакоидах клеток освещённо�
го листа. Авторы предположили, что эффектив�
ная регуляция за счёт распространения элект�
рического сигнала по растению была возможна
только при наличии единой внутри� и межкле�
точной мембранной системы, включая строму�
лы и их контакты с плазматической мембраной
[55].

Однако все эти гипотезы, рассматривающие
возможность существования в растении, в листе
или хотя бы в отдельной клетке сети хлороплас�
тов, недостаточно обоснованы. Так, даже пред�
ставление об обмене содержимым стромы меж�
ду соединёнными стромулой хлоропластами,
имеющее, казалось бы, наиболее весомое экспе�
риментальное обоснование, подвергается очень
серьёзной критике [59]. Так, при интерпретации
экспериментов по перемещению GFP�меченых
белков через стромулы два совершенно разных
цитологических явления: (i) формирующиеся
хлоропласты или хлоропласты на поздних ста�
диях деления, образующие кажущиеся цепочки
и открытые в конце 19�го века [56, цит. по 57;
58], с одной стороны, и (ii) выросты («протубе�
ранцы») хлоропластной мембраны, открытые в
1960�х, с другой [60], – были, по�видимому,
ошибочно, объединены в одно. При этом вы�
росты хлоропластной мембраны (а только их и
правомерно называть стромулами [59]) подвиж�

ны и достаточно распространены, но они не со�
единяют между собой разные хлоропласты. В то
же время в формирующихся или делящихся хло�
ропластах, действительно, происходит перенос
GFP�меченого белка по анастомозам между
хлоропластами, но их, строго говоря, нельзя
считать разными органеллами, и само образова�
ние таких цепочек хлоропластов – относитель�
но редкое явление для зрелых хлоропластов в не
подверженных старению или заболеванию тка�
нях растения (рис. 5). Что же касается электро�
физиологической регуляции фотосинтетичес�
ких процессов на уровне всего растения, то тут
гораздо более обоснованным выглядит сцена�
рий, при котором изменения тилакоидного
ΔμH+ через какие�либо химические сигналы
(например, через активные формы кислорода)
стимулируют возникновение регуляторного
сигнала на плазматической мембране, распро�
страняющегося далее в виде электрохимическо�
го трансмембранного потенциала действия по
плазматическим мембранам клеток проводящих
тканей [67, 68].

Наконец, необходимо отметить, что, незави�
симо от наличия каких�либо контактов хлоро�
пластных мембран между собой или с другими
мембранными структурами клетки, главные
энергетические мембраны хлоропластов (тила�
коиды) остаются изолированными структурами
в отличие от митохондрий, где кристы, гомоло�
гичные тилакоидным мембранам, сохраняют
связь с внутренней мембраной органеллы и не�
сут общий потенциал. Внутренняя мембрана
хлоропласта, тем не менее, несёт трансмембран�
ный потенциал, используемый для энергозави�
симого транспорта, например для потенциал�
зависимого унипорта ионов [70, 71]. Были пред�
положения, что возможен перенос протонного
градиента от мембран периферических тилакои�
дов на внутреннюю хлоропластную мембрану за
счёт отдельных каналов, соединяющих люмен
тилакоида с межмебранным пространством хло�
ропласта [72], и такие каналы как будто наблю�
дались [73, цит. по 74]. Несмотря на то что, как
правило, связь между внутренними мембранны�
ми структурами и мембраной оболочки хлоро�
пласта наблюдается лишь в процессе формиро�
вания пластиды, но не в зрелых органеллах [75],
тем не менее изредка контакты между мембра�
ной тилакоида стромы и внутренней хлоропласт�
ной мембраной наблюдаются и в зрелых хлоро�
пластах [76]. В хлоропластах, действительно, про�
исходит светозависимый перенос протонов через
внутреннюю хлоропластную мембрану из стромы
в цитозоль [77], что приводит к образованию
электрохимического потенциала (ΔμH+) на внут�
ренней хлоропластной мембране. Однако его
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The concept of “electric cables” involved in bioenergetic processes in a living cell was proposed half a century ago
[Skulachev, V. P. (1971) Curr. Top. Bioenerg., Elsevier, pp. 127�190]. Membrane structures of a cell were considered as
probable pathways for transferring transmembrane electrochemical potential. Further studies have shown that cou�
pling membranes (inner mitochondrial membrane or bacterial cell membrane), i.e., those involved in the generation
of membrane potential, can also serve for its transfer. A wide range of organisms from almost all major taxa have been
discovered to employ the energy�transmitting function of coupling membranes. Macroscopic (millimeter or even cen�
timeter in length) cable�like structures have been found, the most striking examples of which are giant mitochondria
of some unicellular organisms (algae, fungi, protozoa) and animal tissues, filamentous mitochondria, mitochondrial
reticulum in animal muscle tissue, and trichomes of cyanobacteria. The importance of such “electric cables” in cells
or multicellular structures is determined by their ability to provide rapid energy exchange between metabolic coun�
terparts, energy producers and energy consumers, as the diffusive transport of soluble macroergic molecules (ATP,
etc.) requires much longer time. However, in the last 10�15 years, a new type of bacterial “electric cables” of presum�
ably proteinaceous nature has been discovered, which serve a quite different purpose in cell bioenergetics. The mole�
cular structure and functions of these cables will be discussed in the second part of the review (“Electric cables of liv�
ing cells. II. Bacterial electron conductors”).

Keywords: transmembrane electrochemical potential, mitochondria, chloroplasts, cyanobacteria, stromules,
nanowires
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АКТИВАЦИЯ ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА Nrf2 КАК ПОДХОД
К ПРЕДОТВРАЩЕНИЮ ЦИТОКИНОВОГО ШТОРМА ПРИ COVID�19

© 2020 Р.А. Зиновкин1,2,3*, О.А. Гребенчиков4

ВВЕДЕНИЕ

Патогенез COVID"19 является предметом
чрезвычайно активного изучения, при этом до
сих пор не разработана эффективная терапия
против этого заболевания, вызываемого коро"
навирусом SARS"CoV"2. Первоначально SARS"
CoV"2 инфицирует клетки эпителия верхних
дыхательных путей. Если инфекция ограничена
лишь этими клетками, то болезнь обычно про"
текает в достаточно мягкой форме. При проник"
новении вируса в альвеолы легких происходит
заражение пневмоцитов второго типа, в этом
случае может развиться тяжелая пневмония.
При инфекции происходит ингибирование ин"
терферонового ответа клеток, при этом экспрес"
сируется большое количество хемокинов, кото"
рые привлекают из сосудистого русла в альвео"
лы иммунные клетки: моноциты, В" и Т"лимфо"
циты [1]. Чрезмерная экстравазация этих клеток
в альвеолы считается основной причиной пато"
генетических изменений в легких, приводящих
к развитию дыхательной недостаточности и ост"

рого респираторного дистресс"синдрома
(ОРДС) [2].

В тяжелых случаях вирус может проникать в
кровоток и заражать эндотелиальные клетки, а
также другие клетки"мишени, которые находят"
ся в тканях почек, пищевода, мочевого пузыря,
подвздошной кишки, сердца и ЦНС. Высво"
бождающиеся при гибели зараженных клеток
эндогенные «образы опасности» (damage"associ"
ated molecular patterns, DAMPs) вносят дополни"
тельный вклад в активацию иммунных клеток и
развитие цитокинового шторма. Таким образом,
при тяжелых формах COVID"19 наблюдается
полиорганная недостаточность, сопряженная с
гиперактивацией иммунной системы. Пациен"
ты с COVID"19 в критическом состоянии имеют
чрезвычайно высокие параметры системного
воспаления, включая С"реактивный белок и ци"
токины IL"6, TNFα, IL"8 и др. [3–5].

Цитокиновый шторм неизбежно сопровож"
дается повышенной генерацией активных форм
кислорода (АФК) иммунными клетками и раз"
витием окислительного стресса [6]. Цитокины
воспаления и АФК действуют совместно, акти"
вируя клетки легочного эпителия и эндотелия.
Это приводит к разборке межклеточных контак"
тов, заполнению интерстициального простран"
ства альвеол жидкостью и нарушению газообме"

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФК – активные формы
кислорода; ОРДС – острый респираторный дистресс"
синдром.

* Адресат для корреспонденции.
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на в легких. Кроме того, цитокиновый шторм и
окислительный стресс приводят к АФК"зависи"
мому апоптозу эндотелиальных клеток [7], что
способствует высвобождению факторов сверты"
вания крови и образованию тромбов [8].

Для терапии цитокинового шторма при
COVID"19 в настоящее время используют кор"
тикостероиды, а также ингибиторы воспали"
тельных каскадов на основе моноклональных
антител: тоцилизумаб (анти IL"6), секукинумаб
(анти IL"17А), канакинумаб (анти IL"1β), рук"
солитиниба фосфат (ингибитор JAK"киназ), и
др. [4]. Опыт использования кортикостероидов
при COVID"19 показал заметные ограничения
их применимости, связанные, прежде всего, с
общим подавлением специфического иммуни"
тета и повышением вероятности развития вто"
ричной бактериальной пневмонии [9, 10]. При"
менение препаратов на основе моноклональных
антител имеет ряд ограничений, обусловленных
их узконаправленным действием лишь на один
из множества цитокинов воспаления. Таким об"
разом, представляется крайне важной разработ"
ка новых подходов к предотвращению развития
цитокинового шторма при COVID"19.

ДИСКУССИЯ

Транскрипционный фактор Nrf2 (Nuclear
factor erythroid 2"related factor 2) обеспечивает
функционирование клеток в условиях электро"
фильного и окислительного стресса. В отсут"
ствии стресса Nrf2 находится в цитоплазме в
комплексе со своим ингибитором – белком
Keap1, который стимулирует убиквитинилиро"
вание Nrf2 и его последующую деградацию. При
появлении избыточного количества АФК или
электрофилов происходит разрушение ком"
плекса Keap1–Nrf2, в результате чего Nrf2 миг"
рирует в ядро. В ядре Nrf2 взаимодействует с
последовательностями ARE в промоторах генов,
стимулируя их транскрипцию [11]. Nrf2 управ"
ляет экспрессией генов, участвующих в антиок"
сидантном ответе, редокс"гомеостазе, биогенезе
митохондрий и других процессах, активация
этих генов защищает клетки от развития воспа"
ления [12]. При активации Nrf2 повышается
экспрессия гемоксигеназы (НО"1), ответствен"
ной за деградацию провоспалительных свобод"
ных гемов и образование противовоспалитель"
ных соединений, таких как CO и билирубин;
НАД(Ф)H:хинон оксидоредуктазы (NQO1), об"
ладающей антиоксидантными активностями; а
также ключевыми ферментами биосинтеза глу"
татиона – основного клеточного антиоксидан"
та. Отсутствие Nrf2 у нокаутных мышей вызыва"

ет неконтролируемый воспалительный ответ:
активацию клеток врожденного иммунитета,
высокую продукцию цитокинов, хемокинов и
АФК – все эти факторы способствуют повреж"
дению клеток и тканей [13].

Активация Nrf2 приводит к снижению вос"
палительного ответа не только за счет увеличе"
ния антиоксидантного ответа, но и за счет ак"
тивности Nrf2 как транскрипционного репрес"
сора, снижающего количество мРНК и белков
(цитокинов воспаления IL"1β, IL"6 и TNF) в
макрофагах человека [14]. Действие индукторов
Nrf2 на снижение цитокинов воспаления в кро"
ви описано для множества животных моделей
[12, 15–17]. Защитная роль активации Nrf2 при
различных воспалительных воздействиях про"
демонстрирована в многочисленных экспери"
ментах на клетках эпителия дыхательных путей
и сосудистого эндотелия [18–22]. В настоящий
момент проводятся десятки клинических иссле"
дований эффективности индукторов Nrf2 ответа
на людях с целью профилактики и лечения вос"
палительных и респираторных заболеваний.

Ниже суммированы основные факты и наб"
людения, обосновывающие целесообразность
активации Nrf2 при COVID"19:

1. Избыточный воспалительный ответ при
COVID"19 связан с высокой летальностью па"
циентов [3]. Активация Nrf2 снижает воспали"
тельный ответ, предотвращая экспрессию цито"
кинов воспаления [14] и макрофагов [23, 24].
Использование индукторов Nrf2 позволяет сни"
зить избыточные воспалительные реакции у па"
циентов, страдающих острыми и хроническими
заболеваниями [25].

2. ОРДС является основным фактором
смертности у больных COVID"19 [26]. Актива"
ция Nrf2 защищает эпителий дыхательных пу"
тей от разборки межклеточных плотных контак"
тов при воспалительном воздействии и от разви"
тия ОРДС [27].

3. В патогенезе COVID"19 нарушение цело"
стности сосудов считается ключевым событием,
приводящим к дисфункции эндотелия и тром"
бообразованию [28]. Активация Nrf2 защищает
эндотелий сосудов от повреждения, вызванного
окислительным стрессом или цитокинами вос"
паления [29].

4. Повышенный окислительный стресс ха"
рактерен для тяжелых случаев течения COVID"
19 [30], при этом наблюдаются отдельные слу"
чаи успешного лечения COVID"19 с помощью
глутатиона [31]. Под контролем транскрипци"
онного фактора Nrf2 находятся ключевые фер"
менты биосинтеза глутатиона [32]. Снижение
активности Nrf2 приводит к развитию окисли"
тельного стресса, а стимуляция – к увеличению

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  7  2020 9*

979



ЗИНОВКИН, ГРЕБЕНЧИКОВ

содержания глутатиона в организме и восста"
новлению редокс"баланса [33].

5. Возраст является важнейшим фактором
риска при инфекции COVID"19 [34]. С возрас"
том происходит угасание активности Nrf2 [33].

6. Активность Nrf2 снижена у пациентов с
гипергликемией [35], которая тоже является
фактором риска при COVID"19 [34].

7. У пациентов мужского пола COVID"19
протекает тяжелее и смертность у них выше, чем
у женщин [34]. Половые различия в активности
Nrf2 у людей неизвестны, но у самок мышей ак"
тивность Nrf2 выше, чем у самцов [36].

До сих пор не было предпринято попыток ис"
следовать соединения"индукторы Nrf2 в качестве
средств, уменьшающих окислительный стресс и
развитие воспаления при инфекциях, вызывае"
мых SARS"CoV"2. Данная задача может быть ре"
шена тестированием тех соединений"активато"
ров Nrf2, которые уже являются лекарственными
средствами, или находятся в различных стадиях
клинических испытаний на людях. Для актива"
ции Nrf2 может применяться широкий спектр
соединений, в том числе следующие индукторы:

1. Сульфорафан – растительное соединение,
содержащееся в крестоцветных, таких как брок"
коли и брюссельская капуста. Действие сульфора"
фана на снижение уровня цитокинов воспаления
в крови показано на множестве животных моде"
лей [37]. В настоящее время проводится около 70
клинических испытаний с сульфорафаном для те"
рапии широкого круга заболеваний, в том числе
хронической обструктивной болезни легких, аст"
мы, артрита, онкологических заболеваний. Суль"
форафан перорально хорошо переносится в суточ"
ных дозах до 200 мкмоль, достигая эффективных
действующих концентраций в плазме крови [38].

2. Диметилфумарат – диметиловый эфир
фумаровой кислоты. В США он был одобрен
FDA для лечения рецидивирующего рассеянно"
го склероза (торговое название Tecfidera), а в
Германии – для лечения псориаза (торговое на"
звание Фумадерм). Интересно, что диметилфу"
марат способен снижать воспалительные реак"
ции как Nrf2"зависимым [39], так и Nrf2"неза"
висимым образом [40, 41].

3. Тиосульфат натрия – лекарственное сред"
ство, применяемое внутривенно и перорально.
Безопасная субстанция, которая используется
для терапии интоксикаций различного генеза.
Тиосульфат натрия является донором сероводо"
рода (Н2S), который является индуктором Nrf2.
Сероводород поддерживает редокс"баланс кле"
ток, обладает противовоспалительным действи"
ем [42]. Соединения"доноры Н2S обладают про"
тивовоспалительной активностью и антивирус"
ным действием против широкого спектра пато"

генных вирусов [43]. Недавно опубликована об"
зорная работа, обосновывающая применение
ингаляционной формы тиосульфата натрия для
пациентов с COVID"19 [44].

4. Эпигаллокатехин 3"галлат – полифенол,
содержащийся в зеленом чае. Это нетоксичное
соединение обладает противовоспалительной
активностью in vitro и in vivo [45]. Помимо этого,
эпигаллокатехин 3"галлат является ингибито"
ром фурина – протеазы, осуществляющей про"
цессинг S"белка SARS"CoV"2 и способствую"
щей проникновению вируса в клетку [46–48].

5. Ресвератрол – полифенол растительного
происхождения. Активирует Nrf2, снижая
экспрессию его негативного регулятора KEAP1,
также активирует деацетилазу SIRT1 [49]. Перо"
ральное употребление ресвератрола приводит к
снижению цитокинов воспаления (IL"1β и
TNF) и активации экспрессии генов"мишеней
Nrf2 (NQO1 и глутатион S"трансферазы) [50].
Ресвератрол повышает синтез эндогенного глу"
татиона и защищает альвеолярные клетки эпи"
телия от окислительного стресса [51].

В основном данные препараты применяют
при лечении хронических воспалительных реак"
ций, а не острых состояний. Неизвестно, на"
сколько эффективно будет применение этих ин"
дукторов Nrf2 при цитокиновом шторме и
ОРДС. Возможно, индукторы Nrf2 могут приме"
няться для предотвращения развития цитокино"
вого шторма, или в процессе его манифестации,
в комбинации с уже используемыми противо"
воспалительными препаратами.

Для большинства предложенных препаратов
уже известна их токсичность и биодоступность,
что позволяет быстро приступить к соответству"
ющим клиническим испытаниям. Для сниже"
ния окислительного стресса и воспаления при
COVID"19 представляется логичным примене"
ние индукторов Nrf2 совместно с предшествен"
никами биосинтеза глутатиона, например N"
ацетилцистеином. Подобную терапию можно
использовать с целью уменьшения повреждения
клеток и тканей, предупреждения развития ды"
хательной недостаточности и ОРДС.
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Nrf2 is a key transcription factor responsible for antioxidant defense in many tissues and cells, including alveolar
epithelium, endothelium, and macrophages. Furthermore, Nrf2 functions as a transcriptional repressor that inhibits
expression of the inflammatory cytokines in macrophages. Critically ill patients with COVID"19 infection often pre"
sent signs of high oxidative stress and systemic inflammation – the leading causes of mortality. This article suggests
rationale for the use of Nrf2 inducers to prevent development of an excessive inflammatory response in COVID"19
patients. 
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